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RESUMEN

Pectinidens diaphanus es un caracol limneido endémico de la Patagonia austral cuya identificacion ta-
xonomica y distribucion han sido histéricamente inciertas. Dado su potencial rol como hospedador de
Fasciola hepatica su correcta delimitacion reviste importancia epidemioldgica. A partir de 198 sitios de
muestreos en el sur de Argentina y Chile, combinados con diagndsticos morfoldgicos y moleculares,
confirmamos la presencia de P. diaphanus en 41 localidades, donde fue la Gnica especie de Lymnaeidae.
Su rango es mas amplio de lo previamente documentado e incluye lagos, rios, arroyos y charcas. Los
analisis morfoanatémicos no detectaron diferencias significativas en las estructuras reproductivas entre
poblaciones de habitats contrastantes, reforzando el valor diagnostico de estos caracteres internos. En
cambio, la morfometria geométrica revel6 una marcada divergencia en la forma de la concha segun el
tipo de ambiente: conchas méas globosas en héabitats estables y mas alargadas en ambientes temporales e
inestables. Estas diferencias persistieron en la generacion F, criada bajo condiciones controladas, indi-
cando un componente genético heredable ademas de la plasticidad fenotipica. Este patrén destaca a P.
diaphanus como modelo para estudiar la plasticidad y la diferenciacién morfol6gica, y subraya la nece-
sidad de enfoques integrativos para comprender su variacién y relevancia epidemioldgica en la Patago-

nia austral.

Palabras claves: Rango de Distribucion, Morfometria, Heterogeneidad Ambiental.



ABSTRACT

Pectinidens diaphanus is a limneid snail endemic to southern Patagonia whose taxonomic identification
and distribution have historically been uncertain. Given its potential role as a host of Fasciola hepatica,
its accurate delimitation is of epidemiological relevance. Based on 198 sampling sites in southern Ar-
gentina and Chile, combined with morphological and molecular diagnostics, we confirmed the presence
of P. diaphanus in 41 localities, where it was the only Lymnaeidae species detected. Its range is broader
than previously documented and includes lakes, rivers, streams, and temporary pools. Morphoanatomi-
cal analyses revealed no significant differences in reproductive structures among populations from con-
trasting habitats, reinforcing the diagnostic value of these internal characters. In contrast, geometric
morphometrics showed marked divergence in shell shape across environments: more globose shells in
stable habitats and more elongated shells in temporary and unstable environments. These differences
persisted in the F, generation reared under controlled conditions, indicating a heritable genetic compo-
nent in addition to phenotypic plasticity. This pattern highlights P. diaphanus as a model for studying
plasticity and morphological differentiation, and underscores the need for integrative approaches to un-

derstand its variation and epidemiological relevance in southern Patagonia.

Key words: Range Distribution, Morphometrics, Habitat Heterogeneity.
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1. INTRODUCCION

La variacion fenotipica entre individuos de una misma especie constituye un patron recurrente en la

naturaleza y surge de diferencias genéticas, influencias ambientales o de la interaccion entre ambas
(Albert et al., 2010; Walser & Haag, 2012). Entre los mecanismos que la generan, se destacan la plasti-
cidad fenotipica —Ia capacidad de un mismo genotipo para producir multiples fenotipos bajo distintas
condiciones ambientales—, la adaptacion local de base genética o interacciones mas complejas entre
genotipo y ambiente (DeWitt, 1998; Schneider, 2022). En otras palabras, la plasticidad permite que las
poblaciones exhiban respuestas adaptativas rapidas frente a cambios ambientales, mientras que, si los
rasgos estan bajo fuerte seleccion y presentan alta heredabilidad, las poblaciones pueden experimentar
adaptacion local de base genética (Ehrenreich & Pfennig, 2016; Ghalambor et al., 2007). Diferenciar
entre estos mecanismos requiere, por ejemplo, experimentos de cria controlada, como los disefios de
“jardin comun”, que permiten separar explicitamente los componentes ambientales y genéticos de la
variacion fenotipica (Kawecki & Ebert, 2004). Distinguir las fuentes genéticas y ambientales de la va-
riacion constituye un objetivo central de la ecologia evolutiva, especialmente en ambientes heterogéneos
0 sujetos a cambios rapidos, donde las presiones selectivas fluctdan a lo largo del tiempo (Fox et al.,
2019).

La Patagonia austral esta caracterizada por un mosaico de habitats acuaticos, que van desde
lagos y rios estables hasta arroyos y charcas inestables y temporales. Las condiciones abidticas genera-
das por periodos variables —ciclos de sequia e inundacion— acttan como fuertes filtros de seleccion
gue moldean la fisiologia y morfologia de los organismos acuaticos (Williams, 2008). Los habitats ines-
tables imponen presiones ambientales severas, como el riesgo de desecacion y las fluctuaciones extre-
mas de temperatura, que requieren gue los organismos acudticos desarrollen o expresen rasgos adapta-
tivos especializados para sobrevivir. Estos marcados gradientes selectivos pueden promover divergencia
morfol6gica asociada al habitat (Laurila et al., 2002). Si bien la variabilidad intraespecifica es el motor
del cambio evolutivo, altos niveles de variacion fenotipica dentro de las especies suelen complicar la
sistematica y la taxonomia, dificultando la delimitacion y el reconocimiento preciso de los limites entre
especies (Fusco & Minelli, 2010).

Los gasteropodos de agua dulce constituyen un ejemplo clasico de cémo una amplia variacion
intraespecifica puede difuminar los limites entre especies y generar importantes desafios taxonémicos.
La concha de estos organismos cumple un papel ambivalente en la taxonomia: resulta clave para la
identificacion de especies, pero su alta variabilidad puede inducir errores de clasificacion. Historica-
mente, la morfologia de la concha ha sido un caracter central en la sistematica del grupo, aunque su
variacion refleja una compleja interaccion entre factores genéticos y plasticidad inducida por el ambiente
(e.g., Bonel et al., 2021; Bourdeau et al., 2015). Dado que los rasgos de la concha son altamente sensi-
bles a variables ecoldgicas como la hidrodinamica, el tipo de sustrato o el riesgo de desecacion, presio-
nes selectivas similares pueden dar lugar a la aparicion de morfologias convergentes en especies no

emparentadas (Trussell, 2000; Whelan, 2021). Para superar las limitaciones de una clasificacion basada



Unicamente en la concha, los enfoques taxonémicos modernos adoptan estrategias integrativas que com-
binan datos morfologicos, moleculares, anatdmicos y ecoldgicos, con el fin de lograr una identificacién
de especies mas robusta (Dillon et al., 2013).

Dentro de estas estrategias integrativas, las estructuras reproductivas internas —particularmente
los elementos del sistema reproductor— tienden a conservarse mas que la concha a lo largo del tiempo
evolutivo y, por lo tanto, proporcionan evidencia clave para confirmar la identidad especifica en am-
bientes variables (Correa et al., 2011). Ademas, los analisis morfométricos contribuyen al cuantificar la
variacién de la concha de manera estandarizada, capturando diferencias de forma independientemente
del tamafio, la rotacién y la posicion, lo que permite evaluar rigurosamente la divergencia morfologica
intra- e interpoblacional (Mitteroecker & Gunz, 2009). Esta combinacion de perspectivas morfoldgicas
y moleculares resulta esencial para distinguir la variacion inducida por el ambiente de la diferenciacion
genética subyacente, y garantizar que la diversidad fenotipica observada refleje plasticidad intraespeci-
fica y no la presencia de taxones cripticos.

La delimitacion precisa de las especies de caracoles es, por ejemplo, fundamental para garantizar
una vigilancia epidemioldgica y un control efectivo de las enfermedades trasmitidas por estos organis-
mos (Vazquez et al., 2023). Confiar exclusivamente en los caracteres de la concha suele conducir a
errores de identificacion, lo que puede provocar que especies de importancia sanitaria pasen inadvertidas
o sean clasificadas erroneamente. Este problema es particularmente relevante en la familia Lymnaeidae,
compuesta por caracoles de agua dulce que actlan como hospedadores intermediarios del trematodo
Fasciola hepatica (Fig. 1A). Este paréasito utiliza a los mamiferos como hospedadores definitivos y
causa fasciolosis, una enfermedad zoonética de gran impacto econémico en la ganaderia —especial-
mente en ovejas y bovinos (Fugassa, 2015; Vazquez et al., 2019). Ademas, constituye un problema
emergente de salud publica que afecta a mas de 2,4 millones de personas en mas de 70 paises del mundo
(Engels & Savioli, 2006). Dentro de los limneidos, algunas especies morfoldgicamente similares difie-
ren en su susceptibilidad a Fasciola hepatica (Alba et al., 2021; Ngcamphalala et al., 2025). Por ejem-
plo, Galba truncatula y Galba schirazensis son practicamente indistinguibles en base a la morfologia
de la concha y la anatomia reproductiva (Lounnas et al., 2018). Sin embargo, solo G. truncatula es un
hospedador competente para F. hepatica, mientras que G. schirazensis presenta un riesgo de infeccion
mucho menor y un potencial vectorial limitado (Bargues et al., 2011; Celi-Erazo et al., 2020; Vazquez
et al., 2019). En Europa, la coexistencia y la similitud morfoldgica entre ambas especies han generado
frecuentes errores de identificacién, complicando las evaluaciones epidemiol6gicas del riesgo de fas-
ciolosis.

En Sudamérica, varias especies de limneidos son hospedadores intermediarios de Fasciola he-
patica (Correa et al., 2011). Dentro de este contexto, una especie en particular ha generado especial
interés: Pectinidens diaphanus (P. P. King 1832; Fig. 1B), un limneido cuyo estatus taxonémico y dis-
tribucion han sido histéricamente dificiles de delimitar. Su identificacion en el continente ha sido pro-

blemética porque se basé casi exclusivamente en caracteres de la concha, lo que condujo a frecuentes



confusiones con otros limneidos (Correa et al., 2010). Como resultado, los reportes historicos de la es-
pecie en paises como Brasil, Pert, Uruguay e incluso Estados Unidos se consideran dudosos, ya que
derivan Unicamente de diagndsticos conquioldgicos y probablemente correspondan a otros taxones (Co-
rrea et al., 2010). En contraste, los registros confiables de P. diaphanus se restringen actualmente a la
Patagonia austral (Fig. 1C; Bargues et al., 2012; Correa et al., 2010; Duffy et al., 2009; Paraense, 1984).

A escala regional, la Patagonia austral es un area donde la fasciolosis presenta una alta preva-
lencia y ejerce un impacto considerable en la produccion ovina (Kleiman et al., 2007; Prepelitchi et al.,
2011). En este escenario, P. diaphanus adquiere particular importancia porque, en el extremo sur del
continente, parece ser el Unico representante de la familia Lymnaeidae. La ocurrencia mas austral con-
firmada del hospedador ampliamente distribuido Galba viator se encuentra mucho més al norte, en torno
a los 42° S en la Provincia de Chubut, Argentina (Rodriguez Quinteros et al., 2024; Soler et al., 2023,
2024). En consecuencia, P. diaphanus podria constituir el Unico hospedador intermediario disponible
para F. hepatica en esta region, donde infecciones del parésito han sido registradas tanto en ganado
como en mamiferos silvestres, incluidos los guanacos (Issia et al., 2009; Kleiman et al., 2007).
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Fig. 1. A) Ciclo de vida Fasciola hepatica: los caracoles de agua dulce de la Familia Lymnaeidae actian como
hospedadores intermediarios y los mamiferos como hospedadores definitivos. B) Pectinidens diaphanus, caracol
limneido de agua dulce. C) Registros de P. diaphanus en el sur de Argentina y Chile (Bargues et al., 2012; Correa
etal., 2011; Duffy et al., 2009; Paraense, 1984).

A pesar de su presunto rol como unico hospedador intermediario de Fasciola hepatica en la
Patagonia austral, P. diaphanus continia siendo una especie poco conocida desde los puntos de vista
biogeografico y evolutivo. Existen dos cuestiones principales que aun limitan una comprension integral

de su historia natural. En primer lugar, su verdadero rango geogréfico y su estatus taxonémico en esta
4



region ambientalmente heterogénea permanecen inciertos, debido a errores historicos de identificacion
y a la dependencia casi exclusiva de caracteres de la concha, los cuales son susceptibles a una amplia
variacion plastica. En segundo lugar, el origen de la marcada variacién conquiol6gica observada entre
los diferentes tipos de habitats no ha sido evaluado experimentalmente, por lo que aln se desconoce si
dicha divergencia refleja plasticidad inducida por el ambiente o diferencias genéticas heredables.

Para abordar estas cuestiones, adopté un marco integrativo que combina extensos relevamientos
de campo, validacién molecular y anatébmica, morfometria geométrica y experimentos multigeneracio-
nales en condiciones de “jardin comtin”. Este enfoque me permitio (i) delimitar la distribucion geogréa-
fica actual de P. diaphanus en la Patagonia austral, (ii) cuantificar la variacién morfologica de la concha
y de las estructuras reproductivas entre poblaciones establecidas en diferentes tipos de habitats, y (iii)
evaluar experimentalmente si dicha variacion morfoldgica se debe a plasticidad fenotipica inducida por
el ambiente o a diferencias genéticas heredables entre poblaciones. Al vincular la heterogeneidad am-
biental con los patrones morfoldgicos y genéticos, este estudio aporta informacién clave para compren-
der los procesos que generan diversidad fenotipica en gasteropodos dulceacuicolas y proporciona datos
esenciales para la identificacion y gestion de posibles hospedadores de F. hepatica en el sur de Suda-

mérica.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Muestreo a campo y preservacion de ejemplares

Para delimitar la distribucion geogréafica actual del caracol de agua dulce Pectinidens diaphanus, se
realizaron cinco campafas de muestreo entre 2018 y 2025 en la Patagonia, abarcando una variedad de
hébitats de agua dulce (lagos, rios, arroyos y charcas). Estos muestreos fueron realizados por el grupo
de trabajo del laboratorio de Genética y Ecologia Evolutiva del CERZQOS, en colaboracidn con investi-
gadores de Montpellier (Francia). En cada sitio de muestreo, se registraron las coordenadas GPS y se
determind la presencia o ausencia de caracoles limneidos. Estos se diferencian de otros caracoles de la
region, como Physa y Chilina, por su concha de tonalidades pardas o verdosas, de superficie lisa 0 con
finas lineas de crecimiento, y con espira y abertura orientada hacia la derecha. Cuando se encontraron
limneidos, los individuos se recolectaron manualmente y mantuvieron en tubos tipo Falcon con un poco
de agua del lugar. Luego, se colocaron en agua a 70 °C durante 3045 segundos. Este procedimiento
permite fijar los ejemplares sin que el cuerpo se retraiga dentro de la concha, lo que favorece una rapida
penetracion del alcohol en los tejidos y, en consecuencia, una adecuada fijacion tanto para los analisis
morfolégicos como moleculares (Alda et al., 2021). Tras la fijacién, se retir6 cuidadosamente el tejido
blando de la concha, y se preservaron ambos en etanol al 70 % para posteriores analisis anatdmicos,

moleculares y morfométricos.

2.2. Identificacion de limneidos y delimitacion geogréfica

Para identificar con precision a P. diaphanus de otros limneidos, se emple6 un enfoque integrador que
combina evaluaciones morfoanatémicas detalladas con anéalisis moleculares (Bargues et al., 2012; Poin-
tier et al., 2009). La identificacion morfoldgica se baso en caracteristicas anatbmicas externas e internas
de 10 a 30 individuos por sitio muestreado, con presencia de limneidos. Se examinaron las conchas por
su forma, enfocandose particularmente en el periostraco y la forma de las suturas (Pointier & Vazquez,
2020). Para la anatomia interna, se diseccionaron un subconjunto de 10 individuos de cada poblacién
muestreada bajo un estereomicroscopio, centrandose en rasgos diagndsticos del sistema reproductivo,
incluyendo la formay disposicidn del espermiducto, uréter, vaina del pene y préstata, siguiendo criterios
taxondmicos establecidos (Pointier & Vazquez, 2020). Estas estructuras se utilizan ampliamente en la
taxonomia de limneidos y fueron empleadas aqui para confirmar la identidad de P. diaphanus (Pointier
et al., 2009). Esta tarea fue realizada con la ayuda del malac6logo, experto en limneidos, Dr. Jean-Pierre
Pointier.

Para el analisis molecular, extraje ADN de uno o dos individuos por poblacion identificados
morfolégicamente como P. diaphanus. Disequé un tercio del pie de cada espécimen y eliminé el exceso
de etanol presionando el tejido entre toallas de papel estériles. La extraccion de ADN la realicé siguiendo
el protocolo descripto por Alda et al. (2021) Amplifiqué un fragmento del gen mitocondrial citocromo
c oxidasa subunidad | (COI) usando los cebadores y el protocolo de PCR descripto por Alda et al. (2021).

Secuencié los amplicones mediante Sanger (Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemania). Las secuencias



resultantes se depositardn en GenBank y las comparé con secuencias de referencia de P. diaphanus
(GenBank: JF909501, Bargues et al., 2012; IN614399 y JN614400, Correa et al., 2011).

Tras la confirmacién de la identidad de la especie, compilé los datos de ocurrencia espacial
usando las coordenadas de muestreo para producir un mapa de distribucion de P. diaphanus en toda la
Patagonia. EI mapeo lo realicé en QGIS (versién 3.30.0), clasificando cada sitio segun la presencia de

P. diaphanus, otros limneidos y ausencia de limneidos.

2.3 Efecto de la heterogeneidad ambiental en la variacion morfo-anatomica de poblaciones natu-
rales

Para estudiar el efecto de la heterogeneidad ambiental, seleccioné cinco poblaciones representativas de
P. diaphanus que abarcaban un gradiente de estabilidad del habitat, desde ambientes estables (lago, rio)
hasta inestables (arroyo, charca), susceptibles de secarse en periodos de bajas precipitaciones (Fig. 2).

Estable -—' Inestable

Rio Arroyo Charca

Figura 2. Tipos de habitat muestreados para Pectinidens diaphanus. Se indica un gradiente de estabilidad del
habitat que abarca desde ambientes estables (lagos y rios) hasta ambientes temporales (arroyos y charcas), suscep-
tibles de secarse durante periodos de bajas precipitaciones.

Todas las poblaciones que utilicé se ubicaron en latitudes similares en el sur de Santa Cruz,
Argentina, para minimizar los posibles efectos de la temperatura (Tabla 1). Los caracoles muestreados
en cada uno de estos ambientes se transportaron vivos al laboratorio y se mantuvieron en diferentes
acuarios de 1,5 L (para evitar la mezcla entre poblaciones) con agua de surgente, aireacién constante, y
en condiciones controladas de temperatura (16 + 1 °C) con un ciclo de luz/oscuridad de 16:8 h y alimento
ad libitum en forma de lechuga hervida y molida. Estos individuos constituyeron la generacién parental
(P) de los individuos utilizados para analizar la heredabilidad de la forma de la concha en generaciones

posteriores (F2), tal como se detalla en el punto 2.4.

Tabla 1. Poblaciones seleccionadas para el analisis morfométrico de Pectinidens diaphanus en la Patagonia. Todos
los sitios se encuentran en el sur de la provincia de Santa Cruz, Argentina.

Ambiente  Sitio Latitud Longitud Individuos fotografiados
Lago Laguna Azul* -52,07 -69,58 39
Rio Las Horquetas -51,41 -70,19 18



Arroyo Cancha Carrera -51,14 -71,95 10
Charca Corpen Aike -51,38 -70,23 20
Chorrillo de los Frailes -51,90 -69,12 20

*Laguna Azul corresponde a dos poblaciones muestreadas en el mismo sitio y durante la misma estacion del afio,
pero en distintos afios (noviembre 2018, n = 22; noviembre 2023, n = 17).

Para evaluar la variacion morfométrica del sistema reproductivo, se diseccionaron bajo un este-
reomicroscopio diez caracoles adultos (P) de cada una de las cinco poblaciones seleccionadas. La pros-
tata y el complejo peniano se aislaron cuidadosamente y se ilustraron usando una camara licida. Los
dibujos se digitalizaron usando un escaner Apple y los rasgos morfométricos (area y perimetro) de la
prostata y del complejo peniano se cuantificaron usando el software ImageJ (Schneider et al., 2012).
Para evaluar el efecto del habitat sobre los rasgos morfométricos, realicé un ANOVA en R Studio
(v2024.12.1). Para evaluar el efecto de la heterogeneidad ambiental en la variacién de la forma de la
concha, realicé un analisis de morfometria geométrica en individuos de las mismas cinco poblaciones
de P. diaphanus seleccionadas previamente para el analisis de morfologia reproductiva. Se obtuvieron
107 fotografias de alta resolucion de la concha (10-22 imagenes por poblacién) usando un protocolo de
posicionamiento estandarizado, es decir, colocando la concha con la abertura hacia abajo y orientada a
la cAmara (Albarran-Mélzer et al., 2020). Las imagenes se digitalizaron usando tpsUtil (v1.82). La mor-
fometria basada en puntos de referencia (landmarks) se realizé en tpsDig2 (Zelditch et al., 2004), usando
11 landmarks homdlogos (1-11) y dos semilandmarks (12-13) por concha (Fig. 3), siguiendo el enfoque
de Tamburi et al. (2018). Cabe aclarar que trabajé con las Gltimas dos vueltas de la concha, debido a que
el apex y la primera vuelta suelen presentar distintos grados de erosion, lo que impide la correcta colo-
cacion de landmarks homologos en todos los individuos. Esta decision me permiti6 evitar el error intro-

ducido por la erosion en las regiones mas antiguas de la concha.



Los datos de la forma se procesaron en MorphoJ
(v1.08.01; Klingenberg, 2011). Apliqué una superposi-
cion de Procrustes para eliminar la variacion debida a
posicidn, orientacién y escala, permitiendo comparacio-
nes de forma independientes del tamafio. Se extrajo el
tamano del centroide como medida del tamafio general
de la concha. Para evaluar la covariacion forma—tamafno

(alometria), realicé una regresién multivariante de la

forma sobre el tamafio del centroide y evalué la signifi-
cancia estadistica mediante pruebas de permutacion
(Viscosi & Cardini, 2011).

Para visualizar los principales ejes de variacion,

realicé un Andlisis de Componentes Principales (PCA)

Figura 3. Los puntos rojos indican la con-
figuracion de landmarks (1-11) y semiland-

das de los landmarks (Albarran-Mélzer et al., 2020). Las ~ marks (12-13) en la concha del caracol Pec-
tinidens diaphanus.

sobre la matriz de covarianza de las coordenadas alinea-

diferencias entre grupos se exploraron ademas mediante
un Analisis de Variables Candnicas (CVA), el cual enfatiza los rasgos de forma que, maximizan la
varianza entre grupos mientras minimizan la varianza dentro de cada grupo (Campbell & Atchley, 1981).

2.4 Andlisis transgeneracional de la variacion morfoldgica de la concha

Para analizar si la variacién en la forma de la concha observada en el campo (generacion P) tenia una
base genética o era primordialmente el resultado de la plasticidad fenotipica inducida por el ambiente
directo, se establecieron poblaciones experimentales en el laboratorio. Se criaron caracoles de dos po-
blaciones que representan los extremos del gradiente de estabilidad ambiental definido previamente
(lago y charca) en condiciones estandarizadas de laboratorio. Los individuos recolectados en campo
(lago, n = 21; charca, n = 14) se mantuvieron en las mismas condiciones mencionadas previamente. Los
caracoles se criaron hasta la segunda generacion (F2), lo que permite minimizar los efectos maternos y
ambientales residuales de los parentales.

El analisis morfométrico de la concha se repitio en los individuos F, (n = 35), utilizando los
mismos procedimientos de imagen, landmarking y analisis estadisticos aplicados a la generacion P.
Dado que una observacion preliminar sugiere la posible existencia de divergencia morfolédgica entre
poblaciones en condiciones naturales, el disefio experimental permiti6 evaluar, si esta variacion se man-

tiene en la generacion F; criada bajo condiciones ambientales uniformes en el laboratorio.



3. RESULTADOS

3.1 Identificacion de limneidos y delimitacidén geografica

Se muestrearon 198 sitios del sur de Argentina y Chile, que abarcan una amplia variedad de héabitats de

agua dulce. En 116 de estos sitios se registro la presencia de caracoles, y los limneidos estuvieron pre-

sentes en 70 de ellos. Los caracoles de la familia Chilinidae también fueron abundantes en la Patagonia,

registrandose en 44 sitios, y coexistieron con limneidos en
16 de estos lugares.

En campo, especimenes de Galba resultaron facil-
mente distinguibles de otros grupos simpatricos. Sin em-
bargo, la asignacion especifica de los limneidos australes a
Pectinidens diaphanus requirié confirmacion adicional. Para
ello apliqué un enfoque integrado —evaluacion conquiolo-
gica preliminar, examen anatémico del sistema reproductivo
(Fig. 4) y validacion mediante secuenciacion del gen COl—
que permitié confirmar de forma consistente la identidad de
P. diaphanus en los ejemplares estudiados (coincidencia del
97-99 % con secuencias de referencia).

Con base en estas confirmaciones taxonémicas y en
las coordenadas GPS de las localidades muestreadas, se asig-
naron los limneidos de 29 sitios de la Patagonia (provincias
de Buenos Aires, Neuquén, Rio Negro, Chubut y Santa Cruz)
a Galba viator, en concordancia con su distribucion cono-
cida (Fig. 5). En contraste, los limneidos recolectados en 41
sitios del sur de la Patagonia (provincias de Chubut, Santa
Cruz y Tierra del Fuego) correspondieron a Pectinidens dia-
phanus. En estos sitios australes no se detectaron otras espe-
cies de limneidos, siendo P. diaphanus la Gnica representante

de la familia en la region (Fig. 5).

Figura 4. Vista dorsal del sistema repro-
ductor de un ejemplar adulto de Pecti-
nidens diaphanus. El individuo fue dise-
cado bajo un microscopio estereoscopico,
y el dibujo del sistema reproductor lo
realiz6 Jean-Pierre Pointier usando ca-
mara ldcida. Las iméagenes obtenidas fue-
ron digitalizadas con un escaner Apple. ag
= glandula de albdmina; ng = glandula
nidamental; ot = ovotestis; pr = prostata;
pp = prepucio; ps = vaina del pene; sd =
espermiducto; sp = espermateca; sv = ve-
sicula seminal; va = vagina; vd = con-
ducto deferente.
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Figura 5. Distribucion de los 198 sitios muestreados a lo largo de la Patagonia entre 2018 y 2025.

3.2 Efecto de la heterogeneidad ambiental en la variacion morfoanatémica de poblaciones natu-
rales

No encontré un efecto significativo del tipo de habitat sobre el area y perimetro del complejo peniano
ni sobre el area de la prostata en P. diaphanus (Tabla 2). Los andlisis de morfometria geométrica reve-
laron diferencias marcadas en la forma de la concha entre los individuos de P. diaphanus provenientes
de poblaciones naturales que habitan distintos tipos de habitat. La regresion multivariante mostr6 que el
tamafio de la concha (tamafio del centroide) explicé solo el 1,5 % de la variacién en forma y no fue
estadisticamente significativo (prueba de permutacién, P = 0,156), indicando que los efectos alométricos
eran despreciables y no fue necesaria ninguna correccion por tamafio. El Analisis de Componentes Prin-
cipales (PCA) de los datos de landmarks alineados mostré una clara agrupacion por habitat, con los dos
primeros componentes principales explicando el 65,2 % de la variacion total de la forma (PC1: 52,2 %,
PC2: 12,9 %). El Analisis de Variacion Canodnica (CVA) respaldd ain mas la divergencia asociada al
habitat, mostrando una separacién clara entre poblaciones de lago, rio, arroyo y charca. El primer eje
candnico (CV1) explico el 81,7 % de la varianza y el segundo (CV2) el 9,9 %, sumando un total del
91,6 % (Fig. 6A). Las formas medias de la concha difirieron segun el habitat: los caracoles de hébitat

estable presentaron conchas mas globosas, mientras que los de habitat inestable mostraron formas més
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alargadas (Fig. 6B). Las poblaciones de rio exhibieron una morfologia intermedia, consistente con su

posicién transicional en el gradiente de estabilidad del habitat.

Tabla 2. Morfometria del sistema reproductor de poblaciones naturales. Valores medios (+ D.E.) del area
(mm?) y perimetro (mm) del complejo peniano y la préstata del caracol limneido Pectinidens diaphanus recolec-
tado en la Patagonia. Los rasgos morfométricos se cuantificaron utilizando el software ImageJ. Todos los rasgos
morfométricos se compararon entre tipos de habitat mediante ANOVA en R Studio. No se encontraron diferencias
en el area ni en el perimetro del complejo peniano o la préstata entre los distintos tipos de habitat. N: nimero de
individuos medidos.

Complejo peniano Prostata
Habitat N

Area Perimetro Area  Perimetro

Lago 3.05+097 1156+195 3.04+0.79 6.72+0.90 10
Rio 229+031 103+0.67 219+0.41 557+052 10
Arroyo 3.61+0.63 13.21+0.78 2.89+0.47 6.37+0.45 10

Charca 2.79+0.69 11.49+099 250+0.48 579+048 20

Figura 6. A) Analisis de Variacion Canonica ba-

sado en 13 landmarks morfométricos para indivi-

41 b duos de Pectinidens diaphanus colectados en el sur

: de la provincia de Santa Cruz (Argentina) prove-

nientes de cuatro tipos de habitat diferentes que re-

B2 presentan un gradiente desde ambientes estables

3 (lago, rio) hasta inestables (arroyo, charca). B) For-

e ], mas promedio de la concha de P. diaphanus prove-

o e nientes de dos habitats que representan los extre-
et Lago mos del gradiente de estabilidad (lago y charca).

[

Variable Candnica 2 (9,9%)

? Arroyo
- Charca

-6 -4 -2 0 2 4 6

Lago Charca

Estable [ ——  nestable
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3.3 Anélisis transgeneracional de la variacion morfoldgica de la concha

Los analisis morfométricos de los individuos F, mostraron variacion en la forma de la concha, consis-
tente con el patron observado en la generacién parental (P). No se aplicd una correccién alométrica en
los andlisis ya que el tamafio de la concha no fue significativo, explico solo una pequefia proporcién de
la variacion de la forma (4,4 %, P = 0,140). EI Anélisis de Componentes Principales (PCA) reveld una
agrupacion definida por habitat, con los dos primeros componentes explicando el 49,0 % de la variacion
total en la forma (PC1: 29,1 %; PC2: 19,9 %). Ademas, el analisis discriminante mostrd una separacion
clara entre los grupos, con un T2 de Hotelling = 275,92 (P = 0,005) y una distancia de Procrustes de

0,04, significativa bajo pruebas de permutacién (P <0,001; Fig. 7).

6 -
4 J ——
© |
(8]
qc) Lago
> Charca
O
Q
j .
w5 = =
0 lj“ — —l . ,
-40 -20 0 40

Funcion discriminante 1

Figura 7. Andlisis discriminante basado en 13 landmarks morfométricos de individuos F, de Pectinidens diap-
hanus criados en condiciones estandarizadas de laboratorio, provenientes de dos tipos de habitat contrastantes
(lago y charca).
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4. DISCUSION

Estos resultados constituyen la evaluacion espacial y morfoldgica mas completa de Pectinidens diap-
hanus realizada hasta la fecha, ampliando su rango confirmado a lo largo del sur de la Patagonia —
donde emerge como la Unica especie de limneido presente— y evidenciando una notable versatilidad
ecoldgica. En conjunto, las estructuras anatomicas del sistema reproductivo se mantuvieron altamente
conservadas entre poblaciones provenientes de habitats contrastantes. No obstante, la marcada diver-
gencia en la forma de la concha observada en los individuos provenientes del campo, y su persistencia
en la generacion F, criada bajo condiciones controladas, indica que esta variacion no puede atribuirse
Unicamente a plasticidad fenotipica inducida por el ambiente, sino que probablemente involucra dife-
rencias geneticas heredables.

Los analisis morfo-anatomicos y moleculares confirmaron que de los sitios muestreados en el
sur de la Patagonia, 41 resultaron positivos para P. diaphanus. Estos resultados amplian considerable-
mente el area documentada para la especie respecto de reportes previos (Bargues et al., 2011; Correa
etal., 2011; Duffy et al., 2009; Paraense, 1984), y muestran que P. diaphanus habita una variedad am-
plia de tipos de ambientes acuaticos en el extremo austral. Es importante subrayar que esta mayor ex-
tension espacial probablemente refleja, en buena medida, un mayor esfuerzo de muestreo en areas pre-
viamente poco exploradas méas que la aparicion de poblaciones recientes. Respecto a los mecanismos
gue podrian explicar su dispersion, fendmenos como eventos de inundacion estacionales, el traslado de
individuos o estadios inmaduros adheridos a barro en patas de aves y mamiferos, y el transporte sobre
vegetacion acuatica o restos flotantes resultan plausibles y consistentes con la ecologia de los limneidos
(Kappes & Haase, 2012; Kappes & Sulikowska-Drozd, 2016; Roszkowska & Ksigzkiewicz, 2023; Van
Leeuwen et al., 2013). Estos vectores pasivos, combinados con la conectividad hidrol6gica temporal de
la regidn, podrian explicar la presencia de P. diaphanus en multiples habitats disyuntivos. La confirma-
cion de P. diaphanus en diversos tipos de ambientes invita a desarrollar estudios biogeogréaficos inte-
gradores que combinen datos historicos, genéticos y ecoldgicos para caracterizar las vias de dispersién
y los procesos de colonizacion.

Por otra parte, surge la interrogante de por qué la especie no aparece mas al norte en la Patagonia.
Si bien podria argumentarse que la ausencia de P. diaphanus mas al norte se debe simplemente a un
muestreo insuficiente, nuestros relevamientos reiterados en multiples tipos de ambientes entre 2018 y
2025 —en los cuales Galba viator fue registrada de manera consistente, mientras que P. diaphanus no
fue detectada en ninguna ocasién— sugieren que la ausencia de registros de P. diaphanus en esa region
no parece ser un artefacto del muestreo, sino un patrén real de su distribucion. Esto plantea preguntas
adicionales acerca de los factores que limitan su distribucion hacia el norte, ya sea por restricciones
ambientales o climaticas, diferencias en tolerancia ecoldgica o posibles interacciones competitivas con
otros limneidos. Comprender estos limites biogeogréficos constituye una linea de investigacion prome-

tedora para futuros estudios.
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Dado que P. diaphanus es la Unica especie de limneido presente en la Patagonia austral y se han
registrado casos de fasciolosis en la region (Issia et al., 2009; Kleiman et al., 2007), esta especie repre-
senta el Unico potencial hospedador intermediario local del parasito Fasciola hepatica. Aunque diferen-
tes estudios han sefialado su participacién en el ciclo del parasito (Correa et al., 2010; Vazquez et al.,
2019), hasta ahora no se cuenta con evidencia experimental formal que evalue su susceptibilidad. Ensa-
yos recientes realizados en el laboratorio de Genética y Ecologia Evolutiva del CERZOS muestran re-
sultados preliminares que aportan informacién clave: P. diaphanus logro infectarse con cepas alopatri-
cas de F. hepatica, pero no con cepas simpétricas (Muller et al., datos no publicados). Actualmente
estamos llevando a cabo experimentos adicionales disefiados para evaluar de manera sistematica la sus-
ceptibilidad parasitaria de este limneido, lo que permitira clarificar su rol epidemioldgico en la transmi-
sion de F. hepatica en el extremo sur de la Patagonia.

En este contexto, la identificacion taxondémica fiable adquiere particular relevancia. El hecho de
gue no se detectaran diferencias significativas en las estructuras reproductivas —como el complejo pe-
niano o la prdstata— entre poblaciones sometidas a condiciones ambientales contrastantes refuerza el
valor de estos rasgos como caracteres diagnosticos para distinguir P. diaphanus de otros limneidos. Un
patron similar se ha documentado en Pseudosuccinea columella, donde la morfoanatomia interna mues-
tra una notable constancia incluso a lo largo de un amplio gradiente ecoldgico (Pointier et al., 2007).
Dado que los rasgos externos, en particular la concha, exhiben una elevada plasticidad en los limneidos
(e.g., Samadi, 2000; Whelan, 2021), esta constancia en los caracteres internos resulta especialmente
importante para evitar errores de identificacion, los cuales pueden tener consecuencias epidemiolégicas
significativas cuando las especies difieren en su capacidad de transmisién (e.g., Stevenson & Norris,
2016).

En contraste con la ausencia de variacion morfoldgica en los rasgos reproductivos analizados,
lamorfologia de la concha estuvo fuertemente estructurada por el tipo de habitat. Esta marcada variacién
fenotipica asociada al habitat observada en P. diaphanus coincide con la plasticidad conquiol6gica am-
pliamente documentada en limneidos (Samadi, 2000; Vinarski, 2014; Whelan, 2021) y refuerza el valor
de estos caracoles como modelos para el estudio de la plasticidad fenotipica (Brénmark et al., 2011,
2012). La morfologia de la concha representa un resultado adaptativo de presiones de seleccion contras-
tantes. En arroyos y charcas, definidos como ambientes temporales e inestables caracterizados por ven-
tanas temporales breves durante las cuales la especie debe completar el ciclo de vida, los individuos
mostraron consistentemente conchas mas alargadas. En caracoles, la forma de la concha esta estrecha-
mente vinculada a la tasa de crecimiento (Chapman, 1995). En habitats inestables, el crecimiento acele-
rado permite a los individuos alcanzar antes la talla 0 edad de madurez reproductiva, asegurando asi la
supervivencia y la reproduccion dentro de ventanas temporales restringidas (Oh et al., 2021; Richter-
Boix et al., 2006). Por lo tanto, la morfologia alargada observada podria ser una manifestacion fenotipica
de un trade-off que prioriza el crecimiento rapido en condiciones de alta temporalidad. Por el contrario,
los caracoles de ambientes mas estables, como los lagos, exhibieron conchas més globosas. Este patron

es congruente con estudios que indican que un crecimiento individual mas lento tiende a generar conchas
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de este tipo (Saura et al., 2012), ya que las condiciones estables permiten un crecimiento prolongado y
reducen la presion por reproducirse rapidamente (Chapman, 1995; Spight, 1973).

Inicialmente, esta divergencia morfologica podria interpretarse como una manifestacién directa
de la plasticidad fenotipica en respuesta a factores ambientales inmediatos. Sin embargo, el hallazgo
experimental crucial que redefine esta interpretacion surge del andlisis de la segunda generacion (F»).
Notablemente, en los caracoles F, —descendientes criados y mantenidos bajo condiciones controladas
y estandarizadas de laboratorio— persistieron los patrones de forma de concha asociados a su habitat de
origen, replicando las diferencias observadas en las poblaciones naturales. Este resultado demuestra que
la divergencia en la morfologia de la concha no puede atribuirse Unicamente a la plasticidad fenotipica
inducida por el ambiente, sino que posee un componente heredable y estable. Hallazgos similares, donde
las diferencias morfométricas entre poblaciones persisten al criar a los individuos en ambientes estan-
darizados, se han descrito en el caracol terrestre Leptinaria unilamellata y en el marino Littorina saxa-
tilis (Conde-Padin et al., 2009; Medeiros et al., 2015). Estos patrones concuerdan con la posibilidad de
una respuesta evolutiva dirigida por la plasticidad, enmarcada por la acomodacion genética (West-Eber-
hard, 2005). La acomodacion genética es el proceso adaptativo general mediante el cual la regulacion
ambiental de un fenotipo se refina a través de cambios genéticos cuantitativos. El caso extremo de este
proceso, donde el rasgo inicialmente plastico se vuelve genéticamente fijo (perdiendo su dependencia
ambiental), se denomina asimilacion genética (Ehrenreich & Pfennig, 2016; Waddington, 1942). Es de-
cir, la seleccién natural ha actuado sobre la variacidén genética subyacente que permitia la plasticidad,
estabilizando la expresién del rasgo adaptativo. Este resultado implica que la expresién de los morfoti-
pos de la concha ha quedado canalizada, un concepto de Waddington (1942) que describe la robustez
del desarrollo del fenotipo contra perturbaciones genéticas o ambientales. En conjunto, estos resultados
sugieren que, si bien la plasticidad fenotipica puede modular inicialmente la morfologia de la concha,
lo hace sobre una base genética que puede ser modificada por la seleccién, canalizando y fijando la
expresion de determinados morfotipos y, por lo tanto, contribuyendo directamente a la divergencia per-
manente entre poblaciones.

A partir de nuestros hallazgos, proponemos varias lineas de investigacion prioritarias. En primer
lugar, resulta fundamental integrar la morfologia con rasgos de historia de vida (fecundidad, tasa de
puesta, velocidad de crecimiento, edad de madurez) para evaluar si las diferencias en la forma de la
concha se traducen en efectos demograficos que modulen la persistencia y capacidad de expansion de
las poblaciones (Chapuis & Ferdy, 2012; Pardo & Johnson, 2005). En segundo lugar, es necesario ex-
plorar las implicancias epidemioldgicas de la variacion intraespecifica: estudios experimentales que re-
lacionen morfologia, historia de vida y susceptibilidad/parasitismo permitiran cuantificar el potencial de
transmision de F. hepatica entre poblaciones (Dube et al., 2023). En tercer lugar, la caracterizacion de
la arquitectura genética de la divergencia conquioldgica mediante aproximaciones gendémicas (p. €j.
RAD-seq) aclarara si la diferenciacion responde a seleccion local, deriva o procesos de acomoda-

cién/asimilacion genética. En cuarto lugar, integrar filogeografia poblacional, modelos de distribucion
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y datos hidroldgicos ayudard a reconstruir las vias de dispersion y la historia de colonizacion en la Pa-
tagonia austral, complementando hipdtesis sobre vectores pasivos como inundaciones, transporte en ba-
rro o sobre vegetacion flotante. En conjunto, estas lineas ofreceran una vision integradora de las causas

y consecuencias ecoldgicas, evolutivas y epidemioldgicas de la variacion observada en P. diaphanus.
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5. CONCLUSIONES

Este estudio amplia de manera significativa el conocimiento sobre Pectinidens diaphanus en la Patago-
nia austral, revelando una distribucion mas extensa de lo previamente documentado y confirmando que
es la Unica especie de limneido presente en la region. Las estructuras reproductivas mostraron una no-
table constancia entre poblaciones, reforzando su valor taxonémico en un grupo caracterizado por la alta
plasticidad de la concha. En contraste, la forma de la concha presentd una fuerte estructuracion asociada
al tipo de habitat, y su persistencia en individuos F criados en laboratorio indica un componente gené-
tico heredable ademas de la plasticidad fenotipica. Este patron destaca el potencial de P. diaphanus
como modelo para estudiar la interaccién entre plasticidad, adaptacion y diferenciacion morfolégica. En
conjunto, nuestros resultados subrayan la importancia de enfoques integrativos que combinen morfolo-
gia, genética y rasgos de historia de vida para comprender la variacion intraespecifica y evaluar el rol
ecolégico y epidemioldgico de P. diaphanus como potencial hospedador intermediario de Fasciola he-
patica en la region.
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