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RESUMEN

El monitoreo ambiental identifica genéticamente las especies de macroinvertebrados, peces, anfibios y
mamiferos presentes en todas las muestras de agua asociadas a los humedales del rio Queule. Los resultados
de los analisis de ADN ambiental mostraron una alta diversidad y baja dominancia en los grupos estudiados
con un total de 383 especies identificadas. El grupo mas representativo fueron los macroinvertebrados (326
especies), seguido por mamiferos (24 especies), peces (19 especies) y anfibios (14 especies). Los grupos de
macroinvertebrados mas importantes en términos de abundancia relativa fueron los artrépodos, nematodos y
anélidos. De las especies de peces identificadas, 15 corresponden a especies nativas, entre las cuales destaca
la alta frecuencia de ocurrencia del puye (Brachygalaxias bullocki), el puye chico (Galaxias maculatus), la perca
trucha (Percichthys trucha) y la lamprea de bolsa (Geotria australis). De las especies no-nativas, los salménidos
Oncorhynchus mykiss y Salmo trutta y el ciprinido Cyprinus carpio estuvieron presentes en todas (o casi todas)
las estaciones de monitoreo. Las especies de anfibios registradas en los humedales del rio Queule fueron 14,
todas especies nativas, con siete de ellas endémicas. Las especies mas frecuentes en las estaciones de
monitoreo fueron la rana chilena (Calyptocephallela gayi), la rana moteada (Batrachyla leptopus) y la rana de
antifaz (Batrachyla taeniata), mientras que el sapo austral (Telmatobufo australis) mostr6 la mayor abundancia
relativa, con abundancias restringidas a estaciones cordilleranas. Los mamiferos identificados fueron 24, de las
cuales 11 fueron especies exdticas, 10 fueron nativas, y tres correspondieron a taxa identificados a nivel de
familia (Cervidae, Chiroptera y Felidae). Las mayores abundancias relativas provienen de especies introducidas
y domesticadas. La comparacion entre areas de los humedales del rio Queule mostré diferencias en términos
de composicion de especies, mostrando las mayores diferencias entre areas con influencia marina y areas con
influencia cordillerana. Los resultados indican que la identificacion de especies mediante ADN ambiental es un
método Optimo para caracterizar sistemas naturales complejos que puedan apoyar politicas medioambientales
relacionadas con la gestion de la biodiversidad en conservacion y proteccion ambiental local y su desarrollo a

nivel global.
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1. INTRODUCCION

El ADN ambiental (eDNA por su acrénimo en inglés), esta referido al material genético libre que puede ser
recuperado desde una matriz ambiental (i.e., agua, suelo, sedimento, nieve, entre otros), el cual proviene de
una variedad de organismos en diferentes fuentes ambientales, las cuales van desde secreciones corporales
(sangre, mucus, propagulos reproductivos, excreciones, desechos celulares, cabello, tejido), o desde
microorganismos, incluyendo el material genético como moléculas libres de ADN (Taberlet et al. 2018). Este
material genético puede ser extraido y aislado del ambiente usando métodos convencionales de biologia
molecular. Un vez extraido, la informacion inherente incorporada dentro del ADN proporciona una “lupa” a través
de la cual se pueden estudiar los organismos que estan presentes en el ambiente desde donde fueron obtenidas
las muestras. Los métodos basados en ADN ambiental ofrecen ventajas comparativas con respecto a métodos
tradicionales, ya que pueden ser aplicados a una amplia gama de habitats y grupos, sin requerir de una amplia
especializacion y/o experiencia taxondmica (Ficetola et al. 2008). Los métodos son extremadamente flexibles y
adaptables a distintos grupos objetivos, ambientes como acuaticos o terrestres, y ecosistemas como
humedales, bosques, desiertos, lagunas, rios, o incluso microbioma (Ficetola et al. 2008, Taberlet et al. 2018).
En general, la explotacién del ADN ambiental para monitorear |a biodiversidad se basa en el principio de que
es posible reconocer cada una de las especies existentes en el planeta a partir de un segmento del material
genético, el cual es conocido hoy en dia como “DNA barcoding”. A nivel técnico, es posible encontrar
marcadores moleculares que cumplen bastante bien el principio (e.g., segmentos parciales del gen COI
mitocondrial, y ribosémico mitocondrial de los genes 16s y 12s), y que se utilizan de forma rutinaria para
identificar y catalogar metazoos (Taberlet et al. 2018, Valentini et al. 2018). A nivel practico, ha habido un
desarrollo sin precedentes de catalogos de biodiversidad que incluyen secuencias de ADN (i.e., BOLD,
GenBank, WoRMs, Biocode, Midori), que son la columna vertebral de las técnicas que utilizan eDNA.

En el area de macro-biologia esta metodologia es relativamente reciente, sin embargo, ha sido usada
exitosamente para detectar especies invasoras, estimar caracteristicas poblacionales de especies objetivo de
interés comercial, monitorear especies amenazadas y generar inventarios de biodiversidad en varias partes del
mundo. Existen varios métodos para catalogar especies a partir del ADN ambiental, no obstante, el método
maés eficaz, tanto para procariotas como eucariotas, consiste en la amplificacion selectiva de fragmentos de uno
o0 varios genes provenientes desde una muestra ambiental que contiene el material genético de toda una
comunidad. Una vez amplificado, el producto resultante es descifrado usando secuenciacién masiva de proxima
generacion (NGS), la cual es denominada “metabarcoding” y, hoy en dia, representa una aproximacion muy
prometedora para realizar levantamientos de informacion de biodiversidad con una alta resolucién taxonémica,

de forma eficiente, precisa, sensible, costo-efectiva, y no-invasiva en comparacion a métodos tradicionales.
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El proyecto GEF humedales costeros del centro-sur de Chile es un proyecto ejecutado por el Ministerio del
Medio Ambiente del Gobierno de Chile, implementado en colaboracién con la ONU Medio Ambiente y financiado
por Global Environment Facility (GEF). Este proyecto tiene por objetivo “mejorar el estado ecoldgico y de
conservacion de ecosistemas costeros del centro-sur de Chile, incluyendo no solo humedales, sino también sus
cuencas adyacentes, integrandolas al desarrollo local a través de un manejo sustentable”. El proyecto ha
focalizado sus esfuerzos en cinco humedales piloto, los cuales corresponden a la desembocadura del rio Elqui
en la region de Coquimbo; el humedal de Mantagua en la region de Valparaiso, el humedal laguna de Cahuil
en la region Libertador Bernardo O’Higgins, el humedal Rocuant-Andalién en la regién del Biobio, y los
humedales del rio Queule en la region de La Araucania (GEF, 2021); este Gltimo, foco del presente estudio. El
presente documento contiene los resultados del monitoreo de macroinvertebrados y vertebrados (peces,
anfibios y mamiferos) mediante el analisis de metabarcoding de ADN ambiental realizado por ECOGEN SPA
como producto de la colecta de muestras realizadas durante el mes de octubre de 2021 en los humedales del

rio Queule, region de la Araucania.

2 OBJETIVOS

21.  Objetivo general
Identificar genéticamente las especies de macroinvertebrados y vertebrados (peces, anfibios, mamiferos)
usando ADN ambiental proveniente de muestras de agua colectadas desde los humedales asociados al rio

Queule, el cual corresponde a uno de los ecosistemas piloto del programa GEF-humedales costeros.

2.2.  Objetivos especificos

1. Caracterizar la biodiversidad de macroinvertebrados, peces, anfibios y mamiferos asociados a muestras
ambientales de agua provenientes de los humedales asociados al rio Queule en la region de La Araucania.

2. Comparar la biodiversidad entre las areas identificadas en los humedales a lo largo del rio Queule y sus

tributarios adyacentes.




3. METODOLOGIA

3. Sitios de estudio

El programa GEF-humedales costeros tiene como piloto los humedales del rio Queule en la region de la
Araucania (Figura 1). Estos humedales incluyen arroyos, esteros, rios, pantanos de agua dulce, bosques
pantanosos, lagunas costeras de agua dulce, estuarios, marismas y extensas playas arenosas y rocosas
(Hernandez et al. 2020). El principal cuerpo de agua es el rio Queule, el cual tiene un régimen pluvial con
fluctuaciones estacionales comunes de climas templados. Sin embargo, el rio Queule nace en la cordillera de
la costa, al sur de la comuna de Gorbea y atraviesa varios sistemas naturales, iconos de la region, los cuales
tienen una importancia ecoldgica y social, tales como las vegas de Mahuidanche y hualves a lo largo de la
mayor parte de su recorrido, especialmente en las zonas altas. En este ecosistema, fueron colectadas y filtradas
muestras ambientales desde la superficie del cuerpo de agua para realizar los procesos de extraccion y
aislacion del material genético. La localizacion y ubicacion espacial de las estaciones de monitoreo con respecto
a la linea de costa (desembocadura del rio), son indicadas en la Tabla 1y Figura 1.

Tabla 1. Coordenadas geograficas (Huso 18H, WGS 84) de las estaciones de monitoreo de los humedales asociados al
rio Queule agrupadas en ocho areas predefinidas, donde fueron colectadas muestras ambientales de agua para el

analisis de ADN ambiental.

Estacionesde  *Ubicacion referencial a . .
Areas monitoreo la linea de costa (m) Latitud (S) Longitud (O)
1A 1150 39°23'46.71"S 73°12'37.76"0
Al 1B 1486 39°23'39.27"S 73°12'19.18"0
1C 1869 39°23'30.20"S 73°12'01.83"0
2A 3533 39°22'20.36"S 73°11'20.33"0
A2 2B 4028 39°22'70.04"S 73°11'08.07"0
2C 4352 39°21'50.73"S 73°11'07.25"0
3A 13750 39°16'14.71"S 73°11'07.81"0
A3 3B 14200 39°16'02.81"S 73°10'53.45"0
3C 14638 39°15'50.57"S 73°10'39.84"0
4A 16498 39°15'32.13"S 73°08'06.37"0
Ad 4B 16967 39°15'15.75"S 73°08'03.57"0
4C 17411 39°14'59.56"S 73°08'05.09"0
5A 23774 39°11'02.55"S 73°09'08.58"0
A5 5B 24272 39°10'46.15"S 73°09'06.12"0
5C 24768 39°10'30.12"S 73°09'04.25"0
6A 30011 39°09'38.30"S 73°02'26.14"0
A6 6B 29993 39°09'46.79"S 73°02'08.51"0
6C 30189 39°09'50.08"S 73°01'47.88"0
7A 32571 39°14'01.67"S 72°54'12.04"0
A7 7B 32809 39°14'09.36"S 72°53'54.01"0
7C 32967 39°14'14.08"S 72°53'42.48"0
8A 26210 39°16'15.72"S 72°57'37.31"0
A8 8B 26308 39°16'12.70"S 72°57'34.86"0
8C 26430 39°16'08.80"S 72°57'31.93"0

*Linea de costa para medir distancia fue centrada en la desembocadura del rio Queule.
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Figura 1. Ubicacion espacial de las estaciones de monitoreo donde fueron colectadas las muestras ambientales de agua
para la realizacion del andlisis de ADN ambiental.

3.2, Colecta y filtracion de muestras ambientales

Desde los habitats (estaciones de monitoreo), se obtuvieron muestras ambientales colectadas desde la
superficie de la columna de agua hasta 0,5 m de profundidad en 24 estaciones de monitoreo agrupadas en
ocho areas a lo largo del rio Queule y tributarios adyacentes (i.e., A1-A8, con estaciones en triplicado: A, B, C
separadas cada 500+20 metros, con excepcion de las zonas A7 y A8 donde las estaciones fueron separadas
por 100 a 300 m dependiendo de la disponibilidad de llegada ingreso). En cada estacion, bidones de plastico
con capacidad de 5 litros y previamente esterilizados en una solucién de Hipoclorito de Sodio (NaClO) al 10%,
fueron usados para colectar agua desde cada punto. En forma paralela, un control de muestreo (agua ultrapura)
fue incluido siguiendo el mismo procedimiento utilizado con las muestras de agua, usando un kit de muestreo
de ECOGEN (2021). Posterior a la colecta, las muestras fueron conservadas en un buffer solucién y
transportadas en frio y oscuridad para luego ser filtradas in vitro en un sistema de filtracién por vacio, usando
filtros de 47 mm de diametro y 0,45um de tamafio de poro, bajo condiciones esterilizadas de laboratorio (Figura

2). El proceso analitico generalizado es mostrado en Figura 3.
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Figura 2. Sistema de filtracion por vacio para retener fragmentos genéticos desde muestras ambientales de agua
colectadas desde los humedales del rio Queule y tributarios adyacentes.

3.3. Extraccion del material genético

Las muestras filtradas fueron sometidas a una etapa de desprendimiento y “lisis” en la cual el ADN es liberado
desde la membrana mediante un proceso de ruptura mecanica, para luego ser sometidas a una solucién con
detergentes y enzimas como proteinasas que liberan y disuelven proteinas celulares. Usando un kit comercial
(ver Séenz et al. 2021), la mezcla del proceso es sometida a una solucién salina de alta concentracion para unir
el material genético a una membrana de silice, evitando, la unién del material no-genético. La recuperacion del
ADN es realizada a través de procesos continuos de hidratacion y centrifugacion que elimina proteinas
contaminantes y otros residuos como sal residual, acido humico y otros contaminantes, mientras el ADN
permanece unido a la membrana. Finalmente, mediante una solucién amortiguadora se re-hidrata el ADN,
mientras que un nuevo proceso de centrifugacion permite re-suspender y recuperar el material genético
disponible (Tabla 2). Las extracciones de las muestras fueron realizadas en una sola tanda con su respectivo
control negativo de extraccion.




Tabla 2. Concentracion de material genético (ADN) en las muestras ambientales de agua colectadas desde los
humedales asociados al rio Queule, regién de La Araucania.

Areas Estaciones de monitoreo Concentracion de ADN (ng/pl)
1A 3,76
A1 1B 4,36
1C 3,76
2A FRM
A2 2B 4,16
2C 6,38
3A 4,66
A3 3B 5,36
3C 4,36
4A 4,90
Ad 4B 5,50
4C 9,22
5A 2,40
A5 5B 0,54
5C 2,58
6A 2,72
A6 6B 4,38
6C 2,56
7A 5,42
A7 7B 4,80
7C 4,04
8A 2,06
A8 8B 3,20
8C 3,92

FRM = Fuera del rango de medicién.

34. Elaboracion librerias genéticas y secuenciacion masiva

Siguiendo el protocolo “lllumina metagenomic sequencing library preparation” regiones genéticas de tres
amplicones de genes mitocondriales (ver detalles Deagle et al. 2007, Taylor, 1996, Leray et al. 2013) fueron
amplificadas usando partidores universales adaptados y modificados de acuerdo con S&enz-Agudelo et al.
(2021). Las muestras, incluidos controles negativos de extraccion para cada amplicon, fueron amplificadas en
forma independientemente en una reaccion de PCR, donde controles negativos de PCR fueron agregados para
descartar contaminacion. Cada muestra fue individualizada mediante una secuencia identificadora que permite
posteriormente multiplexar/demultiplexar las muestras en la secuenciacion. Para 16S se usaron protocolos de
amplificacion descritos por Saenz-Agudelo (2021) y para COlI, los descritos en Bourlat et al. (2016). Estos
grupos de partidores han mostrado ser confiables y efectivos en amplificar grupos objetivos en diferentes
ambientes (e.g., Nguyen et al. 2020, Saenz-Agudelo et al. 2021). Las amplificaciones fueron agrupadas
equimolar y luego re-amplificados con adaptadores ad-hoc lllumina. Posteriormente, una cuantificacion fue
realizada mediante un Qubit 4.0® para determinar la dilucion a realizar para lograr la concentracion de carga
adecuada. La secuenciacion fue realizada en la plataforma Miseq lllumina en kit de 600 ciclos V3 en formato

pair-end y a una concentracion de 12pM.
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3.5.  Anadlisis bioinformatico

Demultiplexing. El proceso de demultiplexing fue realizado desde secuencias crudas (formato fastq y pareadas)
entregadas por lllumina MiSeq usando el programa Geneious Prime 2019.2.3 (Biomatters Inc.) en funcién de
los cédigos de barras incorporados en cada uno de los partidores usados para amplificacion. En forma posterior,
el paquete bioinformatico ANACAPA fue usado de acuerdo siguiendo el protocolo descrito en Saenz-Agudelo
et al. (2021). Primero, se cre6 una biblioteca de referencia CRUX para cada uno de los conjuntos de partidores
usando las bases de datos publicas NCBI_blast_nt y EMBL std. Esto se hizo siguiendo las instrucciones en
(https://github.com/limey-bean/CRUX_Creating-Reference-libraries-Using-eXisting-tools). Una vez que se
construyeron estas bibliotecas de referencia personalizadas, se agregaron secuencias de nuestra biblioteca de
secuencias de referencia. Luego se ejecuto la primera canalizacion de Anacapa "Anacapa_QC_dada2.sh" para
filtrar la calidad de los datos de secuencia y generar variantes de secuencia de amplicones (ASV) (Callahan et
al. 2016, 2017). Brevemente, para cada archivo demultiplexado, los adaptadores y partidores se recortaron con
cutadapt (Martin, 2011), luego se eliminaron las lecturas de baja calidad (Q < 30) y las lecturas se clasificaron
por secuencia de partidor usando un kit rapido de herramientas (Gordon & Hannon 2010). Luego, estas
secuencias se pasaron a través de un script personalizado que clasifica las lecturas como archivos de lectura
forward, backward y sin fusionar, las que luego son ingresadas en el programa DADA2 donde se fusionan
(cuando fue posible), se elimina el ruido, se prueban las secuencias quiméricas y finalmente se agrupan como
ASV. Como medida conservadora, una secuencia tenia que ocurrir al menos cuatro veces en el conjunto de
datos para ser retenida como ASV. Luego ingresamos los archivos ASV.fasta en el segundo médulo de Anacapa
"Anacapa_classifier.sh" para asignar la taxonomia a cada ASV. Aqui, todos los ASV se alinearon globalmente
con los catalogos de referencia CRUX usando bowtie2 (Langmead & Salzberg 2012), y se retuvieron los 100
mejores resultados. Estos ASV y aciertos se ingresaron luego en BCLA, donde se asignaron probabilidades
posteriores a las asignaciones taxondmicas (Gao et al. 2017). El resultado consistié en tablas de resumen de
ASV y datos de conteo de taxonomia para cada muestra y cada conjunto de partidores. Las variaciones en las
secuencias parciales (i.e., bases nitrogenadas) fueron asignadas a nivel especifico usando BLAST y una
probabilidad de identidad mayor o igual a 0,95 (probabilidad de error = 0,05) entre la secuencia de cada ASV y
las referencias. El nivel de confianza estadistico de la mejor asignacion taxondmica (a distintos niveles
taxonémicos) para cada ASV fue estimada con el método BCLA usando el criterio de que, para reportar una

asignacion taxonémica, esta debia tener una probabilidad posterior de al menos 75%.
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Figura 3. Esquema del proceso generalizado de etapas del analisis de ADN ambiental, desde la colecta de muestras
ambientales hasta el desarrollo del analisis ecolégico.

3.6.  Andlisis de diversidad

La diversidad-a fue estimada separadamente para cada muestra ambiental, a partir de todos las especies de
vertebrados usando vegan de R (Oksanen et al. 2013). La riqueza especifica e indices de diversidad de
Shannon-Wiener, uniformidad de Pielou y dominancia de Simpson fueron calculados por muestra (Magurran
2004). El analisis de ordenacion de diversidad-p fue explorado a través de una visualizacion espacial generada
sobre un andlisis de coordenadas principales (PCoA) usando matrices de similitud de Bray-Curtis mas una
variable “dummy” (valor 1), a partir de datos transformados a la forma y=v4(x), con el objetivo de disminuir el
sesgo de fragmentos dominantes y generar mayor peso a fragmentos poco abundantes. Desde el anélisis se
obtienen las distancias (o similitudes) entre muestras para representar diferencias entre las mismas. Un analisis
de varianza permutado (PERMANOVA, Anderson 2001) fue realizado para comparar la estructura comunitaria
de las especies de vertebrados entre matrices ambientales asociando cada area a un tratamiento diferente, y
usado como factor fijo en el analisis (Quinn & Keough, 2002). Los andlisis estadisticos y aproximaciones
multivariadas fueron realizados usando PERMANOVA+ sobre la plataforma estadistica PRIMER 7 (Clarke &
Gorley 2006, Anderson et al. 2008). En forma adicional, las especies de vertebrados fueron clasificados de
acuerdo con su origen o su endemismo de acuerdo con la informacion disponible, las cuales fueron asignadas
a cada especie en cada grupo focalizado a la menor resolucion taxonémica descrita en el analisis.




4, RESULTADOS

41. ndices de diversidad de ASV y especifica en las matrices ambientales

Un total de 4.473.510 lecturas de variantes de secuencias de los diferentes amplicones (ASVs), las cuales
corresponden a la salida paired-end de una corrida 2x300 en MiSeq lllumina. Con las secuencias ensambladas,
la identificacion y remocion de quimeras fue realizada, para obtener desde todo el proceso, el nimero de
lecturas para la asignacion taxonémica, el cual vario para vertebrados entre 2.332 lecturas en la estacion de
monitoreo 2A 'y 267.494 lecturas en la estacion de monitoreo 1C (Tabla 3), mostrando que casi el 99% de las
lecturas totales correspondieron a fragmentos genéticos de especies de vertebrados. El ofro 1%
correspondieron a lecturas genéticas para macroinvertebrados. Basado en los parametros de diversidad, la
muestra 7A fue la mas rica en especies, mayor diversidad y uniformidad (distribucién de fragmentos genéticos
en funcion de las especies) y la menos dominante, mientras que las muestras 5A y 6C fueron las muestras
menos diversas y mas dominantes. Para el caso de esta ultima (i.e., 6C), también mostr6 la menor riqueza
especifica (Tabla 3).

Tabla 3. Diversidad-a para las especies de vertebrados registradas en las muestras ambientales de agua en los
humedales asociados al rio Queule en la regién de La Araucania.

Areas a '::: ;:_' : : d Riqueza (S) (It:t‘:l":: TSI:I) V?iheanne':?:l') Pielou (/') Simpson ( 4)
1A 23 246059 0,93 0,68 0,18
A1 1B 16 81876 0,83 0,69 0,17
1C 36 267494 0,89 0,57 0,22
2A 18 2332 0,65 0,52 0,30
A2 2B 30 182352 0,90 0,61 0,15
2C 37 222152 1,03 0,66 0,15
3A 28 236039 0,73 0,50 0,26
A3 3B 33 187850 0,69 0,45 0,29
3C 28 220798 0,74 0,51 0,28
4A 22 107441 0,56 0,41 0,37
Ad 4B 32 232746 0,82 0,55 0,22
4C 31 228068 0,85 0,57 0,19
5A 30 174950 0,29 0,19 0,70
A5 5B 30 71345 0,36 0,24 0,52
5C 31 220297 0,56 0,38 0,46
6A 22 188237 0,69 0,52 0,26
A6 6B 28 181779 0,77 0,53 0,23
6C 15 139758 0,31 0,26 0,64
7A 38 202246 1,05 0,66 0,12
A7 7B 33 172256 0,96 0,63 0,14
7C 28 229493 0,79 0,55 0,21
8A 31 234461 0,95 0,64 0,15
A8 8B 23 175429 0,77 0,56 0,21
8C 28 212845 0,77 0,53 0,20

Promedio 28 184095 0,74 0,28 0,52
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4.2.  Diversidad y asignacion taxonomica en las matrices ambientales

El analisis mostré que los grupos de macroinvertebrados, peces, anfibios y mamiferos estuvieron presentes en
todas las estaciones de monitoreo, mostrando una frecuencia de ocurrencia del 100%. El analisis de ADN
ambiental sobre las categorias taxondmicas mayores (grupos) mostré un total de 383 especies pertenecientes
a 276 géneros, 212 familias, 86 6rdenes, 31 clases y 10 phyla diferentes, de los cuales nueve corresponden a
invertebrados y un phylum (Chordata) representado por tres grupos (clases) de vertebrados (Actinopteri,
Amphibia y Mammalia). El grupo con mayor riqueza de especies fue el de invertebrados con 326 entidades
especificas, seguido por mamiferos con 24 entidades especificas (Tabla 4). De estos grupos, los peces
aportaron con las mayores abundancias relativas en las estaciones de monitoreo con un 52,1% de la

abundancia total, seguido por mamiferos con un 42,3% (Figura 4).

Tabla 4. Diversidad taxondmica de los grupos analizados provenientes desde muestras ambientales de agua colectadas
en las estaciones de monitoreo de los humedales asociados al rio Queule en la region de La Araucania.

Reino Grupos Phyla Clases Ordenes Familias Géneros Especies
Animalia  Macroinvertebrados 9 27 69 185 236 326
Animalia  Peces 2 12 12 16 19
Animalia  Anfibios 1 1 1 6 7 14
Animalia  Mamiferos 1 4 9 17 24

Totales 10 31 86 212 276 383

100 —

I Macroinvertebrados
[ Peces

Anfibios

I Mamiferos

o
o

S D
o o

Abundancia relativa (% ASV)

1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C 5A 5B 5C 6A 6B 6C 7A 7B 7C 8A 8B 8C

Figura 4. Abundancia relativa (%) de los grupos registrados en muestras ambientales de agua colectadas en las
estaciones de monitoreo de los humedales asociados al rio Queule en la regién de La Araucania.
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4.21. Invertebrados

El analisis de ADN ambiental mostr6 que, en todas las estaciones de monitoreo, hubo presencia de distintos
phyla de invertebrados. En particular, de los nueve phyla registrados, Annelida mostré la mayor frecuencia de
ocurrencia con valores que superaron el 95% (Tabla 5). Los phyla que aportaron con las mayores contribuciones
relativas en todas las estaciones de monitoreo fueron Arthropoda, Nematoda y Annelida con abundancias
relativas totales de 35,1%, 28,5% y 20,5%, respectivamente. Los otros grupos de invertebrados mostraron
abundancias relativas que no superaron el 10%, variando desde 0,03% al 10% (Figura 5 y Tabla 6). En detalle,
el grupo de los invertebrados fue el mas diverso con 185 familias perteneciente a 69 drdenes, 27 clases y 9
phyla, de las cuales 127 fueron familias de artropodos presentes en muestras ambientales de agua, siendo el
grupo mayormente representado, seguido por moluscos con 24 familias, anélidos con 14 familias y nematodos
con 10 familias; los demas grupos estuvieron menos representados, aunque fueron de gran importancia
ecoldgica (ver Anexo A).

Tabla 5. Presencia/ausencia de invertebrados registrados en muestras ambientales de agua colectadas desde

estaciones de monitoreo de los humedales del rio Queule.

Areas A1 A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8
Phyla/Muestras 1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C 5A 5B 5C 6A 6B 6C 7A 7B 7C 8A 8B B8C
Annelida
Arthropoda
Cnidaria
Ctenophora
Mollusca
Nematoda
Nemertea
Platyhelminthes
Tardigrada

Tabla 6. Familias de invertebrados y su contribucion al total de fragmentos genéticos registrados en las muestras
ambientales de agua colectadas en los humedales del rio Queule.

Phyla Familias Fragmentos Porcentaje (%)
Annelida 14 11342 20,5
Arthropoda 127 19370 35,1
Cnidaria 3 151 0,30
Ctenophora 1 19 0,03
Mollusca 24 1744 3,20
Nematoda 10 15761 28,5
Nemertea 1 21 0,04
Platyhelminthes 3 5517 10,0
Tardigrada 3 1282 2,30

185 55207 100
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Abundancia relativa (% ASV)

1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C 5A 5B 5C 6A 6B 6C 7A 7B 7C 8A 8B 8C

I Annelida
[ Arthropoda
[ Cnidaria
[ Ctenophora
[ Mollusca
I Nematoda
I Nemertea
I Platyhelminthes
[ Tardigrada

Figura 5. Abundancia relativa (%) de los phyla de invertebrados identificados desde la matriz ambiental de agua en las

estaciones de monitoreo de los humedales del rio Queule.
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422. Peces

Para el grupo de peces, el analisis mostré que, a nivel especifico, 19 especies fueron registradas, de las cuales
cuatro corresponden a especies exoticas invasoras (o introducidas): la pocha Cheirodon interruptus, la carpa
Cyprinus carpio, y dos truchas ampliamente distribuidas en Chile continental, la trucha arcoiris Oncorhynchus
mykiss y la trucha café Salmo trutta, de las cuales, las tres Ultimas estuvieron presentes en todas (o casi todas)
las estaciones de monitoreo. Sélo C. interruptus tuvo baja frecuencia de ocurrencia, alcanzando sélo el 25% en
las estaciones, ademas de mostrar muy bajas densidades genéticas. Las otras 15 especies corresponden a
especies nativas, de las cuales se destaca la alta frecuencia de ocurrencia de las especies el puye
Brachygalaxias bullockiy el puye chico Galaxias maculatus con presencia del 100%, y de las especies la perca
trucha Percichthys trucha presente en el 96% de las muestras y la lamprea de bolsa Geotria australis con
ocurrencia en el 87,5% de las muestras, aunque esta Ultima con baja abundancia de fragmentos (Tabla 8,
Figura 6A). Las especies que mostraron las mayores abundancias relativas en todo el humedal fueron las
especies nativas B. bullocki (25,5%), G. maculatus (18,9%) y P. trucha (8,0%) y las especies exdticas S. trutta
(24,9%), y O. mykiss (10,6%). El resto de las especies, tanto nativas como exdticas, no superaron el 5% de la
abundancia relativa individual con respecto al total (Figura 6A). A nivel genérico, 16 géneros fueron identificados
con altas abundancias relativas (promedio del 17-30%) de los géneros Brachygalaxias, Galaxias y Salmo. No
obstante, Oncorhynchus y Percichthys también mostraron abundancias relativas importantes en todas las
estaciones de monitoreo, bordeando un promedio de 9% del total (Figura 6B). Cabe destacar que especies de
influencia marina como la lamprea de bolsa G. australis, el robalo Eleginops maclovinus y la lisa M. cephalus
han mostrado grandes fluctuaciones en su distribucion debido a su tolerancia eurihalina y han sido reportadas
como especies que generalmente habitan aguas estuarinas recorriendo grandes distancias rio arriba (Habit et
al. 2006, Zunino et al. 2009). Por otro lado, la deteccion de la merluza austral Merluccius australis puede deberse
a la alta sensibilidad del método que puede reconocer fragmentos genéticos de alimentos semiprocesados

arrojados en aguas del humedal. Detalles de la sistematica del grupo puede ser revisada en Anexo B.
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Tabla 8. Presencia/ausencia de peces registrados en muestras ambientales de agua colectadas desde estaciones de

monitoreo en los humedales del rio Queule, region de La Araucania.

Areas Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

Origen  Nombre comin Phyla | Muestras 1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C 5A 5B 5C 6A 6B 6C 7A 7B 7C 8A 8B 8C
Nativa  Peladilla Aplochiton taeniatus
Nativa  Peladilla listada Aplochiton zebra
Nativa  Puye Brachyqalaxias bullocki
Nativa  Reineta Brama australis
Exética  Pocha/mojarra Cheirodon interruptus
Exdtica  Carpa Cyprinus carpio
Nativa ~ Rébalo Eleginops maclovinus
Nativa  Puye chico Galaxias maculatus
Nativa  Puye grande Galaxias platei
Nativa  Lamprea de bolsa  Geotria australis
Nativa ~ Merluza austral Merluccius australis
Nativa  Lisa Mugil cephalus
Nativa ~ Cauque del norte  Odontesthes brevianalis
Exdtica  Trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss
Nativa  Perca trucha Percichthys trucha
Nativa  Carmelita Percilia gillissi
Nativa  Carmelita de
Concepcion Percilia irwini
Exdtica  Trucha café Salmo trutta
Nativa  Bagre chico Trichomycterus areolatus
Peces
Percilia giflissi-
Percichthys trucha-
Cyprinus carpio-

Galaxias maculatus-
Cheirodon interruptus -
Brachygalaxias bullocki-
Geotria australis -
Salmo trutta-
Oncorhynchus mykiss -
Trichomycterus areolatus -
Aplochiton taeniatus -
Brama australis -
Merluccius australis - l
Galaxias platei-
Aplochiton zebra-
Mugil cephalus -
Eleginops maclovinus -
Percilia irwini

Odontesthes brevianalis

Abundancia

16
256
4096
65536

O ' 1 ' 1 O 0 '

' i ' 1 1 ' 1 ' 12 ' 0 1 '

1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C 5A 5B 5C 6A 6B 6C 7A 7B 7C 8A 8B 8C
Muestras

Figura 6A. Abundancia absoluta de fragmentos genéticos (lecturas de ASV por especie) de peces encontrados en las
muestras ambientales de agua de los humedales asociados al rio Queule en la regién de la Araucania.
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B Aplochiton
0 Brachygalaxias
=1 Brama

@ Cheirodon
B Cyprinus
BN Eleginops
B Galaxias
B Geotria
8 Merluccius
== Mugil

@ Odontesthes
@ Oncorhynchus
B Percichthys
W Percilia
N Sa/mo

8 Trichomycterus

Figura 6B. Abundancia relativa (%) de los géneros de peces identificados desde muestras ambientales de agua en las

ocho &reas de monitoreo de los humedales asociados al rio Queule.




4.23. Anfibios

Para el grupo de anfibios, el analisis mostr6 que este grupo estuvo presente en todas las estaciones de
monitoreo con al menos una especie (i.e., muestras 1B y 2A). El resto de las estaciones mostraron la presencia
de dos o méas especies. A nivel especifico, 14 especies de anfibios fueron registradas, todas especies nativas,
y siete de ellas también endémicas (Alsodes monticola, Calyptocephallela gayi, Eupsophus migueli, Eupsophus
roseus, Insuetophrynus acarpicus, Telmatobufo australis y Telmatobufo bullocki) (Tabla 9). Los analisis
mostraron que las especies mas frecuentes fueron la rana chilena (C. gayi) con un 79,2% de representacion y
las especies no-endémicas la rana moteada Batrachyla leptopus y la rana de antifaz Batrachyla taeniata con
70,8% ambas especies. En relacion con su abundancia, las especies que mostraron las mayores abundancias
relativas fueron el sapo austral T. australis; 18,0% con abundancias restringidas a las estaciones cordilleranas
(areas A7 y A8), la rana de antifaz B. taeniata; 14,4%, la rana moteada B. leptopus; 11,9% y la rana chilena C.
gayi; 11,6%, con abundancias “repartidas” entre las areas A1 y A8, aunque la rana de antifaz y /a rana chilena
con muy pocos fragmentos en las areas A7 y A8, y el sapo de Miguel E. migueli; 11,5% con altas abundancias
en las areas A6, A7 y A8 (Tabla 9, Figura 7A). A nivel genérico, siete géneros fueron identificados, de los cuales
las mayores abundancias relativas fueron los géneros Batrachyla (promedio de 35,9%), Eupsophus (promedio
22,0%) y Calyptocephallela (promedio de 21,4%). Ademas, aunque con menores abundancias, también fueron
importantes las abundancias de los géneros Pleurodema y Telmatobufo, ambos con abundancias que
bordearon el 9% promedio del total (Figura 7B). Cabe destacar que las principales abundancias de los géneros
Alsodes, Insuetophrynus y Telmatobufo estuvieron restringidas a estaciones de monitoreo asociadas a zonas
cordilleranas (i.e., A7 y A8) (ver detalles de distribucion en Tabla 9 y Figura 7A). Detalles de la sistematica del

grupo puede ser revisada en Anexo B.

Tabla 9. Presencia/ausencia de anfibios registrados en muestras ambientales de agua colectadas en las estaciones de
monitoreo en los humedales del rio Queule, regién de La Araucania.

Areas A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

Endémica Nombre comin Phyla I __Muestras 1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C 5A 5B 5C 6A 6B 6C 7A 7B 7C 8A 8B 8C

NO Rana del Catedral Alsodes gargola

Sl Rana de arroyo Alsodes monticola

NO Sapo con verrugas Alsodes verrucosus

NO Rana moteada Batrachyla leptopus

NO Rana de antifaz Batrachyla taeniata

Sl Rana chilena Calyptocephallela gayi

NO Rana de péarpados verdes  Eupsophus emiliopugini

Sl Sapo de Miguel Eupsophus migueli

Sl Sapo rosado Eupsophus roseus

NO Sapo terrestre de Valdivia  Eupsophus vertebralis

Sl Sapo de Mehuin Insuetophrynus acarpicus

NO Sapo de cuatro ojos Pleurodema thaul

Sl Sapo austral Telmatobufo australis

Sl Sapo de Bullock Telmatobufo bullocki
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Anfibios
Telmatobufo australis -

Batrachyla taeniata- .

Batrachyla leptopus - ‘

Calyptocephallela gayi- l -
Eupsophus migueli-
Eupsophus emiliopugini-

Eupsophus roseus - .

Alsodes gargola-

Abundancia

1
16
I 256

Pleurodema thaul- . 4096

Eupsophus vertebralis -

Insuetophrynus acarpicus-
Alsodes monticola-
Alsodes verrucosus-
Telmatobufo bullocki-
1‘A 1IB 1.C 2IA 2|B 2'C 3:A SIB E:C 4IA ‘iB 4IC E;A E';B 5|C éA éB éC 7IA 7IB 7IC éA éB 8|C

Muestras

Figura 7A. Abundancia absoluta de fragmentos genéticos (lecturas de ASV por especie) de anfibios encontrados en las
muestras ambientales de agua de los humedales asociados al rio Queule en la region de la Araucania.
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Figura 7B. Abundancia relativa (%) de los géneros de anfibios identificados desde muestras ambientales de agua en las
ocho areas de monitoreo de los humedales asociados al rio Queule.




4.24. Mamiferos

El analisis evidenci6 24 especies de mamiferos, pertenecientes a 17 géneros, nueve familias y cuatro 6rdenes
taxondmicos, representando el segundo grupo mas diversos dentro del analisis (Tabla 10). De estas especies,
11 fueron reconocidas como especies exoéticas o introducidas, 10 como especies nativas, y tres taxa
identificados solo a nivel de familia (i.e., Cervidae, Chiroptera y Felidae). De las especies exoéticas/introducidas
cabe destacar las altas abundancias relativas encontradas para el ganado vacuno Bos taurus (69,4%), el cerdo
Sus scrofa (7,1%), la cabra Capra hircus (4,7%), y la oveja Ovis aries (4,2%), todas especies altamente
domesticadas a nivel nacional y presentes en todas o casi todas las estaciones de monitoreo dentro de los
humedales asociados al rio Queule (Tabla 10, Figura 8). Cabe destacar la presencia del vison Neovison vison
(1,5%), especie exdtica que ha extendido rapidamente su rango de distribucion desde Patagonia al norte,
alcanzando actualmente hasta la zona cordillerana de la regién del Biobio (ECOGEN, ofro estudio). Entre las
especies nativas registradas, el raton colilargo Oligoryzomys longicaudatus (3,1%) y el coipo Myocastor coypus
(1,3%) fueron las mas abundantes. En forma adicional, y a pesar de su baja abundancia (<1%), es importante
destacar la presencia de especies iconicas en nuestro pais como el gato de Geoffroy Leopardus geoffroyi, la
guifia L. guigna, el huillin Lontra provocax, y el pudu Pudu puda, todas especies asociadas principalmente a
estaciones cordilleranas (areas A7 y A8). A nivel genérico, el género introducido Bos fue el dominante con un
68,9%, seguido muy distante (<7%) por géneros también introducidos como Sus, Ovis, y Capra, todos
organismos domesticados. Detalles de la sistematica del grupo puede ser revisada en Anexo B.

Tabla 10. Presencia/ausencia de mamiferos registrados en muestras ambientales de agua en las estaciones de
monitoreo de los humedales asociados al rio Queule, regién de La Araucania.

Areas A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

Origen  Nombre comiin Phyla / Muestras 1A_1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C 5A 5B 5C 6A 6B 6C 7A 7B 7C 8A 8B 8C
Nativa Raton de pelo largo  Abrothnix longipilis
Nativa Ratén de Mann Abrothrix manni
Exética Ciervo moteado Axis axis
Exdtica Bovino Bos grunniens
Exética  Bovino Bos taurus
Exética Bufalo de agua Bubalus bubalis
Exdtica Perro Canis lupus
Exdtica Cabra/Chivo Capra hircus

- Ciervos Cervidae indet.

Murciélagos Chiroptera indet.

- Felinos Felidae indet.
Nativa Gato de Geoffroy Leopardus geoffroyi
Nativa Gato giiifia Leopardus guigna
Nativa Huillin Lontra provocax
Nativa Pericote austral Loxodontomys micropus
Nativa Coipo Myocastor coypus
Exética Visén Neovison vison
Nativa Raton colilarga Oligoryzomys longicaudatus
Exética Oveja Ovis aries
Nativa Lobo marino Otaria byronia
Nativa Pudi Pudu puda
Exdtica Rata parda Rattus norvegicus
Exética Rata negra Rattus rattus

Exdtica Cerdo Sus scrofa
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Mamiferos

Bos taurus-
Sus scrofa-
Capra hircus-
Owis aries-
Oligoryzomys longicaudatus -
Rattus norvegicus-
Neovison vison-
Cervidae indet. - J_J
Myocastor coypus-
Canis lupus- .
Lontra provocax - 1
Abrothrix longipilis - [ 16

Leopardus guigna- . 256
. I

Abundancia

Chiroptera indet. - 4096
Abrothrix manni- - 65536
Felidae indet. - .
Otaria byronia- N |
Pudu puda-
Axis axis- l
Bubalus bubalis - H -
Loxodontomys micropus - -
Bos grunniens -
Rattus rattus - h
Leopardus geoffroyi- .

1A 1B 1

C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 4B 4C 5A 5B 5C 6A 6B 6C 7A 7B 7C 8A 8B 8
Muestras

Figura 8A. Abundancia absoluta de fragmentos genéticos (lecturas de ASV por especie) de mamiferos encontrados en
las muestras ambientales de agua de los humedales asociados al rio Queule en la region de la Araucania.

100 - I Abrothrix
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I Bubalus
I Canis

I Capra

I Cervidae indet.
I Chiroptera ident.
[ Felidae indet.
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I Lontra

I [ oxodontomys
I Myocastor
I Neovison
I Oligoryzomys
[ Ofaria

3 Ovis

I Pudu

I Rattus
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S D [02]
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Abundancia relativa (% ASV)
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Figura 8. Abundancia relativa (%) de géneros de mamiferos identificados desde muestras ambientales de agua en las
ocho areas de monitoreo de los humedales asociados al rio Queule.
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43. Comparacion de la biodiversidad entre muestras ambientales

La comparacion entre areas de los humedales asociados al rio Queule mostré que las diferentes porciones del
rio y sus tributarios adyacentes mostraron diferencias en la estructura comunitaria de vertebrados (riqueza,
composicion y abundancia) (PERMANOVA, pseudo-F 7,16= 2,33; Pperm < 0,001 - Figura 9), mostrando que las
similitudes intra-area (comparacion entre A, B, C) fueron menores en las areas A1y A2, es decir, estas muestras
mostraron mayor variabilidad especifica dentro del area. Por otro lado, la mayor similitud inter-areas fue
evidenciada entre A3 y A4 con un 70,9% de similitud, mientras que las mayores diferencias inter-areas fueron
observadas entre las areas A1y A8 con 37,1% de similitud y entre las areas A2 y A8 con 37,3% de similitud
(Tabla 11), mostrando mayor dispersion multivariada (anélisis de muchas especies) en estaciones de monitoreo
asociadas a zonas con mayor influencia marina, que aquellas orientadas espacialmente en areas cordilleranas
(ver distancias entre muestras en Figura 9).

Tabla 11. Matriz de similitudes (%) dentro y entre areas de los humedales asociados al rio Queule. Valores en diagonal
(negrita) corresponden a porcentajes de similitud intra-areas (comparacion entre A, B, C), mientras que valores en rojo
corresponden a las menores y mayores similitudes inter-areas.

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Al 494 -
A2 50,5 46,0 -
A3 547 581 785 - - - - -
Ad4 558 575 709 645 - - - -
A5 486 524 618 566 61,5 -
A6 445 466 519 515 553 56,9 - -
A7 480 469 532 511 578 533 687 -
A8 371 373 424 393 489 520 580 57,9

30
,_(-u\ [ ﬁrea1
° 20 ®  Area2
"2 o ° ®.. Area3
Sol . B, % g
4+ [ ]
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X
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2 °
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Figura 9. Analisis de ordenacion (PCoA) para la composicion especifica de especies de vertebrados registradas en
muestras ambientales de agua en estaciones de monitoreo de humedales asociados al rio Queule. Cada color
representa un area dentro de los humedales, y cada circulo blanco representa el “promedio” (centroide) de la estructura
comunitaria entre muestras de la misma area.
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5. CONCLUSIONES

1. Un total de 383 especies fueron registradas en los humedales del rio Queule, las cuales corresponden
a 326 especies de macroinvertebrados, 19 especies de peces, 14 especies de anfibios y 21 especies de
mamiferos. Todos los grupos estuvieron presentes en todas las estaciones de monitoreo.

2. Altos valores de diversidad y bajos valores de dominancia fueron encontrados en la mayoria de las
estaciones de monitoreo, mostrando que la muestra con mayor nimero de especies, mayor diversidad y
uniformidad (distribucion de fragmentos genéticos en funcién de las especies) y la menos dominante fue 7A,
mientras que 5A y 6C fueron las muestras menos diversas y mas dominantes.

3. Annelida mostr6 la mayor frecuencia de ocurrencia dentro de macroinvertebrados, mientras que
Arthropoda, Nematoda y Annelida mostraron las mayores contribuciones relativas, respectivamente.

4. Fueron identificadas 19 especies de peces, de las cuales 15 corresponden a especies nativas y cuatro
corresponden a especies no-nativas, con el puye (Brachygalaxias bullocki), el puye chico (Galaxias maculatus),
la perca trucha (Percichthys trucha) y la lamprea de bolsa (Geotria australis) con las mayores ocurrencias. Las
especies de peces no-nativas fueron identificadas como la pocha (Cheirodon interruptus), la carpa (Cyprinus
carpio), la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y la trucha café (Salmo trutta), con las tres Gltimas presentes
en todas (o casi todas) las estaciones de monitoreo. Las especies mas abundantes en los humedales del rio
Queule fueron B. bullocki, S. trutta y G. maculatus.

5. Todas las especies de anfibios identificadas corresponden a especies nativas, ademas, siete de ellas
fueron categorizadas como endémicas. Los anfibios estuvieron presentes en todas las estaciones de monitoreo
con al menos una especie. Las especies con mayor frecuencia de ocurrencia fueron la rana chilena
(Calyptocephallela gayi), la rana moteada (Batrachyla leptopus) y la rana de antifaz (Batrachyla taeniata),
mientras que el sapo austral (Telmatobufo australis) fue la especie mas abundante, pero restringida a
estaciones cordilleranas.

6. Fueron identificados 24 taxa de mamiferos, de las cuales 11 fueron reconocidas como especies no-
nativas, 10 como especies nativas, y tres taxa identificados a nivel de familia (Cervidae, Chiroptera y Felidae).
Las especies mas abundantes fueron especies domesticadas como la vaca (Bos taurus), el cerdo (Sus scrofa),
la cabra (Capra hircus) y la oveja (Ovis aries). Entre las especies nativas registradas destacan el raton colilarga
(Oligoryzomys longicaudatus) y el coipo (Myocastor coypus) como las mas abundantes. Ademas, fueron
registradas el gato de Geoffroy (Leopardus geoffroyi), la gliiia (Leopardus guigna), el huillin (Lontra provocax)
y el pudt (Pudu puda), principalmente en areas cordilleranas. También fue registrado el vison (Neovison vison),
como especie exdtica.

7. La comparacion entre areas de los humedales mostré diferencias en términos de composicién de

especies, siendo mayores las diferencias entre areas con influencia marina y areas cordilleranas.
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8. El estudio demuestra que el ADN ambiental tiene ventajas claras por sobre otras técnicas tradicionales
de monitoreo, debido a su precision basada en secuencias genéticas unicas, siendo altamente sensible para
identificar especies cripticas o de baja densidad, ademas de tener la ventaja de ser un método no-invasivo, ya

que no requiere observacion, captura, manipulacion o sacrifico de los organismos.
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ANEXO A. PRESENCIA DE FAMILIAS DE INVERTEBRADOS.

Phyla

Familia

Areas de monitoreo

A1 A2

A3

A4 A5

Annelida

Aeolosomatidae
Americobdellidae
Capitellidae
Enchytraeidae
Glossiphoniidae
Haemadipsidae
Lumbricidae
Lumbriculidae
Megascolecidae
Naididae
Nereididae
Onuphidae
Pectinariidae
Spionidae

|' '|I'T

Arthropoda

Aeglidae
Agelenidae
Agromyzidae
Allocrangonyctidae
Amaurobiidae
Anobiidae
Austroperlidae
Baetidae
Blephariceridae
Bourletiellidae
Brachychthoniidae
Braconidae
Buprestidae
Calocalanidae
Calopterygidae
Camisiidae
Canthocamptidae
Carabidae
Cecidomyiidae
Cepheidae
Ceratophyllidae
Ceratopogonidae
Chiltoniidae
Chironomidae
Chrysomelidae
Chrysopidae
Chydoridae
Cicadellidae
Cixiidae
Coloburiscidae
Corydalidae
Crabronidae
Culicidae
Cyclocyprididae
Cyclopidae
Cylindropsyllidae
Cyprididae
Delphacidae
Derocheilocarididae
Diamphipnoidae
Diapriidae
Dicyrtomidae
Dinychidae
Dytiscidae
Ecnomidae
Elateridae
Entomobryidae
Eupodidae
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Formicidae
Galumnidae
Geometridae
Gripopterygidae
Haaseidae
Helicophidae
Heptageniidae
Hesperiidae
Hyalellidae
Hydrobiosidae
Hydropsychidae
Hypogastruridae
Isotomidae
Issidae
Janiridae
Keroplatidae
Leiodidae
Leptastacidae
Leptoceridae
Leptocytheridae
Leptophlebiidae
Limnephilidae
Linyphiidae
Lithobiidae
Malaconothridae
Metretopodidae
Mycetophilidae
NA
Nanorchestidae
Neanuridae
Neelidae
Nepticulidae
Niphargidae
Noctuidae
Notonemouridae
Nymphalidae
Odontellidae
Onychiuridae
Oppiidae
Oribatulidae
Palaephatidae
Parasitidae
Parastacidae
Perthiidae
Philopotamidae
Phoridae
Phthiracaridae
Pyrochroidae
Ricinoididae
Salticidae
Satumniidae
Scarabaeidae
Sciaridae
Scirtidae
Scolopendridae
Scopuridae
Scutigerellidae
Scutoverticidae
Sericostomatidae
Silvanidae
Simuliidae
Sphaeroceridae
Spinocalanidae
Staphylinidae
Stenopsychidae
Styloniscidae
Tachinidae
Tanyderidae
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Tasimiidae
Termitidae
Tefragnathidae
Theridiidae
Tipulidae
Triozidae
Tydeidae
Udubidae
Varroidae
Zodariidae
Zopheridae

Cnidaria

Antipathidae
Pelagiidae
Ulmaridae

Ctenophora

NA

Acroloxidae
Agriolimacidae
Ampullariidae
Ancylidae
Annulariidae
Arionidae
Buccinidae
Bullidae
Chilinidae
Cochliopidae
Cuthonellidae
Dendronotidae
Geomitridae
Helicarionidae
Helicidae
Hygromiidae
Hyriidae
Limacidae
Mopaliidae
Neritidae
Physidae
Planorbidae
Turbinidae
Valvatidae

Nematoda

Angiostrongylidae
Aphelenchoididae
Cyatholaimidae
Haliplectidae
Monhysteridae
Prismatolaimidae
Rhabdolaimidae
Teratocephalidae
Tobrilidae
Xyalidae

Nemertea

Cephalothricidae

Platyhelminthes

Catenulidae
Geoplanidae
Stenostomidae

Tardigrada

Echiniscoididae
Hypsibiidae
Macrobiotidae




9. ANEXO B. LISTA SISTEMATICA DE VERTEBRADOS REGISTRADOS USANDO ADN AMBIENTAL

Grupo: PECES
Clase: Hyperoartia
Orden: Petromyzontiformes
Familia: Petromyzontidae
Género: Geotria
Especie: G. australis

Clase: Actinopterygii
Orden: Galaxiformes
Familia: Galaxiidae
Género: Aplochiton, Brachygalaxias, Galaxias
Especie: A. taeniatus, A. zebra, B. bullocki, G. maculatus, G. platei

Orden: Scrombriformes
Familia: Bramidae
Género: Brama
Especie: B. australis

Orden: Characiformes
Familia: Characidae
Género: Cheirodon
Especie: C. interruptus

Orden: Cypriniformes
Familia: Cyprinidae
Género: Cyprinus
Especie: C. campio

Orden: Perciformes
Familia: Eleginopsidae
Género: Eleginops
Especie: E. maclovinus

Orden: Gadiformes
Familia: Merlucciidae
Género: Merluccius
Especie: M. australis

Orden: Mugiliformes
Familia: Mugilidae
Género: Mugil
Especie: M. cephalus

Orden: Atheriniformes
Familia: Atherinopsidae
Género: Odontesthes
Especie: O. brevianalis




Orden: Salmoniformes
Familia: Salmonidae

Género: Oncorhynchus, Salmo
Especie: O. mykiss, S. trutta

Orden: Centrarchiformes
Familia: Percichthyidae

Género: Percichthys, Percilia
Especie:P. trucha, P. gillissi

Orden: Siluriformes
Familia: Trichomycteridae

Grupo: ANFIBIOS
Clase: Amphibia
Orden: Anura

Género: Trichomycterus
Especie: T. areolatus

Familia: Alsodidae

Género: Alsodes
Especie: A. gargola, A. monticola, A. verrucosus

Género: Eupsophus
Especie: E. emiliopugini, E. migueli, E. roseus, E. vertebralis

Familia: Batrachylidae

Género: Batrachyla
Especie: B. leptopus, B. taeniata

Familia: Rhinodermatidae

Género: Insuetophrynus
Especie: /. acampicus

Familia: Leptodactylidae

Género: Pleurodema
Especie: P. thaul

Familia: Calyptocephalellidae

Género: Telmatobufo, Calyptocephallela
Especie: T. australis, T. bullocki, C. gayi
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Grupo: MAMIFEROS
Clase: Mammalia
Orden: Rodentia
Familia: Cricetidae
Género: Abrothrix
Especie: A. longipilis, A. manni

Género: Loxodontomys
Especie: L. micropus

Género: Oligoryzomys
Especie: O. longicaudatus

Familia: Myocastoridae
Género: Myocastor
Especie: M. coypus

Familia: Muridae
Género: Rattus
Especie: R. norvegicus, R. rattus

Orden: Carnivora
Familia: Canidae
Género: Canis
Especie: C. lupus (familiaris)

Familia: Otariidae
Género: Otaria
Especie: O. byronia

Familia: Felidae
Género: Leopardus
Especie: L. geoffroyi, L. guigna, Felidae indet.

Familia: Mustelidae
Género: Lontra
Especie: L. provocax

Género: Neovison
Especie: N. vison

Orden: Chiroptera
Familia: N.D.
Género: N.D.
Especie: Chiroptera indet.




Orden: Artiodactyla
Familia: Cervidae
Género: Axis, Pudu
Especie: A. axis, Pudu puda, Cervidae indet.

Familia: Bovidae
Género: Bos, Bubalus, Capra, Ovis
Especie: B. taurus, B. grunniens, B. bubalis, C. hircus, O. aries

Familia: Suidae

Género: Sus
Especie: S. scrofa (domestica)

N.D.: No determinado
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10. ANEXO: DESCRIPCION DE ARCHIVOS

Este informe viene acompafiado de archivos complementarios, donde se pueden encontrar todos los
documentos asociados al analisis de secuencias, ademas de las figuras usadas para |a elaboracion del reporte.
Para el caso de los analisis moleculares aqui descritos, las especies son descritas en funcién de variantes de
secuencias de amplicones (ASVs) dado que el analisis taxondémico identifica variaciones genéticas entre y

dentro de especies.

Descripcion del contenido de archivos complementarios contenidos en este informe.

Archivo

Alpha_richness.tsv indices de diversidad-a por muestra
ASV_taxonomy_brief Conteos de ASV para cada muestra
ASV_taxonomy_detailed Asignacion taxondmica de ASV
Figuras Figuras en formato .pdf de alta calidad

1. ECOGEN SPA - RESUMEN DE ACTIVIDADES

Validacién comercial : Felipe Castillo

Colectaffiltracion muestras ambientales : Pedro G. Retamal / Roger D. Sepllveda
Extraccion y elaboracion librerias genéticas : Kennia Morales-Collio

Secuenciacion masiva / bioinformatica : Andrea X. Silva / Pablo Saenz-Agudelo
Revision literatura e informe : Pedro G. Retamal

Analisis datos / Validacion informe : Roger D. Sepulveda




