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Resumen

La fauna íctica en Chile es un complejo ensamble de peces que ha sido moldeado

en conjunto a la evolución geológica del tenitorio, probablemente durante los últimos 30

millones de años. Para comprender el contexto de diversificación de la ictiofauna, se

utilizó como modelo a la subfamilia Trichomycterinae, un grupo de peces del Orden

Siluriformes que está presente a 1o largo de todo Chile. A través de la filogenia

molecular de este grupo se reconstruye la historia de colonización y dispersión de fauna

íctica desde el Mioceno medio. Se encuentra evidencia molecular que soporta una

hipótesis morfológica recientemente propuesta, indicando que el género Trichomycterus

sería polifilético. El grupo de especies del Rango Altoandino estaría emparentado a 1a

fauna Andina y Neotropical, en cambio el grupo de especies de Chile centro sur formaría

un grupo independiente. Un resultado destacable es el hallazgo de dos clados

mitocondriales, que coexisten en el río Maipo. Debido a la posible existencia de una

especie anteriormente sinonimizada, se pone a prueba la hipótesis de aislamiento

reproductivo y diagnosis morfológica. Se encuentra que entre los ríos Aconcagua y

Maipo existirían 3 agrupamientos genéticos, uno de ellos diagnosticable en base al

sistema de la línea lateral. El tercer grupo no sería diagnosticable en base a este carácter,

sin embargo, el análisis multivariado de los caracteres extemos sugiere una

diferenciación incipiente. Se concluye que es correcta la revalidación de Trichomycterus

maculqtus Valenciennes y se designa temporalmente a la población del río Aconcagua

como Trichomycterus sp grp spp maculatus, hasta realizar una descripción formal de Ii

maculatus y la comparación morfológica necesaria.
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Abstract

Ichthyological fauna in Chile is a complex assembly of fishes that has been

developed together with the geological evolution of the environment, probably during

the last 30 millions of years. To understa¡d the context of diversification of

icht§ofauna, the Trichomycterinae subfamily, a $oup of fishes of the Siluriformes

Order was used as a model. Through molecular phylogeny, the history of colonization

and dispersion of ichthyofauna was reconstructed since middle Miocene. A molecular

evidence was found that support a morphological hypothesis which indicate that

Trichomycterus genus would be pollphyletic. The group of species of the High Andean

Range would be more closely related to Andean and Neotropical fauna, in tum the group

of species of central-south Chile would be an independent group. A remarkable finding

is the existence of two mitochondrial clades, that coexists in Maipo River. Due to the

possible existence of a species formerly sinonymized, the hypothesis of reproductive

isolation and morphological diagnosis was tested. It is found that between Aconcagua

and Maipo rivers would exist three genetic groups, one of them morphologically

distinguishable based upon the lateralis system. The third group would not be

distinguishable based on this character, but multivariate analysis of extemal characters

suggests that it would be starting to differentiate from the other gtoups. It is concluded

that it is correct the renewal of Trichomycterus maculatus Valenciennes, and the

population of Aconcagua River it is designated temporally as Trichomycterus sp grp spp

maculatus, until a formal description of T. maculatus and fhe necessary comparation

would be done.
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Introducción General

La ictiofauna de aguas continentales en Chile se caracteriza por ser poco diversa,

presentar pequeños tamaños corporales y alto endemismo, retener caracteres primitivos

y estar adaptada a dos de alta pendiente y caudal fluctuante (Yrla et al. 1999, Dyer

2000b). Las características hidrológicas y barreras biogeográficas (Desierto de Atacama,

Océa¡o Pacífico), serían las razones que expliquen la distribución restringida de los taxa

(Yila et al. 1999), en conjunto al efecto que la Cordillera de Los Andes habría tenido

sobre la fauna íctica (Lundberg et al. 1998, Yila et al. 1999, Dyer 2000b, Habit &

Victoriano 2005). Algunos autores han mencionando "las cuencas no están conectadas

probablemente desde la formación del macizo andino" (Pardo 2002), en tanto que otros

trabajos se refieren a un evento inicial de elevación en el Mioceno, dejando una laguna

cronológica de 21 millones de años para referirse posteriormente a las glaciaciones del

Pleistoceno (Ruzzante er al.2006). Aún más, Unmack y col. (2009b) afirmaron que "la

Cordillera de Los Andes se formó en el Terciario", y "como resultado de la naturaleza

topográfica de esta áre4 muchos de los ríos son cortos y fluyen de este a oeste", sin

menciona¡ una sola referencia. Por el contrario, existe considerable evidencia geológica

y suficiente avance en los últimos años (e.g. Ramos el al. 1996, Gregory-Wodzicki

2000, Charrier et aL.2002, Giambiagi et al. 2003, Hartley 2003, Charrier et aI.2005,

Charrier et al. 2007, Charrier & Farías 2008, Farías et al. 2008, Garzione et al. 2008,

Charrier et al. 2009, entre otros) para contextualizar correctamente la evolución

hidrológica en esta porción - olvidada de facto o por omisión- de América del Sur.

La familia Trichomycteridae co(esponde a un grupo de más de 200 especies



descritas en todo Sudamérica (de Pinna 1998), su carácter monofilético eslí bien

conoborado (de Pinna 1998, de Pinna & Wosiacki 2003) y se reconoce a la familia

Nematogenyidae como grupo hermano (Arratia 1992, de Pinna 1998). Se ha

mencionado, de acuerdo a caracteres morfológicos que "una clasificación que refleje la

real complejidad de la familia requerirá el reconocimiento de varias nuevas subfamilias

y géneros" (de Pinna & Wosiacki 2003), lo que manifiesta la necesidad de efectual una

revisión a nivel de especies dentro de los tricomictéridos (de Pinna 1998). Uno de los

grupos en el cual las relaciones aún no logran ser elucidadas conesponde a la subfamilia

Trichomycterinae, y en particular al género Trichomycterus Valenciennes (de Pinna

1998). Este género rcsulta un $upo "basurero" pues, al no estar diagnosticado por

ninguna sinapomorfía, cualquier nueva especie que no pueda ser asignada a alguna de

las demas subfamilias, o al resto de los géneros dentro de Trichomycterinae, se establece

por defecto a Trichomycterus (de Pinna 1998, Wosiacki & de Pinna 2008a).

A pesar de esta problemática, estos taxa exhiben interés sistemático (Arratia

1992, Anatia & Huaquin 1995), evolutivo (Femandez & Schaefer 2009) y ciertamente

pueden ser muy informativos en aspectos biogeográficos (de Pinm 1998), pero antes de

poner a prueba este tipo de hipótesis (i.e. Unmack et a|.2009b), debemos conocer muy

bien la diversidad específica, y el marco filogenético en el que ellas se encuentran. Este

razonamiento es particularmente apropiado para la realidad chilena, donde no tenemos

certeza de la cantidad real de especies ("alrededor de 44 especies" mencionan Habit y

col. 2006) y existen nuevos registros de Trichomycter¿¿s Valenciermes (Siluriformes,

Trichomycteridae) en la Región Altoandina (obs. pers.). Además, urgen trabajos

filogenéticos y de revisión de especies en trichomicterines (de Pinna 1998, Dyer 2000b)



y en conjunto a ciertos trabajos que ca¡ecen de una identificación específica apropiada

(e.g. Unmack et al. 2009a) sólo se agrega confusión al listado y distribución de fauna

íctica continental.

En virtud de los antecedentes expuestos, el objetivo general de esta tesis es

inferir la historia evolutiva de los bagres de la subfamilia Trichomycterinae, como

modelo para la diversificación de ictiofauna en Chile. Para ello, se han desarrollado dos

capíhrlos:

(i) El primer capítulo frata acerca de la filogenia molecular del género Trichomycterus,

describiendo y discutiendo el posible efecto que los cambios geológicos e

hidrológicos han tenido sobre la ictiofauna. Uno de los principales hallazgos se

refiere a la identificación de dos clados del putativo Trichomycterus areolatus

Valencierures en el río Maipo, 1o que da pie al segundo capítulo;

(ii) El segundo capítulo plantea la pregunta ¿Es válido Trichomycterus maculatus

Valenciennes? y üata sobre aspectos operativos en la delimitación de especies,

utilizando diversas metodologías y criterios, además de discutir aspectos de

conservación-



Capítulo I Filogenia preliminar de Trichomycterus



Filogenia del género Trichomyclerus Valenciennes, 1833 en Chile

Introducción

Tanto a nivel de Familia, como de Género, el Orden Siluriformes corresponde al

grupo de peces más numeroso en Chile (Habit et al. 2006, Yila et al. 2006), y se

distribuye desde el extremo norte hasta la Patagonia (Arratia 1983c, Zama & Cfudenas

1984). Dentro de este grupo, la subfamilia Trichomycterinae está representada por tres

géneros: Trichomycterus Valenciennes, Hatcheria Eigenmann y Bullockia Arratia et al.

(Anatia 1990). Dentro del género Trichomycterus, Trichomycterus areolatus

Valenciennes es la especie con más amplia distribución encontrá¡dose desde el río

Limarí hasta Chiloé (Dyer 2000b). En contraste, Tríchomycterus chiltoni Eigenmann

está restringido a la cuenca de los ríos Bío-Bío y Andalién (Dyer 2000b), donde coexiste

co¡ T. areolatus (Scott ef al. 2007). En el Rango Altoandino (18"-26" Latitud Sur en

territorio Chileno) se encuentran 3 especies de tricomicterines'. TrichomycÍerus

laucaensis Arratia y Trichomycterus chungaraensis Arratia restringidos al río Lauca y

lago Chungará respectivamente, y Trichomycterus rivulatus Valenciennes que posee una

distribución más amplia (Arratia 1983c). Los restantes tricomicterines corresponden a

representantes de géneros monoespecíficos; Hatcheria macraei (Girard) está distribuido

en los cauces de Chiloé y Aysén que fluyen al Pacífico y la Patagonia Argentina, en

tanto que Bullockia maldonadoi (Eigenmann) se distribuye de forma fragmentada entre

los ríos Maule e Imperial (Dyer 2000b).

El énfasis dado al endemismo característico (Arratia 1983c, Aratia 1998), las

potenciales implicancias biogeográficas de tricomictéridos (de Pinna 1998) y la



presencia de un fósil de Nematogenys en Chile (Rubilar 1994, Azpeliweta & Rubilar

1998), podrían ser muy útiles como argumentos complementarios para describit la

historia de la distribución geográfica de peces en Chile. Además, dado que existe la

necesidad de una revisión específica de Trichomycterus (de Pinna 1998) en toda

Sudamérica, y particularmente en Chile urge un estudio filogenético de tricomicterines

(Dyer 2000b), la reconstrucción filogenética de este grupo de especies puede ayudar a

entender aspectos dishibucionales, evolutivos y de diversificación de fauna en el país.

Contexto geológico

Se ha asociado un patrón de divergencia Este-Oeste para los caracifomes del

génerc Cheirodon Girxd (Caraciformes, Cheirodontinae) y los ateriniformes

Basilichthys Girard y Odonthestes Evermann & Kendall (Ateriniformes, Aterinopsidae),

lo que sugiere la importancia de la Cordillera de los Andes como principal evento de

vicarianza (Dyer 2000b). Sin embargo, el levantamiento de Los Andes debe considerarse

como un proceso temporalmente extenso y no asociado únicamente a un evento

particular durante el Mioceno (Lttndberg et al. 1998, Crregory-Wodzicki 2000).

El orógeno Andino en Chile plantea la presencia de diversas fases y la

conformación y quiebre de varias paleocuencas (Charrier et al. 2007 , Charrier & Farías

2008, Chanier et al. 2009), que en conjunto al gradiente climático establecieron las

unidades geomorfológicas actuales (Farias et al. 2008). Considerando que la fauna

Neotropical durante el Mioceno era esencialmente moderna en un amplio rango

taxonómico (Anatia 1982, Rubilar 1994, Azpelic;.teta & Rubilar 1998, Lundberg et al.

1998), se puede contextualizar diversos eventos entre la zona norte y centrc de Chile que

6



pudieron haber hfluido en la dispersión de la fauna íctica.

La evolución tectónica y paleogeográfica de Chile se divide fundamentalmente

en dos grandes sectores, que tuvieron una evolución geomorfológica independiente

(Charier et al. 2007, Chanier et al. 2009): i) al norle de 27o LS y ii) al sur de 27" LS.

El Rango Altoandino conesponde actualmente a una serie de cuencas

endorreicas que forman parte del Plateau Andino, cuyo caractedstico drenaje interno se

estableció probablemente en tomo al Mioceno medio (Vandervoort et al. 1995). Se ha

poshrlado un levantamiento diferencial enhe e1 Altiplano (74' - 21" LS) y la Puna (21'-

26' LS), elevá.ndose el primero a pafir de unos 25 millones de años (Ma) y el segundo

desde unos 20 a 15 Ma atrás (Allmendinger et al. 1997), pero existe cierto consenso en

que el levantamiento más importante del Altiplano ocurrió en los últimos 10 Ma

(Gregory-Wodzicki 2000, Charrie¡ et al. 2005, Charrier et al. 2007, Garzione et al.

2008). A escala geológica, la transición de aridez a híper aridez en el desierto de

Atacama probablemente durante el Mioceno (Dvnai et al. 2005) sería también una de las

características condicionantes para la biota en esta ¿área. Durante el Cuaternario, diversos

paleolagos (Chepstow-Lusty et al. 2005) y volcanismo reciente (Clavero et a|.2004)

habrían terminado de moldear las diversas poblaciones de Trichomycterrs presentes en

el área, probablemente en conjunto al enigmático grupo de las Orestias Valenciennes

(Cyprinodontiformes, Cyprinodontidae) (Lüssen et al. 2003).

Para Chile centro sur, se ha estimado que la orogenia moderna comenzó en el

Mioceno tardío como resultado de 1a inversión tectónica de la cuenca de Abanico (28' a

39' LS) (Charrier et al. 2002, Charrier et al. 2007, Flynr, et al. 2008, Charrier et al.

2009). Esta cuenca extensional correspondió a un paleoambiente lacustre y fluvial



(Suarez & Emparan 1995) ubicado entre el Eoceno superior al Mioceno inferior y que se

desarrolló en sentido NNE-SSW en 1o que actualmente corresponde a una porción de la

Cordillera de Los A¡des (Charrier et al. 2007, Charrier et al. 2009). El levantamiento

secuencial de la Cordillera Frontal datado entre 12 a 7 Ma a los 33o LS (Giambiagi &

Ramos 2002), habría establecido la divisoria de aguas PacíficoiAtlantico e iniciado la

incisión fluvial en ríos de Chile entre los 8,5 y 4 Ma (Charrier et al. 2009); finalmente,

las unidades morfoestructurales presentes en la actualidad se habrian delineado por

erosión (R. Charrier, M. Farías comm. pers).

Así, fenómenos a gran escala como la elevación de Los Andes, cambios de

dirección en los cursos fluviales y captura de drenajes, es posible que conespondan a los

mecanismos a través de los cuales ha ocurrido la diversificación de ictiofauna (Lundberg

1998), por 1o tanto, es necesario que sean descritos y contextualizados.

Hipó te s is fi I o ge né t ic as

Los principales obstáculos dentro de la sistemática de Trichomycter¿¡s se refieren

a la nafrxaleza para o polifilética del grupo, la compleja y larga historia taxonómica, y la

impresionante e incompleta diversidad de especies (de Pima 1998), 1o que unido a

nuevos registros (obs. pers.) y marcado endemismo (Arratia 1983c, Arratia 1998),

complica aún más la situación a nivel nacional. En su tesis doctoral, Wosiacki (2002 en

Sato 2007) reconoce un clado formado por T. areolatus, T. chiltoni, B. maldonadoi y H.

macraei, ademas de otros 69 grupos, enfatizando el carácter polifilético de la subfamilia.

Si bien distintos autores han evaluado con marcadores moleculares las hipótesis

derivadas de habajos morfológicos con siluriformes (Hardman 2005, Sullivan er al.



2006) y ciertos tricomictéridos (Sato 2007, Fernández & Schaefer 2009), a la fecha no

hay trabajos que realicen una extensiva revisión de tricomicterines. Por lo tanto, como

primer paso en este iámbito, el objetivo de este capítulo es poner a prueba la hipótesis

filogenética basada en caracteres morfológicos de Wosiacki (2002 en Sato 2007) y

describir el contexto de diversificación de los tricomictéridos en Chile considerando

aspectos geológicos.

Materiales y métodos

Muestras

Se obtuvieron aproximadamente 170 individuos procedentes de diversas

localidades en Chile (Tabla I-1), secuencia¡do entre 3 a 8 individuos por localidad. Se

consideró la obtención de individuos de Bullockia maldonadoi, Hatcheria macraei,

Trichomycterus chiltoni y diversas muestras de Trichomycterus areolatus incluyendo

parte de la distribución descrita. Para el Rango Altoandino se obtuvieron muestras de

Tríchomycterus laucaewis, Trichornycterus chungaraewis, Trichomycterus aff rivulatus

y se incorporaron 3 localidades de las que no se tenía registro de la existencia de

poblaciones de Trichomycteras en Chile: los ríos Lluta y Caquena y el bofedal de Colpa.

Como outgroup se incorporaron individuos de Trichomycterus punctulatus

Valenciennes, Trichomycterus quechuorum Steindachner, Trichomycterus rivulatus de la

cuenca del Titicaca (río Antauta), y diversos tricomictéridos no identificados de

cabeceras del río Amazonas en Perú. Paru ewaizat todos los aruílisis se utilizó

secuencias de ADN de individuos de Nematogenys inermis.



Extracción de ADN, ampliJicación y secuenciación

El ADN fue extraÍdo de tejidos y/o aletas preservadas en alcohol al 95oá

utilizando el método de sales (Aljanabi & Martinez 1997) y conservado a -20" C en 50

pl de agua destilada ultrapura hasta los análisis. Para amplificar el gen Citocromo B

(CITB) se utilizaron los primer L14841 (5'-AAA AAG CTT CCA TCC AAC ATC TCA

GCA TGA TGA AA-3') y H15149 (5'-AAA CTG CAG CCC CTC AGA ATG ATA

TTT GTC CTC A-3') (Kocher ef al 1989), secuenciando únicamente en dirección 5'-3'.

Para amplificar e1 gen Citocromo C Oxidasa I (COI) se utiliza¡on 4 combinaciones de

los primers descritos por Ward y col. (2005), secuenciando bidireccionalmente sólo

aquellas que amplificaron de forma exitosa (verificadas en un gel de agarcsa al 2%o).

Para amplificar la región controi se utilizaron los primers S'-CCT AAC TCC CAA AGC

TAG GAT-3' y 5'-TGC GGA TAC TTG CAT GTA TAA-3' diseñados por E. Poulin

(comm. pers.). Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen de 25 ¡r1, con 50

pg de ADN, 0,1 U/pl de ADN Taq polimerasa (Invitrogen), 5 pmol de cada primer,3,2

qM de MgC12, lx de buffer de reacción y 0,2 Ul¡ú de dNTP. Las condiciones de

amplificación para CITB fueron de 93o C por 1 minuto (min.), 35 ciclos de 93" C por 30

segundos (s.), 50" C por 1 min. y 72" C por 1 min., con una extensión final de 72o C por

10 min. La amplificación de COI se reahzó a 94' C por 2 min., 35 ciclos de 94o C por

30 s., 52o C por 40 s. y 72" C por 1 min., con una extensión final de 72o C por 10 min.

Los ciclos de amplificación para la región control fueron: 94o C por 3 min. seguidos por

30 ciclos de 94o C por 30 s., 60o C por 90 s. y 72' C por 90 s., con una elongación final a

72o C por 10 min. Los productos de PCR fueron enviados a secuencia¡ a Macrogen Inc.

(www.macrogen.com).
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Re c o ns truc c ió n fil o ge né t ic a

Las secuencias resultantes fueron alineadas y verificadas manualmente en el

progr¿ima Proseq 2.9 (Filatov 2002). Los análisis de máxima parsimonia (MP) fueron

realizados en el software PAUP* 4.0b10 (Swofford 2000) utilizando el algoritmo

heurístico de búsqueda con 100 réplicas de inclusión al azar de los taxa y el método

TBR para permutar las ramas. El soporte de la topología resultante fue evaluado a través

de 1000 replicas de bootstrap con las mismas condiciones anteriores de búsqueda, pero

utilizando 10 réplicas de inclusión al azar de los taxa. Para los análisis de m¿íxima

verosimilitud (MV) y bayesianos (BA) se escogió el mejor modelo evolutivo en el

software ModelTest v3.7 (Posada & Crandall 1998) segun el critedo Akaike de

información (AIC). El analisis de MV se realizó en el software Ga¡li v1.0 (Zwrckl2006)

con 25 corridas independientes para evaluar que los valores de logJikelihood y la

topología no estuvieran atrapadas en óptimos locales. El soporte fue evaluado con 100

réplicas y generando 5 corridas independientes por réplica. Tanto para MP y MV el

rárbol de consenso estricto fue construido con SumTrees (Sukumaran & Holder 2009).

Los analisis BA fueron realizados en MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist 2001)

con 2 corridas independientes de 5 x 106 generaciones cada uno, muestreando cada 100

generaciones, y descartando el25o6 irticial como bum-in. La convergencia fue evaluada

visualizando los valores logJikelihood respecto a la generación de muestreo, en

conjunto con la obtención de valores menores a 0,01 de la desviación estrá¡dar de las

frecuencias divididas (Ronquist et al. 2009). Las tres metodologías de reconstrucción

filogenética fueron realizadas utilizando cada gen por separado, con el objeto de

comparar entre metodologías y genes, la resolución ofrecida para el ingroup. Las
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compÍraciones topológicas entre árboles fueron realizadas en el software TreeJuxtaposer

2.1 (Slack & Munzne¡ 2007), que utiliza un algoritmo generalizado de la métrica

Robinson-Foulds (Robinson & Foulds l98l) para identificar discordancias estructu¡ales.

Adicionalmente se realizó un análisis combinado de genes dado que algunos

individuos compartían el mismo haplotipo en un gen, pero diferían en el otro, y

viceversa. Esta particularidad amplía la cantidad de haplotipos incluidos en el análisis,

además de otorgar mayor sopofte a los clados (ver resultados). Sobre la topología que

entrega MrBayes se adoptaron los valores de soporte de los otros métodos, ya que el

esquema de evolución independiente por partición utilizado en este softwaret permite

una mejor estimación de la longitud de las ramas (Marshall et al. 2006), sin embargo,

sólo se discute aquellos clados que coincidieron en las t¡es metodologias. En todos los

análisis combinados la homogeneidad de las particiones fue evaluada con la prueba ILD

(Furis et al. 1995) en PAUP* (Swofford 2000).

Finalmente, debido a la condición exploratoria de1 estudio en el Rango Alto

Andino y la existencia de politomías en todos los análisis (ver resultados), se decidió

secuenciar además un fragmento de la región control (Dloop) e incluirlo en un análisis

restringido utilizando a T. punctulaÍus como outgroup2. Se utilizó 1 x 106 generaciones

para BA, manteniendo las mismas condiciones para el resto de las metodologías de

inferencia filogenética.

1 Comandos: unlink statefreq:(a11) revmat=(all) shape=(all) pjnvar=(aU); prset applyto=(all)
ratepr=variable;
' La misma estrategia se intenró urilizar en Chile central, sin embargo, no fue posible secuenciar los
individuos de H. uataei para la región control.
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Análisis estadístico

La hipótesis morfológica de Wosiacki (2002 en Sato 2007) fue evaluada

considerando la monofilia del género Trichomycterus con los caracteres moleculares

combinados, es decir, si la topologia (Nematogenys + (Bullockia + Hatcheria i

(Trichomycterus)) no es un descriptor significativamente mejor que la topología

entregada por cada uno de los métodos de inferencia filogenética, habrían argumentos

moleculares en Ia misma línea que la hipótesis morfológica. Para MP se utilizó la prueba

de Wilcoxon de rangos (Templeton 1983) en PAUP* (Swofford 2000) y para MV se

utilizó la prueba AU (Shimodaira 2002) en el software CONSEL (Shimodaira &

Hasegawa 2002). Para BA se evaluó la fracción de arboles que contenían la restricción

topológica respecto del total de árboles muestreados en MrBayes (Huelsenbeck &

Ronquist 2001); esta frecuencia fue interpretada como 1a probabilidad a posteriori de la

monofilia del género Trichomycterus.

Estimación del ancestro común más reciente

Finalmente, para estimar la divergencia entre los haplotipos del set de datos

combinado y la relación con el contexto geológico se realizó un analisis bayesiano en el

softwa¡e BEAST v1.5.3 (Drummond & Rambaut 2007) en el cluster BioHPC de la

Universidad de Cornell, EEUU (http:/icbsuapps.tc.cornell.edu). Se utilizó un modelo

relajado de reloj molecular log-normal no correlacionado, tamaño poblacional constante

y 4 categorías gamma para los modelos GTR+I+G (CITB) y HKY+G (COD

seleccionados por MrModeltest §ylander 2004) según el criterio Akaike de

información. Se definió un proceso Yule de especiación como modificador del árbol
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inicial. La convergencia lue evaluada en Tracer (Rambaut & Drummond 2003) y se

utilizaron cinco réplicas independientes de 7 x 107 generaciones (muestreando cada 1000

de ellas); posterionnente fueron combinadas manualmente y se generó el ¿írbol

filogenético en TreeAnottator (Drummond & Rambaut 2007) descartando el 40% inicial

como burnin. Para calibrar la hipótesis filogenética, se utilizó a tNematogenys cuivi

Azpelicueta & Rubilar para establecer la edad del nodo (Nematogenys, ingroup)

(Azpelicueta & Rubitar 1998). De acuerdo a una estimación estratigr¿ífica, el fósil

tendría una edad miocena, de 15 + 2 Ma (Suarez & Emparan 1995, Flynn et al. 2008).

Resultados

Análisis de genes por separado

Un total de 484 pares de bases (pb) fueron secuenciados para el gen CITB, con

43 haplotipos entre 125 de los 172 individuos analizados. Del total de caracteres 324

fueron constantes, 146 fueron parsimoniosamente informativos y 14 variables pero no

informativos. El método MP entregó 24 árboles igualmente parsimoniosos de longitud

301, CI:0,6844, RI = 0,9180; el árbol de consenso estricto se muestra en la figura I-

l.A. Tanto para el árbol MP (Figura I-l.A) como de MV (Figura I-l.B) se genera una

politomía basal en el ingroup, aunque muy bien soporlada. En cambio, el análisis BA

(Figura I-1.C) resuelve con muy alto soporte un clado asociado a los tricomictéridos del

Rango Alto Andino y otro asociado a Chile centro-sur. En general las topologías

coinciden en los clados interiores, sin embargo, la posición de T. punctulatus, H.

macraei y el individuo de Valdivia difieren entre los métodos.

Para el gen COI, un total de 548 pb fueron secuenciados; existiendo 44
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haplotipos para 103 de los 172 individuos analizados. Un total de 376 caracteres fueron

constantes, 16 variables pero no informativos, y 156 caracteres parsimoniosamente

informativos. El método MP entregó 314 árboles igualmente parsimoniosos con una

longitud de 294 pasos, CI = 07551 y RI - 0,9264; el ¿írbol de consenso esrricto se

muestra en la Figura I-2.A. Los resultados de MP (Figura I-2.A), MV (Figura I-2.B) y

BA (Figura I-2.C) separan el clado asociado al Altiplano del que corresponde al resto de

Chile, con muy alto soporte. Tanto el árbol de MP (Figura 1-2.A) y MV (Figura I-2.B)

no resuelven Ia posición de H. macraei, y los tres métodos fallan al resolver el clado de

Bullockia (río Bío-Bío) + Trichomyctenrs de los ríos Maipo, Aconcagua, Limarí y

Choapa.

Análisis combinado de genes

El set combinado de genes para análisis filogenéticos consistió de 52 secuencias

con 1032 caracteres (COI - 548 caracteres, CITB = 484 caracteres), 703 de ellos

constantes, 308 parsimoniosarnente informativos y 2l catacteres variables no

informativos. La prueba de homogeneidad ILD fue no significativa (p = 0,32), lo que

indica que no hay señal de conflicto entre las 2 particiones. El modelo evolutivo

seleccionado tue GTR+I+G (AIC = 8809,2068; -lnl = 4292,6034) tanto para el set

combinado, para CITB (AIC : 4140,8828; JnL : 2060,4414) y para COI (AIC =

4324,6694; -lnL = 2152,3347).

El análisis de MP con el set de datos combinado entregó 396 árboles igualmente

parsimoniosos de 587 pasos, CI = 0,7074 y RI = 0,9389; la topología del árbol de

consenso estricto se muestra en la figura I-3.A. El análisis de MV en GARLI muestra
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que las réplicas result¿ron en 25 árboles con topología idéntica, todos con un valor LnL

de -4289,8165 (Figura I-3.B). La topologia del árbol de consenso de BA se muestra en la

figura I-3.C.

La topología de los tres métodos no difiere sustancialmente, encontrando alto

soporte en el nodo principal del ingroup que separa a los haplotipos de Trichomycterus

del Rango Altoandino del resto de individuos en Chile (Figuras I-3, I-5 y I-7). En

consecuencia, la monofilia del género Trichomycterus es rechazada tanto por parsimonia

(6p^o,= 37, p<0,0001), verosimilitud (Lnl = 4328,009;6rn¡: 38,2; p < 0,0004) y criterios

bayesianos (0/7 5002 rirboles, p<0,0001), debido a la inclusión de los géneros Bullockia y

Hatcheria entre haplotipos del género Trichomycterus procedentes de Chile centro sur

(Figuras I-3, I-5 y I-7).

Rango Altoandino

En general individuos de distintas especies, e incluso de localidades distantes,

compartieron haplotipos de ambos genes (Tabla I-l). Para la región control los 2

individuos de T. quechuorum y los 3 de T. laucaensis compartieron sus haplotipos,

respectivamente. Utilizando el set de datos CITB+COI, las relaciones de los haplotipos

del Rango Altoandino no fueron resueltas totalmente por ninguno de los métodos. Se

encontraron disconformidades en la posición de ciertos grupos (Figura I-3, en rojo) y

diversas politomías; sin embargo, también se observó alto soporte en clados interiores

(Figura I-5). Los grupos identificados corresponden a (i) T. quechuorum (vertienle

Pacífico) con tricomictéridos no identificados de Cuzco y el Amazonas (vertiente

Atlántico); (ii) T. laucaensis (río Lauca y bofedal de Parinacota); y (iii) T. aff rivulatus
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del Rango Altoandino en Chile, incluyendo este último idénticas secuencias en los

individuos 08648 (salar de Huasco) y 16 (río Vilcanota, cuenca del Amazonas). En

todos los análisis ?n alf rivulatus de Chile es resuelto con alto soporte como gn¡po

hermano del resto de los haplotipos analizados (Figuras I-3 y I-5).

El análisis restringido (CITB+COI+DLoop) consistió en 20 haplotipos con 1471

caracteres, 1285 constantes, l7 variables no informativos y 169 caracteres

parsimoniosamente informativos. El análisis MP entregó 192 arboles igualmente

parsimoniosos de 223 pasos, CI = 0,883 y RI:0,945. El análisis MV entregó idénticos

resultados en las 25 réplicas, todos con un valor LnL de -3160,8777, Los árboles de

consenso y las diferencias estructurales se muestran en la Figura I-4.A, B y C; la

topología con longitudes de las ramas según análisis BA se muestra en la Figura l-4.D.

El análisis indica que sólo MP y BA resuelven con el máximo soporte a T. aff

rivulatus como grupo hermano del resto de haplotipos (Figura I-4 A y C); MV lo

mantiene en una politomía muy bien soportada junto a los clados T. laucaensis,

CuzcolAmazonaslT. quechuorum y Colpa+Umaqui (Figura I-4 B). Dentro del grupo Ii

aff rivulatus sólo BA resuelve a Trichomycterus sp.16 como grupo hermano del resto de

haplotipos (Figura I-4 C y D). Las distancias genéticas intra e inter clados, corregidas

por el modelo Kimura de 2 parámetros se indican en la Tabla I-2.

Chile centro sur

Los tres métodos de inferencia con el set combinado CITB+COI entregaron un

alto soporte al clado formado por T. areolatus + T. chiltoni + Bullockia + Hatcheria

(Figura I-5). Dentro de este grupo se distingue fundamentalmente un clado Norte: un
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linaje asociado al río Maipo, y otro asociado a los ríos Aconcagua, Limarí y Choapa, que

forman en conjunto una politomía con los individuos de Bullockia (Figura I-5, I-7);

además se reconoce otro grupo que corresponde al clado Sur: el resto de los haplotipos

de T. areolatus (con T. chiltoni dentro) + H. macraei. Esta última especie fue sólo

resuelta en MP y BA (Figura I-5, Figura I-4 en rojo), encontriíndose en una politomía

basal para MV. En general, las relaciones no estiin resueltas entre los grupos intemos

dentro de los dos clados principales, sin embargo, hay linajes intemos bien soportados

que coexisten en simpatría (Figura I-5): el clado A (río Maipo) junto al clado B (ríos

Maipo a Mataquito) y haplotipos de este último coexisten junto al clado C (Mataquito a

BíoBio). Es interesante notar que T. chiltoni en todos los anáisis aparece dentro del

clado C (Figura I-5, I-7).

Estimqción del ancestro común más reciente

Los análisis bayesianos para datar la hipótesis filogenética estiman una edad para

todo el ingroup de 10,5 Ma (límites del 95%o de cotftarza entre [15,4 ; 5,6] Ma). El

grupo de peces del Rango Altoandino habría divergido de T. punctulatus hace 7,4 Ma

(95% 111,7 ; 3,51 Ma), en tanto que en Chile centro sur, el clado Norte se habría

separado del clado Sur hace - 5,2 Ma (95Yo [8,5 ; 2,25] Ma).

Discusión

Selección y combinación de genes

En los pocos trabajos de sistemática molecular dentrc de los tricomictéridos

(Sato 2007, Fern¿índez & Schaefer 2009), la problemática de ausencia de sinapomorfias
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(Anatia 1990, de Pinna 1998) ha sido abordada con la estrategia de utilizar variados

marcadores moleculares con el objeto de dilucidar aquellos aspectos que han resultado

complejos para la morfología. Para los individuos en este estudio (Figuras I-1 y I-2), no

es novedad que distintos métodos de inferencia filogenética utilizando un solo gen del

ADN mitocondrial entreguen resultados dispares dentro de los grupos de interés. Sato

(2007) ya había explorado dicha problemática utilizando los genes COI, 125 e incluso,

incorporando diversos genes y completando 13568 pb; en tanto que Femández &

Schaefer (2009) utilizaron además genes nucleares, contabilizando 2325 pb para

análisis. Los resultados del presente estudio sugieren que la selección de los genes tiene

implicancias en la resolución de los clados: por ejemplo, el gen CITB entrega numerosas

politomías (Figura I-1), en cambio el gen COI (Figura I-2) resuelve algunas de éstas;

además el método de inferencia parece tener un efecto en la resolución de los clados. A

pesar de ser ampliamente utilizado (Johns & Avise 1998), el gen CITB es informativo de

relaciones de 10 a 15 Ma de antigüedad, o incluso mayores (Hardman 2005). Por esta

razón, es conveniente complementar el análisis de CITB a lo menos con otro gen más

variable (e.g. Vergara et al. 2008, Torrico el a\.2009), en parlicular cuando se trate de

grupos problemáticos (Arratia 1990, de Pinna 1998) o que se omita el contexto temporal

de diversiñcación (Unmack et al. 2009b).

Rango Altoandino

La incorporación de un tercer gen para el grupo de peces del Rango Altoandino

(Figuras I-3 y I-4), parece no agregar suficiente información para resolver los clados.

Incluso, se observa poca variabilidad intra e inter grupos (Tabla I-2), lo que dificulta aún
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más la posibilidad de establecer una hipótesis filogenética robusta. Comparativamente,

entre T. af/ rivulatus y T. laucaensis hay menos distancia genética (Tabla I-2) que la

existente entre los clados A y B de T. areolatus que coexisten en el río Maipo

(resultados no mostrados). En la misma linea, el clado Colpa + Umaqui se diferencia tan

sólo en un 1 %o de T. laucaensis y del clado T. quechuorum + Cuzco, pero posee

características autapomórficas de la piel que podrían conesponder a una nueva especie

(G. Arratia, comm. pers.). Aún más, el nuevo registro del rio Lluta también posee

características que indican una diferenciación morfológica, pero su genotipo es

virtualmente idéntico a los demás individuos de T. aff rivulatus.

Sin duda, los peces de la Región Altoandina son un complejo grupo de especies y

la sistemática y filogenia debe abordarse con la inclusión de aspectos morfológicos, un

muestreo ampliado y marcadores moleculares más variables.

Chile centro sur

La estructura filogenética observada en esta zona indica que las relaciones entre

las especies descritas en base a morfología no siempre presentan diferencias genéticas

claras.

Por un lado, T. chiltoni (7. chíltoní_0942 en Figura I-5), no es resuelta como

entidad monofilética en ninguno de los análisis. Observando una red de haplotipos de 1a

región control (resultados no mostrados), este individuo tiene similar distancia (en pasos

mutacionales) al clado C de T. areolatus que el observado en B. maldonadoi respecto al

linaje Aconcagua-I-imariChoapa del clado Norte de T. areokttus. Debido a esto, se

requiere mayor esfuerzo de muestreo para definir la relación de T. chiltoni con el resto
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de especies en Chile centro sur, pero es posible una relación cercala al clado C de Z

areolatus (Figura I-5).

De forma interesante, dent¡o del amplio rango geográfico en el que se distribuye

T. areolatus se observa grandes diferencias genéticas, lo que podría indicar que esta

especie corresponde a un grupo polifilético. se observa un gran quiebre: (r) una

tricotomía muy bien soportada de T. areolatus en los ríos Maipo, Aconcagua hacia el

norte, y B maldonadoi + Bullockia sp., siendo esta última una potencial nueva especie

(morfológica) del género Bullockia (G. Anatia, comm. pers.); y (ii) un linaje de Z

areolatus asociado a los cauces del río Maipo hacia el sur, cuyo grupo hermano es H

macraei (Figura I-5). En contraposición a ros ¡esultados de este trabajo, unmack y col.

(2009b) realizaron cuestionamientos taxonómicos sobre fr macraei e hipotetizan que

pudieron haber ocurrido eventos de introgresión de T. areolatus sobte Hatcheria debido

a la existencia de politomías en su inferencia fiiogeográfica. sin embargo, unmack y

col. (2009b) realizaron sus conclusiones únicamente en base ar gen GITB,

desconociendo la problemática del grupo y enraizando sus secuencias en B. mardonadoi,

sin justificación apaxente. Una cuidadosa reexaminación de la hipótesis filogeogriífica de

unmack y col. (2009b) reafirma los resurtados de este trabajo pues se observa: (l) el

profundo quiebre dentro de T. areolatus, (ii) que los linajes del río Maipo hacia el norte

estiín asociados a Bullockia, (iiz) superposición de dos linajes de ADN mitocondrial en el

río Maipo, y (lu) la existencia de politomías de H. macraei e individuos de T. areolatus

de valdivia cuando se ut iza únicamente el gen GITB y el método de mráxima

verosimilitud. Los resultados de este estudio y otros trabajos (sato 2007, Femández &

schaefer 2009) sugieren fuertemente que un solo gen mitocondrial es insuficiente para
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realizar conclusiones dentro del complejo grupo de los tricomictéridos. Además, el

marco temporal inferido por el gen CITB (Hardman 2005) puede no ser apropiado para

relacionarlo al efecto que las glaciaciones han tenido en la fauna. Por lo tanto, dado los

resultados del presente trabajo, es necesario mirar con cautela el marco temporal, el

contexto y las conclusiones esbozadas por Unmack y col. (2009b)

En Chile centro sut los resultados de este estudio respaldan la hipótesis

morfológica de wosiacki (2002 en Sato 2007) e indican qué T. chihoni y T. areolatus

son efectivamente más cercanos a Hatcheria y Bullockia que h otros tricomicterines, por

lo que requeriría remover a estas especies del género Tribhomycterus, creando uno

nuevo para albergarlas (como ltuglanis: Costa & Bockma¡¡ 1993). Desde un punto de

vista biológico los linajes mitocondriales que coexisten en el río Maipo podrían

corresponder a la misma especie (sensu Mayr en de Queiroz 2005a) y ser producto de un

contacto secundario, pero a la vez se abre la posibilidad de que correspondan a

poblaciones que pelmanecen en aislamiento reproductivo, lo due complicaría aún más la

taxonomía. De probarse esta hipótesis, sería posible reconoc§r la críptica existencia de

Trichonxycterus maculatus valenciennes, especie sinonimizhda por Arratia & chang

(1975) debido a que resulta indistinguible de T. areolatus en base a la osteología,

caracteres morfométricos y manchas corporales (Dtarte et al. 1971, Arratia & Chang

1975). Para dilucidar esta hipótesis se debe incluir appectos morforógicos no

considerados previamente y evaluar de forma di¡ecta o indirecta el aislamiento

reproductivo .
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Contexto geológico

Considerable avance ha habido en las últimas dos décadas en e1 conocimiento de

1a evolución tectonoesÍati$áflca de la orogenia Andina en Chile, resumidas

flurdamentalmente por Charrier y col. (Charrier et al. 2007, Charrier & Farías 2008,

charrier et al. 2009). El modelo geológico para contextualizar la diversificación de

ictiofauna dulceacuícola en chile podría remontarse incluso hasta antes de 112 Ma, si se

considera a la supefamilia Loricarioidea Q.{ematogenyidae, Trichomycteridae,

Callichthyidae, Scoloplacidae, Astroblepidae y Loricariidae) como grupo hermano de

los amfilidos africanos (de Pinna i998, Lundberg 1998, Britto 2003). Sin embargo, un

criterio parsimonioso sugiere remontarse desde la realidad actual de "ríos cortos, de alta

pendiente y con cuencas que no presenta¡ conexión hidroló gicai' (Yila et al. 1999) hasta

un eventual escenario de conexión entre paleoambientes. Dada además Ia evidencia fosil

más antigua de la ictiofauna extante en chile (percíctidos: Arratia 19t2, Arratia & cione

1996), el marco temporal se describirá desde el Eoceno.

Desde el cretácico superior se desarrolló a lo largo del margen continental de

América del sur un arco magmático con orientación NNE-sSW que se extendió desde el

sur del Peru hasta la región central de chile y Argentina (charrier et at.2007). Desde el

Paleoceno y hasta el Eoceno medio se habría formado un importante relieve (cordillera

Incaica) aprox. con la misma ubicación y orientación que el arco, que debió haber

determinado la divisoria de aguas (Chanier et al. 2009). posteriormente, al nofe de

-27" LS la actividad magmática se concentró en la parte oriental de la precordillera

chilena y el Altiplano, siendo bordeada al este por un sistema de cuenca de retroarco

ubicada en el Altiplano-Puna (chanier et at. 2009). Al sur de *27. LS la actividad
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magmática se desarrolló en una amplia cuenca extensional de intra-arco ubicada en el

flanco oriental de la Cordillera Incaica (cuenca de Abanico: Charrier et al. 2007), y es

probable que producto de la erosión, la divisoria de aguas se haya desplazado al dominio

del arco (Charrier et al. 2009). Desde el Oligoceno Superiori Mioceno Inferior al

Mioceno Superior temprano se inició un período de deformación compresiva que generó

un bloque elevado denominado Cordón de Chapiquiña-Belén (Charrier et al. 2005) y

que rejuveneció el relieve Incaico al norte de -27" LS (Charrier et al. 2009).

Remanentes de este bloque hacia el sur podrían corresponder a la Sierra de Moreno y a

la Cordillera de Domeyko (Charrier et al. 2009). Este bloque elevado determinó

condiciones geomorfológicas que favorecieron la aridez y rápido drenaje de las lluvias

en el flanco occidental (Charrier et al. 1999), en tanto que el sector oriental fue

considerablemente más húmedo (Charrier et al. 2005). Al sur de -27" LS el evento

compresivo generó la inversión tectónica de la cuenca de Abanico, que se prolongó

hasta el Mioceno inferior (Charrier et al. 2009).

La configuración esencialmente modema de las unidades morfoestructurales se

alcanzó a partir de esta época. Al noÍe de -27' LS la actividad en la zona de fallas de

Atacama elevó 1a pafie oeste de la Cordillera de la Costa creando cuencas sedimentarias

cerradas hacia el este (Charrier et a|.2007) y un pulso de elevación del Rango Andino

particularmente rápido se inició a partir de -10 Ma en el borde occidental de la meseta

Altiplánica (Chanier et al. 2007 , Charier et al. 2009). A pesar del extraordinario relieve

en esta zona, es muy poco 1o que se conoce de los procesos tectónicos y climáticos

recientes que terminaron por delinear las cuencas (Chanier et a|.2009). Al sur de -27o

LS, en cambio, se tienen mayores antecedentes: el período de deformación compresiva
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generó el desarrollo de la faja plegada y corrida (actual Cordillera de los Andes), y

finalizó con el alzamiento de la Cordillera Frontal (- 8,5 Ma: Ramos e, al. 1996,

Giambiagi et a|.2003), estableciendo una divisoria de aguas previa al alzamiento de Los

Andes. La elevación final de las morfoestructuras actuales (Cordillera de la Costa,

Depresión Central y Precordillera) fue probablemente contemporánea a la deformación

en la Cordillera de Los Andes en Chile central y se estima que se inició en tomo a -10 -
4 Ma (edad central T.6 Ma) (Farías et al. 2008). Farías y col. (2008) proponen el inicio

de la incisión fluvial en respuesta al alzamiento, progresaado lentamente para llegar a la

Cordillera de Los Andes - 2 a 6 Ma después. En e1 avance hacia el este, los ríos

debieron atravesar distintas franjas de rocas intrusivas (Farias et al. 2008) y es posible

que hayan generado una conexión temporal enffe cuencas en las Aagosturas que, de

haber ocurrido, habrían sido contemporáneas de nofte a sur (R. Charrier, M. Farías,

comm. pers.). Finalmente, la topografia característica en esta área (Valles Transversales

al norte de 33o LS, Depresión Central al sur de 33" LS) es muy probable que se deba a

un control climático diferencial a 1o largo del país (M. Farías, comm. pers.).

Integración con la diversificación de ictiofauna

De acuerdo a los antecedentes expuestos, el desarrollo de la Cordillera Incaica

(Figura I-6) en el norte de Chile posiblemente se ha constituido en una barrera

infranqueable pam el ingreso de ictiofauna desde el este. El posterior desarrollo del

cordón de Belén-Chapiquiña, su progresión hacia el sur (Sierra de Moreno y Cordillera

de Domeyko), la sucesiva aridez en el flanco oeste del cordón, el desierto de Atacama y

las cuencas endorreicas producto de la elevación de la Cordillera de la Costa, explicarían
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la ausencia de kicomicterines en el norle de Chile. Los tricomicterines que actualmente

residen en la cuenca del Titicaca, más los que habitan en la cuenca Pacífico como fl

quechuorum (Arequipa, Peru) y el nuevo registro de T. aff rivulatus en el río Lluta

(Arica) son comparativamente más recientes a T. punctulatus y T. dreolatus (Figura I-5),

y apoyarían esta hipótesis. El posterior desarrollo de la cuenca Abanico podría haber

facilitado las condiciones de conexión a lo largo de Chile en una franja de unos 70 Km.

de ancho y -1500 Km. de largo (Figura I-6). Interesantemente, la provincia Chilena fue

descrita desde el Río Copiapó (27" 30' LS) hasta el Río Toltén (39" LS) (Anatia et al.

1983) y mantiene a N. inermis como uno de sus componentes endémicos (Arrafia et al.

1981). E1 hallazgo delN. cuivi en la formación Cura-Mallín de la cuenca de Abanico

(Rubilar 1994, Azpelicueta & Rubilar 1998, Charrier et al. 2007) establece una edad

mínima para el ancestro común del clado Nematogenyidae + Trichomycteridae. Sin

embargo, debido a que los taxa basales de Trichomycteridae se encuentran en la costa

este de Brasil (Trichogeninae y Copionodontinae: de Pinna 1998, Ribeiro 2006), y esta

familia se distribuye en toda Sudamérica y Panamá (Arratia & Menu-Marque 1981, de

Pinna & Wosiacki 2003), una edad Miocena para este clado parece muy improbable.

Aún así, la estimación de dive¡sificación según esta edad mínima para el clado Z

areolatus + T. chiltoni + B. maldonadoi + H. macraei sugiere - 8,5 - 2,25 Ma

insinuando la conexión entre cuencas durante/después del alzamiento final de Los

Andes, posiblemente mediada a través de las capturas de drenajes presentes en las

Angosturas (Farias et al. 2008, Charrier et al. 2009). El quiebre identificado en I
areolatus pudo haberse debido a una extinción en la zona central, quedando relegado un

linaje en los ríos Aconcagua y Maipo, y otro linaje asociado al río Valdivia, o incluso
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m¿ís al sur. Posteriormente el linaje norte de T. areolatus se pudo haber dispersado hacia

los ríos Limarí y Choapa y Bullockia lo hizo hacia el sur; en tanto que el linaje sur de Z

areolatus se dispersó hacia el norte llegando a colonizar hasta el río Maipo, donde en la

actualidad coexisten. Hatcheria hizo lo propio y se pudo dispersar hasta llegar a los 30o

LS por e1 lado argentino de Los Andes (Arratia & Menu-Marque 1981, Arratia et al.

1983). Si este qüebre er T. areolatus se originó en el Mioceno inferior/Plioceno, o 1o

hizo durante la existencia de la cuenca de Abanico debe ser correlacionado con otros

grupos taxonómicos. A este respecto, resulta interesante la distribución del género

endémico de Chile Percilia Girard (Perciformes: Perciliidae), que habita desde el río

Imperial hasta el río Aconcagua (Arratia et al. 1981, Arratia 1982, Zwino et al. 1999).

Un trabajo filogeográfico reciente sugiere el mismo pahón de quiebre que el observado

en T. areolqtus (Ruzzaate et al. 2006): habría un clado de P. gillissi Girard entre los ríos

Maipo a Maule y otro clado en los ríos Cruces e Imperial; P. irwini Eigenmann se

distribuiría entre los ríos Andalién y Bíobío. En definitiva, un control esencialmente

geológico con un componente climático se postula como modelo para la diversifrcación

de ictiofauna en Chile.
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Figura I-1 Topologia de la hipótesis filogenética basad¿ en el gon CITB y según fes métodos de infsreúcia: A) parsimonia, B) máxima
verosimilitud y C) critorio bayesiano. Se rudica en línea gruesa las disconfomridades de acuerdo a la métrica Robinson-For¡Ids.
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I'igura I-2 Topologia de la hipótesis filogonútica trasada sn el gfi COI y segün tes métodos de inferonoia: A) parsimoni4 B) uáxirna
verosimilitud y C) critorio bayesiauo. Se indica en línaa gruesa las disconformidades de acuendo ¡ la métrica Robinson-Foulds
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Itlgura I-3 Cuadro comparutivo do la topologia del set qombinado a partir de tres üstodologras do inforencia A) máxima parsimonis" B) m{xíma
vsrosimilrtud y C) criterio bayesiano. §e indica en línea pruesa las disconformidades.
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Irigur¡ L4 ()uadro conrparativo de [a topologla y sopolt€ d€l s6t CITB+COI+DLoop en el Rango Altoandino a portii'Oe trES merodologíari de
inferencia: A) mátima porsimonia, B) mráxima verosimilitud y C) oiterio beyesiano. Se indica en §o las disconformidades. L-a Figura D mue.rtra
además las longiüdes de las ramas segÍrn inferencia baye*iana.
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Figura I- 6 Ubicación de la Cordillera Incaica (verde) y Cuenca de

Abanico (üoleta) de acuerdo a Charrier y col. (2007). Se indica

con flechas la ubicación de ambos paleorelieves.
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Figura I- I Mapa con la distribución de los haplotipos considerados
en el estudio.

Se indica: l) Arriba en verde T. punctulatus, morado claro clado Z
quechuorum + Cuzco, en azul clado Colpa + Umaqui y
Trichomycterus spl5, morado oscuro Z laucaensis, en verde clado 7.
aff rivulatus. 2) Abajo: rojo clado norte de T. areolattn, verde ,8.

maldonadoi, amarillo clado sur de T. areobtus, celeste T. chiltoni,
verde 1L macraei. En Blanco y abaj o N. inermis.
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Tabla I-1 Lista de haplotipos, según gen secuenciado, indicando especies, individuos, veftiente y cuencas respecfivas.

Gen

N. inermis

N. inermis
T. areolatus

T. areolatus

T. areolatus

T. areolotus

T. areolatus
Trichomycterus aff.
rivulatus, ntevo
registro (río Lluta),
Trichomycterus spl6
T. chungaraensis, T.

laucaensis
T. chungaraensis

T. laucaensis

T. laucaensis

T. laucaensis

T. chungaraensis, T.

laucaensis
B. maldonadoi
T.areolatus

T. areolatus

Individuos
Ni0801, Nio802
NiA
AEPOI, PINO2

AEPO2, PINO1

CEC29, LCM3 O, LHU 29, LHU3 5,

PINO8, PINl3, PUPB2, PUP8O3, PUP8O5

MANGOI, MIMOl, 0860, MIMO2, 0932,
090 1, 0906, 0907, 0912, MANGo7,
MANG12
MANGO2
0825, 0826, 0827, 0955, 09s6, 0864,
08648, 0864C, 16, 0957, 0959, 0879

0830, 0834, 083s, 0839, 0840, 0801,
0804,0805, 0831, 0837, 0865,0881,
0838

0802,0803, 0806, 0807, 0809,0810,
0811, 0812, 0829. 087s, 0876
0808

0828, 0832

0836, 0870, 0871

0939, 0940,0941A
B
c,0952,0934

Vertiente Cuencas

CitB
CitB
CitB

CitB Hap_5

CitB Hap_6

CitB HapJ

CitB Hap_8

CitB Hap_9

CitB Hap_10

CitB Hap_11

CitB Hap_12

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico
Altiplano,
Pacífico, Atlántico

Altiplano

Altiplano
Altiplano

Altiplano
Altiplano
Altiplano

Pacífico
Pacífico
Pacífico

Maipo
Itafa
Aconcagua,
Choapa
Aconcagua,
Choapa
Choapa, Limarí,
Pupío
Maipo, Rape1,
Mataquito

Maipo
Lauc4 Lluta,
Islug4 Huasco,
Vilcanota

Lauca, Mal Paso

Mal Paso

Lauca

Lauca

Lauca

Lauca, Mal Paso

BíoBío
Itata

Itata, BíoBío

HapS
Hap_3

Hap_4

CitB Hap_
CitB Hap_
CitB Hap_

13

14

15

t6
t7
18

CitB
CitB
CitB

Hap-
Hap-
Hap-
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Gen Haplotipo Especies Individuos Vertiente Cuencas

CitB Hap_19

CitB Hap J0

CitB Hap Jl
CirB Hap_22

CitB Hap 23

Pacífico
Altiplano

Pacífico

Atl¿íntico

Atl¿íntico

Atl¿ántico

Atlantico

Pacífico
Pacífico

Altiplano
Altiplano

Altiplano
Altiplano
Pacífico
Pacífico
Pacífico
Pacífico

Pacífico

Pacífico
Pacífico
Pacifico
Pacifico
Pacífico

BíoBío
Colpa, Caquena

Lurín
Vilcanota

Casiilo, Cuzco

Cuzco

Cuzco

Arequipa
Arequipa
Antauta

Lauca, Antauta

Antauta
Antauta

Rapel

Maipo
Maipo

Mataquito
Mataquito, Maule

Maule
Itata

Itata

BíoBío
BíoBío

CitB Hap_

CitB Hap

CitB Hap_

CitB Hap_

CitB Hap_

CitB Hap_

CitB
CitB
CitB
CitB
CitB
CitB
CitB
CitB
CitB
CitB
CitB
CitB

T. chiltoni
Nuevo registro
(Colpa, Umaqü)
T. punctulatus

Trichomycterus spl5
Trichomycterus sp17 ,

Trichomycterus
spCuzco
Trichomycterus
spCuzco
Trichomycterus
spCuzco
T. quechuorum

T. quechuorum

T. rivulatus
T. rivulatus, T. afl.
rivulatus
T. rivulatus
T. rivulatus

T. areolatus
T. areolatus

T. areolatus
T. areolatus
T. areolatus
T. areolatus
T. areolatus

T. areolatus
T. areolatus
T. areolatus

0942
0961, 0880, 0962

06,07, 08

15

17,25,26,27,28

23

J+

17

38, 40

09

1 1, 0878

t2
13

0859

MEPl6
MIMI6
0902
0905, 0911, 0846, 0847

0844

0928, 0950

0951

0933

0935,0943,0944

25

26

27

28

29

Hap_30

Hap_3 i
Hap_32

Hap_33

Hap_34

Hap_35

Hap_36

Hap_37

Hap_38

Hap_39

Hap_40

Hap_41
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Gen Haplotipo Especies Individuos Vertiente Cuencas

CitB Hap_42 T. areolalus

CitB Hap 43 H. macraei
CitB Hap_44 Bullockia sp

COI Hap_2 N. inermis
COI Hap_3 N. inermis

COI Hap_4 T. aff rivulatus
COI Hap_5 T. areolatus

0833

HAT
B7L, B3L, B5L, B4L
Ni080l
NiA
0826,087s
0844, 0849, 0850, 0926, 0927 ,0928,
0934, 0847,0945, 0950, B, C, 0846, 0951
0851,0852,0853
0859,0931
0860, 0901, 0902, 0906, 0930

0912
0863

08648, 16

0876

MEPI6
MrM02, 0907,0932, MANGO2, MIM01,
MIMOg,0909, MEPI2, MIMl6, MIMIT
0942

0943

0944

0956,0957

17,23,24,26,38

ALLAYO2

COI Hap_6

COI Hap_7

COI I{ap_8

COI Hap 9

COI Hap_10

COI Hap_1 I

COI Hap 12

COI Hap_13

COI Hap_14

COI Hap_l5
COI Hap_l6
COI Hap_17

COI Hap 18

COI Hap_I9

COI Hap_20

COI Hap_21

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Altiplano
Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacíflco

Pacífico

Altiplano,
AtlÍlntico
Altiplano
Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Atlántico

Pacífico

Valdivia
Aysén
BioBío
Maipo
Itata
Isluga, Lauca

Maule, Tomé,
Itata, BíoBío
Tomé

Rapel

Rapel, Mataquito

Mataquito
Rapel

Huasco, Vilcanota

Lauca

Maipo
Maipo, Mataquito

Maipo, Mataquito

BíoBio
BíoBío
BíoBío
Lluta

Casiilo, Cuzco

Aconcagua

T. oreolatus
T. areolatus
T. areolatus
T. areolalus
T. areolatus
T. off rivulatus,
Trichomycterus spl6
T. aff rh,ulatus

T. areolatus
T. areolatus
T. areolatus
T. chiltoni
T. areolatus

T. areolatus

Nuevo registro
(Lluta)
Trichomycterus
spCuzco,
Trichomycterus sp17

T. areolatus
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G", Haplotipo Especies Individuos Vertiente Cuencas

COI Hap 22

COI Hap_23

COI Hap_24

COI Hap_25

COI Hap 26

COI Hap_27

COI Hap_28

COI Hap l.9
COI Hap_30

COI Hap 3l
COI Hap 32

COI Hap 33

COI Hap_34

COI Hap_35

COI Hap 36

COI Hap_37

COI Hap_38

COI Hap_39

COI Hap_40

T. areolatus
T. areolatus
T. areolatus
T. oreolatus
T. areolatus
T.areolatus

T.areolatus

T.areolalus
T.areolatus

T.areolatus

T.areolatus

Trichomycterus
spcuzco
Trichomycterus
spCuzco, I
quechuorum
Nuevo registro
(Umaqui)
T. laucaensis,
T.chungaraensis
T. punctulatus

T. punctulatus

Pacífico

Altiplano

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Atlantico

Pacífico, Atlantico

Altiplano

Altiplano

Pacífico

Pacifico

Limarí, Choapa,
Aconcagua

Caquena, Colpa,
Vilcanota

Mataquito
Mataquito
BíoBio
BíoBío
Itata
Aconcagua
Aconcagua
Aconcagua

Aconcagua
Aconcagua
Aconcagua
Cuzco

Cuzco, Arequipa

Caquena

Lauca, Mal Paso

Lurín
Lurín

T. areolatus

LHU29, PAN12
Nuevo registro 0880,15,0963
(Colpa, Umaqui),
TrichomycterussplS

LHU35, PIN13, PIN13, PINO8, PINOI,
CCC27, LCM26, CCC28, LHU 1 3.

0905, 0911

0908

0933

0935

0952
AEPOI, AEPOT

AEP02

ALLAYOI
ALLAYI3
ALLAYI4
ALLAYIO
27

28,37

0961

0828, 0830, 087 0, 0&72, 0873, 0921,
0918,0917
8

7
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Individuos
COI Hap-41
COI Hap_42

COI Hap_43

COI Hap_44

COI Hap_45

B. maldonadoi
Bullockia sp

Bullockia sp

T.arer¡latus

H. macraei

0941A,0939
B5

B3

0833

HAT

Pacífico

Pacífico

Pacífico

Pacífico

BíoBío
BíoBío
BíoBío
Valdivia
Aysén
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Tabla I-2 Distancia genética inÍa e inter clados de la Región Altoandina, según análisis

restringido CIT+COI+DLoop (1471 caracteres), y conegidas por el modelo Kimura de 2

par¿ímelrcs.

T. alJ rivulatus T. laucaensiscolpa+umaqui 
T quechuorum+

Cuzco

T. aff rivulatus

T. laucaensis

Colpa+IJm¿qr¡i

T. quechuorum'l
Cuzco

0,4 (0,1) %

3,6%

3,3%

4,0%

0,5%

0,1 (0,1) %

1,0%

t,2%

0,5 %

0,2%

0'l (0'1) 7o

t,0%

0,5%

0,3 %

0,2%

0,2 (0,1) y"

Bajo la diagonal se indica la distancia inter clados, sobre la diagonal el error estiándar; en

la diagonal y en negritas, se indica la distancia inha clados y en paréntesis el error

está¡dar.
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Capítulo II Genética de poblaciones y morfología



Genética de poblaciones y aspectos morfológicos:

¿es válido Trichomycterus maculatus Valenciennes, 1846?

Introducción

Las especies son las unidades fundamentales en ecología, evolución, sistemática

y biología de la conse¡vación (Sites Jr & Marshall 2004, de Queiroz 2005a). Desde el

amplio campo de la teoría evolutiva, delimitar especies es importante para comprender

muchos mecanismos y procesos evolutivos (Sites Jr & Marshall 2003), pero la existencia

de diversas definiciones (e.g. Craoaft 1989, Sites Jr & Marshall 2004, de Queiroz

2005a), constituye un problema, debido a la incompatibilidad - a lo menos parcial -
entre ellas (de Queiroz 2007). Desde una perspectiva ecosistémica de conservación -
considerando especies focales o piedra-angular - (Mills et al. 1993, Lambeck 1997)

pasando por la explícita mención en la legislación (Rowcliffe et al. 2004), se requiere

delimitar y reconocer una especie, para proponer eficientes medidas de protección.

Incluso, a nivel de taxa individual, los esfuerzos de conservación han apuntado

históricamente a conselvar las especies como "tipos", tomando nombres literalmente de

guías de campo y sin atender a ningún concepto específico (Sites Jr & Crandall 1997).

Por lo tanto, el reto fundamental es ir más allá de un juicio subjetivo, y desarrollar

métodos operacionales para delimitar (Sites Jr & Marshall 2004) y evaluar

rigurosamente la hipótesis de validez de una especie (Sites Jr & Crandall i997),

El estudio comparado de secuencias de ADN mitocondrial (r.eoN) revolucionó

el campo de la filogeografia (Avise et al. 1981, Hickerson et aI.2010). Como resultado,

se han propuesto un gran número de hipótesis biogeográficas (Ogden & Thorpe 2002) e
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incluso cuestionamientos taxonómicos (Unmack et a\.2009b), pero e1 uso exclusivo de

secuencias de rr,qDN es controversial y no recomendado, particularmente cuando se roza

la sistemática (Wiens & Penkrot 2002). La utilización complementaria de marcadores

moleculares variables y multilocus como son los AFLP (Vos er al. 7995), se ha

convertido en una novel aplicación a la discriminación taxonómica (Ogden & Thorpe

2002). Ejemplos del uso de AFLP en discriminación taxonómica se cuentan desde

bacterias (Avrova et al. 2002), plantas (Lara-Cabrera & Spooner 2004), reptiles (Creer

et al. 2004), mamíferos (Negrini et al. 2007), hasta peces (Zhang et al. 2004); e incluso

existen aplicaciones frlogenéticas (Albertson et al. 1999, Lt¡o et al. 2007). Las razones

de su amplio uso radican en su replicabilidad, facilidad de uso y fundamentalmente bajo

costo (Luo et al. 2007) y aplicado a grupos problemáticos, puede resultar de utilidad

inusitada.

La familia Trichomycteridae (Teleostei, Siluriformes) es un ensamble

monofilético de especies, fundamenta-lmente abordados desde una perspectiva

filogenética (concepto de especie filogenética: Cracraft 1989) y diagnosticable en base a

caracteres morfológicos (Arrafia et al. 1978, Arratia & Menu-Marque 198 1 , Arratia

1983a, de Pinna 1998). Por ot¡o lado, la subfamilia Trichomycterinae es un grupo que ha

sido desintegrado gradualmente por la exclusión de especies (Costa & Bockmarur 1993,

de Pinna 1998) y requiere una urgente ¡evisión taxonómica de sus más de 200 especies

nominales (de Pinna 1998, de Pir¡:ra & Wosiacki 2003). Esta subfamilia incluye al

género Trichomycterus Yalerrciennes, grupo en el que se han descrito numerosas

especies recientemente (e.g. Castellanos-Morales 2008, Wosiacki & de Pinna 2008b,

Femé.lndez & Yal.i 2009), algunas de ellas con propiedades tan distintivas que pueden ser
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fácilmente diagnosticables sin la necesidad de un trabajo poblacional a fina escala

(Wosiacki & de Pinna 2008a). Sin embargo, en muchos casos la identificación a nivel

específico es imposible (de Pin¡a 1998), rnientras que en otros, el aspecto extemo es tan

similar, que se podría llegar a conftmdir especies muy distantes (Arratia 1983c). En estos

casos, la adición de nuevos caracteres como secuencias de ADN u otros marcadores

moleculares, podrían ayudar en la discriminación de especies.

Chile posee actualmente cinco especies válidas descritas para el género

Trichomycterus (Eigenmann 1927, Arratia 1983c). Trichomycterus areolatus

Valenciennes es una de ellas y un trabajo filogenético (Capítulo I) hipotetiza la

existencia de Trichomycterus maculatus Valenciennes debido a un profundo quiebre

filogeográfico y la existencia en simpahía de dos linajes mitocondriales en el río Maipo.

Sin embargo, un riguroso trabajo osteológico (Arratia & Chang 1975) y evidencia

experimental de cambio en los patrones de coloración de Trichomycterus en el río Maipo

(DuaÍe e, al. 1971, Anatia 1983b), sugieren lo contrario. Esta situación constituye una

interesante problemática para ser abordada con metodologías multidisciplinarias,

incluyendo aspectos morfológicos, secuenciación del ADN mitocondrial y análisis del

ADN nuclear.

Para evaluar la validez de T. maculatus, se adoptará 1a definición propuesta por

de Queiroz (2005a, 2005b, 2007), en la que una especie es considerada un segmento de

un linaje de metapoblaciones que evolucionan independientemente. Las propiedades

secundarias (incompatibilidad reproductiva, diagnosis morfológica, monofilia, cohesión

fenotípica, utilización de nichos ecológicos distintos, etc.) son consideradas aspectos

contingentes, y que podrian o no adquirirse durante el curso de su existencia (de Queiroz
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2007). Esta elección resulta particularmente útil en el caso de los tricomictéridos, pues

permite evaluar los límites de las especies desde distintas perspectivas filosóñcas (Sites

Jr & Ma¡shall 2004). Por ejemplo, valora la coincidencia de aspectos morfológicos y de

sistemática molecular (Chile central en Capítulo I, Femández & Schaefer 2009), pero

también reconcilia las autapomorffas diagnósticas (clado Colpa + Umaqui, T' aff

rivulatus del río Lluta en capítulo I) con la ausencia de divergencia molecular y/o

monofilia para radiaciones recientes (Shaffer & Thomson 2007).

Por 1o tanto, el objetivo de este capítulo es evalua¡ la validez de T. maculatus,

determinando: (i) la extensión del aislamiento reproductivo utilizando marcadores

moleculares nucleares y mitocondriales, y (ii) la diagnosis morfológica con caracteres

extemos. Si T. maculalus conesponde a una especie válida, se deberá observar a 1o

menos aislamiento rcproductivo y/o diferenciación morfológica, respecto a T. ateolatus.

Materiales y métodos

Selección de individuos

Con el objeto de tener una adecuada representación de los dos linajes

mitocondriales identificados en el río Maipo, se utilizó una muestra ampliada de 76

individuos procedentes de ias 3 localidades originalmente incorporadas en el anrílisis

filogenético (Figura II-1). Adicionalmente, se utilizaron 82 individuos colectados en 3

localidades del río Aconcagua, con el fin de tener un patrón comparativo para

marcadores moleculares y aspectos morfológicos. Estos individuos resultan ideales para

contrastar la extensión de la diferenciación genotípica y fenotípica dentro del río Maipo.

pues el linaje mitocondrial del río Aconcagua está más emparentado al putativo
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normalizando con el método Box-Cox aquellas que mostraban desviación (Legendre &

Legendre 1998).

Resultados

Asignación de individuos

El análisis de asignación de individuos entre los 3 linajes mitocondriales indicó

la existencia de 2 grupos genéticos según sTRUCTURE (Figura II-2.A) y 3 grupos

genéticos según rlocr (Pgrobu¡ < 0,0001; Rr v/s R2 < 0,0001; Rr v/s R3 < 0,0001; R2 vis

R3 < 0,0001). La asignación individual no coincidió entre ambos programas (Figuras no

mostradas), agrupando todos los individuos del río Aconcagua versus todos los

individuos del río Maipo (de acuerdo a srRUcruRE); en tarto que dos grupos se

identifica¡on dent¡o del rio Aconcagua y un solo grupo en el río Maipo, de acuerdo a

FLOCK.

Por el contra¡io, dentro del río Maipo el análisis de genotipo realizado en

STRUcTURE sugiere la existencia de dos grupos genéticos, de acuerdo a la metodología

de Evanno y col. (2005, Figura II-2.8); misma cantidad de grupos que fue determinada

por FLocK (K = 2: Pgrouur = 0,0009; R¡ v/s R2:0,0009).

Según srnucrune, el 88,15% (67 /76) de los individuos genotipados fueron

asignados con probabilidad >9502 dentro del río Maipo (Figura II-3.A). Flocr en tanto,

asignó 17 individuos al grupo A (22,36%) y 59 individuos al grupo B (77 ,63%) (Figura

II-3.B), siendo -17,58 (SD = 3,47) el promedio de diferencia de verosimilitud para el

grupo A, y 18,56 (SD = 4,21) paru el grupo B. Los individuos que tuvieron valores de

asignación intermedios, se indican en la Tabla II-1 .
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Análisis morfológicos

Con el objeto de explorar diferencias fenotípicas que podrían corresponder a cada

genotipo (ver resultados: grupos genéticos A, B y C), un total de 7 individuos del grupo

A del río Maipo, 10 individuos del grupo B del río Maipo y 16 individuos del grupo C

(río Aconcagua), fueron fotografiados en vista dorsal, ventral y lateral en una cámara

digital de 12 Mpx de resolución. Las imágenes fueron importadas en el software lmage

Tool 3.0 (Wilcox et aL.2002) y medidas con una precisión de 0,01 mm. Se consideró las

siguientes medidas: longitudes total, estándar, prepélvica, preanal y predorsal, largo,

ancho y altura de la cabeza, altura del cuerpo, base de las aletas anal y dorsal, dista¡cia

del ano desde el borde anterior y longitud de la aleta pélvica. Todas las medidas fueron

estandarizadas por la longitud est¿lndar. Adicionalmente, los individuos genotipados

fueron inspeccionados en la morfología del sistema de la línea lateral de acuerdo a

Anatia & Huaquín (1995).

Para evaluar posibles diferencias a priori en 1os caracteres morfométricos se

realizó un análisis de componentes principales (ACP) en el softwa¡e Primer 5.0 (Clarke

& Warwick 2001). Dado que no se observó un agrupamiento claro, se seleccionaron

aquellas variables que mostraban diferencias signifrcativas (o I 0,05) en un análisis de

varianza de una vía, con la asignación de genotipos como niveles en el software

estadístico R (R Development Core Team 2009), realizando nuevamente el ACp con un

set de variables reducidas. Se complementó el segundo ACP con la inspección gráfica de

las variables selectas en una matriz de diagramas de dispersión. La normalidad de las

variables se inspeccionó obseruando el ajuste de los residuales en un grráfico de

comparación de cuantiles en el software R (R Development Core Team 2009),
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haplotipos utilizando el algoritmo de unión de la mediana, en el software Network

(Bandelt et al. 1999), visualizando diferencias en pasos mutacionales y frecuencias de

los haplotipos derivados de las secuencias de la región control.

Análisis estadísticos

Dada la gran cantidad de loci AFLP variables y de individuos, se realizó una

inspección gráfica de los individuos genotipados a través de un escalamiento no métrico

multidimensional en el software Primer 5.0 (Clarke & Warwick 2001) con el objeto de

tener una interpretación multivariada de la asignación de individuos hecha por la

genética de poblaciones. Se seleccionó este procedimiento con el fin de preservar la

relación de ordenación entre los individuos (Legendre & Legendre 1998).

Posteriormente, para evaluar diferencias en la composición de los individuos

genotipados se realizaron dos análisis de simila¡idad (ANOSIM) de una vía. Se

seleccionó a (i) los grupos genéticos y (lí) los grupos genéticos por localidad de

muestreo como niveles, evaluando con 9999 permutaciones la significancia (o = 0,05),

en el mismo software. Ambos análisis se realizaron en una matriz de similaridad de

Bray-Curtis, y realizando las correcciones de Bonferroni (Rice 1989). El primero de

ellos (l) se realizó con los individuos del río Aconcagua, de tal forma de establecer un

patrón comparativo para las dista¡cias de los individuos en simpatría (por tanto, que

tienen la posibilidad de reproducción mutua), y cuando no coexisten espacialmente; en

tanto que el segundo (il) se realizó únicamente con los individuos del río Maipo, con el

objeto de evaluar la diferenciación entre los sitios de muestreo de las especies putativas.
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Secuenciación y asignación de individuos

Con el fin de evalua¡ la hipótesis y extensión del aislamiento leproductivo entre

los dos linajes mitocondriales que coexisten en simpatría en el río Maipo, se utiliza¡on

dos pruebas de asignación basados en la composición alélica del conjunto de loci AFLP,

que no establecen a priori la pertenencia a algún grupo genético (Rosenberg et al. 2001,

Duchesne & Turgeon 2009). La primera de ellas se realizó en el software srRUcruRE

2.3.3 (Pritchard et a\.2000, Falush e/ al. 2003, Falush e¡ al. 2007), que implementa ur

algoritmo Bayesiano de agrupamiento, estimando la fracción del genoma que pertenece

a cada grupo genético identificado como probabilidad a posteriori. Los análisis de

srRUcruRE fueron realizados en el cluster BioHPC de la Universidad de Comell, EEUU

(h@://cbsuapps.tc.comell.edu). Para determinar el número apropiado de grupos

genéticos (K), se realizaron 12 réplicas independientes desde K:1 hasta K=10 y se

siguieron los métodos de Eva¡ro y col. (2005) implementados en la versión web de

srRUCruRE HARVESTER 0.56.3 (Earl 2009). Las 12 réplicas del K selecto fueron

ponderadas en el software cLUMpp con el algoritmo Large K Greedy (Jakobsson &

Rosenberg 2007) y luego graficadas. La segunda eshategia implementada se realizó en

el software rrccr (Duchesne & Turgeon 2009), cuya base lógica difiere

tangencialmente del método probabilistico de srRUcruRE. FLocK utiliza un

procedimiento de realocación repetida de la muestra global hasta R submuestras,

maximizando la verosimilitud de peftenencia de1 individuo i al grupo R (Duchesne &

Turgeon 2009). El análisis se realiza de forma iterativa hasta que la prueba de

diferenciación entrc grupos no es significativa. Para corroborar los dos linajes

mitocondriales encontrados en el río Maipo (ver Capítulo I), se construyó una red de
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Trichomycterus maculatus q\e a Trichomycterus areolatus (Capítulo I, Fig I-5).

Extracción de ADN, secuenciación y genofipado

El ADN fue extraído de tejidos y/o aletas preservadas en alcohol al 95%

utilizando el método de sales (Aljanabi & Martinez 1997) y conserv ado a -20o C en 50

pL de agua destilada hasta los análisis. Para ia amplificación de AFLP se utilizó el

protocolo de Vos y col. (1995), y dos combinaciones de primers selectivos (EcoRI-

ACT/IifseI-CTT y EcoRI-ACC/ MseI-CTC), con el fluoróforo inserto en el primer MseI.

Los productos de PCR fueron enviados a Macrogen Inc. (www.macrogen.com),

visualizando los fragmentos en secuenciadores ABI con capilares. Los tamaños de alelos

fueron estimados contra el est¿índar LIZ500 ttilizando el software Peak Scanner

(Applied Biosystems Inc.). Únicamente los peak claros y consistentes entre 75 y 500

pares de bases fueron utilizados en el análisis, codificando con 1/0 la presencia./ausencia

respectiva. Para evitar posibles e¡rores de interpretación, só1o se utilizaron loci con m¿is

de l% y menos de 99oá de polimorfismo. Para amplificar la región control se utilizaron

los primers S'-CCT AAC TCC CAA AGC TAG GAT-3' y 5'-TGC GGA TAC TTG

CAT GTA TAA-3'diseñados por E. Poulin (comm. pers.). Las reacciones de pCR

fueron realizadas en un volumen de 25 pl, con 50 pg de ADN,0,1 U/pl de ADN Taq

polimerasa (Invitrogen), 5 pmol de cada primer, 3,2 r1M de MgCl2, 1x de buffer de

reacción y 0,2Ul¡tl de dNTP. Las condiciones de amplificación la región control fueron:

94o C por 3 min. seguidos por 30 ciclos de 94o C por 30 s.,60o C por 90 s. y 72" C por

90 s., con una elongación ftnal a 72o C por 10 min. Los productos de pCR fueron

enviados a secuenciar a Macrogen Inc. (www.macrogen.com).
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Secuenciación de la región control

La red de haplotipos de las secuencias de la región control se muestra en 1a

Figura II-4. Se destaca un haplogrupo asociado al grupo A (Figura II-2, arriba centro-

izquierda), otro haplogrupo asociado al grupo B (Figura II-2, arriba derecha) y un tercer

haplogrupo (Figura II-2, abajo) asociado al grupo C. Además se observa que 5

individuos putativamente asignados al grupo A poseen haplotipos asociados al grupo B

(Figura II-2, en blanco, arriba derecha).

Análisis de similaridad

El análisis de similaridad global de los individuos genotipados mostró diferencias

significativas (R : 0,914; p < 0,0001), al igual que las pruebas pareadas entre el grupo A

v/s grupo B (R : 0,8a1; p < 0,0001), gmpo A u/s grupo C (R : 0,709; p < 0,0001) y

grupo B v/s grupo C (R: 0,989; p < 0,0001). Estas diferencias se pueden obseruar

gráficamente en la Figura ll-5.

Por otro lado, al realizar el análisis de similaridad considerando los individuos

del ío Maipo, únicamente el grupo A no presenta diferencias entre las localidades de

Puangue e Isla de Maipo, todas las demás localidades de muestreo presentan diferencias

entre sí (Figura II-6, Tabla II-2).

Análisis morfológico

La inspección del sistema de la línea lateral para los individuos genotipados,

reveló las siguientes diferencias: tanto los individuos del grupo A, como del grupo C,

poseen 3 poros en el canal supraorbital (sl, s2, s6), en tanto que los individuos del grupo
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B poseen 4 poros en el canal supraorbital (s1, s2, s3 y s6). Los individuos de los tres

grupos genéticos mantienen el mismo patrón para el canal infraorbital, preopercular y la

línea lateral-

Las variables seleccionadas del total de caracteres morfométricos extemos, de

acuerdo al análisis de vat',anza unifactorial (resultados no mostrados), fueron: longitud

prepélvic4 longitud predorsal, ancho de la cabeza, alto del cuerpo, base de la aleta

dorsal, ancho de la cabeza y ancho intero¡bital. El análisis de componentes principales

con estas variables explicó el 74,5%o de yarianza en sus dos primeros ejes, y se muestra

en la Figura II-7.

Finalmente, en la Figura II-8 se indica la matiz de diagramas de dispersión de

las variables seleccionadas. En general se observa que la combinación de dos variables

no distingue entre grupos genéticos, a pesar de que la combinación de algunas de ellas

(ancho del cuerpo, alto de la cabeza, ancho interorbital) las agrupa parcialmente.

Discusión

La integración de herramientas basadas en genética de poblaciones junto a

estadística multivariada del plesente trabajo permite sugerir fuertemente la existencia de

dos grupos genéticos denho del río Maipo, soportados tanto por la asignación individual

bayesiana (Figura II-3.A), la asignación basada en la verosimilitud de pertenencia

(Figura II-3.B), las pruebas pareadas de similaridad y la inspección grrlfica de la

composición de los individuos genotipados (Figura II-5). Aún más, considerando que el

patrón de comparación para los individuos genotipados conesponde a la población del

río Aconcagua, las pruebas pareadas de similaridad y la inspección grrífrca del genotipo
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(Figura II-5) también permite sugerir la existencia de un tercer grupo, en base al

aislamiento del río Aconcagua. Sin embargo, los resultados de las pruebas de asignación

al úilizar las tres especies putativas, no recuperan tres equivalentes grupos genéticos.

Esto puede deberse a dos motivos: i) es posible que la mayor heterogeneidad dentro del

río Aconcagua enmascare la variabilidad observada dentro del río Maipo, ya que FLocK

determinó 2 grupos genéticos para el río Aconcagua, y la dispersión gráfica (Figura II-5)

es considerable. ii) Dado que ni rlocr, ni srnucruR¡ incorporan modelos de

mutaciones para AFLP (e.g. Luo et al. 2007), ni fueron diseñados para identificar

especies, es esperable cierta confusión al respecto. Meudt y co1. (2009) también

encontra-ron incongruencias entre especies basadas en morfología y la asignación

bayesiana inferida por sTRUCTURE y AFLp. Es posible que se pierda resolución en este

estudio debido al mal ajuste del modelo supuesto por sTRUCTURE y los marcadores

domina¡tes utilizados (Meudt er al. 2009). Para ahondar en esto, debe reforzarse el

a¡álisis de AFLP con ia utilización de inferencia filogenética (L.uo et a|.2007) u ohas

medidas de distancia que complementen la asignación genotípica.

La inspección gráfica o análisis cluster del patrón de genotipos basados en AFLp

no implica ausencia de flujo génico (Parsons & Shaw 2001). Sin embargo, la asignación

de individuos (Figura II-3) sugiere la existencia de flujo génico bidireccional, aunque

limitado, entre los grupos genéticos A y B dent¡o del río Maipo; patrón que es opuesto al

observado comparativamente al grupo C del río Aconcagua (tanto srRUcruRE y FLocK

segregan al río Aconcagua del río Maipo). La correlación con el patrón filogeográfico de

la región control (Figura II-4) reafirma el amplio aislamiento temporal inferido por otros

marcadores mitocondriales para los tres grupos genéticos (Figura I-5 en capítulo I), pero
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también confirma la hibridación sobre el grupo A: 5 individuos poseen haplotipos que

est¿in asociados al haplogrupo del grupo genético B. Uno de ellos corresponde al

individuo l-MIM12 (Tabla II-1).

El análisis morfológico pudo evidenciar un carácter extemo que puede resultar

diagnóstico para los grupos genéticos dentro del río Maipo: 1a ausencia del poro s3 del

canal supraorbital del sistema de la línea lateral (Anatia & Huaquin 1995). La condición

de este carácter, sin embargo, no se diferencia del observado en los individuos del grupo

C. Los caracteres morfométricos extemos también sugieren una diferenciación

incipiente (Figura II-7) que sólo es visible al filhar las variables previamente en un

análisis de varianza. La combinación bivariada, por el contrario, no muestra el mismo

patrón (Figura II-8), y un análisis basado únicamente en esta inspección grráfica sólo

agregaría confusión.

¿Especies, sub-especies o poblaciones locales?

Dada la tradición taxonómica de Trichomycteridae (Eigenmann 1927, Anatia &

Chang 1975, Anafia et al. 1978, Arratia 1983c, Arratia 1983a, Atratia & Huaquin 1995,

Ar¡atia 1998, Castellanos-Morales 2008, Wosiacki & de Pinna 2008b, Femández & Vari

2009), es necesario tener argumontos muy fuertes para reconocff y validar la existencia

de una especie sin utilizar aspectos morfológicos y comparativos. La sola descripción de

nuevos taxa sin un correspondiente posicionamiento filogenético (Wosiacki & de Pinna

2008a) podría aumentar la naturaleza para o polifilética de la subfamilia

Trichomycterinae (de Pinna 1998); de la misma forma que nuevos registros basados en

limitados especímenes y sin una identificación específica apropiada (e.g. Unmack et al.
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2009a) contribuye a complicar la historia taxonómica del grupo (de Pinna 1998).

Las descripciones originales de Trichomycterus areolatus y de Trichontycterus

maculatus (Cuvier & Valenciennes 1846 pp: 492-493) en el contexto de este trabajo, no

indican caracteres útiles para determinar a que especie coffespondería cada grupo

genético. Sin embargo, Eigenmann & Eigenmann (1890) menciona que 11 areolatus es

de color café claro, con bandas longitudinales púrpura (Eigenmann & Eigenmann 1890).

La inspección de los individuos del grupo genético B revela que algunos de ellos poseen

este carácter; por lo tanto, el grupo genético B correspondería a T. areolatus y el grupo

genético A correspondería a T. maculatus.

El esquema hipotético a priori (Sites Jr & Crandall 1997) expuesto en este

trabajo permite evaluar las propiedades secundarias (de Queiroz 2005b, de Queiroz

2007) pala reconocer el carácte¡ específico de T. maculatus. Los resultados indican un

aislamiento reproductivo en la mayoría de los individuos de las especies putativas dentro

del río Maipo, sin embargo hay evidencia de hibridación parcial, tanto pam ADN

nuclear (AILP) como mitocondrial (región control). Además, la distinción morfológica

basada en el canal supraorbital del sistema de la línea lateral permite aflrmar, en

conjunto a la evidencia genética y las menciones de Eigenmann & Eigenmann (1890),

que es cofaecto revalidar la existencia de Trichomycterus maculatus. Sin embargo, es

preciso aumentar el tamaño muestral de los caracteres morfométricos extemos (Figuras

II-7 y II-8) para apoyar el reconocimiento formal de T. maculatus. La osteología (Aratia

& Chang 1975), por otro lado, debe ser reconsiderada, pues es posible que haya una

estructuración geográfrca de T. maculatus en el río Maipo: sólo I individuo de 38

analizados en 1a localidad de Angostura corresponde a esta especie (resultados no
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mostrados), y ésta fue la misma localidad desde donde Artatia & Chang (1975)

extrajeron los ejemplares. Además, se teconoce cierta variabilidad osteológica (Arratia

1983a) que podría conespondet a T. maculatus (G. Arratia comm. pers.)

De acuerdo a lo sugerido por de Queiroz (2005b,2007) y otros autotes (Wiens &

Penkrot 2002), la población del río Aconcagua (grupo genético C) debiera ser

reconocido igualmente como una especie que exhibe un tiempo intermedio de

aislamiento reproductivo. La divergencia genética (mitocondrial) requiere % del tiempo

requerido para formar una unidad monofilética respecto a un gen nuclear que esté

asociado a la morfología (Wiens & Penkrot 2002 y referencias). Un carácter

morfológico tardará entonces 4 veces el tiempo requerido por rm haplotipo mitocondrial

para ser exclusivo a una especie (Kimura 1983 en Wiens & Penkrot 2002), por lo tanto,

la diferenciación genética mitocondrial es en algunos casos, previa a la divergencia

morfológica. A pesar de estas sugerencias, en ausencia de un análisis morfológico

extensivo que diferencie T. maculatus de la población del río Aconcagua, es prudente

considerarla momentiíneamente como una unidad evolutiva significativa (crmdall et al.

2000), parte del grupo de especies maculatus.. Trichomycterus sp grp spp maculatus.

Conectividad entre poblaciones y conseryación

Las pruebas pareadas de similaridad (Tabla II-2), en conjunto con la inspección

gráfica de los individuos genotipados dent¡o del río Maipo (Figura II-6) sugiere la

existencia de estructuración de las poblaciones de z areolatus y T. maculatus dentro del

río Maipo. La población de Angostura de T. areolatus forma un agrupamiento notorio

(Figura II-6), y es confirmado como un gmpo genético independiente (Tabla II-2) de las

55



poblaciones de Isla de Maipo y el estero Puangue. La probable diferenciación de estas

dos poblaciones (Tabla II-2) puede deberse a la presencia de individuos híbridos con Z

maculatus y por 1o tanto requiere de otros análisis en virtud del solapamiento gráfico

(Figura II-6).

Trichomycterus maculatus, en cambio, parece formar una población homogénea

y distribuída principalmente entre el estero Puangue e Isla de Maipo (Figura II-1). Este

analisis, en conjunto con el patrón observado en la red de haplotipos (Figura II-2)

sugiere que es una especie relicta, con un rango de distribución limitado y alta

diversidad genética. Se requieren analisis adicionales con muestreo más amplio e

intensivo para determinar la extensión geográñca de T. maculatus. Es muy posible que

compita directa o indirectamente conT. areolatus, y en conjunto a su baja frecuencia (-1

de cada 5 tricomictéridos) y arrreflazas de contaminación y alteración hidrológica en el

río Maipo (Yila et al. 2006), esta especie podría estar en serio peligro de extinción.
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Figura II-1 Ubicación de localidades de muestreo en los rios Aconcagua y Maipo. Rto

Aconcagua: Al : Llayllay, A2 : Panquehue, 43 : Pocuro; río Maipo: Ml : Puangue,

M2 : Isla de Maipo, M3 : Angostura.
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Figura II-2 Gráficos para la inferencia apropiada de grupos genéticos (K) para structure,

en función del método de Evaxno y col. (2005). A. Se indica AK promedio respecto a K

considerando las tres especies putativas. B. Se i-ndica AK promedio respecto a K

considerando sólo los individuos en el do Maipo. En ambas figuas se infiere que

existen K = 2 grupos genéticos.
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Figura II-3 A. Proporción de asignación individual según structure (K:2), la línea

punteada indica el nivel 0,5 de admixtura, y el color indica la pefenencia: gris oscuro =

grupo A, gris claro : grupo B. Se indica con * aquellos individuos que fueron asignados

con prob. <95yu B. Proporción de individuos asignados a cada grupo genético según

flock (K=2), valores negativos indica asignación al grupo A, y valores positivos indica

asignación al grupo B; la línea punteada indica el valor 0. Los individuos están

ordenados de tal forma que coinciden verticalmente en ambas figuras.
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Figura II-4 Red de haplotipos construída con las secuencias de la región control. Cada

círculo comesponde a un haplotipo, el tamaño es proporcional a la frecuencia. Los

colores se asignaron de acuerdo a los genotipos: color bla¡co grupo A, negro grupo B,

gris grupo C. Se indica además con números el haplotipo corespondiente a los

ind'ividuos de la Tabla II-1.
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Figura II-5 Escaiamiento no mét¡ico multidimensionai (stress mínimo 0,09) de los

i¡rdividuos gelotipadns. Cuadrados corresponde a'l grupo A (rio Maipo). triángulos

verdes corresponde ai grupo B (río Maipo) y triánguios azuies corresponde ai grupo C

{rio Aconcagua).
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Figura II-6 Escalamieato no métrico multidimensional de los individuos genotipados

en el río Maipo, según localidad de muestreo.
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Figura II-7 A-nálisis de componentes principales con los camcteres

¡?lo¡faÍré¡ricas €xternos ullt.ro yaricbles. Triátgulc azul

corresponde ai grupo A iriü Mafpoi. riángulo verde cunesponde ai

grupo B (rio Maipo). y cuadrado corresponde al grupo C (río
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Figura II-8 Matriz de dia$amas de disrpersión de las variables morfométricas, Las crucss corresponden el grupo genético A (río
Mnipo), los triángulos al grupo genético B (río Maipo), y los circulos porresponden ul g-po C (rlo Aconcagua).
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Tabla II-l Cuadro comparativo de la asignación individual entre sTRUCTURE y FLocK,

considerando aquellos individuos con valores de asignación intermedios.

STRUCTURE FLoCK

Individuo verosimilitud dentro de
Grupo A Grupo B DIFF Asignación

Grupo A Grupo B

l. RMIM12 91,71%

2. RMEPI I Bt,jTyo

3. RMEP0I 63,930/o

4. RMEPl7 51,08%

5. RMEPo7 5,03%

6. RMEPo2 5,B5yo

7. RMEP24 6,92%

8. RMANC29 )) ) 60/^

9. RMIMO8 Z;,sgyo

8,29%

18,23vo

36,07%

48,92%

94,97%

94,15%

93,18%

77 ,7 4%

74,41Yo

-t7,46

-1' O1

-?s qo

-22,93

-33,84

-45,39

-34,ss

-34,22

-26,99

-26,95

-43,16

-43,71

-18,93

-12,40

-30,04

-14,89

-28,25

-t 7 §5

-9,49

-20,19

-17,81

4,00

21,45

15,35

19,65

5,97

9,44

Grupo A

Grupo A

Grupo A

Grupo B

Grupo B

Grupo B

Grupo B

Grupo B

Grupo B

* Pa¡a stRUctuRE se indica el porcentaje de asignación a cada grup genético,

promediada entre las 12 réplicas paru K=2. Para Flocr se indica la verosimilitud del

individuo dentro de cada genotipo asignado; DIFF conesponde a la diferencia de

verosimilitud entre ambos $upos genéticos. RMIM = Río Maipo, Isla de Maipo; RMEP

= Río Maipo, Estero Puangue; RMANG: Río Maipo, Angosttra.
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Tabla II-2 Pruebas pareadas del análisis de similaridad para las localidades muestreadas

en el río Maipo.

Grupo B

Isla de Maipo Argo.to.u P*ng*
Grupo A

Isla de Maipo PuangueGrupo B

Isla de Maipo

Angostura

Puangue

GrupoA
Isla de Maipo

Puangue

0,59

0,231

0,875

0,831

0,0001

0,469

0,989

0,989

0,0020

0,0001

0,955

0,959

0,0001

0,0001

0,0002

0,000L

0,0001

0,0001

0,11

0,096

* Valor del estadlstico R (ANosIM) indicado bajo la diagonal, o, < que los valores de

probabilidad indicados sobre la diagonal. Significancia corregida por Bonferroni: o <

0,05i9 indicada en negritas.
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Discusión y conclusiones finales

La fauna de peces en Chile es de increíble singularidad. Desde los diplomístidos

y nematogénidos que tienen interés sistemático y evolutivo (Arralia 1992, Analia &

Huaquin 1995), pasando por tricomictéridos que sobreviven en los más adversos

ambientes de la Región Altoandina (Anatia 1983c), hasta percíctidos que en algún

momento fueron recurso exüactivo. La realidad actual, por el contrario, indica que se

han introducido al menos 26 especies foráneas (Quezada-Rome gialli et a|.2009) y que

el 93%o de la ictiofauna nativa está en peligro de extinción, es rulnerable o está

insuficientemente conocida (Habit et al. 2006, Yrla et al. 2006).

El énfasis de este trabaio recalca la singularidad de la fauna nativa y sugiere muy

fuertemente que el contexto temporal no está limitado únicamente a las últimas y más

estudiadas glaciaciones del cuatemario (Ruzzante et al. 2006, Unmack et al. 2009b),

sino que es muy plausible el modelo geológico planteado en el Capítulo L EI registro

fósil da cuenta de una importante diversidad ictiológica entre los 37' a 39" LS durante el

Mioceno (Rubilar 1994). Probablemente el clima era más favorable a los serrasálmidos

registrados, y 1a diversidad de percíctidos, caraciformes y nematogénidos era mayor en

ese entonces (Anatia 1982, Rubilar 1994, Arratia & Cione 1996). El modelo, no

obstante, es grueso en su concepción y requiere ser correlacionado con otros proxies

paleoclimáticos y paleogeográficos, para adoptar validez. A la vez que se requiere

numerosos trabajos sistemáticos, filogenéticos (Dyer 2000b) y filogeográficos que

aporten en este ámbito.

El grupo de especies del Rango Altoandino presenta un desafío particular. En lo
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que respecta a Chile, es necesario comparar las poblaciones asignadas a Trichomycterus

aff. rivulatus a especímenes obtenidos de la localidad tipo de Trichomycterus rivulatus,

de manera tal de diagnosticar todas las poblaciones existentes. Los tres nuevos registros

(poblaciones de los ríos Lluta, Caquena y bofedal de Colpa) corresponderían a nuevas

especies, que requieren ser descritos en el futuro próximo.

En Chile centro sur, es necesario realizar ma descripción formal de

Trichomycterus areolatus, Trichomycterus maculatus y Trichomycterus chiltoni, con el

fin de diagnosticar el resto de las poblaciones en esta area y determinar la distribución

geográfica de estas especies.

Una conclusión interesante, es la referida a la sistemática de Trichomycterinae:

dado que se encontró evidencia molecular de la hipótesis morfológica de Wosiacki

(2002 w Sato 2007), resultaría prudente remover a T. areolatus, T. maculatus y T.

chiltoni del gétero Trichomycterus, estableciendo al menos 2 géneros nuevos, de

acuerdo a la inclusión de Hatcheria y Bullockia en.r.e este grupo de especies. En el corto

o mediano plazo, se requerirá un trabajo comparativo con otras especies emparentadas a

este grupo (probablemente de Argentina) para dilucidar este tema.

Una de las conclusiones importantes es la asociada al reconocimiento y validez

de las especies. Distintas escuelas abogan por la compatibilidad reproductiva como

principal argumento paxa reconocer el estatus taxonómico de especie (sensu Mayr en de

Queiroz 2005a). Para complejizar la discusión filosófica, 1o indicado por Trichomycterus

en el río Maipo sugiere que la hibridación es un fenómeno posible, pero recalca a la vez

que sabemos muy poco de aspectos reproductivos de los peces en Chile (Huaquin &

Anatia 2010). Por ejemplo, diferencias en esúategias reproductivas en percílidos y
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tricomictéridos se reconocen para los ríos Maipo e Imperial (Aratia 2003, G. Arratia

comm. pers.). Estos hechos, unidos al importante aislamiento temporal y reproductivo,

sin duda implican que estamos subvalorando nuestra diversidad ictica, ya sea desde una

perspectiva formal de especie (de Queiroz 2005b, de Queiroz 2007), o bien, desde una

perspectiva evolutiva de conservación (Crandall et al. 2000).

La lista de diversidad íctica ciertamente aumentará con los nuevos registros de

Trichomycterus, Orestias, Bullockia y aterinópsidos que llevan años esperando a ser

descritos (i.e Dyer 2000a). La pregunta esencial es: ¿Qué conseguimos al desc¡ibir más

especies, si las pocas que ya se han descrito, no gozan de la protección necesaria? El

llamado de atención es a las instituciones competentes, que propicien realmente la

conservación que se supone está consagrada en la legislación.
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