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RESUMEN

A finales del Pleistoceno y en el Holoceno, el Altiplano sur (17° a 22°S) fue afectado
por reiteradas variaciones en los niveles de agua, una intensa actividad volcénica e
importantes movimientos tecténicos. En estd region del Altiplano, estos eventos
geologicos habrian formado los lagos y rios endorreicos. En el Altiplano Sur, las
especies de peces del género Orestias se caracterizan generalmente por sus reducidas
distribuciones geograficas y endemismo local. Se han descrito recientemente cuatro
especies en la regién de Parinacota (Parque Nacional Lauca), las cuales se
encguentran supuestamente aisladas una de otra, en ambientes diferentes tales como
lagos, lagunas, bofedales y rios.

Aproximaciones genéticas, troficas y morfolégicas fueron utilizadas para relacionar
los procesos microevolutivos que han promovido la diferenciacién de las especies de
Orestias. Los eventos vicariantes de las cuencas endorreicas Lauca, Cotacotani y
Chungard habrian iniciado un proceso de especiacion alopatrica entre las poblaciones
de Orestias. En general, los resultados de los andlisis genéticos mosiraron la
existencia de grupos genéticos diferenciados que coinciden con los eventos
vicariantes y climaticos que afectaron el Parque Nacional Lauca. Sin embargo, las
aproximaciones demogréficas mosiraron que esta diferenciacion corresponde a un
fenémeno de separacién reciente. En cuanto a la dieta de las especies nominales de
Orestias de Parque Nacional Lauca se caracterizd por una baja riqueza de presas y
por una estrategia de forrajeo dependiente del recurso, lo cual fue revelado por los

bajos  sobrelapamientos de nichos entre las  diferentes localidades,

independientemente si las muestras pertenecian o no a la misma especie. A nivel




morfolégico, las variaciones estuvieron centradas en la cabeza, sin embargo, se
evidencié sobreposicién entre las diferentes especies nominales, por lo tanto estas

variaciones no son diagnésticas para diferenciar especies.

En relacién a la cronologia de los eventos vicariantes en el Parque Nacional Lauca,
podemos determinar que la separacién de las poblaciones de Orestias' se dieron de
manera gradual. En primer lugar, el colapso volcinico de Parinacota (12.500 afios
atras) habria iniciado la separacion de Orestias laucaensis (Lauca) y Orestias
chungarensis (Chungaré). Los episodios de aridez (7.000-6.000 afios atras) habrian
separado Orestias piacotensis de Orestias parinacotensis . Finalmente, el retorno de
los periodos de humedad después de los 4.000 afios atras permitié la reconexion de
las lagunas de Cotacotani con el rio Lauca, que se evidencia con la presencia de
Orestias laucaensis en dos sistemas diferentes pero como un solo grupo genético,

tr6fico y morfolégico.

Teniendo en cuenta la cronologia de los procesos vicariantes del Parque Nacional
Lauca, y mediante las tres aproximaciones podemos concluir que las localidades
analizadas, no son unidades evolutivas separadas pero si son grupos en procesos de
diferenciacién. Por lo tanto las especies nominales de Orestias no se ajustarian a los
criterios filogenéticos, morfolégicos y ecolégicos. Teniendo en cuenta el fendmeno
incipiente de especiacion, los eventos alopétricos no generan presion rdpida en la
variacién ecolégica y morfoldgica, pero si permiten la diferenciacion genética enfre
Jas poblaciones. Se sugiere experimentos de cruces enire las diferentes especies

nominales para comprobar la posible especiacién biologica en este grupo.




ABSTRACT

Late Pleistocene and the Holocene, the Southern Altiplano (17 © to 22 ° S) was
affected by repeated changes in water levels, intense volcanic activity and major
tectonic movements. In this region of the Altiplano, these geological events have
formed lakes and endoreic rivers. In the Southern Altiplano, the fish species of the
genus Orestias are generally characterized by its small geographic distributions and
jocal endemism. Recently four species has described in the region of Parinacota
(Lauca National Park), which are supposedly isolated from one another, in different
environments such as lakes, ponds, wetlands and rivers.

Genetic, trophic and morphological approaches were used to link microevolutionary
processes that have promoted the differentiation of species Orestias. Vicariant events
in Lauca, Chungara Cotacotani endoreic basin, have begun a process of allopatric
speciation between populations Orestias. In general, our results of genetic analyzes
showed the existence of different genetic groups that match with vicariant and
climate events that affected the Lauca National Park. However, the demographic
approach showed that differentiation corresponds to a recent separation phenomenon.
The diet of nominal species Orestias in Lauca National Park is characterized by low
richness of prey and foraging strategy dependent resource, which was revealed by
low breath niche between different localities. At the morphological level, variations
centered on the head, however, was evident a overlap among different species and
these variations are not diagnostic for differentiating species.

The timing of vicariant events in Lauca National Park, we can determine that the




s.eparaztigc‘)r.l of p(;ﬁul;tions Orestias occurred gradually..First, the collapse volcanic
Parinacota {12,500 years ago) ha\:/e begun separation between Orestias laucaensis
(I'Jauca) and Orestias'chungarensis (Chungara). The episodes of aridity (7000-6000
years aéo) have separated Orestias piacotensis of Orestias parinacotensis. Finally,
the return periods of moisture after the 4,000 years ago allowed the reconnection of
Cotacotani lagoon with Lauca River, which was evidence by the presence of
Orestias laucaensis in two different systems but as a single genetic group, trophic

and morphological.

With the timing of vicariant processes in Lauca National Park, and by the three
approaches analyzed, we can conclude that the locations are not separate
evolutionary units but are groups in differentiation processes. Therefore Orestias
nominal species not correspond with the criteria phylogenetic, morphological and
ecological. Given the emerging phenomenon of speciaiion, allopatric events do not
generate quick pressure on the ecological and morphological variation, but they
allow genetic differentiation between populations. It suggests breeding experiments

between species nominal to check possible biological speciation in this group.




INTRODUCCION
1.1. MECANISMOS DE ESPECIACION

La formacion de nuevas especies puede ser considerada como un proceso temporal
por el cual algunas poblaciones se diferencian y alcanzan independencia evolutiva a
través del aislamiento reproductivo. En este contexto, el proceso de especiacion
ipresenta varios componentes geograficos, ecoldgicos, morfologicos y genéticos
(Perfectti 2003, Soler 2003). Cuando las poblaciones de la misma especie habitan
iferentes hébitats, es posible que la seleccién pueda causar diferenciacion en los
caracteres. ecologicamente importantes generalmente asociados a cambios

morfologicos (Schluter 2000). Diversos estudios han demostrado que la variacién
f

‘entre los diferentes ambientes pueden llevar a las poblaciones a diferenciarse en base

'a los ejes del nicho ecoldgico (Rabosky et al. 2007. Burbrink & Pyron 2009).
Ademas, se ha observado que la colonizacion de nuevas zonas libre de competidores
ayudaria al incremento de la variacién morfologica en algunas poblaciones (Nosil &

Reimchen 2005) que podria llevar a un aislamiento reproductivo entre ellas.

1
En este contexto, los modos de especiacion se podrian clasificar de acuerdo al tipo y

la magnitud de los diversos mecanismos que controlen la divergencia (Gavrilets
I
2003)! Es por esta razén, las diferentes propiedades biologicas han llevado al
1
planteamiento de diferentes conceptos de especie, basado en el aislamiento

t

reproductivo, la ocupacién de distintos nichos o zonas adaptativas, y la fijacion de

diversos estado de cardoter ( De Queiroz 2007).
1




Sin embargo, tradicionalmente en biologia evolutiva, los mecanismos de especiacién
se han clasificado de acuerdo a los niveles de migracién entre las poblaciones
divergentes (Mayr 1963; Gavrilets 2004), enmarcando a la especiacién en los tipos

bésicos: Simpatria y Alopatria (Mayr 1942, Gavrilets 2003, Coyne & Orr 2004),

En Simpatria, los mecanismos de especiacién estarfan relacionados con las
variaciones en los rasgos asociados con la competencia, depredacion, eleccién de
habitat y seleccion sexual, cuyas diferencias facilitarfan la separacion de las
poblaciones aiin con un flujo génico alto entre ellas (Hatfield & Schluter, 1999,
Coyne & Orr 2004), Dentro de la alopairia, los éventos vicariantes permitirian la
separacion de una especie ancestral en dos o mds poblaciones aisladas, donde los
procesos microevolutivos como la adaptacion local y deriva genética facilitarian la

divergencia (Bolnick & Fitzpatrick 2007, Nossil 2008).

Aungue el proceso de especiacion es dificil de analizar en un tiempo corto, existen
grupos de organismos cuya tasa de especiacion es inusualmente alta, los cuales
permiten estudiar los procesos implicados en la generacién de especies (Ribbink,
1984, Shluter &Mc Phail 2009; Mehner et al 2011). Los peces son ¢jemplos
interesantes para este tipo de estudios de especiacién. Tal es el caso del género
Gasterosteus, el cual presenta diferenciacién genética significativa, y diferencias
ecolbgicas entre las diferentes especies del género dentro de los lagos Bélticos. Esto
sugiere una especiacion en Simpatrfa generada por competencia de los recursos que
habria favorecido la variacidn tréfica (Kornfield & Smith 2000, Hudson et al 2007).

Otro caso son los peces de la familia Cichlidae que habitan el lago Apoyo de




Nicaragua y los lagos africanos mas grandes (e.g. Lago Victoria) (Salzburger et al
2004; Joyce et al 2005, Elmer et al 2010 a, Elmer et al 2010b; Bezault et al 2011),
donde la especiacién en simpatria podria explicar la gran diversidad de especies
dentro de un mismo lago, sin barreras fisicas aparentes. En este caso, las
especializaciones troficas y las diferencias morfologicas habrian promovido la
evolucion de estas especies a partir de un ancestro (Kornfield & Smith, 2000,

Barluenga ct al. 2006, Elmer et al 2010).

Por otro lado, algunas de estas especies de ciclidos han mostrado caracteristicas
morfoldgicas similares (Danley & Kocher 2001, Kocher 2004) lo que plantea que la
radiaciéon de estos grupos de especies estarfan relacionada con varios eventos de
colonizacion por diferentes linajes por alopatria. Estos eventos vicariantes estarfan
relacionados con los cambios sustanciales en el clima y la precipitacién en los lagos
de Africa, que pudieron ser fragmentados en la época de sequia (Owen et al. 1990)
aumentando la tasa de extincién de los organismos que los ocupaban, por la pérdida
del hébitat (Owen er al. 1990; Sturmbauver & Meyer 1992; Verheyen et al. 1996;

Riiber et al. 1998, Riiber et al.1999).

Al igual que en los lagos Africanos, la regién del Altiplano en Suramérica (17°-
22°S), una extensa planicie intermontafiosa con una altitud entre los 3700- 5000
msnm, ubicada entre el centro y sur del Pert, el este de Bolivia, el noroeste de
Argentina y el nororiente de Chile (figura 1.1); se ha caracterizado por presentar
ciclos extensos de sequia y humedad, y que actualmente presenta dos estaciones, una

temporada seca y otra homeda. En esta 1ltima, el régimen de Iluvia se presenta




durante los meses de diciembre a marzo con precipitaciones entre los 50 y 200 mm
por afio, durante lo que se denomina invierno altiplanico (Hulbert y Chang 1984;
Aceituno y Salazar 1997). Esta region presenta un clima semiarido ademas de su alta

exposicion a la radiacion y bajas temperaturas (Risarcher et al 2003; Séez et al 2007,

Placzek et al 2009).

?&
o

Figura 1.1. Ubicacion geogrdfica del Altiplano

En el Altiplano se han descrito numerosas cuencas hidrograficas, las cuales se
caracterizan por ser endorreicas y no presentan interconexion entre ellas. Este
aislamiento habria permitido la diferenciacién de sistemas particulares como

bofedales, rios lagos, lagunas y los salares. (Marquez et al 2009). Estos sistemas




acuaticos particulares, en conjunto con las particulares caracteristicas ambientales del
Altiplano, han permitido el desarrollo de una biodiversidad Gnica que los convierte

en un laboratorio natural para comprender los procesos de especiacion.

1.2 GENERO Orestias

Une de los ejemplos de la alta especiacién y endemismo es el género Orestias, el
cual puede ser comparado con los procesos de especiacion de los ciclidos. Este
género pertenece a la familia Cypronodontidae, junto con los géneros Aphanius en el
Mediterraneo y Cyprinodon en Norte América. Orestias fue el unico género de la
familia que colonizd la regién Altiplanica hace 80 a 100 millones de afios (Parker &

Kornfield, 1995).

Durante este periodo el mar alcanzé su nivel mas alto, forméandose mares
epicontinentales que cubrieron grandes zonas de Africa, Norteamérica y la regién
norte de Sudamérica (Barron et al, 1989) hasta el lado este de la cordillera de los
Andes (Willis, 1910; Haq et al 1987). Esto permitié que el ancestro de Orestias
ocupara los nuevos hdbitats costeros (Parker & Kornfield, 1995). Al continvar los
cambios orogénicos, nuevas cuencas y pequefios rios fueron formados quedando
aislados aproximadamente hace 15 Ma. Estos cambios habrian permitido la
dispersion de los peces hacia el sur de lo que es actualmente el lago Titicaca (Figura
1.2) {(Barron et al, 1989, Parker & Kornfield, 1995). Actualmente, el género Orestias
se distribuye en el Altiplano, desde el Lago Lacsha {9°S) en el centro del Pert hasta

el Salar de Ascotan en el norte de Chile (22°S)(Vila et al 2010).




Figura 1.2 Distribucién geogrdfica de la familia Cyprinodontidae: A)  genero
Cubanichthys, B} el género Orestias C} Kosswigichthyslos (modificado de Parker &

Kornfield, 1995, Parenti, 1984a).

El género preéenta descritas 435 especies, de las cvales 23 se encuentran en Simpatria
en el lago Titicaca, Se ha propuesto como una posible explicacidn, la especializacién
tréfica como mecanismo de diferenciacion y se han descrito complejos de especies
con morfotipos é:specializados en zonas pelagicas, litorales y bénticas. (Lauzanne
1982, Parenti 1984 a; Parenti 1984 b). Por otro lado, morfolégicamente, Parenti,
(1984) reconoce para las especies distribuidas dentro del Lago Titicaca, cuatro
grupos o complejos diferenciados por el patrén de escamacion, forma del cuerpo,
patron de neuromastos y caracteres meristicos, clasificados como: complejo cuvieri
con cuatro especies, complejo mulleri con 5 especies, complejo gilsoni con 10

especies y el complejo agassii con 25 especies, los cuales formarian ensambles




parafiléticos (Parenti 1984 a, Scott 2010, Vila et al 2010). Dentro de este complejo,

22 especies se encuentran fuera del lago Titicaca .

Taxonomicamente, Parenti 1984 divide al complejo agassii en tres clados
monofiléticos cada uno con sus propias sinapomorffas. Un primer grupo
corresponderia a las especies del Lago Titicaca, Orestias ututo, O. hardini y O.
munduys. Un segundo grupo estarfa conformado por las especies distribuidas fuera del
Lago Titicaca como son O. gymnotus, O. elegans, O, ascotanensis, O.parinacolensis,
O.laucaensis y un tercer clado con las especies del grupo /uteus y las demas especies
del complejo agassii (figura 1.3) (Parenti 1984 a). Sin embargo, posterior a Parenti
1984 se han descrito nuevas especies nominales en la region del Altiplano suroeste
que presentan distribucién restringida a un solo ambiente: Orestias chungarensis en
el Lago Chungara, Orestias piacotensis en la Laguna de Piacota y Orestias gloriae

en salar de Carcote (Vila & Pinto 1986, Vila 2006, Vila et al 2011).
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Figura 1.3. Diagrama de las sinapomorfias del complejo agassii. (Modificado de Parenti,

1984).




Diversos estudios han validado la existencia de las especies del género. Parenti
(1984a) y Costa (2003) plantean que son especies cuyo centro de origen fue el lago
Titicaca y radiaron hacia el sur del Altiplano. Adicionalmente, andlisis citogenéticos
han demostrado que O. ascotanensis, O. parinacotensis 'y O. agassii presentan un
mismo nimero cromosémico (2n=48) pero con morfologfa cromosomica diferente,
caracteristica de cada especie. En contraste, las especies O. laucaensis (2n=48), O.
piacotensis (2n=54) y O. chungarensis (2n=55) presentan cariotipos diferentes
(Arratia, 1984; Vila et al, 2007, Vila et al, 2010). Esta variacion entre las especies,
puede explicarse por rearreglos cromosémicos de tipo Robertsonianos que podrian

jugar un papel en la variacién del nimero diploide entre estas especies (Vila et al

2010).

Analisis filogenéticos moleculares revelan clados definidos para las especies del
altiplano sur-oeste. El primero agrupa a O. agassii cf del rio Isluga con O. puni del
Titicaca. Un segundo clado O. ascotanensis, O. agassii cf de rio Huasco y un tercer
clado con las especies O. piacotensis, O. chungarensis, O. parinacotensis y O.
laucaensis bien diferenciado del resto de las Orestias del Altiplano suroeste aunque
no presentan resolucion entre ellas (Scott 2010). Sin embargo, Liissen et al (2003)
con base en la variacién de la regidén variable mitocondrial (D-loop) postula que son
poblaciones diferenciadas de una misma especie. Las discrepancias estarian
relacionadas por los diferentes enfoques que se han utilizado para describir estas

especies.




A pesar de las discrepancias entre la validez de las especies del Altiplano sur, la
caracteristica importante de éstas especies fuera del Lago Titicaca, es que se
encuentran distribuidas alopétricamente en diversos sistemas hidricos como los
salares, rios, bofedales y lagos (Arratia, 1984, Vila & Pinto 1986, Vila et al 2011).
Estos sistemas se habrian formado como resuitado de los avances y retrocesos de los
grandes paleolagos (Placzek et al 2006; Moreno et al 2009), asi como de las

variaciones tectonicas y volcénicas que presentd el Altiplano.(Sdez et al 2007).

En el Altiplano sur, durante el Pleistoceno, las variaciones en los niveles
hidrolégicos con periodos secos y hiimedos, permitieron la existencia de paleolagos
que cubrieron extensas areas geogrificas, y que han sido descritos en cronologias
diferentes (Fornari et al, 2001; Fritz et al, 2004; Rigsby et al, 2005). Una de ellas es
la de Placzek et al (2006) que estima la edad y duracion de estos paleolagos o ciclos
lacustres en las cuencas de los Jagos Poopd, Uyuni y Copasa (Figura. 1.4). El ciclo de
mayor extension geografica fue el Tauca ,hace 18-14 mil afios, al tener una cota de
3780 msnm y 140 metros de profundidad. Este ultimo gran paleolago habria logrado
conectar desde la cuenca del Poopo hasta el salar de Carcote en el extremo sur del

Altiplano, pasando por los salares de Coipasa y Uyuni.
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Figura 1.4 Reconstruccion de los ciclos lacustres presentes en el Altiplano en los

ultimos 12000 afios (fuente: Placzek et al 2006).

Los avances y retrocesos de los grandes paleolagos, ademds del volcanismo que
presenta la zona del altiplano sur, habrian aislado las poblaciones de Orestias en
ambientes diferentes y con el tiempo especiar. Morales et al 2011, estudié las
poblaciones en los salares de Ascotin y Carcote y observé una gran distancia
genética entre cada salar, lo que plantea que habria existido una barrera mas antigua
(280 mil afios) al flujo génico, que la cronologia de lo paleolagos (el mds antiguo es
el paleolago Ouki, hace 120 mil afios atras; Placzek et al, 2006). Sin embargo, hace
300 mil afios atrds estaba comenzando una transicién desde una fase glacial a una
interglaciar, por lo tanto, es posible que hubiese existido un paleolago en la zona

altipldnica conectando ambos salares, que se separaron cuando éste se sec.
De esta manera, las fluctuaciones en los niveles -de los lagos serian los eventos

vicariantes, donde el ancestro de Orestias pudo haber colonizado distintas cuencas

del altiplano. Una vez que el nivel de agua disminuy6, éstas quedaron aisladas y las
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poblaciones dentro de cada una de ellas comenzaron a divergir, hasta que finalmente

pasaron a ser especies diferentes ( Morales 2010, Morales et al 2011, Scott, 2010).

En contraste con las zonas previamente mencionadas, la regiébn mdés alta del
Altiplano sureste, que supera generalmente los 4000 msnm, no fue alcanzada por la
extensién de los paleolagos. Sin embargo, los avances o retroceso de los glaciates y
los eventos volcdnicos marcaron los cambios en el paisaje y la fragmentacién de las
cuencas. En esta zona se han descrito 4 especies del género Orestias, la mayorfa de
ellas restringidas a un solo ambiente. En el bofedal de Parinacota se encuentra O
parinacotensis, en las lagunas de Cotacotani y el rfo Lauca se ha descrito O.
laucaensis; O. chungarensis en el lago Chungard, O. piacotensis en la laguna de
Piacota (estas especies se ubican todas dentro del Parque Nacional Lauca) (Arratia,

1984; Vila et al, 2007, Vila et al, 2010).

A fines del Pleistoceno, el paleorio Lauca, fluia hacia el norte desde Guallatire hasta
Cotacotani, pasando entre los volcanes de Ajoya y Parinacota. Posteriormente se
dirigia hacia el oeste hacia el pueblo de Parinacota y finalmente giraba a Bolivia
(Séez et al 2007). Durante el Holoceno, alrededor de 12.500 afios atras, el volcén
Parinacota presenté un colapso de su cono volcénico que modificé la cuenca Lauca,
aislandola en dos subcuencas: subcuenca Chungard y la subcuenca Cotacotani
(Clavero et al 2002; Clavero et al 2004, Saez et al 2007, Giralt et al 2008) (Figura
1.5). Registros paleoclimaticos de! Lago Chungara indican un aumento de la
actividad volcdnica enire los 7.800 a los 1.000 afios BP, que formé el nuevo cono

volcénico del Parinacota y manteniendo aisladas las cuencas Lauca, Chungard y
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Cotacotani (Giralt et al 2008). (Figura 1.6).
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Figura 1.5. Mapa de la cuenca del rio Lauca y las dos subcuencas Chungard y Cotacotani

que se originaron posteriormente al colapso del volcdn Parinacota.

La transicién del Ultimo Glacial y el inicio del Holoceno, estuvo constituida por una
fase hmimeda que estaria relacionada con la fase Coipasa de los paleolagos del
altiplano sur (Placzek et al. 2006). Sin embargo, en este periodo se presentaron
oscilaciones en las condiciones de sequfa y humedad lo que habria generado que el
lago Chungara presentara variaciones en su profundidad (Saez et al, 2007), forma del

lago y batimetria (Giralt et al 2007, Hern4ndez et al, 2007).
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Figura 1.6. Reconstruccién de la evolucion volcanica en el Lago Chungarda en los tltimos
12000 afies BP. Comparacion con las particulas de cenizas en el Ice Core del Nevado de
Sajama. En Asterisco se destacan los principales eventos volcdnicos. { Modificado Giralt et

al 2008, Saez et al 2007)

Posteriormente en el inicio del Holoceno, registros paleoclimaticos muestran que el

periodo de aridez estuvo entre los 8000 — 4000 cal, afios BP, con abruptos cambios

de humedad y sequia. La intensidad del periodo de aridez en el Chungara ocurri6
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entre los 7400 cal. afios BP y los 6600 cal. afios BP.( Moreno et al 2007, Giralt et al
2008). Este periodo de aridez en combinacién con la posterior erupcion del volcan
Ajata aproximadamente 8 mil afios atrés, aisld completamente los sistemas (Saez et
al 2007, Giralt et al 2008) entre los que se destacan la Laguna de Piacota, la cual se
separ6 del bofedal de Parinacota y del rio Lauca, quedando como un sistema aislado
que recibe sus aguas de la precipitacion del invierno altiplanico (Mérquez et al 2009)

{ Figura 1.7).
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Figura 1.7 Reconstruccion de la disponibilidad de agua en el Lago Chungard,, Paco Cocha
y las diatomeas bentonicas en el Lago Titicaca, para los dltimos 12000 cal. afios

BP.(Modificado de Giralt et al 2008).

Teniendo en cuenta este escenario en la zona del Lauca, los eventos vicariantes que
se presentaron habrian separado el ancestro de Orestias en diferentes momentos

geoldgicos. Durante el colapso volednico del Parinacota, las poblaciones de Orestias
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habrian sufrido un cuello de botella drastico y los individuos que sobrevivieron
colonizaron los nuevos sistemas acuéticos, el Lago Chungard y las lagunas de
Cotacotani. Por lo tanto se esperaria una separacion inicial de Orestias chungarensis

(Chungard) de Orestias laucaensis (Lauca).

Posteriormente, las variaciones en la aridez de la zona, entre los 8000- 4000 cal afios
BP, disminuyeron los niveles de agua que separaron los sistemas acudticos mas
cercanos, como son el bodefal de Parinacota de la laguna de Piacota. Este
aislamiento se habrfa intensificado por la erupcion del Volcan Ajata (hace 8000
afios). Estos eventos vicariantes, habrian determinado el aislamiento de las
poblaciones del bofedal, Orestias parinacotensis de la laguna de Piacota, Orestias
piacotensis; por lo tanto bajo este escenario se esperaria una alta diferenciacion entre

ellas.

Las diferencias en las caracteristicas, fisicas, hidrologicas y quimicas de los sistemas
que habitan estas especies junto con la variacion de la vegetacion de borde, podria
determinar la diferencia en los recursos disponibles y asociada con la diversificacion
del género (Lauzanne 1982; Dejoux & lltis 1991, Gerking 1994; Maldonado et al
2009). Teniendo en cuenta lo anterior, esta investigacion se propuso relacionar los
procesos microevolutivos que han promovido la diferenciacion de las especies de
Orestias con las variaciones morfolégicas y ecoldgicas que las caracterizan. Los
gventos vicariantes de las cuencas endorreicas Lauca, Cotacotani y Chungara habrian
iniciado un proceso de especiacién alopatrica entre poblaciones de Orestias.

Combinando el uso de marcadores moleculares, los anélisis morfolégicos y la
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caracterizacion ecoldgica de cada especie con su entorno fisico y bidtico, se intent6
avanzar en la comprensién de los mecanismos evolutivos y ecolégicos responsables

del fenémeno de radiacién en el género Orestias.
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1.4. Planteamiento de Hipdtesis y Objetivos

1.4.1. Hipétesis

H,: La presencia de cuatro especies nominales de Orestias en la region de Parinacota
representaria una etapa precoz de un proceso de especiacién ligado a eventos
vicariantes. Bajo esta hipGtesis, se espera encontrar una baja divergencia molecular
entre taxa asociada a diferencias morfoldgicas y ecoldgicas ligada a los diferentes

ambientes que ocupan.

Hs: Las conexiones entre las lagunas de Cotacotani y en los bofedales asociados a la
cuenca del Lauca, permitiria la persistencia de flujo génico de Orestias laucaensis
entre estos ambientes y asi limitaria la diferenciacion genética, morfolégica y

ecolégica observada en las otras especies, cada una restringida a un solo ambiente.

1.4.2. Objetivos:

O;: Evaluar el nivel de diferenciacién genética, el grado de estructuracién genética
entre las diferentes especies de Orestias descritas en la regién de Parinacota.

O,: Inferir los procesos demograficos histéricos de las Orestias con base en su
diversidad genética.

Os: Evaluar la posible diferenciacion del género Orestias mediante el analisis

dietario y morfolagico en relacion a sistema hidrolégico donde habitan.
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CAPITULO II

Diferenciacion genética de Orestias (Complejo Agassiiziiy en el Altiplano

suroeste
2.1. INTRODUCCION

En un contexto genético, los procesos de especiacién se asocian generalmente con
una reduccion o interrupcién del flujo genético entre poblaciones que conlleva a un
aislamiento reproductivo (Mayr 1963; Gavrilets 2004). En alopatria, los mecanismos
vicariantes impedirian el flujo genético entre ellas, por lo tanto los procesos
microevolutivos como la adaptacién local y la deriva genética (Bolnick & Fitzpatrick
2007, Nossil 2008) favorecerian la divergencia. Por otro lado, en simpatria, el
aislamiento reproductivo que presentarian las nuevas especies, estarfa influenciado
por los mecanismos ecoldgicos, y facilitaria la separacion de las poblaciones aiin
cuando el flujo génico sea alto (Doebeli & Dieckmann 2000, Rundle &Nosil 2005,

Gavrilets et al 2007).

La alta tasa de radiacién que muestran algunos grupos peces ha sido un hito
importante para los estudios evolutivos (Meyer et al 1990; Nagl et al 2000; Joyce et
al 2005 Elmer et al 2010 a, Elmer et al 2010b; Bezault et al 2011). En el caso del
Altiplano, las especies de Orestias estarian relacionados con procesos simpatricos en

el lago Titicaca (Lauzanne 1982, Parenti 1984 a; Parenti 1984 b, Mourguiart et al
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1995). Sin embargo en los sistemas hidricos fuera del lago, las especies de Orestias
que los habitan se pudieron generar mediante alopatria, como resultado de los
avances y retrocesos de los grandes paleolagos del Pleistoceno (Placzek et al 2006;
Moreno et al 2009; Morales 2009; Morales et al 2011), las variaciones tecténicas y
volcanicas que habrian fragmentado el paisaje en numerosas cuencas evaporiticas,

reduciéndose a rios endorreicos y vertientes de los salares (Fornari et al 2001).

Un caso interesante de fragmentacion de los sistemas acudticos es el Parque Nacional
Lauca (PNL), donde se destacan barreras fisicas que son productos de las variaciones
del rio Lauca y el colapso volcanico del Parinacota que originé las Lagunas de
Cotacotani, Piacota y el lago Chungard (Sdez, 2007, Giralt et al 2008). Esta
fragmentacion habria provocado el aislamiento de varias poblaciones de las cuales se
originaron las cuatro especies del género Orestias en sistemas hidricos diferentes
(Parenti 1984b, Vila & Pinto 1986, Vila et al 2010): O. chungarensis, en el Lago
Chungara, O. piacotensis en la laguna de Piacota, O. parinacotensis en el bofedal de
Parinacota y O. laucaensis en el rio Lauca y Lagunas de Cotacotani. Por lo tanto la
presencia de ellas en cada ‘sistema. estaria relacionada con las variaciones de los
sistemas hidricos en el Holoceno (12000 afios), lo que nos lieva a plantear una

diferenciacion reciente de las especies.

Teniendo en cuenta la variacion fisica de los sistemas hidricos y las variaciones
morfolégicas que muestran estas especies, nuestro objetivo fue comprender los
mecanismos de la diferenciacién genética entre poblaciones geograficas de las cuatro

especies nominales de Orestias presentes en el PNL, mediante el uso de marcadores
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moleculares mitocondriales y nucleares (microsatélites) para aprehender asi los
procesos de especiacion en este grupo. Considerando que la radiacion de las especies
de Orestias en la zona del Altiplano suroeste ha sido en un tiempo corto (12 mil
afios), se¢ espera encontrar una baja divergencia molecular entre estas especies
nominales ligada a los diferentes ambientes que ocupan. Por otro lado, las
conexiones entre las lagunas de Cotacotani y el rfo Lauca, permitiria la persistencia
de flujo génico de Orestias laucaensis y asi limitarfa la diferenciacién genética entre
las poblaciones a diferencia de las otras especies, cada una restringida a un solo

ambiente.
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2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Sifios de muestreo y aislamiento de ADN

Las muestras fireron recolectadas en 8 localidades del Parque Nacional Lauca que
abarcan la distribucién de las 4 especies de Orestias (Figura 2.1). Muestras de tejido
fueron colectadas sobre los individuos capturados para los andlisis estomacales y
morfolégicos. Las muestras fueron fijadas en etanol 95% y se etiquetaron con el
nombre de la localidad y fecha de colecta, para posteriormente trasladarlas al
laboratorio de Ecologia Molecular (LEM), Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile. Se realizé la extraccién de ADN basado en el método de extraccién salina
(Aljanabi & Martinez 1997). Para cuantificar y determinar la pureza del ADN

extraido se empleo el Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer.
2.2.2. ADN mitocondrial ( D-loop)

2.2.2.1. Amplificacién y secuenciacion de ADN mitocondrial (D-loop).

La amplificacion de la region control del ADN mitocondrial (D-Loop) se realizo
mediante la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) empleando los partidores
especificos para el género: (DO-F) de 19 nucledtidos (Forward 5’ ACC CCT AAC

TCC CAA AGC T 3°) e inverso (DO-R) (Reverse 5° TGA TAG TAA AGT CAG

GAC CAA 3%) de 21 nucledtidos (Morales 2009; Morales et al 201 1),
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La reaccién de PCR se estandariz6 en un volumen de 25 pl que contenian 2,5 ul de
Buffer de PCR 10X (50mM KCI, 10mM Tris-HCI, pH 8.0), 2,0 ul de MgCl; 50 mM,
2,0 pi-de cada partidor a 10 pm/pul, 2,0 pl de cada ANTP 2,5 mM, 0,5 ul Taq

(Invitrogen), 9 pl de agua ultra pura, 1 pl DMSO y 10 ng/ul de ADN.

Después de la primera fase de denaturacion (5 minutos 94°C), la reaccion fue de 38
ciclos compuestos de: 45 segundos 94°C, 1 minuto 30 segundos 66°C y 1 minuto 30
segundos a 72°C; seguida por una fase de extension final 10 minutos a 72°C. Los
productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio para verificar una amplificacién positiva. Posteriormente los productos de
amplificacion se enviaron a secuenciar a la compaiifa Macrogen Inc., en Corea del

Sur (www.macrogen.com). Las secuencias del D-Loop fueron alineadas, editadas y

ensambladas utilizando el programa Proseq v.2.91 (Filatov, 2002).
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Figura 2.1 Mapa de los localidades de muestreo para Orestias en el Altiplano suroeste.

2.2.2.2 Andlisis Genético poblacionales

A partir de las secuencias de la region control (D-loop), se estimaron para cada
localidad los diferentes indices de diversidad. En primer lugar, se calculé el nimero
de Haplotipos (K), el cual fue corregido mediante rarefaccion para evitar el efecto de
las diferencias en los tamafios muéstrales sobre en nimero de haplotipos (PAST
1.75) (Hammer et al, 2001). Luego, se calcul6 el niimero de sitios polimorfitos (S), la

diversidad haplotipica (H), el ntimero promedio de diferencias entre pares de

secuencias (IT) y la diversidad nucleotidica (m) usando el programa DnaSP v.5.

(Librado & Rozas 2009).
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Las relaciones genealogicas entre haplotipos fueron graficadas con la construccion
de Ia red de haplotipos usando el algoritmo median-joining implementado en el
software Network version 4.501 (Bandelt et al. 1999). Cada haplotipo diferente es
representado por un circulo donde el tamafio varfa segiin la frecuencia de dicho

haplotipo y la distancia entre estos es proporcional al ntimero de pasos mutacionales.

Para determinar la existencia y el nivel de diferenciacion genética entre cada par de
poblaciones de Orestias se realizaron pruebas pareadas con el programa Arlequin
v.3.5.1.3 (Excoffier& Lischer 2010). Se usaron dos indices diferentes, el ®gr, basado
en el nimero de diferencia enire pares de secuencias, y el Fgr, basado en las

diferencias de frecuencias haplotipicas.

La estructura genética en funcién de la componente geografica fue analizada
mediante un Andlisis de Varianza Molecular Espacial, SAMOVA (Spatial Analysis
of MOlecular VAriance; (Dupanloup et al, 2002) El método se basa en la
maximizacién de la varianza genética producto de la diferencia entre grupos de
poblaciones, para esto los grupos deben cumplir con la condicién de ser
genéticamente homogéneas y geogrificamente cercanas. Este analisis compara la
diversidad genética en los distintos grupos geograficos, determinando la varianza
dentro y entre grupos, y finalmente identifica grupos de poblaciones que son
homogéneos geograficamente (presentan la menor varianza dentro del grupo) y
poseen méxima proporcién de varianza genética total dada por diferencias entre

grupos (presentan la mayor variacién entre grupos).
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Con la finalidad de evaluar el patrén de distribucién geografica de la diversidad
genética se realiz6 un Anélisis de Interpolacién de la Forma del Paisaje utilizando el
programa Alleles in Space (AIS) (Miller 2005, Miller et al 2006). Este método
permile visualizar patrones de diversidad a través del paisaje muestreado. Ll
programa aplica una red de conectividad por triangulacién de Delaunay a los sitios
de muestreo y asigna una distancia genética al punto medio de cada par de sitios. Las
distancias genéticas sobre la superficie del paisaje son luego interpoladas a través de
todo el rango geografico muestreado. Este método es cualitativo, pero provee una 1itil
representacion grafica de las distancias genéticas sobre el drea de muestreo, El
analisis arroja una superficie tridimensional donde los ejes X e Y corresponden a
localizaciones geograficas (latitud y longitud, respectivamente), mientras que el eje Z
representa las distancias genéticas medidas como diferencias entre par de secuencias,
las que corresponden a distintas altitudes o depresiones en la superficie. Las alturas

maximas representan 4reas donde existen grandes distancias genéticas.

Se realizaron los test de Tajima (Tajima, 1989) y Fu (Fu, 1997), en cada grupo
gencético para detectar desviaciones al equilibrio mutacidn-deriva bajo el modelo
Wright-Fisher, que podrian indicar expansiones poblacionales o cuellos de botella

bajo el supuesto de neutralidad.
Para evaluar cambios demogréficos pasados, usamos tres métodos diferentes, cada

uno basado en distintos modelos demograficos, En primer lugar, usando el programa

DnaSP v.5, se construy6 una distribucién mismatch para cada grupo genético vy se
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estimo, cuando fue pertinente, los pardmetros demogréficos de la expansién bajo el
modelo de crecimiento instantdneo de Rogers & Harpending (1992). Se estimaron
los pardmetros de expansion demogréfica T = 2ut, (Tau) el cual est4 relacionado con
el tiempo t transcurrido desde la expansi6n (en unidades de tiempo mutacionales) y u
es la tasa de sustitucién nucleotidica. El parametro Theta inicial 6= 2Nju (donde N;
es el tamafio efectivo poblacional en la actualidad, ¥ u es la tasa de mutacién por
secuencia, por afio) es estimado antes del crecimiento de la poblacién, v Theta final
8= 2N es medido después del crecimiento. Se construy¢ la distribucién mismatch
por medio del método propuesto por Shneider & Excoffier (1999) en ARLEQUIN
3.1, el cual estima Jos parametros relativos a la expansién poblacional, <, 0
(correspondiente al inicio de la expansitn) y 6, (correspondiente al final de la
expansion). Este método busca aquellos valores de pardmetros que minimicen la
suma de las desviaciones cuadradas (SSD) entre la distribucién mismatch observada

y la esperada bajo el modelo de expansi6n stbita,

En segundo lugar, se reconstruyé la historia demografica de cada grupo genético
utilizando el programa LAMARC 2.1.5 (Kuhner, 2006). Este construye drboles de
coalescencia utilizando el criterio de optimizacién de Maxima Verosimilitud, a partir
de los cuales estima distintos pardmetros poblacionales. La tasa de crecimiento g, asf

como el valor del pardmetro 6, son estimados bajo el supuesto de un crecimiento
exponencial que sigue la siguiente formula: 8, = 6,¢"®, dénde 6, es el valor del
parametro 0 en el tiempo t, y 6 es el valor actual de 0. El tiempo del inicio de
expansion se identific en aquel momento en que 8, equivale a 1% del valor de By

(como lo recomiendan los autores del programa). Sobre la base de los pardmetros
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arrojados por los andlisis anteriores, se estimé las fechas de los cambios

demogréficos en unidades de tiempos mutacionales,

Finalmente, la historia demogréfica de las poblaciones también fue inferida mediante
un anélisis de Bayesian Skyline Plot (BSP) en el programa BEAST versién 1.7.1
(Drummond & Rambaut, 2007). Este programa, utiliza Cadenas de Markov-Monte
Carlo (MCMC), que eficientemente van muestreando variantes del generalized
skyline plot para generar una distribucién a posteriori del parametro tamafio efectivo
poblacional (I\ie) a través del tiempo, y estimar el tiempo del ancestro comiin mas
reciente (tMRCA) en las genealogias de coalescencia. Estas distribuciones generan
intervalos de credibilidad a posteriori (95% HPD, Highest Posterior Density),
representando la incerteza en ¢l N, y del tMRCA, (Drummond et al, 2005). Antes de
realizar el andlisis de Bayesian Skyline Plot, se estimd el mejor modelo de
sustitucién nucleotidica bajo un criterio de decision bayesiana (BIC), en el programa
JModelTest (Posada 2008).). Los supuestos que se¢ asumieron para la generacion de
arboles de coalescencia fireron modelos de evolucién molecular con reloj relajado.
La generacion de drboles con reloj relajado se realiz con distribucion exponencial y
una tasa de mutacién de 2,8% por millén de afios (Strecker et al 1996, Morales et al
2011). Estos andlisis fueron realizados con cadenas de MCMC de 300000000 de
iteraciones que fuleron muestreando pardmetros y arboles cada 1000 generaciones,
descartando los primeros 100000 millones de iteraciones. Los resultados fueron
visualizados y graficados en el programa Tracer version 1.7 (Rambaut & Drummond,

2009).
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Sobre la base de los pardmetros arrojados por los andlisis anteriores, se estimé las
fechas de los cambios demograficos en unidades de tiempos mutacionales. A partir
de estos datos y asumiendo una tasa de mutacion de 2,8% del género Cyprinodon
(Strecker et al 1996, Morales et al 201 1) se calcularon los tamafios efectivo
poblacional iniciales y finales los modelos demograficos de crecimiento instantineo

y exponencial,

2.2.3. Microsatélites

Se amplificaron 10 loci microsatélites inicialmente optimizados en O. agassii de
Bolivia por Esquer ¢t al (2011), para cada una de las localidades de las diferentes
especies de Orestias del Altiplano suroeste (Tabla 4.1). La reaccién de PCR se
estandarizd en un volumen de 10 1 que contenfan: 2pl de Buffer de PCR 5X (50mM
KCl, 10mM Tris-HCI, pH 8.0), 0,8 ul de MgCl, 25 mM, 1 pl de BSA 0,1mg/ pl, 0,5
ul de cada partidor a 50 pm/pl, 0,8 pl de cada ANTP 2,5 mM, 0,1 ul Taq (Promega

Inc.), 4,3 pl de agua ultra pura y 1 pl de 50 ng/ul de ADN,

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: primera fase de denaturacién 94 °C
por 2 min, seguido por 35 ciclos: 92 °C por 30 s, 30 s en la temperatura de annealing
locus-especifica (T° a) (Tabla 4.1),una extensién en 72 °C por 1 min, y una fase final
de extension de 20 min a 72 °C, Los productos de PCR se corrieron en un gel de
agarosa al 3% teflido con bromuro de etidio para verificar una amplificacién positiva.
Los productos de amplificacién fueron enviados a genotipificar a Macrogen Inc, El

andlisis de fragmentos se¢ realizé en el software GENEMAPPER 3.0 (Applied
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Biosystems) y se compararon los alelos de las especies chilenas con los controles

bolivianos (Esquer et al 2011) para todos los loci.
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Tabla 2.1. Caracteristicas de los loci microsatélites utilizados en Ore.;s'tias del Altiplano

suroeste. Modificado de Esquer et al 2011. T’a: temperatura de annealing.

Locus  Motivo repeticién ~ Primers(5°-3°) ' Dye T°a

0

Al06 CAgs F: TGGCTGATGGTATTGGTTG VIC 58

R: * AGCACACCTTCACAGGATG

Alle CA;GC,CACC;CA, F: TCGCTACTTACTCCGACCTC PET 54
2 R: AAATCACAATGGCTTTCICTG:
B1 CT.TTiCT4 F: TACAAACACATCCATCTCAGTC PET 58

R: AACACTCCTATCATCCATCATC

B103 CTiCCATCGCTyy  F: TATTATCCACTCCTGGTCAGTC FAM 51
R: GTTGAAGCGTTTCCAAGAT

B104 CT:CGiCT4. . CTyg F: ACCGTAGTTGCCTGGTTACA viC 63
R: AGGGTGCTGTCAGAGATGAG -

189117 CCATis F: TTCCAAACCACATTTTAGATCC NED 62
R: CAGCCTTTTGATTATGGAGGT.

C105 CCAT,CCAACCA  TF: AGCAAGACCAGTTTGAAATCT PET 58

Ts R: GTTGCCCTGCGATGTAC

D110 GATA F: ATCACAAGACGAGGTTCTCAC FAM 58
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2.2.3.1, Caracteristicas de Microsatélites

Se revisaron los perfiles alélicos de cada uno de los loci mediante el programa
Genemapper v.3.0. Posteriormente se revisé el exceso de homocigotos o
heterocigotos para corregir alelos con grandes peaks y pres;ancia de stutters que
generan errores de lectura y detectar la presencia de alelos nulos para cada loci con el
programa Micro-Checker (Microsatellite Data Checking Software) (Oosterhout et al

2004),
2.2.3.2. Andlisis Genético poblacionales.

Para cada locus se calcularon las frecuencias alélicas, heterocigocidad observada
(Ho), heterocigocidad esperada (He) y heterocigocidad esperada corregida (Hb), en
los software Genetix v. 4.05 (Belkhir et al 2004). Los valores de Fis por cada locus
en cada localidad fueron calculados en Genetix v.4.05y se realiz6 un test exacto para

cada locus en cada localidad en Genepop on the web (hitp://genepop.curtin.edu.aw/).

Para analizar el grado de estructuracién genética entre especies se analizaron las
diferencias de frecuencias alélicas, calculando los indices Fsr (Weir & Cockerham,
1984) entre pares de localidades. Para determinar la significancia de los Fgr se
realizaron 10000 permutaciones en el programa Genetix 4.05, Para graficar las
diferencias entre las poblaciones se realizé un Andlisis de Componentes principales

(PCA) en PCA-Gen V.1.2.1.
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Posteriormente se realizé el analisis bayesiano para inferir el ntimero de Brupos
genéticos (K) de los datos genotfpicos individuales con el software STRUCTURE
V.2.0 (Pritchard et al. 2000). Se realizaron 10 diferentes corridas quemando las
primeras 10000, seguido por 500000 iteraciones MCMC; estos parametros fueron
calculados para cada valor de K, bajo el modelo de mezcla (Admixture model) y
frecuencias alélicas correlacionadas entre grupos (clusters). El valor de Alpha, el
grado de mezcla entre los K grupos, fue evaluado para cada grupo por separado. Se
analizaron de 1 a 8 grupos y el valor de K fue escogido con base en el valor del
logaritmo de la verosimilitud de los datos observados (LnP (D); the logarithm of the
likelihood of observing the data) como una funcién de K. Ademas se calculd el AK
con base en la tasa de cambio del logaritmo de la verosimilitud de los datos entre los

sucesivos valores de K, obteniendo el valor mds probable (Evanno et al 2005).

Para detectar los recientes cuellos de botellas demogréficos de las localidades se
utilizd el programa BOTTLENECK ver 1.2 (Piry et al. 1999), Este programa estima
Ia heterocigocidad esperada al equilibrio de Wright-Fisher (Heq) a partir del nimero
de alelos observados (k) en el tamafio muestral (n) de cada localidad, bajo el modelo
de equilibrio Mutacién-Deriva. Esta distribucién se obtiene mediante simulaciones
de coalescencia de los loci bajo dos posibles modelos: ¢l IAM (infinite alelle model )
y SMM (step mutation model) (Piry et al 1999). Esto permite el calculo de la
Heterocigocidad (exp) promedio la cual es comparada con la heterocigocidad
observada (Hobs) para establecer si hay un déficit o exceso de heterocigocidad en
cada locus. Asumiendo las condiciones del equilibrio mutacién deriva se evalué la

significancia de la heterocigocidad en cada una de las localidades. Se utilizo el test
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de Wilconxon implementado en el programa para probar la concordancia de la

heterocigocidad (He) esperada y la heterocigocidad esperada bajo equilibrio (Heq) .

Se realizé un test de asignamiento de cada uno de los individuos en los diferentes
grupos genéticos, mediante el programa Geneclass2 (Piry et al 2004), E El objetivo
general de los métodos de asignacién genética es asignar o excluir poblaciones de
referencia como posibles origenes de los individuos sobre la base de genotipos

multifocus.

33




2.3. RESULTADOS

2.3.1. ADN mitocondrial: Regién Coentrol D-loop

Se obtuvieron en total 313 muestras provenientes de los 8 sitios de muestreo, los
cuales abarcan la distribucién geogréfica de Orestias, en el Parque Nacional Lauca.
Para los andlisis con el marcador mitocondrial D-loop, se incluyeron poblaciones del

Ancuta-Chureaque obteniendo 61 haplotipos de 313 secuencias D-loop. (Tabla 2.2).

Los indices descriptivos de diversidad genética de ADN mitocondrial (D-loop) para
Orestias muestran un total de 89 sitios polimérficos (S), el nimero de haplotipos
totales fue de K=61, Ia diversidad haplotipica total fue de Hd=4.1530 y el total de

diferencias entre par de secuencias de 1= 6,029 (Tabla 2.2).

Para las localidades Parque Nacional Lauca, O. piacotensis en la laguna de Piacota
presentd el menor mimero de haplotipos (K=4 con N=46), baja diversidad
haplotipica (Hd= 0.128) y bajo numero de diferencias entre pares de secuencias I1=
0.174, Por el contrario, Orestias parinacotensis en el bofedal de Parinacota muestra
un alto nimero de haplotipos (K=11 con N=29), la mayor diversidad haplotipica
(Hd= 0,79) y el més alto nimero de diferencias entre pares de secuencias ([1=2.192)
Para el caso de la localidad de Ancuta-Chureaque se observaron dos haplotipos (H=2
N=43) con valores bajos de diferencias entre pares de secuencias (I1=0.173) y

diversidad haplotipica (Hd=0.173).
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Tabla 2.2. Indices de diversidad genética de D-loop en distintas poblaciones de Orestias. N:

tamario de la muestras; S: Sitios polimorficos, K: Niimero de haplotipos, (): rarefaccion del

mimero de haplotipos, Hd: Diversidad haplotipica n: Diversidad nucleotidica, Il: Nimero

promedio de diferencias entre pares de secuencias.

Localidades N S K Hd n

Chungara 32 13 13 (5.590 £ 1.294) 0.688 0.0013 1.159
Parinacota 29 10 11(5.976 +1.129) 0.793 0.00246 2,192
Piacota 46 - 4 (1.717 + 0.727) 0.128 0.0002 0.174
Cotacotani 44 9 9(3.821+ 1.100) 0.518 0.00075 0.668
Lauca 37 3 4(1.89+ 0.76) 0.158 0.00024 0.213
Misituni 48 6 7 (2.467+ 0.924) 0.340 0.00041 0.368
Copapujo 11 4 4 0.600 0.00118 1.055
Chuviri 23 11 9 (5.552+1.0869) 0.755 0.00182 1.621
Ancuta-Chureaque 43 1 2 (1.708+0.454) 0.173 0.00019 0.173
Total 313 89 61 4.1530 0.00855 6,029

La red de haplotipos (median-joining) revelé una clara separacion entre las

localidades del Parque Nacional Lauca (PNL) y la de Ancuta-Chureaque, con 8 pasos

mutacionales entre los dos haplogrupos. Ancuta se muestra como una unidad

evolutiva diferente de las localidades del PNL, por lo tanto no se tomara en cuenta

para los analisis siguientes. Con respecto a las localidades del PNL, la red de
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haplotipos mostr6 una baja pero clara diferenciacién de O. piacotensis (Piacota), O.
chungarensis (Chungard) y O. laucaensis (Lauca, Misituni, Cotacotani), con sefial de
crecimiento poblacional sugerida por la presencia de un haplotipo central con
ramificaciones cortas. Por el contrario, O. parinacotensis, (Parinacota) mostré una

red de haplotipos mucho mas dispersa (Figura 2.2).
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2.3.1.1. Andlisis Poblacionales

Para evalvar la existencia de diferenciacion genética significativa entre pares de
poblaciones se realizé un test de ®gr pareado (parwise ®gr) (Tablas 2.3). Valores
bajos y significativos se obtuvieron para la mayoria de las comparaciones entre
localidades de Orestias del Parque Nacional Lauca. Las comparaciones incluyendo la
localidad de Ancuta-Chureaque presentaron valores altos de Dst (@sr> 0,90), siendo

todos altamente significativos con todas las poblaciones el PNL.

Para las poblaciones de Orestias laucaensis, los valores de st entre las lagunas de
Cotacotani y las localidades Lauca ((Pgy== 0,0897) y Misituni (®s1= 0,0541) fueron
bajos pero significativos, lo que evidenciaria la existencia de flujo génico restringido

entre estas localidades.

En contraste, entre las poblaciones del rio Lauca y Misituni el @sy es bajo (Bs=
0,0321) pero no significativo, lo que sugiere la existencia de conectividad importante
en el rio. De manera similar no se observa diferencia significativa (®sr= 0,0199)
entre las localidades de los Bofedales de Copapujo y Chuviri, permitiendo agrupar

estas localidades en un solo grupo.
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En la Tabla 2.4 se indica el porcentaje de variacién entre y dentro de grupos para

distintas agrupaciones, obtenido con el Andlisis de Varianza Molecular Espacial, o

SAMOVA (Spatial Analysis of MOlecular VAriance; Dupanloup et al.2002). La

variacién enfre grupos es méxima cuando la muestra se divide s¢ divide en 4 grupos

(59,92%), y la variacién dentro de grupos a la que corresponde este agrupamiento es

baja (2,14%), aunque significativa. Los 4 grupos genéticos en :el Parque Nacional

|
Lauca son: Grupo 1: Chungard; Grupo 2: Parinacota; Grupo 3: Piacota y Grupo 4:

Lauca, Misituni, Cotacotani Copapujo y Chuviri, (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Andlisis de Varianza Molecular Espacial (SAMOV4) de|D-loop en distintos

grupos geogrdficos.1=Chungard, 2=Parinacota, 3=Piacota, 4=Cotacotani,, 5=Lauca, 6=

Misituni, 7= Copapujo,8= Chuviri. *P< 0,05, **P<0.01.*%* P<0.000]

Grupos ( Localidades) { %  Varianza  total % Varianza total
Entre grupos Entre poblac%iones dentro de
g:;'upos
2 grupos ‘
51.39 17.68%*+*
3,(1H2+4+5+6+71-8)
3 grupos
54.49* 10.64%%*
1,3,QH4-+546+7+48) |
4 grupos:
59.92%% 2.14%%%
1,2,3,(4+5+6+7+8)
5 grupos |
57.65%*% 1.25%**
1,2,3,(5+6+7),8
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Esta divisién es congruente a lo ya observado en la red de haplotipos (Figuras 2.2) y
con los valores de Fgr (Tabla 2.3). Cabe destacar que mediante el método de
SAMOVA, el agrupamiento significativo arrojado por el analisis coincide con el
agrupamiento de las especies nominales descritas. En este esquema, los especimenes
colectados en Copapujo y Chuviri, los cuales no han sido asignados a una de las

especies descritas, se asocian con O. laucaensis.

Mediante el Anélisis de Interpolacién de la Forma del Paisaje genético de las
poblaciones del Parque Nacional Lauca, se explord la distribucién de la diversidad
genética de las poblaciones (Figura 2.3). Se observa un primer punto médximo que
separa a la subcuenca Chungara—Cotacotani del ofro grupo de localidades del Lauca.
Las localidades de Parinacota y Piacota muestran una pequeiia caida del plano que
indica pocas diferencias entre ellas. Se observa.un punto maximo que separa Lauca
Chuviri y Copapujo de las demés localidades y Misituni se ubica mas distante en el

espacio pero sin puntos altos de diferenciacién con las localidades del Lauca.

2.3.1.2. Anuilisis demogrdfico

Para el indice D de Tajima, ¢l grupo de Parinacota mostré valores negativos pero no

significativos. Los demds grupos mostraron valores negativos y significativos. Para

el indice de Fu todos los grupos mostraron valores negativos y significativos (Tabla

2.5).
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Figura 2.3. Interpolacion de la forma del paisaje en relacion a la diversidad genética de

ADNmt.

Tabla 2.5: Indices demogrdficos Tajima’s D, Fs de Fu, de los diferentes grupos genéticos
de Orestias en el Parque Nacional Lauca. *P< 0,05*** P<0.0001. NS: No significativo. I:

Chungara. 2: Parinacota. 3: Piacota. 4: Lauca-Misituni-Chuviri-Copapujo

Grupos Tajima'sD P Fs (Fu) P

1 -2.0883 * -10.899 ook
2 -0.44395 NS  -3.898 ok
3 -1.86964 * -3.404 ok
4 -2.49612 *hk o ..37.820 ik
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Por un lado, la forma de la distribucién mismatch del grupo de Parinacota fue
multimodal (Figura 2.4a), lo que podria indicar que este grupo habria alcanzado el
equilibrio deriva-mutacion. Por otro lado, las localidades de Chungard, Piacota y el
grupo de Lauca (Lauca + Misituni + Cotacotani + Chuviri + Copapujo) muestran una
distribucion unimodal (Figura 2.4), lo que podria indicar la existencia de crecimiento
demogrifico pasado. Para Chungard los pardmetros estimados bajo el modelo de
crecimiento instantineo (t = 1.159, u= 2.8%), indican que la expansion habria
ocurrido 23000 afios atras, con valores de 8 = 0.00 que revelaron el reducido tamaiio
efectivo inicial de la localidad (Tabla 2.6). Los parametros del modelo para las
localidades de Piacota y del grupo Lauca (Lauca-Misituni-Cotacotani-Copapujo-
Chuviri) mostraron tamafios efectivos iniciales entre los 5000 y 7000 individuos

respectivamente (Tabla 2.6, Figura 2.5).

04
0.35 —#— Observado
03 " ;

. \ == - Esperado
0.25
02 1
0.15
0.1
0.05

Frecuencia

0 1 2 3 456 7 8 91011121314151617 18192021
Diferencias entre pares de secuencias
Figura 2.4. Distribucion del mimero de diferencias entre pares de secuencias para
Parinacota con distribucion bimodal. El eje X indica el nimero de diferencias entre pares de
secuencias, y el eje Y indica la frecuencia bajo los modelos de Rogers & Harpending

(1992)(R&H).
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Tabla 2.6. Calculo del tamario efectivo poblacional y el tiempo de expansion bajo los
modelos de crecimiento instantdneo y exponencial de los diferentes grupos genéticos de

Orestias en el PNL. Ne;: Tamaiio efectivo poblacional inicial. Ney: Tamaiio efectivo poblacional

final.
Modelo de crecimiento instantaneo Rogers & Harpending (1992) DnaSP v.5
Grupos T=2ut Ne; Nes Tiempo (afios)
Chungara 1.159 0.00 20064205 23254,
Piacota 0.000 5176 20064205 0.00
Lauca-grupo 0.316 7203 20064205 6340.
Modelo de expansion subita Shneider y Excoffier (1999).
ARLEQUIN v.3.5
Grupos T =2ut Ne; Ner Tiempo (afios)
Chungara 1.67 0 193840. 33507
Piacota 3.00 5176. 2668. 60192
Lauca-grupo 0.166 12800. 24739, 3330.
Modelo de coalescencia por verosimilitud Kuhner, M. K., 2006. LAMARC
v2.18
Grupos G Ne; Ner Tiempo
Chungara 9787.749 64236 5910617 16500
Piacota 17585.06 1517 127535 11000
Lauca-grupo 14701.86 51294 4749321 11000
Modelo Bayesiano de coalescencia. Drummond et al 2011
BEAST v 1.7
Grupos Neg; Nes Tiempo
Chungara 100000 1000000 36000
Piacota 10000 500000 5000
Lauca-grupo 200000 1000000 10000
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Figura 2.5. Distribucion del mimero de diferencias entre pares de secuencias para los
grupos genéticos con distribucion unimodal. El eje X indica el numero de diferencias entre
pares de secuencias, y el eje Y indica la frecuencia bajo los modelos de Rogers &
Harpending (1992)(R&H) (puntos negros) y Shneider & Excoffier (1999)(S&E)( puntos

amarillos).
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Asimismo, considerando un crecimiento exponencial, los valores de tasa de
crecimiento g y tamafio poblacional obtenidos sobre la base del analisis de Méaxima
Verosimilitud (Tabla 2.6; Figura 2.6), indican nuevamente expansién en las
localidades de Chungard. Piacota y el grupo Lauca. El crecimiento de estas
localidades se habria iniciado hace aproximadamente 0.30 tiempos mutacionales. El
tamafio efectivo (Ne) estimado para el Lago Chungard fue de aproximadamente
60000 individuos hace 16000 afios. Hace 11000 mil afios la localidad de Piacota
habria iniciado su expansién con un tamafio efectivo de 1500 individuos y Lauca con

un tamafio efectivo de aproximadamente 51000 individuos ( Tabla 2.6).

Chungari

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
Tiempos (ahos)

Piacota

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
Tiempos (afios)
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Figura 2.6. Variacion del tamafio efectivo (Ne = 6/2) de los grupos genéticos Chungarad,
Piacota, y Grupo Lauca en funcion del tiempo, estimada por método de Mixima

Verosimilitud. El eje Y indica el tamafio efectivo y el eje X el tiempo, en afios.

Los analisis de Bayesian skyline plots de cada uno de los grupos genéticos mostraron
también patrones de crecimiento poblacionales asi como diferencias en los tiempos
de expansion. En Chungari el tiempo de expansién comenzé aproximadamente hace
46000 afios atras (HPD 95%, 36670~ 55276 afios) del ancestro comtin més reciente
(TMRCA) (Tabla 2.7). El tiempo de expansion del TMRCA para Piacota fue de
aproximadamente de 6800 afios (HPD 95 % 5451 — 8230 afios), y para el grupo de
Lauca el tiempo del TMRCA fue de 26000 afios (Tabla 2.7) (Fig. 2.6 a, b, ¢). El
tamafio efectivo (Ne) estimado para el Lago Chungard fue de aproximadamente
100.000 individuos hace 36000 afios. La localidad de Piacota habria iniciado su
expansién con un tamafio efectivo de 1000 individuos hace aproximadamente 5000

afios, y el grupo de Lauca mostré un inicio de su expansién con un tamafio efectivo
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de aproximadamente 200000 individuos hace aproximadamente 10000 afios (Tabla

2.6).

Tabla 2.7. Tiempo del ancestro comiin mas reciente TMRCA mediante andlisis de Bayesian
skyline para los tres grupos genéticos con sefial de crecimiento. 1: Chungard. 2:

Lauca+Misituni+Chuviri+Copapujo. 3: Piacota

Grupo | TMRCA(afios) | 95% HPD | 95% HPD
Genético | promedio lower upper
1 46008 36670 55276
2 26465 21094, | 31816
3 6858 5451, 8230
A

1ES

1E6

1 Eb

Tamafio efectivo Poblacion
T
£

1E3

1E2

I.Eiu
Tiempo ( afios)




0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Tiempo (afios)

5000 10000 15000 20000 25000 30000
Tiempo (afios)

Figura 2.7. Bayesian skyline plot. Reconstruccién del TMRCA de los grupos genéticos

Chungard (4), Piacota (B) y Lauca-Misituni-Chuviri-Copapujo (C).




2.3.2, Microsatélites

Se obtuvieron genotipos multilocus en 261 individuos del total de muestras de
Orestias, para 8 loci microsatélites de los 10 analizados. Los Loci A%a y C101
presentaron  genotipificaciones poco confiables sin concordancias entre
amplificaciones independientes, por 1o que ninguno de los dos loci fue incluido en el
andlisis. Para los 8 loci microsatélites analizados, el tamafio de los alelos
coincidieron con los asignados para las especies de Orestias Iuteus y O. agassii de

Bolivia y Peri (Esquer et al 2011).

Los indices descriptivos de diversidad genética de los 8 loci microsatélites para
Orestias, en cada localidad, se muestran en la Tabla 2.7. Para el locus C102 el
niimero de alelos fue bajo para todas las localidades (C102: 2 a 3 alelos). El locus
B104 mostrd ser monomorfico (1 alelo) para las localidades de Chuviri, Copapujo y
Misituni. Los loci A116, D110 y A106 fueron los que presentaron mayor niimero de
alelos (14,15 y 15 respectivamente (Tabla 2.7). Los valores de Fig variaron entre loci
y entre las localidades. Las localidades correspondientes al Lauca (Cotacotani, Lauca
y Misituni) mostraron desviaciones del equilibrio- significativos con los seis de los
ocho loci analizados (Tabla 2.8). Piacota mostré desviaciones del 'equilibrio con los
loci A116, C102, D110 y B103. Para el resto de localidades los valores no fueron

significativos.
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Tabla 2.8. Medidas de diversidad genética de 8 loci microsatélit

es en las distintas

localidades de Orestias del PNL.. N= Nimero de individuos analizados por locus No.

© Alelos: Ndmero de alelos por locus LI: Chungard. L2: Chuviri

L3: Copapujo, L4:

Coracotani. L5:Lauca. L6: Misituni. L7 : Parinacota. L8:Piacota. Hexp: Heterocigocidad

Fs: Indice de endogamia por permutacién P: probabilidad **: <0.085, !

test exacto de Equilibrio Hardy-Weinberg por iteraciones.

Poval: valor de P del

Locus L1 L2 L3 L4 L5 L(i[ L7 L8
C105 N 24 11 8 26 34 42 27 40
No Alelos | 7 6 4 5 6 8 5 3
Hexp 0,548 | 0,752 0,555 [0,588 (0,767 [0,794 |0499 0,359
Fis -0.044 | 0.067 0.382 0.298 0209 0.202 0.053 0.037
P<0.05 NS NS NS i w4 ** ns NS
P-val 0.032 1.060 0.189 0.662 0.004 0.197 0.012 0.351
All6 N 24 14 19 41 28 40 34 438
No Alelos | 8 8 8 14 7 8 10 8
Hexp 0,767 0,702 0,824 0,786 0,723 0,781 0,696 0,775
Fis -0.119 | -0.083 |-0.123 |-0.042 | 0.275 O.OI.’ZO 0.211 -0.038
P NS NS NS NS x NSi ek NS
P-val 0.032 1,000 0.189 0.662 0.004 0.197 0.012 0.351
B1 N 21 14 17 35 25 32 I 34 29
No Alelos | 6 4 3 2 4 3 t 5 5
Hexp 0,726 0,625 0,602 0,337 0,670 0,598 0,657 0,681
Fig -0.224 10347 | -0.045 | 0.081 -0.296 0.2[83 0.075 | -0.046
P NS #ok NS NS *E d NS NS
P-val 0.189 0.064 0.744 0.633 0.082 0.048 0.838

0.659
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B104 N 23 14 19 45 33 42 33 35
No Alelos | 5 1 1 4 1 4 5 3
Hexp 0,513 0,000 0,000 0,147 0,000 0,(?92 0,475 0,056
Fis 0.006 | Na na 0.105 | na 0236 |-0.133 | -0.007
P NS NS NS NS NS NS| NS NS
P-val 0.0014 | Na na 0.2268 | na 0.0688 | 0.2321 {1
D110 | N 24 14 19 42 30 37 32 42
No Alelos | 13 4 6 15 13 14 16 6
Hexp 0,883 0,311 0,438 0,641 0,884 0,862 0,803 0,675
Fis -0.112 | 0.I19 -0.055 | 0.305 -0.038 | 0.073 0.159 -0.223
P NS NS NS wk NS NSI ok **
P-val 0.144 0.051 0.272 0.000 0.834 0.124 0.003 0.480
Cc102 N 22 12 16 37 31 41 ' 32 30
No Alelos | 2 2 2 3 2 2 ' 2 3
Hexp 0,087 0,278 0,219 0,385 0,225 0,267 0,285 0,516
Fis 1.000 -0.158 | -0.111 0.170 -0.132 0.0|07 0.464 0.938
P ** NS NS NS NS NSI *k ok
P-val 0.025 1.000 1.000 0.129 1.000 1.000 0.028 0.000
B103 N 24 13 15 42 28 42 25 48
No Alelos | 2 3 2 4 2 3 5 4
Hexp 0,469 0,145 0,320 0,323 0,035 0,092 0,318 0,061
Fis 0.132 -0.023 | -0.217 | -0.093 | 0.000 -0.028 | 0.138 0.329
P NS NS NS NS wk NSi NS *ok
P-val 0.667 1.000 1.000 0.531 1.0|00 0.091 0.035
A106 | N 22 10 8 41 29 38 n 45
NoAlelos |9 7 8 15 7 11 11 8
Hexp 0,801 0,795 0,797 0,875 0,797 0,818 0,829 0,658
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-0.016

Fis 0.058 [-0.208 [-0.032 [-0.019 [-0.107 0002 |-0.272
P NS NS NS NS NS NS NS ok
P-val 0.1100 | 0.095 |[0.959 |0.050 |0445 |0337 |0326 |[0.001
Heterocigocidad | 9634 | 0453 |0496 |0467 | 0,520 0,493 0,521 | 0462
promedio :

Se evalu6 la diferenciacién genética entre pares de poblaciones de Orestias,

mediante un test de Fsr pareado, Todas las comparaciones entre localidades fueron

significativas con las excepciones de Chuviri/Copapujo y Lfauca/l\./lisituni. En

general, los niveles de significancia fueron robustos a la correccién de Bonferroni,

salvo para las comparaciones entre Cotacotani con Chuviri y Copapujo. (Tabla 2.9).

Tabla 2.9. Medidas de diferenciacidn genética (Fsy) entre distintas pab?aciones de Orestias

basado en la informacion de 8 loci microsatélites. Arriba de Ia diagonal se muestra la

significancia ***= P<0,0001, **=P<0,01. NS= no significativo

FST Chungara | Chuviri | Copapujo | Cotacotani | Lauca Misituini Parinacota | Piacota
Chungari | Aok *k ko T s . e oy
Chuviri 0.15434 4 NS NS wkHE Fkk *okk [3T]
Copapujo |0.15285 | 0.00826 I TR FTT P F
Cotacotani [0.16906 | 0.0326 | 0.02221 |G T T e
Laueca 0.09261 0.0975 |0.11751 0.127é3 NS ok *HE
Misituni | 0.10249  |0.078 |0.08711 |0.08042 | 0.00911 e o
Parinacota | 0.11766 | 0.07297 | 0.10694 |0.08887 | 0.08734 | 0.07164

Piacota 0.22205 0.21408 | 0.25058 |0.20922 0.13100 0.128153 0.09148

Se realiz6 una exploracion visual graficando los componentes principales (PCA) de
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los indices Fsy. Se observa que las localidades de Lauca y Misituni se agrupan entre
ellas asf como las localidades de Copapujo, Chuviri y Cotacotani. Mientras que las
localidades de Chungard, Piacota y Parinacota estin mds separadas del resto de las

localidades, similar a los resultados de los Fst pareados (Figura 2.8).

En el andlisis de estructura poblacional el mejor valor de AK fue de 3 grupos o
clusters (AK = 3), sin embargo, el valor mas bajo de LnP fue de 4 grupos o clusters.
Con base en LnP, se determind la estructura poblacion.al en 4 grupos
correspondientes a Chungard (rojo), Piacota (azul), Lauca +Misituni (verde),
Chuviri+Copapujo+ Cotacotani (amarillo) y Parinacota (varios colores) (Figura 2.9.
Figura 2.10 a, b). Chungara y Piacota son los grupos mejor definidos en el analisis.
Las localidades del rfo Lauca (Lauca + Misituni) se agrupan en un cluster.
Cotacotani muestra un agrupamiento con Chuviri y Copapujo similar a los resultados

de los Fgr y Parinacota muestra individuos de los diferentes grupos (Tabla 2.9).

Los andlisis de cuellos de botella mediante el test de Wilconxon bajo el modelo
IAM y el modelo SMM revelaron un déficit de heterocigotos en todas las
localidades. Lo que muestra una sefial de crecimiento poblacional reciente. (Tabla

2.10.).
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Figura 2.9. Andlisis de componentes principales (PCA) para las distintas poblaciones de

Orestias con 8 loci microsatélites.
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Figura 2.10 a y b Resultados de AK(a) y In(P)(b) de los asignamientos de clusters en el

programa Structure basado en la informacion de 8 loci microsatélites.
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Tabla 2.10. Resultados de los andlisis de cuello de botella de las diferentes localidades y los
ocho loci microsatélites. Se muestra el valor de probabilidad de los Modelos: TAM (infinite

alelle model ) y SMM (step mutation model).

LAM S.M.M
Chungara 0.48845 0.07765
Chuviri 0.63191 0.33289
Copapujo 0.41902 0.34949
Cotacotani 0.51002 0.01211
Lauca 0.09600 0.62512
Misituni 0.22149 0.23217
Parinacota 0.23248 0.01201
Piacota 0.49707 0.05292

El andlisis discriminante de los diferentes grupos genéticos de Orestias con base en
los marcadores microsatélites, mostraron un alto porcentaje de correcta clasificacién

de los individuos. ( Tabla 2.11)

Tabla 2.11. Resultados del andlisis discriminante de diferentes grupos genéticos de

Orestias. Negrita: porcentaje de asignacion en cada especie (): Nimero de individuos

clasificados

GRUPOS GENETICOS'

=

24 96%(23) 0 0 4%(1)
34 3%(1) 65%(22)  6%(2)  26%(9)
48 0% 2%(1) 96% (46) 2%(1)
158 1%(1) 1%(1) 5%(8)  94%(148)
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2.4. DISCUSION
'

Los procesos de especiacion esﬁ'm relacionados con el aumento de la diferenciacién
genética entre las poblaciones, que conllevarfa a una reduccién del flujo génico
(Mayr 1963; Gavrilets 2004). En Alopatria, los eventos vicariantes como por ejemplo
la formacién de barreras fisicas favorecerfan la estructuracién poblacional y con el
tiempo la divergencia (Nossil 2008). En los sistemas acudticos del Parque Nacional
Lauca (PNL) como son los lagos, lagunas, bofedales y rios la separacion de las
poblaciones son producto de separacién de ambientes por procesos volcnicos y
climéticos, que a nivel genético se evidencié con los indices de diferenciacién
genética entre las localidades, los cuales fueron altos, significativos y similares entre

los marcadores mitocondriales y microsatélites.

En el rio Lauca se tomaron cuatro puntos de muestreo, dos a lo largo del rio (Lauca y
Misituni), un punto que incluye las lagunas de Cotacotani y un punto que
corresponde a un afluente del mismo rio (Ancuta-Chureaque). Los indices de
diferenciacién @sy y Fgr entre las localidades del rio (Lauca y Misituni) y la
localidad de Cotacotani mostraron valores bajos, lo que sugiere Ia existencia de una
conexién de Ia laguna con el rio, conformando asi el grupo genético Lauca (Lauca-
Cotacotani-Misituni), De acuerdo a Risarcher et al 1999, estas poblaciones estarian
conectadas fisicamente por un exutorio entre las lagunas de Cotacotani y el rio

Lauca, permitiendo la migracién entre los dos sistemas (Pefia 2010).
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La localidad de Ancuta-Chureaque, reveld una clara divergencia de las localidades
del Lauca con ocho pasos mutacionales, lo que podria plantearse como una unidad
evolutiva diferente. Esta alta diferencia podria explicarse por que la localidad hace
parte del rio Chusjavida, el cual se une al rio Lauca cuando este se desvia hacia
Bolivia. Al analizar la localidad de Ancuta-Chureaque, aunque mostré solo dos
haplotipos, presenté relacion con las localidades pertenecientes a Bolivia (Rio
Mogachi y Laguna Macaya), que se observa como una red dispersa (Figura 2.1 1). En
este caso, la colonizacién de la localidad de Ancuta-Chureaque habria sucedido
desde los rios Bolivianos hacia el ceste del altiplano. Estas poblaciones habrian

permanecido aisladas reduciendo su diversidad.

Dentro de las localidades del PNL, los indices ®sr, Fgp y las inferencias
demograficas realizadas con diferentes aproximaciones (Tabla- 2.6) muestran la
existencia de varios grupos genéticos, los cuales experimentaron cambios en su
tamafio poblacional y que corresponden a las localidades de Chungara, Piacota,
Parinacota y Lauca (Lauca, Miéituni, Copapujo-Chuviri). La diferenciacién de estos
grupos coincide con los eventos vicariantes que formaron los sistemas acuéticos
producto de las variaciones del rio Lauca, los cambios climéticos y el colapso
volcdnico del Parinacota que originé el lago Chungar4, las lagunas.de Cotacotani yla

laguna de Piacota (Séez et al 2007, Giralt et al 2008).

Las localidades de Chungar y Piacota muestran mayor diferenciacién con respecto a
las otras localidades del PNL. Es importante destacar que el Lago Chungara se

caracteriza por ser un sistema aislado dentro del PNL, que fue producto de la
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fragmentacion del habitat con ¢l colapso volcénico del Parinacota hace 12500 afios,
separando la cuenca del Lauca de Ia del Chungara (Séez et al, 2007, Moreno et al
2009), esto causé una dréstica perdida de haplotipos y alelos en la poblaciones. Al
mantenerse aisladas las cuencas, la diferenciacién genética entre ellas auments
produciendo nuevos haplotipos, lo que se evidencia en la alta diversidad genética de

Chungara con respecto a las otras localidades,

En la localidad de Chungard, los modelos demograficos no son congruentes con los
tiempos de expansién. Con una tasa de divergencia de 2,8% (Strecker et al., 1996,
Morales et al, 2011) para el D-loop, especifica para el género Cyprinodon que
pertenece a la misma familia Ciprinodontidae que Orestias, se obtuvo un tiempo de
expansi6n fue entre los 30000- 20000 afios atrds para Chungaré que corresponde a

este crecimiento poblacional més antiguo.,

En los sistemas acudticos del Parque Nacional Lauca (PNL), las barreras fisicas
fueron producto del colapso volednico del Parinacota alrededor de 12.500 afios atras,
variaciones climéticas como el aumento de la aridez y alta actividad volcénica entre
los 8000-4000 afios atris (Clavero et al 2002; Clavero et al 2004 Sdez et al
2007,Giralt et al 2008). Sin embargo, las fechas de inicio de expansion de su
poblacién (30000 - 10000 y 3000 afios AP), calculadas en base a la tasa de 2.8%
cambios/sitio/millén de afios, claramente sobreestiman la fecha de dicho suceso. Esta
incongruencia podria deberse a que la tasa de substitucion utilizada no es adecnada
para ser aplicada en el estudio de eventos tan recientes como los eventos vicariantes

como las catdstrofes volcdnicas y variaciones climdticas en PNL, debido a la
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dependencia temporal que han mostrado las tasas de substitucién (Ho et al 2005, Ho
& Larson 2006, Ho et al 2007, Gonzélez-Wevar et al 2011). Para muchos grupos ya
se ha demostrado que, a mayor antigiledad del evento evolutivo, menor es el valor de
la tasa calibrada (Ho et al 2005; Burridge et al 2008). Por lo tanto, y dado que
podemos extrapolar la edad geoldgica del colapso voleanico, lo mas apropiado es
estimar una tasa de mutacion para el género Orestias en el PNL, calibrando sobre la
base de la fecha citada. Obtenemos entonces una tasa de 3.6% segin el modelo

crecimiento exponencial y 9% segtin el modelo crecimiento bayesiano.
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Por otro lado, en la localidad de Piacota se evidencié tamafios efectivos iniciales mas
bajos que los demds grupos genéticos, ademas de una baja diversidad genética. Esta
baja diversidad de Piacota podria estar relacionada con el aislamiento de la laguna,
que se intensifico en el tiempo de mayor aridez que presento la region { 8000 afios) y
que actualmente depende de las variaciones de los regimenes de precipitacion. A
diferencia del Lago Chungaré, la laguna de Piacota es un sistema hfdrico aislado y de
pequefio tamafio, lo que restringe los tamafios poblacionales de Orestias en esta
localidad. Como resultado, ¢l tamafio de la laguna habria permitido que la deriva

génica actuara con mayor intensidad reteniendo menos haplotipos nuevos.

Un caso similar a las localidades del rio Lauca, se observé entre las localidades de
Copapujo y Chuviri, donde se muestra una baja diferenciacién que estaria
relacionada con la existencia de flujo génico entre ellas. Esta conexién entre las
localidades podria ser causada por las variaciones de los periodos de humedad del
altiplano y el nivel de precipitaciones, actualmente, el Invierno Altiplanico. Durante
este tiempo cae la mayor precipitacién de todo el afio, por lo tanto estas Iluvias
podrian aumentar el nivel de agua de los sistemas haciendo que por su cercanfa
geogréfica se conecten, permitiendo que los individuos puedan migrar de un sistema
al otro por pequefios afluentes entre ellos. Un ejemplo similar son las poblaciones de
Orestias ascotanensis en el salar de Ascotdn, las cuales no presentaron
diferenciacion genética. Estas vertientes entran en contacto esporadicamente, de esta
manera cada vertiente se consideré como un parche habitado, que al conectarse

permiten que exista migracion y flujo génico.(Morales 2009; Morales et al 2011).
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Los cambios que ha tenido la zona del Altiplano en particular la region del Parque
Nacional Lauca, habrfan tenido un impacto sobre la fauna ictica generando una
dréstica pérdida de diversidad genética (Herndndez et al 2008, Moreno et al 2009).
ILas poblaciones remanentes habrfan comenzado a recuperarse y expandirse, entre los
diferentes ambientes lo que se observd en la red de haplotipos con un patrén de
crecimiento poblacional (Figura 2.3) de las localidades de PNL, a excepeion de O.
parinacotensis en el bofedal de Parinacota que mostrd una red de haplotipos mas
dispersa. Esta localidad se caracteriza por compartir haplotipos con las localidades
de Chungard, Piacota, Cotacotani y Chuviri, lo que se puede interpretar como una
poblacion relicta que conservaria la diversidad previa a los eventos vicariantes del
Holoceno. Esta sefial podria explicarse por un posible efecto fundador de ésta
poblacién en los demas sistemas del PNL. Esto sugiere que las especies nominales de

Orestias del PNL habrian surgido de las poblaciones de Parinacota.

Por oiro lado, al observar el anélisis de la estructura genética de las localidades
muestreadas y la asignacién de los individuos a los diferentes grupos genéticos
basado en la informacién de ocho loci microsatélites con el programa Structure,
vemos que los individuos de Parinacota revelan una especie de mezcla entre los
diferentes grupos genéticos del PNL. Este patrdn sugiere una colonizacién reciente
de los individuos de las diferentes localidades hacia el bofedal de Parinacota.
Después de gran colapso volcénico, el cambio drastico de clima en esta zona, ademds
de ser uno de los puntos mds bajos del sistema, habria facilitado la llegada de

individuos de las diferentes localidades a Parinacota (Moreno et al 2009).
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Hace 12000 afios atrds, el colapso del volcdn Parinacota cambio la cuenca del Lauca
lo que significé en una primera instancia la pérdida de hébitats provocando
extinciones locales que redujeron drasticamente el tamafio y el rango de distribucion
de la poblacion de Orestias. Posteriormente, la formacién de las nuevas cuencas
Chungard y Cotacotani permitié que los individuos que sobrevivieron iniciaran su
expansion a estos nuevos sistemas. El aumento de la aridez entre los 8000- 6000 afios
en la regién mantuvo las barreras entre las cuencas y aisld sistemas mas pequefios

como la Laguna de Piacota del bodedal de Parinacota,

Por lo tanto, los resultados de la estructuracion genética e inferencia demografica
sustenta que el aislamiento de las cuatro es?ecies nominales del género Orestias en
los sistemas hidricos diferentes (Parenti 1984b, Vila & Pinto 1986, Vila et al 2010)
se dio mediante procesos alopétricos. Los andlisis de asignamiento, mostraron un alto

porcentaje de correcta clasificacion, esto soporta los 4 grupos genéticos obtenidos.

Por lo tanto el escenario propuesto con base en los resultado genéticos es en primer
lugar, la separacién de las cuencas Chungard del Lauca; esta separacién se ha
mantenido durante el tiempo observandose mayores diferencias entre el grupo
Chungard y los demds grupos genéticos. Los eventos mds recientes del cambio del
clima y las continuas erupciones volcanicas produjeron eventos vicariantes dentro de
la cuenca del Lauca, formando nuevos sistemas acudticos como es el Bofedal de
Parinacota, la laguna de Piacota, las lagunas de Cotacotani y el rio Lauca. La laguna
de Piacota se vio afectada por la aridez del Holoceno medio, separandose del bofedal

de Parinacota, formando un nuevo grupo genético.
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En cuanto a las localidades del rio Lauca se esperaria que mantuviera la diversidad
ancestral, sin embargo nuestros resultados muestran un grupo genético con
haplotipos nuevos, lo que podrfa explicarse porque en las erupciones volcénicas los
rios arrastran escombros, cambian sus condiciones fisicoqufmicas y cambian su curso
que afectarfa las poblaciones de los peces que lo habitan. Por otro lado, los ambientes
como los bofedales conservarian mayor diversidad por su baja circulacién de agua
que mantiene los habitats para las poblaciones de los peces a pesar de cambios

abruptos en el paisaje,

Sin embargo, el tiempo de separacién entre las diferentes localidades, se habria
producido en una escala reciente, las especies nominales de Orestias en el PNL, alin

no han acumulado mutaciones suficientes para una divergencia entre ellas.
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ABSTRACT
Fishes exhibit a wide diversity of feeding behaviors, sometimes associated with
specific morphologies, which may reflect adaptations to exploit the resources
depending upon where they live. In isolated aquatic systems, fish provide a good
model to study relationships between trophic and environmental variations. The
present study evaluates, by analysis of stomach contents, the trophic differentiation
of five species of Orestias in different sites of the Parinacota Region (Southwest
Altiplano) where they are distributed. 177 stomachs were analyzed of Orestias

chungarensis, O. laycaensis, O. parinacotensis, O. piacotensis and Orestias. sp. For
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the analysis we used quantitative descriptors of frequency of occurrence and number
of prey items. We analyzed the richness and abundance of prey by species and
location using an analysis of correspondence. The diet of Orestias consisted of
zooplankton and macroinvertebrates associated to macrophytes, Cladocera
(Chydorus, Daphnia, Alonella), Ostracoda (Cyprinotus). Amphipoda (Hyalella),
Mollusca (Biemphalaria) and Insecta (Chironomus). O. chungarensis had the highest
dietary diversity (1.72) followed O. laucaensis (1.45), and O. parinacotensis (1.33).
In general, the diet of Orestias species in the southwestern region of the Altiplano is
characterized by a low richness of prey items and by an opportunist foraging strategy
with a low niche trophic overlap between them. This strategy could help explain the
diversity of living of Orestias in rivers, wetlands and lakes, and hence the high
speciation of the species in the southern highlands.

Key words: high Andes, &illifish, feeding, opportunism
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INTRODUCTION

Fish show a wide diversity of feeding behaviors related to their morphology, which
is reflected in diverse adaptations for resource exploitation that depend upon the
places they inhabit (Earl et al. 2011). Some species may even increase their feeding
habits and use new resources (Gerking 1994). One well-studied group is the cichlids
of African lakes; these fishes present buccal characteristics that have been associated
with speciation processes related to fluctuations of lake water levels, predation,
complexity of the habitat and trophic polymorphism (Galis 1998, Kornfield & Smith
2000). Cichlid fishes exhibit morphotypes with specialized buccal structures for
crushing, chewing and filtering (Husley et al. 2005, Husley 2006) that are related to
their prey, which include insects, algae, zooplankton and some eggs of smaller fish

(Turner, 2007).

In South America, the genus Orestias is a group of fish of biogeographical interest
due to its endemism and adaptation to high Andean systems. More than 40 nominal
species are distributed from Lake Lacsha in northern Pert to the Salar de Ascotén in
Chile (9°S to 22°S), (Arratia 1982, Parenti 1984a, 1984b, Vila & Pinto 1986,
Northcote 2000, Costa 2003, Vila 2006, Vila et al 2011). Currently, 24 species of this
genus inhabit Lake Titicaca and form an important part of the trophic network
(Lauzanne 1982, Maldonado et al 2009). Pelagic, littoral and benthic species have
been described from this lake, with specialized morphotypes for filtering, crushing
and chewing. The pelagic species such as O. pentlandii Valenciennes, 1846, O. ispi

Lauzanne, 1981 and O. forgeti Lavuzanne, 1981 exhibit principally crushing buccal

90




structures and have a diet of zooplankton, including crustaceans, copepods and
cladocera. In contrast, perimacrophyte species such as O. luteus Valenciennes, 1846,
Q. olivaceus Garman, 1895 and O. jussiei Valenciennes, 1846 have buccal structures
associated with phytoplankton, zooplankton, insects and snails living on
macrophytes. Benthic species such as O. mulleri Valenciennes, 1846 and O.
crawford Tchernavin, 1944 crush amphipods and benthonic snails. Orestias albus
Valenciennes, 1846 is a specialist, which consumes fish (Lauzanne 1982). Orestias
agassii Valenciennes 1846 has a wide diet spectrum depending upon locality; it
consumes algae, macrophytes and larvae of insects and mollusks (Lauzanne 1982,
Dejoux & Iltis 1991). It has been suggested that these differences in feeding are
related to processes of sympatric speciation of these species due to the bathymetric

distribution of resources in this deep lake (Maldonado et al. 2009).

In contrast to the Orestias species that live in Lake Titicaca, species that inhabit the
Southern Altiplano are characterized by reduced geographic distributions, limited to
one wetland, generating a marked local endemism. This particular distribution has
been traditionally interpreted as the result of alternance of wet and dry periods in the
Altiplano as well as an intense voleanic activity (Clavero et al 2004; Saez et al, 2007;
Giralt et al 2008). Such events would have generated multiple processes of
population fragmentation, leading to reiterative allopatric speciation in this genus

(Arratia 1982, Vila & Pinto 1986, Vila 2006, Scott, 2010, Collado et al 2011).

Several studies have evaluated the influence of resource partitioning in fishes to

explain the magnitude of niche overlap. Ross (1986) found that the first resource that
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is fractioned is food, followed by habitat. (Navia et al 2007, Scharnweber et al 2011)
In sympatry, the species of fish that coexist in lakes have shown dietary
specialization associated with interspecific competition leading to reduced trophic
niche, and therefore generates a restricted dietary breadth (Ruber & Adams 2001,
Elmer et al 2010 a). On the other hand, for those species in allopatry it has been
observed that the dietary strategy is extended in the absence of interspecific
competition. (Scharnweber et al, 2011). For species of Orestias in the southwest
Altiplano, we would thus expect a broad trophic niche associated with a generalist

dietary strategy, in relation to available resources.

In the region of Parinacota (Lauca National Park) four species have been described in
an area of not more than 10 km> inhabiting unconnected lakes, lagoons, cushion
bogs and the river. In this area, the partial collapse of the Parinacota volcano (12.5
Kya) and the following volcanic activity blocked the river Lauca, shaping the current
aquatic systems such as Chungara Lake, Cotacotani and Piacota lagoons (Clavero et
al 2004; Séaez et al 2007, Giralt et al 2008). This habitat fragmentation would have
therefore isolated populations of the freshwater Orestias originally living in the
Lauca River. Morphological systematic studies have lead to the description of
Orestias chungarensis Vila & Pinto 1986 in Lake Chungard, O. piacotensis Vila
1996 in the Piacota Lagoon; O. parinacotensis Arratia 1982 in the Parinacota
cushion bog and O. laucaensis Arratia 1982 in the Cotacotani lagoons and the Lauca
river.

Differences in the hydrological, physical and chemical characteristics between the

systems they inhabit, together with variation in macrophyte abundance and their
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location in the habitat may determine variation in food resources and therefore in diet
associated with diversification of this genus (Lauzanne 1982; Dejoux & Iltis 1991,
Gerking 1994; Maldonado et al 2009). Despite these differences, there is little
information published on the diet of these species (Arratia 1982; Vila 2006). The
objective of this study was to evaluate this possible differentiation using a dietary

analysis of these species in relation to trophic niche and feeding strategy.
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MATERIALS AND METHODS

In November 2008 we captured by manual fishing 177 specimens of Orestias
belonging to different species in Lake Chungara (O. chungarensis, n=20), Parinacota
cushion bog (O. parinacotensis, n=28), Lauca River (0. laucaensis, n=20), Misituni
cushion bog (O. laucaensis, n=19), Piacota (O. piacotensis, n=34) and Cotacotani
lagoons (O. laucaensis, n=20). Additionally, in June 2010 we captured 20 specimens
of Orestias sp. from the Copapujo cushion bog and 16 Orestias Sp. from the Chuviri
cushion bog (Table 3.1). All captures were made between 11:00 and 15:00, since it is

known that these fish are daytime feeders.

Table 3. 1.Geographic position and watershed of localities sampled of Orestias of the

Southwest Altiplano
Locality Altitude (meters) Coordinates Type of system
Chungara 4578 18°23’ S, 69°18°W Lake
Cotacotani 4539 18°20° 5, 69°23° W Lagoon
Lauca 4426 18°38°S, 69° 34°W River
Misituni 4281 18°38’S, 69°35'W Cushion bog
Parinacota 4410 18°20°S, 69°27°W Cushion bog
Piacota 4418 18°20°S, 69° 26°W Lagoon
Copapujo 4425 18° }G’S, 69°30°W Cushion bog
Chuviri 4426 18°16°S, 69°33°W Cushion bog
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Specimens were preserved in 95% ethanol and maintained in the Laboratorio de
Ecologia Molecular of the Universidad de Chile until analysis. The standard length in
mm of each individual was measured; lengths were compared among different
localities using one-way analysis of variance (Zar 1984). We also performed a
correlation analysis among the variables standard length, prey abundance and prey
richness to evaluate possible associations, which might alter results of comparisons

among species.

Stomach contents were analyzed under a stereoscopic microscope, identifying and
quantifying taxa at the genus level using several taxonomic keys (Dejoux &lIltis
1991, Figueroa 2003, Molina and Vila 2006). For diet description we used the
quantitative descriptors (%N) and (%F) of Hyslop (1980). The former is numeric; it
represents the percentage of a given prey item relative to all prey items in the sample.
%F = (Nip / Ngip) X 100

Where Nj; is the number of individuals of a prey species and Ny, is the total number

of items of all prey species.
Hyslop’s frequency method %N is the percentage a given prey item appeared in
stomachs with contents. %N = (Number of stomachs with prey item/number of

stomachs with contents) X 100.

Trophic amplitude was measured using the richness (number of prey species),

diversity (calculated using the Brillouin index), relative abundance (proportion
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number of items prey in total stomachs with prey) and dominance in each population.
The dominance measure ranges from near 0 when all prey items are present in equal

numbers to close to 1 when only one prey species is present.

Brillouin’s (1951) diversity index (HB) was calculated for cach stomach content,
When the randomness of a sample cannot be guaranteed, for example due to the form
of capture, the Brillouin index (HB), is used to measure the diversity of a particular
data set. In this case, HB uses the following equation:

In(ni}-—zi:.'tn(n, i}

n

HB=

where n is the total number of individuals and n; is the number of individuals of the

ith species. (Hamer et al 2001, Magurran 2004),

The dominance was measured as D= 1-Simpson index. The Simpson index is one of
the most meaningful and robust diversity measures available. In essence it captures
the variance of the species abundance distribution. Thus, when expressed as the
complement (1-D), the value of the measure will rise as the assemblage becomes

more even. We used the following equation (Hammer et al 2001; Magurran 2004);

p-3(2

where n;.is the number of individuals of taxon i.

To determine diet type, we calculated the standardized measure of niche breadth of

Levins (Bst). This index is independent of the number of resources available or
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recognized; its value fluctuates between 0 for a specialized diet (stenophagous) and 1

for a euryphagous or generalized diet (Colwell & Futuyma 1971).

Bst=[1/8 (p)*1-1
N-1

where pi is the relative frequency with which any species uses prey resource i and N

is the total number of prey species analyzed (Colwell & Futuyma 1971).

The numerical abundance dietary matrix of prey items was constructed to calculate

diet overlap between Orestias species by using Pianka’s index (1974) as follows:

n

2

i pypﬁ-

JZ%Z%
i i

Ojk =

where Ojk = Pianka measure of niche overlap between species j and species ; and Py
and Py = proportions of predator j and & with prey 7 in their stomachs. Diet overlap
increases as the Pianka index increases and overlap is generally considered to be
biologically significant when the value exceeds 0.60 (Pianka 1974, Zares & Rand
1971, Navia et al 2007). To evaluate if niche overlap was influenced by the habitat
type (Lake, cushion bog and river), we performed a randomization test to compare
inter and intra overlap values with a distribution of expected values based on 10,000
simulations under a null model, using Rundom project 1.0 program (Jadwiszczak,
2002). In the same way, we tested whether the populations of O. laucensis from

Cotacotani Lagoon and Lauca River (Lauca and Misituni) exhibited higher overlap
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values compared with other species.

To estimate the composition of the diet, we performed a Detrended Correspondence
Analysis DCA, (Hill & Gauch 1980). This method depicts simultanecusly the
samples and their prey in a reduced multivariate space. Prey species, which were
found only once in the whole sample were excluded from the analysis, because the
DCA is sensitive to species that occur only in a few stomach contents, which modify
the scores of the ordination (Jongman et al., 1995). We performed an analysis of
variance to compare DCA scores between species. The composition of the stomach
contents was represented through scoring prey items in the axis of the ordination. All
the ordinations were performed with abundance matrices using Statistica 7.0

software.
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RESULTS

Of the 183 specimens analyzed, 97% (177) had food in their digestive tracts. The
standard length of the fish varied from 18 mm (O. piacotensis) to 63 mm (O. sp
Chuviri) and was different among localities (ANOVA F (7,1437= 12.13 P<0.001); the
principal differences were between the species O. Jaucaensis (Lauca and Misituni)
and Orestias sp. (Chuviri and Copapujo) with O. parinacotensis, O. piacotensis and
0. chungarensis (Tukey test, P<0.001). However, no direct relation was found
between prey abundance and richness with body size (Abundance: R%= 0.0784, P=
0.33 Richness: R>=-0,027 and P=0.73); thus we were able to compare the diets of the

species in the different sites without correcting for standard length.

In general the diet (%F) of the species of the genus Orestias was composed of 19
macroinvertebrates associated with macrophytes, together with components of the
zooplankton; the most frequent were Cladocera, (Chydorus, Daphnia and Alonelia),
Ostracoda (Cyprinotus), Amphipoda (Hyalella), Mollusca (Biomphalaria) and
Insecta (Chironomus), (Table 2). Diets showed considerable similarities and
differences of prey items among species. Orestias piacotensis fed principally on the
genus Chydorus (78.4%); O. chungarensis included Nauplius (40.2%), O. laucaensis
fed on Biomphalaria (65% in Cotacotani) and Orestias sp in Chuviri on Hyallela
(54.1%): However some species showed similarity in prey, such as larvae and adults
of the genus Chironomus that were important prey for O. parinacotensis (47.2%), O.
laucaensis (20.8% in Cotacotani and 33.4% in Misituni) and Orestias sp in Chuviri

(21.3%). The Ostracoda Cyprinotus were consumed preferentially by O.
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chungarensis (25.6%) and Orestias sp in Copapujo (47.1%) (Table 3. 2).

In terms of the numbers of prey consumed (%F) there were differences among
species; Chydorus were the most important prey for O. piacotensis (70.5%),
Chironomus for Orestias parinacotensis (78.5%) and Alonella (60%) for O.
chungarensis. For all localities of O. laucaensis the most abundant prey was
Biomphalaria (50% Cotacotani, 78.9% Lauca, 68.4% Misituni) and for Orestias sp

was Hyalella (56.2% Chuviri and 60% Copapujo) (Table 3.2).

The mean richness ranged between 5 to 7 prey species for all Orestias species except
O. chungarensis, which exhibited the greatest prey richness (13) (Table 3.3). In
terms of relative abundance Orestias sp. of Copapujo had the largest number of prey
per stomach (40.75), followed by O. chungarensis (28.95), O. piacotensis (21.88).
The lowest relative abundances were found for Orestias sp. in Chuviri (3.81) (Table

3.3).
Diet diversity was more variable: O, chungarensis had the greatest diversity (1.72),
followed by O. laucaensis from Misituni (1.45) and O. parinacotensis (1.33), while

O. piacotensis had the lowest diversity (0.78)(Table 3.3).

Niche breadth indiced indicated a general tendency to a specialist-type diet (Bst<0.5)
in all populations, except for the O. laucaensis population from Misituni, which

showed a generalist dietary strategy (Bst=0.6, Table 3.3).

The dietary overlap ranged between 0.01 (Chungard-Lauca) and 0.72 (Parinacota—
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Misituni). Overlap values calculated between samples from the same aquatic system
did not differ significantly from the values calculated randomly (P=0.64). Similarly,
samples of O. laucaensis from Cotacotani, Lauca and Misituni did not show higher

overlap values compared to other species (P=0.11)(Table 3.4).
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Table 3. 4.Niche overlap of Orestias in Southwest Altiplano.

Piacota Parinacota Chungard Cotacotani Lauca Misituni Chuviri

Piacota -

Parinacota (0,053 -

Chungara 0,052 0,093 =

Cotacotani 0,022 0,587 0,061 -

Lauca 0,141 0,159 0,014 0,238 -

Misituni 0,036 0,723 0,143 0,700 0,193 -

Chuyviri 0,099 0,609 0,158 0,199 0,039 0,281 -
Copapujo 0,636 0,109 0,438 0,052 0,004 0,023 0,270

The first four eigenvalues from the DCA of the 19 prey taxa and the 177 individuals
of Orestias for the five species in the 8 localities were 1;=0.85, 1,=0.81, 1=0.71,
1,=0.70. The first two composition gradients explained 55.1% of the dictary
variation. This ordination revealed a significant association between predators and
prey (02119=7874.7, p<0.001), indicating that individuals of the different species of

Orestias of the studied localities feed on different prey.

In the dimensional graphs some prey species are situated in the extremes of the first
axis of the composition gradient and others in the extreme of the second axis (Figure
3.1a). Simultancous display of the composition of Orestias from the eight localities
(Figure 3.1b) revealed more association between Parinacota, Misituni and
Cotacotani. In the localities of Chungar4, Piacota and Lauca there was a significant

association among the prey items in greater frequency (>20%).
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Figure 3. 1 Bi-plot ordination of Detrended Correspondence Analysis showing the position
of prey (a} and Orestias species (b) in a reduced space. Diamond: abbreviation:
nomenclature prey: Chy: Chydorus. Da: Dapnhia. Hy: Hyallela. Cyn: Chyronomus. Bio:
Biomphalaria. Cyp:Cyprinotus. Al: Alonella. Le: Leucotichia. El: Elmes. Or: Orestias egg.
Ac. Acylus.Bok: Boekella. Ilart: Ilarpacticoidea. Naupl: Nauplius. 4lg: Algae. Noto:

Notonecta. Dia: Diacyclops. Ads: Adesioups. Bosm. Bosmina
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DISCUSSION

The results indicate that the diet of Orestias in the southwest Altiplano is composed
mainly of zooplankton and the macroinvertebrate fauna associated with macrophytes.
19 different prey items were identified in the stomachs of 177 Orestias collected in
eight sampling sites. However, prey richness per locality varied between five and
seven, except in the case of O. chungarensis (Richness = 13). This low richness was
generally associated with low niche breadth and low prey diversity, indicating a
foraging strafegy where consuming the resources available in the different
environments. This feeding strategy may be associated mainly with the reduced size
and shallow depth of these environments, which have few species always associated
with the vegetation of the shores or banks (Dorador et al. 2003, Marquez et al. 2009,
Riveros et al. in press). The higher number of prey species of O. chungarensis is
related to an important increase of zooplankton species in its diet (%N > 60). This
may be due to the fact that O. chungarensis lives in a large lake that allows the
development of a rich and varied zooplankton commux.lity (Mérquez-Garcia et al
2009). In general, our results show that the trophic niches measured in the sampling
sites are narrow and the niche overlap is low among the sites analyzed, both among

populations of the same species (O. laucaensis) and among species.

The reduction in niche width and decrease in niche overlap among species have been
observed in cases of sympatric co-existence of taxa closely related phylogenetically.
It has been suggested that the partition of trophic resources may avoid the

phenomenon of competitive exclusion and in some cases accompany the process of
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sympatric speciation (Schluter 2001). This explanation was proposed earlier for
chiclid fish in Africa and Nicaragua (Ruber & Adams 2001, Elmer et al 2010a,
Elmer et al 2010b) and also for Orestias in Lake Titicaca (Lauzanne 1982) which
have different feeding habits (pelagic, benthonic and littoral) in the water column.
Anather example is the perch of the genus Lepomis, which restrict their trophic
niche, changing from a diet of mollusks to plankton only when they share their habit
temporarily (Schanweber et al 2010). In the case of in the southwest Altiplano, and
in particularly in our study area, each nominal species lives in a separate watershed
with no possibility of contact with others. In this situation, in which species are
generated by allopatric processes, a restricted niche width and low niche overlap
cannot be explained by competitive phenomena. On the contrary, we would have
expected that each species would have a wide trophic niche and thus high overlap in

diet.

The low niche overlaps observed among different species and sampling localities
may be linked to the different habitats where the Orestias samples were collected,
which have different communities of macroinvertebrates and zooplankton. However,
no difierences in niche overlap were found among environments (lake, cushion bog
and river), thus the differences among diets does not appear to be a function of the
characteristics of the habitat. Alternatively, the differences among diets may be
associated with a specialization of each species as a consequence of its isolation in
different watersheds. However, the O. laucaensis from three localities did not show
greater niche overlap among themselves than they did with other species. Thus the

width of the trophic niche does not appear to be a characteristic of the species, but
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rather of individual populations.

Finally, the variation in species richness, niche breath and overlap observed among
the studied populations of Orestias may reflect an opportunist trophic strategy of
these species, reflecting the environmental supply at the moment, consuming the
prey species which are most abundant. The variation in the availability of food in
aquatic environments stimulates the organisms which live in them to develop life
strategies which allow them to survive trophic changes, especially in situations with
extreme climatic conditions such as the high altitude of the Altiplano (Schliiiter 2000;

Habets et al 2006).

In the present case, in spite of the fact that the principal trophic indicators indicated a
specialist-type diet for the species of Orestias, they appear to have a more generalist
strategy from the point of view that they are consuming the resources available in
their different environments. This trophic strategy could explain the capacity for
colonization which the genus possesses, which is demonstrated by its wide
distribution in different Altiplano systems such as large lakes, cushion bogs, rivers,
lagoons and salt pans, Each of these aquatic systems will have a different trophic

composition, associated with the physicochemical composition of the area,

Studies of buccal morphology in Orestias show the existence of possible trophic
specialization. In Lake Titicaca, Orestias species have chewing and crushing buccal
structures associated with a trophic niche reduced to littoral, pelagic and benthic

zones, with dietary specialization within the water column (Lauzanne 1982,
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Maldonado et al 2009). Although this study has not demonstrated dietary differences
due to habit type or taxonomic unit, buccal differences have also been described
among the species of the southwest Altiplano. Orestias chungarensis has crushing
buccal structures, O. parinacotensis and O. laucaensis have chewing structures and
O. piacotensis has filtrating structures (Arratia 1982, Vila & Pinto 1986, Vila 2006)..
These differences cannot be explained by dietary specialization, since the restricted
amplitude is more associated with an opportunistic strategy of the species in each
environment than with a buccal adaptation to a food type present in the aquatic

system.

The dietary differentiation which the species of Orestias of the southwest Altiplano
allows the suggestion that their opportunist strategy is associated with a capacity to
colonize new environments and adapt to the availability of local resources, which

would later lead to a differentiation in their buccal morphology.
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CAPITULO IV
CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL GENERO ORESTIAS DEL

ALTIPLANO SUR OESTE CHILE

4,1, INTRODUCCION

Desde Darwin, el estudio de los ambientes aislados (islas) y de las poblaciones que
los habitan ha contribuido mucho al desarrollo de las teorfas Evolutivas y Ecoldgicas
(Losos & Ricklefs 2009). En muchos aspectos, los lagos son el equivalente acuético
de las islas por su pequefio tamafio, los lfmites bien definidos, la biota simplificada y
el aislamiento geografico. Ademds, en muchos casos, ¢l conocimiento de la historia
geoldgica hace de estos sitios buenos modelos para estudiar la diversificacién de los

taxa que los habitan (Savolainen et al 2006, , Losos & Ricklefs 2009),

El aislamiento que presentan estos sistemas acudticos permite que ciertos linajes
colonizadores puedan evolucionar rdpidamente in situ. En efecto, los lagos han sido
sistemas que han permitido estudiar procesos de especiacion simpétrica en especial
en peces (Kocher 2004, Salzburger et al 2004, Elmer et al 2010 a y b, Kai et al 2011)
ya que periniten analizar las variaciones tréficas y morfoldgicas de los linajes que

faciliten la divergencia atin compartiendo un mismo lugar,

Por otro lado, los ambientes acuiticos fragmentados (lagos, salares, rios endorreicos)

también pueden ser laboratorios naturales que permiten evidenciar procesos de

especiacion alopatrica, debido a que esta separacién potenciarfa la division de las
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poblaciones (Jarne y Delay, 1991, DelJong et al 2003). En especies de agua dulce se
han propuesto que varios factores (e.g., habitat, demograficos, rasgos de historia de
vida, reproductivos) pueden explicar la diversidad de especies y la diferenciacion que

ocurre dentro y entre las poblaciones (Liu et al 2003, Collado 2010).

Entre los grupos de organismos acudticos bien estudiados con respecto a su
aislamiento son los peces de la familia Cichlidae. En los grandes lagos Africanos
estos peces habrian colonizado y especiado répidamente, Estas radiaciones se habrian
terminado con la formacién de una gran cantidad de especies con caracteristicas
morfolégicas diferentes dentro de un mismo lugar. (Riiber et al 1999, Kocher 2004,
Elmer et al 2011). En linajes antiguos, ciertos caracteres han permitido caracterizar
varios complejos de especies, mientras poblaciones en estado incipiente de
especiacion pueden no presentar variacion morfologica entre ellas, pero si variacion
genética, ejemplo son ¢l caso de ciclidos de linajes diferentes pero con fenotipos
similares (Johns & Avise 1998 Losos et al 2009, Kocher 2004,Kai & Nakabo 2002,

Kai et al 2011).

En Suramérica, los sistemas hidricos del Altiplano suroeste, representan un buen
modelo de habitats aislados ya que corresponden a remanentes de lagos y rios
Pleistocénicos (Saez et al 2007, Moreno et al 2009), Actualmente los sistemas estdn
aislados entre ellos y con una marcada diferenciacion en su composicién quimica
(Keller & Soto, 1998; Risacher et al. 2003; Placzek et al, 2009) que han limitado el
tipo y rango de distribucion de la biota (Marquez et al 2009). La ictiofauna endémica

que habita los sistemas acuéticos del Altiplano pertenecen a dos géneros: Orestias y
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Trichomycterus (bagres). Orestias Valenciennes, 1839 se caracteriza por ser un
ensamble de especies endémicas de los sistemas lacustres y I6ticos que son
geograficamente restringidos a cuencas endorreicas (Lauzanne 1982, Parenti 1984a).
Parenti 1984, identificé diferentes complejos basados en variaciones morfologicas
dentro del lago Titicaca. En contraste, solo especies del complejo agassii se
encuentran fuera del lago Titicaca, caracterizadas por variaciones morfoldgicas que
han sido la base de su taxonomf{a (Arratia 1982, Parenti 1984, Lussen 2003, Vila et

al, 2010).

En poblaciones aisladas, como son las especies de Orestias del Parque Nacional
Lauca (Arratia 1982, Parenti 1984b Vila et al 2010), las variaciones morfoldgicas
estarian relacionadas con los procesos vicariantes ‘a los que habrian sido sometidas,
mostrando diferencias entre ellas (de Queiroz & Good, 1997). Ejemplo de esto, son
las diferencias en la boca, O. laucaensis y O. parinacotensis presentan la boca en
posicién terminal e inclinacién posteroventral (Arratia 1982). Por el contrario O.
piacotensis 'y O.chungarensis presentan la boca levemente protrictil ubicada
ligeramente hacia arriba (Vila & Pinto, 1986, Vila 2006). Estas diferencias bucales
podrian relacionarse con las variaciones en el recurso que presentan los diferentes
sistemas en donde habitan que le permitieron evolucionar en morfotipos diferentes

(Arratia, 1982, Parenti 1984, Ruiz et al, 2004, Vila et al 2010, Scott 2010).

Sin embargo, se ha observado que estas especies presentan variaciones morfologicas

en los estados ontogénicos que puede generar equivocaciones al definir especies

(Villwock & Sienknecht 1995), ademas que algunas de estas especies comparten
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caracteristicas diagnosticas (Arratia 1982). Esta baja variacion morfolégica es
caracteristica de especies en estado incipiente de especiacion, debido a que el tiempo
de separacion es muy corto, algunos caracteres no han llegado a diferenciarse
totalmente y por lo tanto se observan caracteristicas similares enire los diferentes
morfotipos (Arratia 1982, Parenti 1984, Lussen et al 2003, Kocher 2004, ﬁlmer et al

2010 Vila et al 2010).

Debido a que Ias variaciones morfolégicas de las diferentes especies nominales de
Orestias en el PNL, podrian ser producto de los efectos alopatricos sucedidos en la
zona en un tiempo geoldgico reciente (12500 afios). El objetivo de este trabajo fue
caracterizar morfoldgicamente lo individuos de las diferentes localidades y
asignarlos a las especies nominales de Orestias del PNL, basado en las medidas
morfométricas y meristicas. Se espera que las caracteristicas morfolégicas presenten

variacion entre especies de acuerdo al ambiente donde viven.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

Se capturaron por pesca manual 145 especimenes adultos de Orestias pertenecientes
a diferentes especies en el Bofedal de Parinacota (O. parinacotesis N=21: 17 machos
y 4 hembras), en el Lago Chungard (O. chungarensis N= 15: 7 machos y 8 hembras),
en la laguna de Piacota (O. piacotensis N=31: 25 machos y 6 hembras) en los
bofedales de Copapujo- Chuviri (Orestias sp N= 38: 25 machos y 13 hembras), en
rio Lauca y las lagunas de Cotacotani (O. laucaensis N= 26: 21 machos y 25
hembras) y en el bofedal de Ancuta (O.sp N=14: 6 machos y 8 hembras). Debido a
que ¢l género Orestias presenta dimorfismo sexual, donde las hembras son mas
grandes que los machos y ademaés el nimero de hembras colectadas por localidad fue
bajo, en comparacién con los machos; los andlisis morfologicos se hicieron solo con

Jos machos colectados.

Para este estudio, 11 mediciones lineales fiteron realizadas para cada individuo
mediante un calibrador digital. Las variables morfolégicas medidas fueron: la
longitud predorsal (LP), longitud preanal (LPA), longitud de la cabeza (LC), altura
de la cabeza (HC), altura méxima (HM), longitud del pediinculo caudal (LPC), altura
del pedinculo caudal(HPC), didmetro de Ia orbita ocular(DO), ancho bucal (HB) y
distancia preorbital (DPO) (Figura 4.1). Para los andlisis merfsticos se realizaron
recuento de las escamas de Ia linea lateral (EL), nimero de rayos en las aletas dorsal
(RD), aleta anal (RA), aleta pectoral (RP) y aleta caudal (RC) (Lauzzane 1982).

Todas las medidas fueron realizadas por el mismo investigador .
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1.Longltud preanal
2.0idmetro Srhita

3 Anche buesd

4. Ancho Gabaza

5. Longitud predorsal

8, Longitud astdndar

7. Distancia preorbital

8. Longilud cabera

8. Anche mialme

18. Ancho peddnsulo caudal
11, Lonpitud padimeulo caudal

Figura 4.1. a. Mediciones morfolégicas analizadas en las especies de Orestias. b. Ejemplar

de Orestias del complejo agassii (Modificado de Lauzzane 1982).

Para remover el efecto del tamafio, los caracteres morfolégicos fueron estandarizados

de acuerdo a la ecuacion alométrica de Thorpe (1976).

Yi= IOngl - [L{Iong: - log m}})J

Donde ¥ = es la medida logaritmica ajustada de cada ith individuo.

Y= es la variables sin ajustar del ith individuo
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B= es el coeficiente de regresién de Y y X

X;= es la longitud estandar de cada it# individuo

X=esla Iongitud estidndar promedio por especie.

El coeficiente B fue evaluado mediante un andlisis de regresién lineal simple entre la

longitud estiandar (LS) y cada variable morfolégica (Thorpe 1976, Shaefer 1991,

Ferrito et al. 2007, Konan et al. 2010).

Para cada medida morfométrica y meristica se estimaron los estadisticos descriptivos
(promedio, desviacion estdndar, méximos y minimos, y coeficiente de variacién

(CV%).

Para evaluar la existencia de diferencias morfolGgicas entre especies nominales, se
realizd un Andlisis Discriminante (DA) sobre el conjunto de individuos analizados.
Las variables discriminatorias fueron probadas con diversos test de significancia
(lambda Wilkis, traza de Pillai y Roy). Para el andlisis, cada individuo fue asignado a
una especie nominal, de acuerdo a las descripciones de Parenti 1984a, Arratia 1982,
Vila & Pinto 1986 y Vila 2006. Se calculd la matriz de asignamiento por cada
especie para evaluar la certeza del andlisis discriminante. Y se graficaron las raices

canbnicas con mayor contribucion a la varianza.
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4.3. RESULTADOS

101 machos individuos fueron analizados, clasificados por especie nominal y
localidad. La longitud estdndar entre los machos de las especies oscil6é enire 34
(SD:5.10) mm para Orestias sp de la localidad de Ancuta y 25 mm (SD:2.57) para O.
chungarensis del Lago Chungara, La mayor variacion en la longitud estdndar (valor
minimo 18 mm y maximo 42 mm) la presenté O. parinacotensis del bofedal de
Parinacota. Y la menor fue con los individuos del Lago Chungara (0. chungarensis)

(Tabla 1)..

Tabla 4.1. Estadisticos descriptivos de la Longitud estdndar en Ilas diferentes especies de

Orestias, *: O. sp localidad Copapujo-Chuviri. 8.D: Desviacidn estdandar, N: Ntimero de

individuos.
Machos

Especies Promedio Minimo Miéximo S.D N

O. laucaensis 32,23 23,80 39,57 4,41 21
O.parinacotensis 30,96 18,70 42,80 800 17
O. piacotensis 26,45 16,00 36,00 422 25
0. chungarensis 24,99 22,00 29,60 2,57 7
O.5p* 32,61 19,54 42,13 591 25
O .sp Ancuta 34,36 26,92 38,61 510 6

En la tabla 4.2 se muestran los valores promedio de las variables meristicas para cada
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especie nominal. Los valores H (Kruskal-Wallis test: (5, N=101) fueron significativos
en todas las variables. En las comparaciones miltiples entre las diferentes especies
nominales y cada variable meristica, se obtuvo que Orestias sp de Copapujo-Chuviri
fue significativamente diferente en todas las mediciones meristicas con las demds
especies nominales, Con respecto a los radios caudales se observé diferencias entre
O. parinacotensis del bofedal de Parinacota con O. laucaensis, O. sp de Copapujo-

Chuviri y O. sp de Ancuta.

En las medidas morfolGgicas en las cinco especies nominales analizadas, el mayor
coeficiente de variacion lo presentd la variable distancia preorbital (DPQO) de O.
parinacotensis (CV= 45,18%) y el menor (CV=10.1%) la variable ancho bucal (HB)

para Orestias sp. de Ancuta.

En el andlisis discriminante, de las 11 variables morfologicas analizadas, 5 fueron
significativas para diferenciar entre las especies (Tabla 4.3). Estas son: el ancho de la
cabeza (A=0,086;F=4,26,p<0.001), ¢l ancho bucal (A=0,089;F=4,94;p<0.001), ia
longitud preanal (A=0,011;F=9,52;p<0.0001), el ancho del pedinculo caudal
(A=0,091;F=5,38;p<0.0001), la distancia de la 6Grbita (A=0,0878;F=4,60;p<0.001)

(Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Funciones discriminantes para las variables morfométricas de las especies

nominales de Orestias, en el PNL., LPA: longitud preanal, LC: longitud de la cabeza, HC:

ancho de la cabeza, HPC: ancho del pedimculo caudal ,DO: distancia de la orbita HB:

anche bucal.

F
Variables Wilks'Lambda (-6,99) P Tolerancia
LPA g,11 9,52 FAk 0,82
LC 0,09 5,89 ok 0,62
HC 0,09 4,26 ok 0,60
HPC 0,09 5,38 *ork 0,64
DO 0,09 4,60 ok 0,57
HB 0,09 4,94 Fkk 0,56

k= n<(),001; *=p<0,05

En el anilisis de asignamiento de los individuos de las diferentes localidades, los

grupos mejor definidos fueron Orestias sp de Copapujo — Chuviri (88%). Seguido

por O. laucaensis (76%), Orestias piacotensis (72%) y Orestias parinacolensis

(71%) (Tabla 4.3). Por el contrario, O. sp de Ancuta se asignaron el 67% de los

individuos para O. laucaensis y el 33% a O. sp de Copapujo — Chuviri (Tabla 4.3).
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El anilisis de asignamiento de los diferentes individuos de acuerdo a los grupos
genéticos fueron asignados correctamente los individuos al gurpo Lauca, Parinacota

y Piacota. Por el contrario Chungar4 presento asignamiento a Lauca y Piacota (Tabla

4.4).

Tabla 4.4. Resultados del andlisis discriminante de los caracteres morfoldgicos con respecto

a los grupos genéticos. (): Niimero de individuos clasificados y su respectivo porcentaje de

asignacion en cada grupo.

Machos i G A
46 93% 43) 0 4%(2) 2%(1)
17 18%G)  7T1%%(12) 0 11%(2)

25 24%(6) a%1)  T2% (18)
7 42.9%(3) 0 2,9%(3)  14%(1)

Las dos primeras raices candnicas constituyen el 90% de la varianza total (71% y
19%). La primera raiz canénica estuvo determinada por la longitud preanal (0,56),
longitud de la cabeza (0,37) y ancho del pedanculo caudal (0,36) ( A, = 0,37; % =
101,76; gl=25; p<0.0001). Para la segunda raiz canénica (A, = 0,74; x2 = 29,97;
gl=16; p<0.01) las variables que la definieron fueron: ancho bucal (-0,87), longitud
de la cabeza (0,69) y longitud preanal (-0,55). La ordenacién de los individuos con
las dos raices candnicas (Figura 4.2) ubicé a O. parinacotensis como un grupo

separado del resto de las especies. Y Orestias. sp de la localidad de Ancuta mostrd

sobrelapamiento con las otras especies.
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Figura 4.2. Bi-plot del las dos raices candnicas mds importantes del andlisis discriminante

para los machos de las diferentes especies de Orestias.
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4.4. DISCUSION

Los resultados mostraron que entre las especies nominales del Parque Nacional
Lauca, las caracteristicas de variacion estin centradas en la cabeza, (distancia
preorbital y ancho bucal). Esta variacién podria ser dependiente del ambiente, €l cual
ofrece un tipo de recurso que podria facilitar la adaptacién por medio del cambio en
la estructura de la cabeza. Se ha descrito que especies de Orestias que viven en
bofedales se caracterizan por tener estructuras bucales de tipo trituradora de litoral
con dieta asociada las macréfitas de borde costero (Arratia 1982; Vila & Pinto 1986;
Vila 2006). Casos similares se presentan en los cfclidos Cyprichromini en la Lago
Tanganyika, en Africa; esta tribu presenta una baja variacién en la morfologia en
comparacién con las otras tribus de los ciclidos, que estaria en relacion al tipo de

dieta planctotréfica que presenta (Hoerner 2011).

Para las especies del PNL, Orestias. laucaensis, O. parinacotensis, O. piacotensis
presentan un alto porcentaje de correcta clasificacion, lo que significa que las
caracteristicas morfolégicas son coincidentes con las descripciones de Arratia 1982,
Parenti 1984 y Vila & Pinto 1986. Orestias. chungarensis se observa una baja
clasificacion de los individuos a esta especie nominal, lo que puede deberse al bajo
nimero de ejemplares analizados. Aunque para la mayorfa de las especies nominales
los caracteres discriminantes no son diagnosticos para las especies (Arratia 1982,
Scoit 2010). De acuerdo con Arratia (1984) las descripciones morfologicas pueden

tener soprelapamiento entre las medidas y por lo tanto generar errores en la
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clasificacion (Arratia, 1982; Parenti 1984; Vila &Pinto 1986; Vila 2006).

Para O. sp tanto para la localidad de Ancuta se presenta una baja correcta
clasificacién, lo que podria deberse en primer lugar a que el mimero de individuos
analizados es bajo (6), ademds es importante aclarar que la localidad de Ancuta es un
afluente del rio Lauca y posiblemente esta poblacién presenta fenotipos parecidos a
O. laucaensis. Sin embargo, andlisis moleculares muestran una separacion entre O.
sp y O. laucaensis de ocho pasos mutacionales que constituyen a Ancuta como una
unidad evolutiva diferente, relacionado con el proceso de colonizacion de los rios y
lagos Bolivianos hacia el este del Altiplano. (Capitulo 2). En este caso, las variables
morfolégicas no habrian cambiado entre las localidades cercanas, ya que estos dos
lugares { Lauca y Ancuta) presentan caracteristicas ecologicos similares que permite
que ciertos caracteres morfolégicos sean similares. Asf mismo, en los ciclidos se han
observado caracteristicas morfolégicas similares que corresponden a linajes
diferentes y que estan relacionados con los diferentes procesos de colonizacidn de los

Lagos de Africa (Danley & Kocher 2001, Kocher 2004, Elmer et al 2010).

En peces, se ha argumentado que la diversificacién morfolégica puede darse en
escalas de tiempo cortas, gatillado por los cambios en los nichos ecolégicos (Schluter
1996; Elmer et al 2010). En la region del altiplano suroeste, los sistemas hidricos se
caracterizan por ser lagos pequeiios, rios de baja profundidad y bofedales con
variaciones en sus niveles de agua dependiendo de la precipitacién (Séez et al 2007,
Giralt et al 2008, Placzek et al 2009), que representan cambios ecoldgicos mayores

en su nicho para la especie ancestral que colonizo esta zona proveniente del Lago
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Titicaca (Liissen et al 2003, Barret et al 2007, Elmer et al 2010). Diversos autores
han relacionado los cambios de hébitat con los diversos patrones de radiacion y
mecanismos de especiacién (Kornfield & Smith 2000, Elmer et al 2010). Los
repetidos cambios en los niveles de los lagos pueden crear nuevas oportunidades de
aislamiento en alopatria que podrian favorecer diferencias en la forma del cuerpo en
diferentes poblaciones, (Sturmbauer 1998, Kornfield & Smith 2000, Kocher 2004).
Esta separaci6n permitirfa el inicio de la diferenciacién morfoldgica entre Orestias
chungarensis, O. parinacotensis y O. laucaensis, en donde ciertas caracteristicas
permiten discriminar las especies entre ellas, pero el tiempo de separacién es muy
corto para que estas diferencias se manifiesten en caracteres diagndsticos para las

especies.
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CAPITULO V

DISCUSION GENERAL

La especiaci6n s un proceso complejo que integra miltiples componentes, como son
los ecoldgicos, ambientales, morfolégicos, genéticos, etc., los cuales interactian de
maneta no lineal (Gravilets 2003). En la especiacion, los procesos ecolégicos son
importantes puesto que las especies incipientes aparecen en diferentes ambientes o
utilizan diferentes recursos (Schluter 2000, Wiens 2004). En este contexto, la
influencia en la particion de los recursos, en particular en 1os peces, podria explicar
la magnitud del soprelapamiento de nicho; se ha encontrado que el primer recurso
que es fraccionado es la comida seguido por el habitat (Wiens 2004, Navia et al

2007, Scharnweber et al 2011).

En alopatria los nuevos ambientes estarfan relacionados con los eventos vicariantes,
en este caso las condiciones ambientales han sido variadas con respecto al nicho
ecologico ancestral, refiriéndose a las condiciones abidticas y biéticas en las cuales
las especies son capaces de sobrevivir, reproducirse y mantener un nimero
poblacional viable (Brow & Lomolino 1998, Wiens 2004), lo que potenciarfa la
division de las poblaciones (Jarne y Delay, 1991, Brow & Lomolino 1998, DeJong et
al 2003, Wiens 2004). En este caso, los individuos mostrarian una estrategia tréfica
generalista por la ausencia de competencia interespecifica (Scharnweber et al, 2011),
ademds de un amplio nicho trofico en funcién a la disponibilidad del recurso.

Igualmente, ésta pérdida de conexiones entre los diferentes ambientes, favoreceria el
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mantenimiento de ciertas caracteristicas morfolégicas adaptadas al ambiente
restringido en que viven. Esta baja variacion se ha evidenciado en grupos.de especies
de ciclidos con caracteristicas morfologicas similares que pertenecen a linajes
separados que habrian colonizado los lagos Afficanos en diferentes tiempos (Elmer

et al 2010).

Por el contrario, en Simpatria, las condiciones de competencia promueve la
escogefncia diferencial del recurso, lo cual se evidencia en una especializacion
dietaria y un nicho tr6fico reducido de las poblaciones en proceso de divergencia.
Estudios en diversos grupos de organismos €n particular en peces, han mostrado que
la separacion de las poblaciones estaria relacionada con variaciones en salinidad y
temperatura en los diferentes hébitats acuaticos. En los ciclidos se ha observado que
Jas variaciones en el recurso facilité la scparacion de las poblaciones dentro del
mismo lago, mediante la formacion de caracteristicas morfologicas que permitieron
la adaptacién a nuevos habitats. Otro caso similar es el género Jctiobus (peces
bufalo) en Norteamérica, cuyas yariaciones morfologicas estarian relacionadas con el
habitat donde se encuentran (rios o lagos) formando nuevas especies (Bart et al

2010).

Fn este contexto, nuestros resultados mostraron que & nivel ecologico (andlisis
trofico), las diferentes especies nominales de Orestigs 1o presentarian una
diferenciacion ecologica como tal, sino més bien un tipo de separacion que s€ reflejé
en un bajo sobrelapamiento de nicho entre las diferentes localidades, que podria estar

ligado a los diferentes ambientes donde habitan. Aunque las diferencias entre la
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amplitud de nicho podrian estar asociado con una especializacién tréfica de cada
especie nominal, los resultados de O. laucaensis de las tres localidades muestreadas,
no mostraron soprelapamiento entre ellas ni con las otras especies; por lo tanto, esta
amplitud tréfica no estarfa relacionada con una especializacién sino mas bien con
una estrategia tréfica en relacion a la disponibilidad del recurso. Esta estrategia
ecolégica puede ser la explicacion de la capacidad de colonizacién del género en
diferentes ambientes, como son los bofedales, rios, lagunas y lagos que presenta el
Parque Nacional Lauca (PNL), los cuales presentan composicién tréfica diferente

asociada a los factores abidticos (fisicoquimicos) de cada sistema.

Por otro lado, a nivel morfolégico, las especies nominales no muestran una clara
separacién para que sean caracterfsticas diagnésticas entre ellas. Esta baja variacion
puede explicarse porque el tiempo de separacion es muy corto (12.500 afios) para
que estas diferencias se manifiesten como caracteres diagnésticos para la especies.
Se ha observado en diversos estudios que las variaciones morfolégicas estarian
relacionadas con Simpatria, donde los cambios morfolégicos ayudarfan a colonizar
nuevos habitats (Kocher 2004, Elmer et al 2010). Por el contrario, en alopatria la
tendencia serfa a mantener ciertos caracteres debido a que no hay una fuerte presién
selectiva o competencia. En nuestro caso se observa que la baja diferenciacién
morfolégica que presentan las especies nominales estarfa relacionada con el
mantenimiento de ciertos caracteres morfoldgicos que favorecerfan la amplia
capacidad tr6fica que tiene este grupo para adaptarse a diferentes ambientes (lagos,

bofedales, rios).
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En un contexto genético, los procesos de especiacion estarian relacionados con la
diferenciacién genética entre las poblaciones. En Alopatria, las barreras fisicas
favorecerén la estructuracién poblacional y con el tiempo la especiacién. Nuestros
resultados mostraron fndices de diferenciacion genética altos, significativos y
similares entre los marcadores mitocondriales y nucleares en todas las localidades del
PNL. Dentro de las localidades del PNL los resultados mostraron Ja existencia de
varios grupos genéticos que coinciden con las fragmentacion de los sistemas
acuaticos por el los eventos volcénicos y climéticos, originando sistemas cerrados
como el lago Chungard, la laguna de Piacota y las lagunas de Cotacotani (Siez et al

2007, Giralt et al 2008).

Los cambios que ha tenido el PNL, habria impactado sobre la fauna ictica
fragmentando las poblaciones y por lo tanto generando una dréistica pérdida de
diversidad genética. (Morales et al 2011). Una vez que las poblaciones son
separadas, estas comienzan a expandirse y generar nuevos haplotipos. Estos eventos
demogrificos se aprecian en las redes de haplotipos y se detectan a través de analisis
de inferencia demogréfica, donde los grupos genéticos Chungard, Piacota, Lauca y

Chuviri-Copapujo muestran seiiales de expansin.

A pesar que las localidades muestran sefiales de expansion, la pérdida de diversidad
genética asociada al los eventos vicariantes del Pleistoceno-Holoceno, afect de
manera diferencial los diferentes sistemas que se formaron. En primer lugar, la
formacién de la subcuenca Chungara ( 12000 afios atras) producto del colapso

volcdnico del Parinacota, aislé el lago Chungard de la cuenca Lauca y esta
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separacién se mantuvo con los diversos eventos volcanicos y climéticos de la zona
que permitié que nuevos haplotipos se generaran y el area del lago permitioé que los
tamafios poblacionales aumentaran con nuevos haplotipos, que se reflejo en una
diversidad genética alta. Por otro lddo, el sistema cerrado de la laguna de Piacota
habria estado afectado por la aridez del Holoceno medio ( 8000-4000 afios atrés) que
separé la laguna del bofedal de Parinacota. El pequefio tamafio de la laguna habrfa
restringido los tamafios poblacionales de Orestias y por lo tanto la deriva actuaria

con mayor intensidad reteniendo menor niimero de haplotipos nuevos.

Fn el rio Lauca se esperaria una poblacion con haplotipos ancestrales, sin embargo,
se observd que presenta una poblacién en crecimiento. Duranie los procesos
volcanicos (12000- 4000 afios) el rio Lauca pudo verse afectado por cambiar su
quimica y ademds trasladar escombros de las erupciones, lo que habria generado un
cuello de botella en las poblaciones, Al retornar los periodos de humedad, nuevos
cauces fueron formados dentro del rio generando nuevas conexiones que se
observaron con el bajo soprelapamiento de nicho tréfico, constituyen un grupo
genético separado de los grupos Chungard y Piacota. Esto significa que el
mantenimiento de la conectividad habria evitado la diferenciacion de las poblaciones
manteniendo como una sola poblacién a la especie nominal O. laucaensis aunque se
encuenire en diferentes sistemas como es la laguna de Cotacotani y €l rio Lauca, De
manera similar se observé en los bofedales de Copapujo y Chuviri cuya conexion
estaria relacionada con las variaciones en el clima que nuevamente habrian

conectado estas localidades permitiendo el flujo entre ellas.
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En el caso de la localidad de Ancuta-Chureaque, las diferentes aproximaciones
(genética y morfologica) dieron resultados contrastantes. En primer lugar, las
caracteristicas morfologicas de esta localidad fueron similares a las localidades del
rfo Lauca. En un principio se podria pensar que esta similitud de las caracteristicas
morfoldgicas estaria en relacién a que Ancuta hace parte de los afluentes que llegan
al rfo Lauca, y por lo tanto las caracteristicas ecologicas serfan similares que
favorecerfan el mantenimiento de los caracteres morfolégicos. Sin embargo, a nivel
genético se observé que esta localidad presenta una amplia divergencia con las
localidades del Lauca, plantedndola como una unidad evolutiva diferente. En este
caso, se observo que Ancuta presenta relacién con las localidades de Bolivia, y no
con las de Lauca. Por lo tanto, la colonizacién fue desde Bolivia hacia el este del
Altiplano. De manera similar a los que se observa en los ciclidos del Lago Victoria,
donde grupos de especies presentan caracteristicas morfoldgicas similares, las
localidades de Ancuta y Lauca habrian sido colonizadas por linajes diferentes que

por la similitud de los ambientes convergen en una morfologia similar,

La localidad de Parinacota muestra una sefial poblacional diferente al resto de las
localidades. Parinacota mostré con el marcador mitocondrial, una red dispersa que
comparte haplotipos con la mayoria de las localidades del PNL. Y a nivel
morfolégico mostrd una leve diferencia con las ofras especies nominales. Esto se
podria explicar mediante el escenario de una poblacion relicto de la poblacién inicial
que conservé la diversidad previa a los eventos vicariantes del PNL. Estos resultados
plantean el escenario de un posible efecto fundador de esta poblacién de Parinacota

en los demds sistemas acudticos. Este escenario se podria explicar porque los
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bofedales son sistemas acuaticos que circula de manera lenta el agua, manteniendo su
nivel a pesar de los cambios en el régimen de precipitacién, lo que favoreceria a las
poblaciones de peces.

Por otro lado, mediante los marcadores microsatélites, Parinacota también puede
interpretarse como un punto de mezcla de los diferentes grupos genéticos del PNL,
que podrfa explicarse por la posicién geografica en donde se encuentra el bofedal con
respecto a las demads localidades, siendo el punto mis bajo del sistema, lo que
facilitarfa 1a llegada de individuos de las diferentes localidades en las €pocas de
inundacién, permitiendo un flujo asimétrico hacia el bofedal de los diferentes
sistemas acuaticos. Estos cambios en el flujo de agua entre los diferentes ambientes
plantea la posibilidad de que la localidad de Parinacota sea una poblacion reservorio,

en este caso, de la diversidad genética actual.

En relacion a la cronologfa de los eventos vicariantes en el Parque Nacional Lauca,
podemos determinar que la separacién de las poblaciones de Orestias se dieron de
manera gradual. En primer lugar, el colapso volcdnico de Parinacota (12.500 afios
atras) habria iniciado la separacion de las poblaciones de la cuenca del paleorio
Lauca en Chungara, Cotacotani y Lauca. Posteriormente a finales del Pleistoceno, los
episodios de humedad habrian facilitado la llegada de individuos a la subcuenca del
Chungara, es entonces donde se presenta una primera separacién de Orestias
laucaensis (Lauca) y Orestias chungarensis (Chungara). Los procesos volcanicos del
Holoceno (8.000-4.000 afios atrds) mantienen las poblaciones separadas que se
refleja en poblaciones en crecimiento. Durante esta época también se presenta un

cambié drastico en el clima con el episodio de aridez ( 7.000-6.000 afios atrds) donde
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las conexiones entre los rios, bofedales y lagunas se ven afectados. Este es el caso de
la laguna de Piacota se separa del bodefal de Parinacota posiblemente por la
disminucién de agua entre ellas y ademads la erupcion volcanica del Ajata, dejando a
la laguna de Piacota como una poblacion aislada de Orestias piacotensis. Finalmente,
el retorno de los periodos de humedad después de los 4.000 afios atrds permitio Ia
reconexién de la lagunas de Cotacotani, con el rio Lauca que se evidencia con la
presencia de Orestias laucaensis en dos sistemas diferentes pero como un solo grupo

genético, tréfico y morfolégico.

Teniendo en cuenta la cronologia de los procesos vicariantes del PNL, y mediante las
tres aproximaciones podemos concluir que las localidades analizadas del Parque
Nacional Lauca, no son unidades evolutivas separadas pero si son grupos en procesos
de diferenciacion. Por lo tanto las especies nominales de Orestias no se ajustarian a
los criterios filogenéticos, morfolégicos y ecoldgicos. Lo que restarfa por analizar es
el criterio biolégico donde se deberian realizar experimentos de cruces entre las
diferentes especies nominales y analizar sus descendientes viables, lo que definiria si

son especies bioldgicas validas.
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