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RESUMEN

El género de peces Orestias corresponde a un ensamble monofilético, el cual oontiene

44 especies distribuidas a lo largo del Attiplano. Debido al gran número de especies

endémicas que coexisten en una misma iírea, este gnrpo ha sido comparado al de los

clclidos de los grandes lagos africanos. Se ha propuesto que el alto nÍmero de especies

podría ser el resultado de procesos de especiación simpátric4 particularmente en el lago

Titicaca, y de especiación alopátrica en el resto de las cuencas del Altiplano.

En la Región de Antofagasta, Chile, se encuentra el salar de Ascotrán, cuyas vertientes

orientales albergan a Orestias ascotanensis. Unos kilómetros m¿is al norte, tres

poblaciones de Orestias han sido encontradas en el salar de Carcote. Sin embargo, y a

pesar de las semejanzas con los individuos del salar de Ascotan, no se ha definido

todavía el estatuto taxonómico de estas poblaciones. Durante el Cuatemario, debido a las

variaciones climáticas y los cambios en los niveles de agua en las cuencas altiplinicas,

estas vertientes y los mismos salares pudieron haber estado unidos reiteradamente,

soportando una única y gran población. Sin embargo, en la actualidad se encuentran

separadas y rspresentan un buen modelo para evaluar, a escala muy fina, los procesos de

diferenciación genética que habrían dado origen a la gran diversidad específica del

género Orestias.



El a¡álisis de 917 pb de la región control del ADN mitocondrial de más de 350

individuos provenientes de los salares de Ascotifur y Carcote permitió inferir que ambos

salares no han estado conectados durantes los últimos ciclos lacustres característicos del

Altiplano. A nivel local, se pudo observar que cada vertiente del salar de Carcote y las

más aisladas geográficamente dentro del salar de Ascotán, forman grupos genéticos

únicos ("Evolutionary Significant Unit") y se caracterizan por baja diversidad genética

debido a la deriva génica intensa asociada a poblaciones pequeñas. Por el contrario, en el

salar de Ascot¿ín, las vertientes que son cercanas entre sí soportan alta diversidad

genética lo que podría indicar una dinrímica de tipo metapoblacional. Por lo tanto, desde

el punto de vista de su conservación, las poblaciones diferenciadas de las vertientes

aisladas son más susceptibles de extinguirse, y con ellas las características propias que

han podido acumular desde el inicio de su aislamiento.

Las fluctuaciones de los niveles lacustres podría haber sido el mecanismo principal que

permitió la diferenciación, y luego la especiación en el género Orestias en el Altiplano

Sur.
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ABSTRACT

The {ish ger:rus Orestios is a monophyletic assemblage with 44 species distributed

throughout the Altiplano. Because ofthe great number of endemic species coexisting in

the same area, this group has been compared to cichlids ftom the African great lakes,

Indeed, the high number of species could be the result of a process of sympatric

speciation, particularly in Titicaca Lake, and of allopaaio speciation in the rest of the

basins of the Altiplano.

The Ascotr{n salt flat is in the Región de Antofagasta, Chile, and its eastem springs are

inhabited by Orestiu ascot Énsis. A few kilometers to the north, three populations of

Orestias have been found in Carcote salt flat. Their taxonomic status has not been

defined yeg regardless of their resemblance with O. ascotanensis. During the

Quatemary, these springs and salt flats could be repeatedly linked because of the

climatic variation and changes in the water level in the altiplanic basins, maintaining a

single, large population. Nowadays, however, they are separated and repres€nt a good

model to evaluate, in a very acute scale, the genetic differentiation process that would

give rise to the great speciñc diversity ofthe gertus Orestias,

xxll



The analysis of 917 pb from the mithocondrial DNA control region of more than 350

individuals ftom Ascot¿ín and Carcote salt flats enabled us to conclude that both salt flats

have remained disconnected during the last humid periods, characterized by the

formation of great lake cycles over the Altiplano. At a local level, it was determined that

each spring at Carcote and the most geographically isolated springs from Ascotán form

unique genetic groups ("Evolutionary Significant Unit') characterized by low genetic

diversity due to the intense genetic drift associated with small populations. On the other

hand, at Ascotiín neighboring springs hold high genetic diversity which could be

indicative of a metapopulation. Therefore, from the conservation point of view, the

differentiated populations from the isolated springs are far more susceptible for

extinction, and wiü them the unique characteristics they could have accumulated since

the beginning oftheir isolation.

The lake level fluctuations could have been the main mechanism which allowed the

differentiation, and then the speciation in genus Orestias in the Southern Altiplano.
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INTRODUCCION

El término 'llocV' ('eryanfire") se ha empleado desde comienzos del siglo XX, primero

por boüinicos refiriéndose a especies de plantas cercanamente relacionadas y

relativamente ¡esfingidas a un rírea (Sargent & Peck, 1906 y MacDougal, Vail & Schull,

1907 sensu Greenwood, 1984). Más tardg Regan (1922 sensu Greenwood, 1984),

estudiando la enorme cantidad de especies de cíclidos de los lagos africanos, postuló

algunos procesos evolutivos, como la "segregación habitudinal" o aislamiento

geográfico y reproductivo, para intentar explicar el origen de estos grupos. Greenwood

(1984) hizo una revisión del uso que se le ha dado a este ténnino, concluyendo que un

grupo de especies debe cumplir con tres criterios para ser considerado un"speciesfloct'

o "enjambre de especies":

1 EI grupo de especies debe formar un ensamble monofilético.

2. Debe esta¡ compuesto por un gran número de especies endémicas.

3. Este ensamble debe estar circunscrito a una misma ¿irea.

Estos criterios entregan una noción del concepto sin delinirlo como tal, pero permiten

que sea utilizable de una manera empírica (Ribbinlq 1984). A pesar de que estos

criterios son algo vagos, el término "species flock" entrega información biológica: el
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grupo incluye un número desproporcionadamente alto de especies relacionadas; al

parecer los miembros del grupo son el producto de una tasa de especiación inusualmente

altq que podría ser el resultado de las respuesfas evolutivas explosivas de una fauna

invasora; la distribución de las especies está limitada a un iirea tipo isla donde todas o la

mayorla de las especies son endémicas (Ribbink, 1984).

Un ejemplo de "species flock" y uno de los casos m¿is extraordinarios de especiación

son los peces de la familia Cichlidae, en especial los que habitan los lagos de África

Oriental. Un claro ejemplo es el lago Victoria donde se ha llegado a estimar que existen

alrededor de 500 especies de oíclidos (Turner y col., 2001). Se han postulado diversos

mecanismos que explicarían la generación de esta grar diversidad de especies. La

especiación alopátrica es uno de los más comunes, y tiene relación con las fluctuaciones

repetidas en los niveles de los lagos (Shrrmbauer y col., 2001, Verheyen y col., 2003,

Joyce y col., 2005). Durante las regresiones lacustres, la tasa de extinción seria alta

debido a la pérdida de hábitat, causando una disminución de la diversidad global de

especies. Sin embargo, podría ocurrir diferenciación trófica en algunos de los linajes que

subsisten para evitar la competencia que se generaría dentro de los refugios. Cuando

aumenta el nivel lacustre, nuevos hábitats quedan disponibles, lo que aumenta las

oportunidades de especiación debido al rápido crecimiento poblacional y a la

disminución de la competencia. Durante los perfodos lacustres relativamente estables,

los eventos de especiación y extinción podrían estar en equilibrio, haciendo que la

diversidad de especies no varle (Fig. 1; Kornfield & Smith, 2000). Por lo tanto, los

eventos que ocurren dwante la fase seca son dsterminantes sobre la diversidad de



especies. Según Komfield & Smith (2000), existen tres posibles resultados

consecuencia de las fluctuaciones lacustres reiteradas:

a) La diversidad de especies podría mantenerse constante si

extinción durante la regresión lacustre se compensan con

especiación durante la expansión (Fig. 1A).

de

de

los

los

eventos

eventos

b) La diversidad de especies neta podría aumentar con el aumento del nivel lacustre

si dentro de los refugios surgieron regularmente nuevos linajes diferenciados

tróficamenúe. Estos grupos diferenciados podrían pasar a formar especies nuevas

una vez que colonicen los nuevos ambientes, ya que sus diferencias tanto a nivel

genético como ecológico se acrecentarian hasta quedar aisladas

reproductivamente (Fig. I B).

c) La diversidad de especies podría disminuir con un gran nrlmero de ciclos

lacustres si la selección durante los ciclos lacustres bajos fuese lo

suficientemente fuerte (Fig. 1C).

También se ha propuesto la especiación simpátrica pata explicar la enorme diversidad de

especies dentro de un mismo lago sin barreras fisicas aparentes. La selección natural

(distintas adaptaciones tróficas a ambientes diferentes, o diversas eshategias de

protección de los huevos) y la selección sexual (elección de la hembra por determinados

colores del macho) serían los mecanismos que conducirían esta divergencia (Kornfield
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& Smith,2000, Barluenga & Meyer, 2004, Salzburger & Meyer, 2004, Seehausen y col.,

2008).

A)

Número
de

especies

Ba¡o

B)

Númoao
de

espec¡es

c)

Número
de

especie6

Bajo rs!trt@rEttrt
I N¡vel del lago dism¡nuyendo

E N¡vel del lago estable

E Nivel del Iago aumentando

Figura 1. Modelo general de la variación en el número de especies cuando ocr¡rren
fluctuacio¡es repetidas en los ¡iveles lacustres, Dura¡¡te pe¡íodos en que el nivel lacustre
disminuye hay una alta hsa de extinción, mienftas que cuarido este nivel aumenta, también
lo hace l¿ tasa de especiación; cuándo el nivel de los lagos es constante, los eventos de

e)rtinción y especiación están en equilibrio. Después de cambios reiterados en los niveles

lacusfes, el número de especies podría A) mant€nerse oonstante, B) aumentar, o C)
disminuir (modificado de Komfield & Smith, 2000).
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La disúibución geognífica actual de los cíclidos y las relaciones filogenéticas denfo de

esta familia (Fig. 2) han permitido proponer un ancestro con una distribución

gondw:ánica (Sparks & Smith, 2004).

Figura 2. Distribución de la familia Cichlidae. A. Los representantes de India, Madagascar
y Sri Lanka son los linajes nxás basates, mientras que los de América y África aparecen
como grupos hermanos, B. El supercontinerte Gondrama hac€ 200 millones de años atñá§
(modificado de Salzburger & Meyer, 2004).

Existe otro gnrpo de peces que también presentan una distribución gondwíínica: los

peces de la familia Cyprinodontidae, pertenecientes al grupo Percomorpha al igual que

los cíclidos (Fig. 3; Parker & Komfield, 1995). Dentro de esta familia, el único género

que colonizó Sudamérica fue el género Orestías, hace 80 a 100 millones de años atnás.

En este período, el nivel del mar alcanzó su máximo durante el Cretácico, form¡índose

mares epicontinentales que cubrieron extensas zonas de África y Norteamérica y gran

pa¡te del norte de Sud¿mérica, hasta el lado este de la Cordillera de los Andes (Willis,
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l9l0; Haq y col., 1987; Barron y col., 1989). El ancestro de Orestias habría ocupado las

cuencas cercanas a estos nuevos hábitats costeros (Parker & Komfield, 1995); los

cambios asociados a la orogénesis continur¡ron, causando cambios en las cuencas y la

captura de pequeños ríos, quedando aislados finalmente hace 15 millones de años atrás

(Vandervoof, 1995). Esto habrla sido suliciente para permitir la dispersión de estos

peces hacia el Sur de lo que es hoy el lago Titicaca.

Figura 3. Distribución geognífica de la familia Cyprinodontidae: A) los ciprinodóntidos del
Cadbe, B) e[ género Orerriar, que es e[ único que colonizó Sudamérica y C) tos
ciprinodóntidos de Anatolia, Turquia (modificado de Parker & Komfield, 1995).

El género Orestias también ha sido desc¡ito como un "species flocks", ya que cumple

con los requisitos necesarios parir ser considerado como tal:

l. Se ha descrito como un grupo monofilético mediante caracteres morfológicos y

moleculares @arenti, 1984 b; Lüssen y col., 2003).

N
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Contiene una gran cantidad de especies. En este género de peces se ha llegado a

establecer 44 especies, siendo 0. piacotensis la última especie descrita (Vila,

2006). Basándose en caracteres morfológicos, Parenti (1984 b) agrupó estas

especies en cuatro complejos monofiléticos: cwieri (4 especies), mulleri (5

especies), gilsoni (10 especies) y agdssizii (25 especies). Los tres primeros

grupos comprenden especies presentes en el lago Titicaca y el valle del Cuzco,

mientras que al complejo agossizii pertenecen las especies de los lagos andinos y

de los ríos de Perú, Bolivia y Chile.

3. Se distribuye sólo en el Altiplano, es decir dentro de un área geográfica limitada,

y presenta altos niveles de endemismo (Parenti, 1984 b). Un ejemplo de esto son

las cinco especies descritas sólo en Chile (O. laucaensis, O. piacotensis, O.

ascotünensis, O. parinocotensis y O. chungarensis).

La alta especiación denho del género Orestias puede ser comparada y entendida con el

proceso de especiación de los cíclidos africanos. Por ejemplo, más de la mitad de las

especies de Orestias se han descrito dentro del lago Titicaca, mientras que las restantes

se distribuyen en distintas cuencas a lo largo del Altiplano, aunque dentro de cada una

exisle baja diversidad de especies (como ocurre con las especies chilenas; Parenti,

1984). El gran número de especies dentro del lago Titicaca pudo haber sido generado

por especiación simpátrica, particularmente los complejos mulleri y g/sanl, que juntos

constituyen un "species flock" de 15 especies, todas descritas sólo en este lago (Parenti,

1984 b). Las fluctuaciones en el nivel de este lago ocurridas, por lo menos, durante los
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últimos 25.000 años también pudieron habe¡ aotuado sob¡e la diversidad específica

(Mourguiart y col., 1995; Baker y col., 2001). Las especies en el resto del Altiplano

pudieron haberse generado mediante alopahía debido a las fluctuaciones en los niveles

lacustres y la actividad volc¡ínica de la Cordillera de los Andes @arker & Kornfield,

1995). Estas variaciones habrían permitido la colonización del resto de las cuencas del

Altiplano, las cuales en la actualidad se encuentran aisladas geográficamente y cuyas

características hidrológicas son diferentes y específicas para cada sistema (Martínez y

col., 1999).

Las variaciones drásticas de los niveles de agua en el Altiplano han ocurrido durante el

Pleistoceno. Períodos húmedos permitieron la existencia de paleolagos que cubrieron

extensas áreas geognificas, los que han sido descritos en numeros¿¡s cronologías

diferentes (Fornari y col., 2001, Fritz y col., 2004, Rigsby y col,2005, entre oüas). Una

de ellas es la de Placzek y col- (2006), que estima la edad y duración de estos paleolagos

o ciclos lacustres en las cuencas de los lagos Poopó, Uyuni y Copasa (Fig.4). El ciclo

más antiguo descrifo es Ouki que existió hace 98-120 mil años atftis y alcanzó una cota

de 3740 metros sobre el nivel del mar (msnm) y una profundidad máxima de 80 metros.

Luego existieron ciclos de lagos de menor du¡ación y profundidad: el ciclo Salinas (95-

80 mil años atnís), el ciclo Inca Huasi (46 mil años atrás) y el ciclo Sajsi (24-20 mil años

atrás). Ninguno de estos ciclos superó los 20 metros de proñrndidad. Posteriormente,

hace 18-14 mil años, el ciclo Tauca alcanzó la mayor extensión geográfica y ltegó a

tener una cota de 3780 msnm y 140 metros de profundidad. Este último gran paleolago

habría logrado conectar desde la cuenca del Poopó hasta el salar de Carcote en el



9

extremo sur del Altiplano, pasando por los salares de Coipasa y Uyuni (Fig. a B y C).

Finalmente, hace 13-11 mil años, estii descrito el ciclo Coipasa de menor profundidad

(<55 metros) o la fase final de Tauca. Actualmente, el Altiplano esüá atravesando una

etapa seca, lo que ha permitido la formación de numerosas cuencas evaporíticas en el

extremo sur y los cuerpos de agua se han reducido a pequeñas vertientes, playas y lagos

salinos (Fomari y col., 2001). Por lo tanto, y de acuerdo al modelo de Komfield & Smith

(2000), estamos en el momento en que la diferenciación de los linajes estaría ocurriendo.

En una de las cuencas endorreicas al sur del Altiplano se encuentra el salar de Ascokin

(Región de Antofagasta, Chile). Esuí ubicado en los 21,5'5 (5'16966-7623591 UTM

Mgs84) a 3720 msnm. Las precipitaciones en esta zona son menos de 150 mm,/año

(Risacher y col, 1999). La mayor parte de éstas se deben al Invierno Altiplánico o

Boliviano, causado por el transporte de masas de aire provenientes de la cuenca

amazónica (Lenters & Cook, 1997; Zbou &. Lau, 1998; Vuille, 1999). Los pequeños

cuerpos de agua superficiales existentes corresponden a pequeñas lagunas (Fig 5A)

localizadas en el lado este del salar (18 km2 de superficie total de agua; Risacher y col,

1999). Éstas son recargadas por vertientes donde afloran aguas subterriáneas

provenientes de la Caldera Pastos Grandes ubicada en Bolivia a 4600 msnm. Cada una

de estas vertientes esüi separada de las otras por superficies evaporíticas secas. El flujo

superficial corre hacia la parte noroeste del sala¡ que esüá a menor elevación (Keller &

Soto, 1998).
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Figura 4. A) Superficie alcanzada duarite los rlltimos 120 mil años por diferentes ciclos
lacustres. Es importante notar que los peíodos en tos que existieron paleolagos (frses
húmedas) son mucho más cortss que los eventos secos, B) perfit Norto.Sw del ittiplaflo.
Se indica ta altitud alcarzada por los dos grandes cictos lacustres, Ouki y Tauca
(modificado de Placzek y col., 2006). C) Reconstr¡¡ccién d€l ciclo Tauca y las ouencas que
habda logado conectar: desde el lago Poopó hasta el salm de Ca¡cote.
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Al norte del salar de Ascotín se encuentra el salar de Carcote (570066-?&6388 IITM

Mgs84), donde también existen pequeñas lagunas alimentadas por vertientes (3,5 km2 de

superficie total de agua; Risacher y col, 1999) ubicadas en el borde norte del salar (Fig

5B).

Figurá 5. Vertientes del (A) salar de Ascotrin y del (B) satar de Carcote.
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Una diferencia notable entre estos dos salares es la presencia de al menos dos

paleocostas en el salar de Carcote (Tig. 6), lo que marca la conexión que habría existido

entre él y ofras zonas altiplánicas durante el ciclo Tauca (Placzek y col., 2006). En el

salar de Ascotán no hay una paleocosta nítida, lo que puede signifrcar que este salar no

habría formado parte de este gran sistema límnico, o que pudo haber existido un ciclo

que incluyó esta cuencq pero habrla sido de muy corta duración, impidiendo la

formación de paleocost¿. Existe una orilla fósil hacia el sur-oeste de la vertiente V10 del

Salar de Ascotiín que se habría originado por una flexión del plano del sala¡. Sin

embargq esta deformación es mucho más joven que los paleolagos datados, ya que

habrla ocunido hace 11.000 años atrrís (I. Vila, comunicación personal).

6. A) Las dos paleocostas presentes en el salar de Carcote están indicadas. B) Tufas
o depésitos sedimentarios de calcita asociados a las paleocostas.

A)

B)
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Sólo en el salar de Ascotín se ha descrito la especie Orestids ascotaner¡.s¡} Parenti

(198a), de nombre común Karachi. Esta especie pertenece al complejo agassizii

(Parenti, 1984) que ha sido descrito como un grupo monofilético mediante caracteres

morfológicos (Parenti, 1984 b) y moleculares (Lüssen y col., 2003). Presenta pequeñas

poblaciones en 1as vertientes ya descritas, las cuales no sobrepasan los cientos de

individuos por vertiente (Keller & Soto, 1998). Estas poblaciones estián restringidas al

iárea cercana a la vertiente, donde la salinidad no supera los 2-4 g l-r de sólidos disueltos

totales (Keller & Soto, 1998). Las lagunas del salar de Carcote también mantienen

poblaciones de Orestias que son morfológicamente cercanas a O- ascotanensis, pero su

estatus taxonómico aún no ha sido establecido.

Desde el punto de vista de su conservación, Orestias ascolaner¿sis es una especie en

peligro de extinción (Yila y col., 2007) debido a que sus poblaciones son pequeñas y su

hábitat es muy restringido. Además, el hábitat de esta especie estrí bajo un balance

hidrológioo negativo (Keller & Soto, 1998), que podría acentuarse en el futuro debido al

cambio climiitico global, y más aún con la extracción actual del agua que recarga las

vertientes para ser utilizada en las actividades mineras presentes en la zona. En conjunto,

estos factores confibuyen a la reducción de las vertientes, al aumento de la salinidad y,

por lo tanto, a [a disminución de las poblaciones (Vila y col., 2007).

En conclusión, estos salares presentan un nivel lacustre bajo y las poblaciones de

Orestias estrin distribuidas en un ambiente fragmentado. De acuerdo al modelo de

Komfield & Smith (2000; Fig. l), y desde un punto de vista genético, deberían estar
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ocurriendo los procesos de diferenciación, de forma independienfe dentro de cada

vertiente. Según lo que ocuna en esta etapa, podríamos inferir qué es lo que ocurrirá con

la diversidad de la especie: a) la variabilidad genética de las poblaciones dentro de estos

salares podría mantenerse si la diferenciación generada se compensa con las extinciones

que ocurren durante este riivel de agua bajo, b) la diversidad podrla aumentar si algunos

gnrpos divergen genéticamente y se mantienen en el tiempo, o c) la disminución del

hábitat podrla afectar significativamente a las poblaciones haciendo que Ia diversidad

gqnética disminuya. Posteriormente, estos resultados podrían extrapolarse al nivel del

género para comprender cómo los procesos de diferenciación, y luego de especiación,

han permitido la existencia de este gmn número de especies de Orest¡as en el Altiplano

Sur.



HIPOTf,SIS

HIPÓTESIS GENERAL: Las fluctuaciones reiteradas en los niveles hídricos de los

cuerpos de agua del Altiplano Sur habrían permitido la diferenciación genética y 1a alta

tasa de especiación del género Orestias.

Hl: Si los paleolagos descritos no lograron conectar a los salares de Ascotán y Carcote,

entonces el tiempo de divergencia superaría los 120 mil años (paleolago Ouki).

Hla: Si el tiempo de divergencia entre las poblaciones de los dos salares es corto,

entonces debería haber existido un paleolago que logró conectarlos pero que fue de corta

duración y no dejó mstro de su existenoia.

IIll: Si tas vertientes dentro de los salares han estado separadas desde el final del último

pateolago (14 ka), entonces éstas deberían estar estructuradas genéticamente.

II2a: Si no se encuentra diferenciación genética" entonces las vertientes se contactarían

durante períodos de mucha precipitación.

II3: Si las poblaciones que ocupan las vertientes se caracterizan por bajos tamaños

efectivos, entonces la diversidad genética de las poblaciones de O. qscotone¡rs¿s deberla

15



ser baja como consecuencia de una fuerte deriva genética.

II3a¡ Si la diversidad genética de O. ascotanensis es alta, entonces estaríamos en

presencia de una población de gran tamaño efectivo debido a posibles conexiones entre

las vertientes-

16



OBJETTVOS

Objetivo Gcneral.

Realizar el cafástro de la diversidad genética de Orest¡as derúro de los salares de

Ascotiful y Carcote para comprender los procesos de diferenciación genética

asociados a la fragrnentación de su hábitat.

Objefivos Especlficos.

1. Determinar la diversidad haplotípica de Orestías de cada vertiente del salar de

Ascoüán y del salar de Ca¡cote.

2. Evaluar la eskucturación geogrrífica de la diversidad genética de Orestias.

3. Determir¡ar la escala espacial a la que se produce la diferenciación genética en

Orestias, entre vertientes de un mismo salar o entre salares cercanos.

4. Evaluar el estatus taxonómico de Orestias del Salar de Ca¡cote.

5. Interpretar el patrón de diversidad de Orestias a la luz de los posibles cambios

ambientales que habrlan afectado la región.

6. Comprender el proceso de especiación del género Orestias y los posibles

mecanismos que generaron su alta diversidad en el Altiplano Sur.

t7



MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo.

Lap muestras de Orestias fueron obtenidas de los salares de Ascotií¡ (O. ascofüpnsis) y

de Carcote (O. sp.), ambos ubicados en la II Región de Antofagasta, Chile (Fig. 7;

coordenadas geográficas en Tabla 1). En Mayo del año 2005 se obtuvieron muestras de

dos vertientes del salar de Ascotán, Y2yY7. En Noviembre de 2005 se obtuvieron otras

muestras de las yertientes Vl, V3, V4. V5, V6, V8 y Vl2 y de una vertiente del salar de

Carcote (C1). En Noviembre de 2006 se realizó una campaña de terreno en la que se

pudo lograr obtener un tamaño muestral adecuado de casi todas las vertientes del sala¡

de Ascotán y de dos vertientes miis del salar de Carcote. De esta manera, contamos con

muesEas de la totalidad de la distribucién geográfica de la especie O. ascotanensis

(excepto de la vefiente V9 del salar de Ascotán), más individuos de Orestias sp. de tres

vertientes del salar de Carcote. Todas las muestras fueron conservadas en alcohol al 967o

y trasladadas al laboralorio.

l8
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Tabh l. Coordenadas g€ográficas d€ las distintas vertientes muestreadas eri los salares de
Carcote y Ascotián.

Vertiente
Coordctradas g€ográfi c¡s

C1

C2

C3

21,282E9 68,32453

21,29697 68,33s75

21,33608 68,33736

vl
v2
V3

v4
V5

Ascotán v6
Y7

v8
v10

v1l
v12

2r,4s0s6 6E,25272

21,48y22 68,25689

21,49106 68,25711

21,49439 68,257t1

21,496M 68,25680

21,49800 68,25678

21,53408 6E,26t31

21,s6589 6824356

2t,60972 68,25019

21,68',¡t9 68,21500

21,58719 68,24231
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Figura 7. A) Mapa del norte de Chile indicando la ubicación de los sala¡es de Ascotán y
Carcote, II Regió¡, Chile (modificado de Risacher y col., 1999). B) Mapa del Salar de
Ascotán, indioándose la ubisación y nombre de las distintas vertientes (V1, V2, etc.).
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Extracción de ADN, amplilicación y purificacién de la región control del AI)N

mitocondrial.

Se realizaron extracciones de ADN a partir de músculo y de aletas pectorales. Se

utilizaron los protocolos de extracción mediante fenol-cloroformo (Sambrook, 1989) y el

método de exfacción salina (Aljanabi & Martínez, 1997). Se verificó la calidad del

ADN extraído en un gel de agarosa al 1%o y se cuantificó utilizando el Thermo Scientific

NpnoDroprM 1000 Spectrophotometer.

Luego, se amplificé la región control o D-loop del ADN mitocondrial mediante la

técnica PCR (Polymerase Chain Reaction). Para esto, diseñamos partidores específicos:

un partidor directo (forward) de 19 nucleótidos cuya secuencia es 5' ACC CCT AAC

TCC CAA AGC T 3' y un partidor inverso (reverse) de 21 nucleotidos cuya secuencia

es 5' TGA TAG TAA AGT CAG GAC CAA 3'. Para esto utilizamos las zonas

conservadas del ADN mitocondrial que codifican para la subunidad ribosomal l2S y

para tRNA-Pro en las especies Gambusia afrnis, Kryptolebias morrnorafus y Elassoma

evergladei. Las secuenoias de estas especies están disponibles en GenBank y sus códigos

de accesos en esta base de datos son NC 004388, NC 003290 y NC 003175,

respectivamente.

Estandarizamos el protocolo de PCR para realizar reacciones de un volumen total de 25

pl, el que contenía 2,5 pl de Buffer de PCR lOX (50mM KCl, 10mM Tris-HCl, pH 8.0),

2,0 ¡rl de MgClz 50 mM, 2,0 pl de cada partidor a 10 pm/¡-tl, 10 nglpl de ADN, 2,0 pl de
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cada dNTP 2,5 mM, 5U Taq (Invitrogen) y 12,25 pl de agua ultra pura. Se utilizó el

siguiente ciclo térmico: una primera fase de denaturación a 94'C durante 5 minutos,

seguida de 35 ciclos compuestos por una fase de denaturación de 45 segundos a 94'C,

luego una fase de apareamiento (annealing) a 68,5oC durante I minuto 30 segundos y

una etapa de extensión de I minuto 30 segundos a 72'C. Finalmentg se realiza una

última fase de extensión de 10 minutos. La presencia de un producto de PCR fue

verificado en un gel de agarosa al 2%o teflido con bromuro de etidio. Luego, estos

productos fueron purificados con QlAquick PCR Purification Kit. Así, logramos obtener

una solución que contenía específicamente el DJoop del ADN mitocondrial.

La secuenciación de este segriento de ADN fi¡e realizada en ambos sentidos utilizando

los mismos pafidores ya mencionados. Este procedimiento fue llevado a cabo con

secuenciadores automáticos (ABI3730)C y ABI3700) por la compañía Macrogan Inc.,

en Corea del Sur (www.macrogen.com).

Análisis de las secuencias nucleotídic¿s.

Las secuencias obtenidas fueron revisadas, editadas y ensambladas con el progtama

Processor of Sequences, Proseq (Filatov, 2002).

Se calcularon distintos índices de diversidad genética con el programa DNA Sequence

Polimorphism, DnaSP (Rozas y col, 2003). Los índices que se obtuvieron son:
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Número de sitios polimórficos, S. Número de sitios que presentan diferentes

nucleótidos en diferentes secuencias.

Número de haplotipos, K. Número total de haplotipos diferentes encontrados en

la muestra.

Diversidad haplotípicq H. Indica la probabilidad de que al elegir dos haplotipos

al azar, éstos sean diferentes. Para calcular este índice se utiliza la siguiente

fórmula:

'=;('-»r'') (1)

En la ecuación (1), n representa el tamaño de la muestra, ft es el número de

haplotipos ypi es la frecuencia relativa del haplotipo , (Tajima, 1987). Si H = 0

significa que en una población todos los alelos son iguales, mientras que si H = |

todos los alelos son distintos, por lo tanto; 0 < H < 1.

Promedio de diferencias por par de secuencias, z. Indica el número de

diferencias promedio que existe entre todos los pares de secuencias que hay en la

muestra. Está dado por la siguiente relación:

"=*lvn,n,a, (z)
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En la ecuación (2), n es el tamaño de la muestra, d¡ es una estimación del número

de mutaciones que han ocurido desde la divergencia de los haplotipos i y j, k es

el número de haplotipos, p; es Ia fiecuencia relativa del haplotipo i y p¡ es la

frecuencia relativa del haplotipo7.

Para corregir el efecto de los distintos tamaños muestreales sobre el número de

haplotipos encontrados, se realizaron rarefacciones individuales con el programa PAST

versión 1.75b (Hammer y col., 2001). Se realizó una comparación entre vefientes y

entfe salares.

Distribución geográfica de las secuencias nucleotídicas.

himero, se construyó una red de haplotipos para observar gnificamente la diversidad

genética encontrada. Este procedimiento utiliza el algoritmo median-joining network en

el programa NETWORK 4.1.1.1 (Bandelt y col, 1999). Este algoritmo pemite trabaiar

con datos con multiestados, es decir, un mismo locus puede ser A, C, G, T o un estado

ambiguo N. En la red que se obtiene, cada círculo representa un haplotipo diferente, el

tamaño de éste corresponde a su frecuencia dentro de la muestra y la distancia que

separa a uno de otro es el número de diferencias o pasos mutacionales que hay entre

ellos.
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Luego, con las secuencias obtenidas se contruyó un ¿irbol con el método Neighbor-

Joining (NJ) con el programa MEGA 4.0 (Tamura y col., 2007). Esta reconstrucción

permite identificar aquellos gmpos que poseen frecuencias haplotípicas similares. Se

utilizó un haploti po de O. agasizii proveniente del río Isluga'

Posteriormente, se realizó un test de Fsr pareado con el programa ARLEQUIN Versión

3.1 (Excoffier y col, 2005) para examinar la diferenciación entre cada par de vertientes.

Este test pone a prueba la hipótesis nula de no diferenciación genética entre dos grupos

de poblaciones, sobre la base de las diferencias entre pares de secuencias. El rango de

este índice se extiende entre cero y uno, es decir: 0 < Fsr < l. Un valor de Fsr = 0 indica

que los gnrpos son genéticamente iguales, mientras que Fsr = I indica que los grupos

est¡in completamente diferenciados. La significancia de cada índice Fsr pareado se

obtuvo permutando 10.100 veces los haplotipos entre poblaciones entre gfupos (nivel de

significancia, o = 0,05).

Posteriormente, se analizó la estructuración genética global mediante un Análisis de

varianza Molecular Espacial, sAMovA (spatial Analysis of MOlecular VAriance;

Dupanloup y col., 2002). Este método permite encontrar estructuración basándose en los

datos genéticos y geográficos disponibles, sin definir a priori los grupos. Esto lo hace al

definir grupos que están diferenciados de forma máxima, es decir, cuando la proporción

de varianza genética total debida a diferencias entre grupos es máxima. De este modo, se

establecen las barreras genéticas que estiin separando a estos grupos. Las poblaciones

que se asignan a cada grupo deben cumplir sólo dos condiciones: deben ser
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geogr¡íficamente adyacentes y genéticamente homogéneas. para este set de datos,

SAMOVA se aplicó de la siguiente manera: el tofal de seouenci¿s se dividió en distintos

número de gupos, y en cada una de estas divisiones se obfuvo el valor de Fcr

(proporción de la varianza genética total debida a las diferencias entre gnrpos). Se eligió

como la mejor división aquella que presentara un F61 malor. En consecuenciq se eligió

la estructuración genética dónde la diferenciación entfe grupos es m¿ixima. La

significancia de este índice y de los otros índic€s de fliación (Fsc y Fsr) se calculó

permutando 1.000 veces las poblaciones sin considerar su posición geográfica.

A continuación se realiá una representación gráfica de la disfibución espacial de la

diversidad genética con el programa Alleles In Space, AIS (Miller, 2005). De esta forma

se puede observar la estructuración genética estimada con SAMOVA. Para este

prog¡ama es necesa¡io utilizar las secuencias nucleotldicas y su ubicación geográfica

expresada en grados decimales. El programa genera a través de una interpolación de la

matriz un gtáfico en tres dimensiones de una superficie, donde los ejes X e Y

corresponden a las coordenadas geográficas (latitud y longitud, respectivamente),

mientras que en el eje Z se representa la distancia genáica medida como diferencias

enúe pax de secuencias. En el eje Z se observan elevaciones y depresiones de la

superficie, obtenidos a partir de una red de conectividad basada en una triangulación de

Delaunay. Esto significa que se dibujan triángulos cuyos vértices son los sitios de

muestreo y ninguno de estos vértices queda dentro de otro triángulo, Luego, se agrega la

distancia genética en cada lado de los triángulos, las cuales indicanín la altura a la que

debe elevarse [a superficie dibujada: si la distancia genética es grande, entonces el plano
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se elevará mucho, mientr¿s que si dos sitios son genéticamente igualss, entonces el

plano se hundirá. Como distancias genéticas so utilizaron los residuos obtenidos de [a

regresión lineal entre todas las distancias genéticas pareadas y las distancias geográficas.

Inferencia geográfica.

Con la diversidad genéfica encontrada de cada grupo genáicamente diferenciado, es

posible estimar sus tamaños poblacionales efectivos §e). Para esto se utiliza el

panimetro poblacional 0:

0 =2Nu

En la ecuación (3), N corresponde al tamaño poblacional (en este caso, al tamaño

poblacional efectivo, Ne) y es la tasa mutacional. Con esta fórmula es posible calcular

Ne:

(4)

Con el programa ARLEQUIN Versión 3.1 (Excoffier y coI,2005), se obtuvo valores de

0 a partir de distintos índices de diversidad: 0(K), 0(S) y 0(n), los cuales se basan en el

número de haplotipos (K), el número de sitios polimórficos (S) y el promedio de

diferencias entre par de secuencias (r), respectivamente. El par¡ilmetro 0(K) se obtiene

¡esolviendo la ecuación (5):

(3)

/)
Ne:L

2u



Etr)=pS 1

H0+i

donde E(k) es el número de haplotipos esperados y n es

parámetro 0(S) se obtiene de la fórmula (6):

á=s
§t

lt
2u

(u)
,t=l ' ltn

I r.000.000 ]
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(s)

el tamaño de la muestra. El

(6)

(7)

Finalmente, el panámetro 0(a)

secuencias, zr (ecuación 7):

corresponde al promedio de diferencias entre par de

E@)=a

Cálculo de tiempo de divergencia.

Sobre la base de la teoría del Reloj Molecular, se utilizaron las siguientes relaciones para

estimar tiempo de divergencia (ecuación 8):

(8)

(e)

En la ecuación (8), r corresponde al número promedio de diferencias entre los

haplotipos de cada salar, z es el tiempo generacional (ecuación 9) obtenido a partir de ¡¡,
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la tasa de mutación por millón de años y n es el número de nucleótidos de Ia secuencia

utilizada (Roger & Harpending, 1992). Se consideraron distintas tasas mutacionales

calculadas en especies cerc¿mas a la nuestra para estimar la magnitud del tiempo de

divergencia de estas poblaciones.

Test de Mantel.

El set de secuencias del Salar de Ascotán fue sometido a la prueba de Mantel (Mantel,

1967) paru verificar si existe aislamiento por distancia, es decir, para determinar si hay

menos diferencias genéticas entre sitios cercanos que entre sitios lejanos. El

procedimiento fue llevado a cabo con el programa ARLEQUIN Versión 3.1 @xcoffier y

col, 2005). Este test pone a prueba la significancia de la correlación de Mantel entre dos

matices de distanci4 una de distancia geogñifica y la otra de distancia genéticq entre

cada par de sitio de mueskeo. La distancia geográfica corresponde al Índice Fsr pareado

entre cada par de vertientes. La significancia de [a correlación entre las dos matrices se

obtuvo realizando 1.000 permutaciones. Este procedimiento permite obtener una

distribución nula del coeficiente de correlación al permutar las filas y las columnas de

una de las matrices mientras que la otra se mantiene constañte, de manera tal que los

elementos de las dos matrices no estiín asociados de ninguna forma (hipótesis nula). En

cada permutación se recalcula la correlación y se compara con el coeficiente de

correlación de los datos observados (Smouse y col., 1986).



RESULTADOS

Se obtuvieron muestras de tres vertientes del Salar de Carcote y de 11 de las 12

vertientes del Salar de Ascot¡in. En total se pudieron recolectar 356 muestras

provenientes de ambos salares, de las cuales 83 son del sala¡ de Carcote y 273 son del

salar de Ascoüín. En la Tabla 2 se indican los tamaños muestreales §) obtenidos en

cada sitio. De la vertiente Cl de Carcote se muesheó en dos sitios diferentes, C1-Pl (N

= 30) y C1-P2 § = 16), para descartar la existencia algún grado de ostructuración dentro

de ella.

Las 356 secuencias obtenidas tuvieron un largo total de 917 pares de bases, Sin

embargo, los sitios ubicados en la posición n" 444,696 y 724 fuercn eliminados de los

análisis debido a su alta frecuencia de substitución en haplotipos muy distantes.

30
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Tabl¡ 2. Tamaños muestrca.les de las distintas yertisntss mucstreadas en los salares de
Carcote y Ascotán.

Veit¡énte TamañoMuestreal

Cafcole

cl
c2

C3

46

26

ll

Ascotán

v1
y2

v3
v4
v5
v6
Y7

v8
vt0
vll
vl2

35

29

24

26

2t

34

30

30
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Diversidad genética de los salares.

En la Tabla 3 se indican los índices de diversidad genética: el número de sitios

polimórficos (S), el nrlmero de haplotipos (K), la diversidad haplotlpica (H) y el

promedio de diferencias enúe par de secuencias (z). Estos índices se calcularon para

cada yertiente y para cada salar. Se aprecian diferencias entre ambos salares en cuanto a

la diversidad genética: el salar de Carcote y cada vertiente de este mismo salar aparecen

con menos variabilidad que el salar de Ascotrfu:t y sus vertientes. Esto se refleja en todos

los índices de diversidad calculados:



ii)

7)

el número de sitios polimórficos en Carcote varía entre 0 y 11, y para el salar

total son 13, mientras que en Ascokín varía entre 6 y 24, y para el salar en

total son 53.

el número de haplotipos encontrado en Carcote varía entre I y 8, con 1l

haplotipos en el salar completo, mientras que en Ascotiin varía entre 3 y 16,

con un tot¿l de 73 haplotipos, Ya que los distintos tamaños muestreales

afectan los valores de diversidad, se realizó un remuestreo mediante

rarefacción (n = 11) para comparar la diversidad genética (en este caso K,

número de haplotipos) entre 1os sitios (para este análisis se excluyó la

vertiente l2). El número de haplotipos obtenidos es menor en las vertientes

de Carcote (entre 1,00 t 0,00 y 4,44 * 0,89 haplotipos) que en Ascotrin (entre

5,13 + 1,04 y 8,71 + 1,06). Lo mismo sucede al consilerar los salares

completos (n =83): el salar de Ascoüín muestra 36,50 + 3,01, considerando el

mismo tamaño muestral de Carcote (11 haplotipos en 83 individuos).

la diversid¿d haplotípica fluctúa entre 0 y 0,6 en las verti$úes de Carcote,

con un valor igtal a 0,72 para el salar total. mientras que pn Ascoti4n estos

valores se ubican entre 0,78 y 1, con un valor de 0,95 para tqdo el salar.

iii)

iv)
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en Ascotiin este índice varía entre 1,33 y 5,13, y el valor para el salar

completo es de 5,47.

La menor variabilid¿d genética se encontró dentro del salar de Carcote, en la vertiente

C2 donde se encontró un solo haplotipo. Por el contrario, la vertiente que presentó

mayor diversidad es la vertiente V7 del salar de Ascoüín (aunque las vertientes Y2y V6

de este mismo salar presentan valores de diversidad haplotipica levemente más altos que

v7).

Dentro del salar de Carcote la diversidad es baja en las vertientes Cl y C3 y nula en la

vertiente C2 (un solo haplotipo). Dentro de Ascotán, las vertientes Vl y Vll también

presentan baja diversidad en comparación al resto de las vertientes de este salar. Desde

la vertiente V2 hasta la VlO la diversidad es muy alt4 principalmente la diversidad

haplotípica con valores muy cercanos a l.
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Tabl¡ 3, Índices de dive¡sidad genética de las distintas vertientes de los sala¡es de Carcot€ y Ascotifu, Además se indican esios mismos índices para

cada salü y para e1 total de secuiencias. * Las rarefacciones para comparar K de las vertientes fueron realizada¡ con un N : I l, mientras que las de los

,ul*ffi

ram¡ño No §itios Divcrsid¡d ..-promedio 
dc ,H;"j:tr'i:;" #J:r;ff,i*:"

S¡l¡r Verfiertc Mrcstrcal Polimórficos H¡plotipos Haplofpica difcretrc¡as porp'r Haplotipos H¡ptotipo§
(N) (S) (K) (H) de secu.Dcias (rr)

Carcote

CIPI

C1P2

CI

C2

C3

30

l6
46

26

ll

5

9

0

4

,7

6

8

I

4

0,46

0,54

0,48

0,00

0,60

0,62

1,54

os1

0,00

0,87

3,59

4,44

1,00

4,00

\,04

0,89

1,09

0,00

0,00

Ascotri¡

vl
v2
v3

v4
v5
v6
y7

V8

vl0
vll
vt2

35

29

24

26

2t

2t

34

30

30

x0

3

9

l9

t't
l8

t3

t7

24

t1

ll
7

6

9

9

It
8

l5
l6
t4

l0
8

0,78

0,94

0,80

0,86

0,85

0,94

0,92

0,85

0,84

0,88

1,00

1,33

5,13

4,52

4,52

4,66

4,16

5,19

l,9E

2,01

2,18

4,00

5,13

8,35

5,80

6,',l9

5,90

8,71

7.83

6,80

6,52

6,28

1,04

1,08

1,05

1,10

0,93

1,0ó

l,17

t,25

1,12

0,87

CARCOTE

ASCOTAN

TOTAL

83

273

356

I3

53

65

ll
11

84

0,'t2

0,95

0,95

I1,00

36,50

0,00

3,03

3,84

5,47

8,63
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El caso de la vertiente V12 merece especial atención: se tuvo acceso a muestra§ de

tres individuos solamente. Si bie¡r, las tres secuencias obtenidas resultaron ser

diferentes, no es posible realiza¡ conclusiones a partir de esta alta diversidad debido

al bajo N de esta vertiente.

Posteriormente, con las secuencias de ambos salares se construyó una red de

haplotipos o network (Fig. 8). Los distintos colo¡es representari el sitio de muestreo

del cual proviene.

Figura 8. Nefwork o red de haplotipos de los salares de Carcote y Ascotán.

Lo primero que se observa en el network es que los haplotipos provenientes del sálar

de Carcote (esquina superior derecha) estrán separados de los de Ascotán (esquina
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inferior izquierda) por 8 pasos mutacionales, como minimo. Segundo, la diversidad

genética entre los salares es muy diferente, siendo mucho mayor en el salar de

Ascotán, que muestra una red mucho más dispersa y con más haplotipos que la red

de Carcote. Teroero, dentro de cada salar es posible observar gnrpos de haplotipos

separados que corresponden a vertientes o grupos de vertientes. En Carcotg se

aprecian dos grupos: el primero incluye exclusivamente haplotipos de la vertiente

Cl, mientras el segundo incluye un haplotipo presente en las 3 vertientes. Este

haplotipo se encuentra fliado en la vertiente C2 mi€ntras esá presente en las

vertientes Cl y C3 en baja frecuencia (l individuo de 46 en Cl y 2 de 1l en C3). En

Ascoüán, la red aparece mucho mas extendida y muchos de los haplotipos son

compartidos entre diferentes vertientes. Sin embargo, los haplotipos de las vertientes

Vl y Vll localizadas respectivamente en los extremos norte y sur del salar,

conforman grupos individualizados de la red.

También es posible generar un dendrograma con estas secuencias para identificar

grupos que tengan ñecuencias alélicas similares (Allendorf & Luikart, 2007). Para

esto se realizó un árbol con el algoritmo de Neighbor-Joining §J; Fig 9). Los

haplotipos del salar de Ascotán quedaron separados de los del salar de Carcote,

siendo éstos los principales grupos que se encontraron. Dentro de cada salar también

se encontmron algunos gtupos. La Fig. 10 corresponde al detalle de cada salar de la

Fig 9. En la Fig l0A) del salar de Ascotán, la vediente V1l quedó formando un

gnrpo monofilético. La vertiente V1 también forma un gn¡po, pero dentro de él

incluye una secuencia de la vertiente V7. Adem¿ás se observa¡ ofos g¡upos que

incluyen muchas vertientes, como el de miás arriba de la Fig 10A), que reúnen
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secuencias provenientes de 9 vertienles. La Fig 10C) muestra uno de estos gnrpos

expandidos, en el cual se observa una topología tipo peineta, la cual es c¿[acterística

de rm árbol de haplotipos. En la Fig 10B) se observan los haplotipos del salar de

Carcote, en el cual la veúiente Cl (indicada como "CAR 0l') forma un gn¡po

monofilético. Todos los haplotipos de la vertiente C2 (indicada como "CAR 02')

quedan en un mismo gnrpo, más una secuencia de C1 y dos secuencias de C3.

t 
""r-{

Figura 9. Arbol de NJ de los haplotipos de Orestiqs de los salares de Ascotán y de
Ca¡cote. "ISLUGA" corresponde al outgroup, un haplotipo de O. aga§zii del tlo
Isluga"
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A)

Figura 10. . rbot NJ del (A) salar de Ascouán y del (B) salar de Carcote. Estos tuboles
muestran más detalladamente el fubol mostrado en la Fig 8. Se obsgrvan algunos
grupos cuyas frecuencias haplotípicas son similares. C) Grupo expandido del gmpo en
color morado most¡ado en A).

B)

c)
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Distribución geográlica de la diversidad g€nética.

Pa¡a arlalizar la existencia de diferencias genéticas significativas entre pares de

vertientes, se realizó un test de Fsr pareado. En la Tabla 4, bajo la diagonal principal,

se indican los valores de Fsr entre vertientes, y los valores de P (probabilidad de

equivocarse al ¡echazar la hipótesis nula) se ubicaron sobre la diagonal. Para mayor

claridad se destacaron los valores significativos (color celeste). Para este análisis se

eliminaron las secuencias de la vertiente Vl2, porque son sólo tres y cada una es un

haplotipo diferente, lo que puede inhoducir ruido en los resultados.

Los dos sitios de muestreo dentro de la vertiente C1 no se diferencian

significativamente entre ellas, por lo tanto, de ahora en adelante serán consideradas

como un mismo punto de muestreo. Tanto las vertientes Vl y Vll del salar de

Ascotrin, como las vertientes Cl, C2 y C3 del sala¡ de Carcote se diferencias

significativamente de todas las otras vertientes. Entre las vertientes V2 a la V7 no se

encontfaron diferencias, es decir, formarían parte de un mismo grupo genético. Hay

que notar que este test detectó diferencias sigaificativas entre las vertientes V3 y V4,

sin embargo el valor de Fsr es bastante bajo (0,089) y no se aplicaron correcciones

de Bonferroni. Además ninguna de las dos resulto ser sigrrificativamente diferente de

las vertientes V2, V5, V6 y V7, por lo tanto, si no son diferentes de éstas, tampoco

deberían serlo entre ellas. Las vertientes V8 y V10 también aparecieron como

vertientes distintas d€ todas tas otras vertientes del salar, pero el valor de Fsr efire

ellas es mucho más bajo (0,119) que en el caso de las comparaciones con Vl, Vl1,

Cl, C2 o C3 (>0,39).
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Con este tgst se corroboran alguna§ observaciones obtenidas a partir de la red de

haplotipos (Fig. 8). Cada una de las tres vertientes del salar de Carcote así como las

vertientes V1 y V1 I del salar de Ascotián formarían grupos genéticamente muy

diferenciados. También existirla un grupo compuesto por las vertientes Y2 alaY7

del salar de Ascotan. Las vertientes V8 y V10 formarian grupos separados, a pesa de

los valores bajos de los F51.
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Tabla 4. Valores de Fsr enhe cada par de vertientes y los valores de significancia (baio y sobre la diagonal principal respectivamenfe).

ASC
v1

ASC
v2

ASC
v3

ASC
v4

ASC
v5

ASC
v6

ASC
y7

ASC
v8

ASC
v10

ASC
vll

CAR
cl Pl

CAR
CI P2

CAR
c2

CAR
C3

ASC VI 0,00 +
0,00

0.00 *
0,00

0,00 *
0.00

0.00 +
0.00

0,00 i
0"00

0,00 +
0.00

0,00 ,t
0,00

0.00 t
0.00

0,00 +
0.00

0,00 n
0.00

0,00 +
0,00

0,00 +
0.0t)

0.00 +
0,00

ASC V2 0,473
0.05 +
0.0t

0.38 +
0.02

0.52 +
0.0 t

0.321
0.02

0.45 +
o.f)2

0,00 +
0.00

0.00 +
0,00

0,00 +
0.00

0,00 +
0.00

0,00 1
0,00

0.00 +
0.00

0.00 j
0,00

ASC V3 0,5 8l 0,046
0,01 *
0,00

0,33 +
0.02

0.42 +
0.02

0.07 +
0.0r

0,00 +
0,00

0,00 *
0.00

0.00I
0.00

0,00 +
0.00

0,00 r,
0.00

0,00 +
0.00

0.00 +
0.00

ASC V4 0,501 -0,001 0.089
0.40 t
0,01

0"29 +
0.0 t

0,71*
0.01

0,00 *
0.00

0.00 +
0.00

0,00 +
0.00

0,00 t
0.00

0,00 +
0.00

0,00 *
0.00

0.00 +
0.00

ASC V5 0,526 -0,007 0.006 -0,002
0.99 +
0,00

0,94 +
0,01

0,00 +
0,00

0.00 r
0.00

0,00 +
0.00

0.00 t
0,00

0,00 r
0.00

0.00 r
0.00

0.00 +
0.00

ASC V6 0,545 0,006 -0,004 0,006 -0,042
0,82 +
0.01

0,00,r
0.00

0,00 +
0.00

0,00,r
0.00

0.00 *
0,00

0,00 t
0.00

0,00 +
0.00

0.00 +
0,00

ASC V7 0,449 -0,004 0,037 -0,016 -0,028 -0,021
0,00 f
0.00

0,00 +
0.00

0,00 t
0,00

0.00 +
0,00

0,00 ü
0.00

0,00 $
0.00

0.00 +
0.0i)

ASC V8 o,'10'7 0.393 0,569 0,341 0,458 0,476 0,367
0.00 +
0.00

0.00 +
0.00

0.00 +
0.00

0.00 +
0.00

0,00 ,r
0.00

0.00 t
0.00

asc vl0 0,662 0.355 0.531 0,316 0,42t 0^442 0,341 0.119
0.00 a
0.00

0,00 +
0.00

0.00 +
0.00

0,00 +
0.00

0.00 +
0,00

asc vt I 0;764 0.413 0.396 0,457 0,442 0.417 0,405 0,77 4 0,750
0.00 t
0.00

0,00 +
0.00

0,00 +
0.00

0,00 *
0.00

CAR I Pl 0,935 0.812 0.853 0.840 0,848 0,847 0,805 0.910 0,893 0,926
0.52 +
0,01

0.00 +
0,00

0,00 +
0.00

CAR 1 P2 0,908 0.749 0,793 0.780 0,182 0.782 0,746 0,8'14 0"853 0,885 -0,007
0.00 +
0,00

0.00 +
0.00

CAR 2 0,946 0;773 0.814 0,811 0,819 0,8¡4 0,162 0,915 0,899 0,924 0.95 5 0.9t 3
0^00 +

0,00

CAR 3 0,909 0,668 0,706 0,71l 0,706 0,699 0,663 0,865 0,841 0,855 0,895 0,796 0,73 I
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Luego, para analizzr la estmcturación genética de las secuencias nucleotídicas se

realizé un aná1isis de varienza molecular espacial, o SAMOVA (Spatial Analysis of

Molecular VAriance; Dupanloup et al., 20OZ). Este análisis permite encofltrar los

grupos en que se divide la muestra total, los cuales presentan la menor varianza

dentro de cada uno, mientras que se maximiza la variación entre Wpos. La ventaja

de realizar este análisis en lugar de un AMOVA simple (Analysis of MOlecular

VAriance) es que no hay que separar a priori la muestr4 además de que incluye el

factor espacial dentro del análisis. En este análisis no se consideró la vertiente V12

para eliminar el ruido que podría introducir en los resultados.

Tabls 5, Porcentaje de vaxiación dsntro y entre los gmpos en que se dividió 1a muesha

total de secuencias. Se indica el número de grupos auyo porcentaje & vuiació¡ e*e
grrzpos fue mayor (fila en color celeste).

^ Porcert¡ie de Variación Porcentajc de Variació¡ ENTREGruPos DF,NTñocRUPos cRt Pos
2 17,58i

3 17.41

4 9;74

5 11.76

6 13.31

1 l,o4

62,0'7

60,l5
65,23

60,03
\1 )4
69,54
51,00
68,',|6

67,96
67,t5
68,76

68,60

8

9

l0
I I 0,55

t2 -1,11

t8,25

0.7'7

0.29

-1"19

En la Tabla 5 se indican el porcentaje de variación entre y dentro del distinto ntlmero

de grupos en que se diüdió 1a muesfa. La vaiaciín entre grupos es máxima cuando

la muestra se dividió en siete gnrpos (69,540/o) y lavwtación dentro de grupos es una

de las más bajas.
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Los siete grupos en que queda separada [a muestra se indica en la Fig. 11: cada una

de las vertientes del sala¡ de Ca¡oote forma un grupo por si sola. Dentro de Ascoán,

las vertientes de los extremos norte y sur del salar, V1 y V1l respectivamente,

también forman un grupo por sí solas. Pero las vertientes del centro de este salar

forman dos grupos: uno oontiene desde Ia vertiente y2 alaV7, mientras que el otro

grupo reúne a las vertientes V8, VlO y V12. A diferencia del test de F51 pareado, el

análisis de SAMOVA no diferencia ¿ las vertientes V8 y V 1 0.

El valor de Fcr obtenido al hacer esta división es de 0,694 y es significativo (la

probabilidad de obtener un valor al azrf mayor o igual que el observado es igual a

cero, es decir, P(rand. value Z obs. value) = 0,0 + 0,0). La tabla de AMOVA con los

grupos mrás díferenciados obtenidos después de realizar SAMOVA se muestra en la

Tabla 6.
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Figura ll. División de 1a muestra total de secuencias de 1as vertiente§ del sala¡ de

Carcote y del salar de Asc¡trárl. En circulos naranjos se indican los 7 gtupos en que se

dividió la muestra y las vertientes que contiene cada rmo.

Tabla 6. Tabla de AMOVA después de habe¡ realizado el anáisis de SAMOVA que

permitió separar la muesÍa en 7 grupos paxa maximizar la diferencia entre ellos.

Fuente de
Veriación

Suma de
Cuadrados

Componertes
de varianz¡

Porce¡ltaje
de Variación

69,54

P (rand. value
S obs.

0.0 + 0.0

g.l.

Entle grupos 1030,92 3,64

Entle poblaciones
dentro de grupos

2l,00 0,05 1,04 0,0 + 0.0

Ent¡e poblaciones 339 §?, ¿¡ 1.54 29.41 0,0 + 0,0

Tot¿l 352 1573,45 5.21



45

De este modo, dada la diversidad genética encontrada y las diferencias entre un sitio

y otro, es posible visualizar cómo esta variabilidad se distribuye en el espacio. La

Fig, 12 conesponde a una interpolación de Ia dive¡sidad genética, donde los ejes X e

Y corresponden a las coordenadas geográficas (latitud y longitud, respectivamente),

mientras que el eje Z representa la distancia genética medida como diferencias entre

par de secuencias. Se observa un primer punto máximo que separa a los dos salares y

refleja la gran distancia genética que existe entre ellos (tal como se refleja en Ia red

de haplotipos, Fig. 8). Dentro del salar de Carcote, C1 queda separada de las otras

dos vertientes, lo que coincide con los 6 pasos mutacionales de distancia mínima que

separan a estas vertientes en la Fig. 8. Entre C2 y C3 existe una caída en el plano, lo

que indica que las diferencias son muy pocas entre ellas, donde la mayor diferencia

entre el haplotipo de C2 y un haplotipo de C3 son 3 pasos mutacionales solamente.

Dentro del sala¡ de Ascoán, la vertiente Vl queda separada del resto por una

elevación del plano, pero ésta es p€queña, principalmente, porque hay un haplotipo

compartido con V7 (lo mismo ocurre con las vertientes C2y Cl). Luego, aparece un

Crupo de vertientes (V2 a V6) sobre una misma elevación, pero no separadas por

éste. La vertiente V7, ubicada hacia el sur de este grupo y más alejadq aparece

después de una caída del plano, indicando que todas estas vertientes serían parte de

un mismo grupo no diferenciado. Luego, aparece otra elevación del plano separando

a este grupo de las vertientes V8, V10 y Vl2, las cuales estarían formando otro grupo

de vertientes no diferenciadas. Estos dos grupos también aparecieron al ¡ealiza¡ el

análisis de SAMOVA (Fig. I l) Finalmente, un último punto máximo separa a la

vertiente Vl l, que se encuentra en el extremo su¡ del sala¡.
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Salar de Carcote

Figrra 12. InteryolaÉión de la diversidad genética distribuida en el espacio. Se indica
la porcióo del plano que corresponde al salar de Carcote y al salar de Ascotán. Además,
sobre el plano estrá indicada la ubicación de las vertientes deutro de cada salar.

Tiempo de divergencia de los salares.

Como ya se ha mencionado, en la red de haplotipos (Fig. 8) se observa una gran

separación entre los haplotipos del sala¡ de Ascouán y los del salar de Carcote. Sobre

la base de la teoría del Re§ Molecula¡, a partir del promedio de diferencias entre los

haplotipos de cada sala¡ (14,528') y considerando distintas tasas mutacionales

calculad¿s en especies cercanas a la nuestrq podemos estimar la magnitud del tiempo

de divergencia de estas dos poblaciones (Tabla 7).

Salar de Ascotán
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T¡ble 7. Estimación de Ia magniiud de tiempo de divergencia de los salares de Ascot¡án

y Carcote, obtenido a partir de distintas ta§a§ mutacionales (Sivansudar y col., 2001;

Stle€ker y col., 1996; Baduenga & Meyer, 2004).

Tasa de Mutación (p) por Millón dc rfos Tiempo de Divergencia (años)

t,67%

@-loop Prochilodus; Teleostei, pez de rios 470.000

sudamericanos)

2,§/o

(D-loop Cwinodan; Cyprinodontidae)
280.000

5,»/"

(D-loop somplelo ds AnEhilophus zaliosus,

clclido Neotropical)

134.000

7,08%

@egión mrás variabte del D-loop de

A mpkloplws zaliosus, cíclido Neotropical)

I 1 1.800

De todos los casos mostrados en la Tabla 7, el género más cercano a Oresti^s es el

género Cprinodo , pues ambos pertenecen a la misma familia Cyprinodontidae. En

él se estimó la tasa mutacional del D-loop completo (Strecker y col., 1996), con la

que se obtuvo un tiempo de divergencia cercano a los 280 mil años, una ed¿d mucho

m¡ís antigua a [a edad del paleolago más antiguo datado, Ouki (Placzek y col., 2006).

También se utilizó una tasa mutaciotal de 1,670/o calculada para la región control de

los peces del género Prochilodus que habit¿n dos sudamericanos (Sivansundar y

col., 2001), una tasa de 5,9Vo calcrúada en D-loop completo del cíclido neofopical

Amphilophus zaliosus y una tasa mut¿ciooal de 7,08o/o para la parte mrís variable de

esta misma secuencia @arluenga & Meyer, 2004).
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Tamaños efectivos de las vertientes.

El tamaño poblacional efectivo §e) corresponde al tamaño teórico de una población

de acuerdo a la diversidad genética que muestra, bajo los supuestos del modelo de

Wright- Fisher.

Considerando la misma tasa mutacional de 2,8o/o calcl:lada, Wra el D-loop del género

Cyprinodon (Strecker y col,, 1996), es posible obtener los Ne para cadá grupo

genéticamente diferenciado a partir de los índices de diversidad, K, S y n (Tabla 8).

Los t¿maños efectivos calculados variaron entre 18.000 y 333.000 individuos, sin

considerar la vertiente C2 de Carcote. El Ne de esta vertiente es cero, porque no se

encontró diversidad genética en ella (Tabla 3). Los grupos del salar de Carcote

muestran menores tamaños efectivos que los del salar de Ascoán. Los grupos que

contienen más de una yertiente dentro de ellos presentan tamaños efectivos que son

entre cuatro y nueve veces más abundantes que los grupos compuestos por una sola

vertiente.

T¡bl¡ 8. Tamaños efeotivos de cada grupo diferenciados, calculados a pafir d€ tre§

índices de diversidad génetica: nwnerc de haplotipos (K), número de sitios
polimérficos (S) y promedio de dife¡ericias por par de secuencias (t).

CRUPo Ne (0(K)) Ne (0(S)) N€ (0(t))
cl 49.466 48.740 18.081

c3 34.963

ASC Vl 69.8E3

(v2 v3 v4 v5 v6 v1t 333.842
(vE vro vl2) 31z.7lE

ASC V 86.463

0
26.594

42.558

I17.865
I19.839

38.423

0

16.995

25.986

98.E24

5',7.673

42.534
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Aislamiento por distancia dentro del salar de Ascotán

La esfucturación genética encontrada en el salar de Ascotán indica que las vertientes

miás aisladas son poblaciones diferenciadas, mientras que las vertientes cercanas

perteneoen a un mismo grupo. Es por esfo que se realizó un test de Mantel, cuyo

objetivo es determinar si hay aislamiento por distancia. Este análisis permite poner a

prueba si las vertientes m¿{s cercanas son miís parecidas entre sl que las vertientes

que esán más alejadas siguiendo el modelo de aislamiento por distancia tipo

stepping stone.

El resultado del test de Mantel entregó un coeficiente de correlación de Mantel, r -

0,64. La probabilidad de obtener ese valor de r o uno mayor, por simple azar, es: P(r

rand > r obs) = 0,00. Por 1o tanto, existe una relación directamente proporcional entre

distancia geográfica (metros) y distancia genética (valores de Fs1) (Fig. 13): a menor

distancia entre vertientes, hay menos diferencias entre las secuencias nucleotídicas.

El resultado de este análisis concuerda con los obte¡idos por los de SAMOVA y el

test de Fsr pareado: las vertientes más cercanas presentan secuencias nucleotídicas

más parecidas y por lo tanto no están estructuradas genéticamente, como es el caso

de las vertientes del centro del salar. Por el contrario, las vertientes mrás aisladas

presentan mrás diferencias genéticas y conforman grupos genéticos diferenciados-

Esto último ocume con las vertientes de los extremos norte (V1) y sur del salar

(v1t).
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FEt 0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0¡

0,3

0,2

0,1

0,0

{,1
ileEos

Figura 13. Correlación de Mantel entre la distancia geogéfica (metros) que sepa¡a
cada par de vertientes y ta distancia genética (valores de Fst). El valo¡ del coeficiente
conelación de Mantel, r: 0,64, P : 0,00.

,'



DISCUSION

Separación antigua entre los salares de Ascotán y Carcote.

La gran distancia genética que s€para a los haplotipos de cada salar (Fig. 8) indica que

ha existido una barrera muy antigua al flujo génico. El tiempo de divergencia estimado

de estos salares es c€rcano a los 280 mil años atnis. Para este perlodo no existe registro

de algin paleolago (el más antiguo es el paleolago Ouki, hace 120 mil años atrás;

Placzek y col., 200ó). Sin embargo, hace 300 mil años atrás estaba comenzando una

transición desde una fase glacial a una interglacial (Fig. 14; EPICA Community

Members, 2004), por lo tanto, es posible que hubiese existido un paleolago en Ia zona

altiplánica conectando ambos salares, que se separaron cuando éste se secó.

51
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triglra 14. Comparación de diversos regishos paleoctimáticos de los rlltimos 800 mil años.
A) Registro de radiación. B) 6D obtenido a partir del EPICA Dome C (línea azut) y el 6D
obtenido a partir de Vostok (línea roja). C) Registro marino de isótopos de oxigeno sobre
foraminlferos be¡rtonicos. D) Registro de polvo obtenido a partir del EPICA Dome C.
(modificado de EPICA Community Membe$, 2004). Se indican el perlodo de tiempo en
que existieron los paleolagqs más graDdes, Tauca y Ouki (banas de color uaranja) y el
perlodo ostimado de divergencia enfe las poblaciones de Orestias de Ascolián y Carcoto
(bana azul).

La separación de los salares también pudo haber sido consecuencia de un cambio en la

topografia de esta zona. El Altiplano es conocido por sufrir actividad volcrínica y

400 600
Age (kyr BP)
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constantes movimieritos orogénioos y teotónioos, rio sólo dumnte el levantamiento

andino, sino que duranG el Pleistoceno y el Holoceno también (Ramirez & Huete, 1981;

Cregory-Wodzicki, 2000; Montgomery y col., 2001; Hartley, 2003; Garzione y col.,

2008). El volcán Chiliapichina, ubicado entre los sala¡es de Ascotrín y Carcote (Fig. l5),

tiene una edad de entre 15 a 8 millones de años, es decir, se habrla originado por la

actiyidad volcrinica ocurrida durante el Mioceno Superior y Plioceno (Fig. 16). Este

tiempo coinoide oon la formaoión de las cuencas endorreicas de los salares (Ramírez &

Huete, 1981). Por lo tanto, el volcanismo ocurrido en esta época, pudo haber causado la

separación de un lago antiguo formado, por lo menos, por las cuencas de los salares.

Figura 15, A) Mapa del sitio de estudio. Se observan los dos salares separados por el
volcán Chiliapichina. B) Perfit indicardo una de las alhras mínimas de este c€lro
(corresponde a la llnea roja mostrada en A).

A)
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Figura 16. Seccién del mapa geológico de la Hoja Oltagüe donde apareoe el volcán
ChiliapichinA que separa a los salares Ascotán y Carcote. Este volcán data det Mioceno
superior-Plioceno (modificado de Ramlrez & Huete, 1981)

Depósitos no consol¡dados
(Plé¡stoceno lnfer¡or - Holoceno)

Boratos

Clorüros y Sulfatos

Sulfutos

Domos dacíticos porfiricos,
disiíbufdos preferentemente en el
seclor de la Estación Ascotán
(Ple¡stoceno - Holoceno)

Estrato - Yolcanes andesít¡cos y
dacíticos.
(Plioceno Supeíor * Ple¡stoceno)

Estralo - volcanes andesíti@s
moderadamente eros¡onados.
(Pl¡oceno)

Estrato * volca¡es andesiticos
intensamente ercs¡onados.
(M¡oceno Superior - Piioceno)
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Una tercsra posibilidad que podría explioar esta gmn diferenciación enfre salares es que

la colonización de cada uno haya ocurrido de forma independiente. Actualmente, sólo se

ha publicado una filogenia del género Orestias (Lüssen y col, 2003), pero en ésüa no se

incluyeron individuos del salar de Carcote. Sin embargo, una filogenia del género aún no

publicada y que sl incluye muestras de ambos salares, respalda esta última opción, ya

que ¿lmbos salares quedarían separados, y Orestias de Carcote serían más basal que O.

ascotanensis (M. Méndez, comunicación personal).

Diversidad genética de Orustiüs en los salares de Ascotán y Carcote.

Las tres vertientes muestreadas en el salar de Carcote y las vertientes de los exhemos

norte y sur del salar de Ascotán forman gnrpos genéticamente diferenciados. La

principal caracterlstica de estos grupos es que presentan una baja diversidad genética.

Probablemente, estos cuerpos de agua han estado aislados desde que se secó el glan

paleolago Tauca hace 11.000 años atrás (Placzek y col., 2006). Desde ese momento, los

tamaños poblacionales han disminuido, eliminándose variabilidad directamente.

Posteriormente, la deriva génica actrío con mayor intensidad sobre estas poblaciones

pequeñas. La vertiente C2 corresponde al caso extremo en el que se hjó un solo

haplotipo en la población. Éste tambien se encuentra en las otras vertientes de Carcote,

pero se encuentra en muy baja frecuencia, lo cual es el resultado del cambio al azar de

las frecuencias haplotípicas de una generación a la siguiente.
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Por otra parte, la presencia de vertientes no diferenciadas genéticamente en Ascotán es

un hallazgo inesperado. Éstas corresponden a las vertientes centrales del salar de

Ascotán que forman dos gfupos altamente diversos. Probablemente, estas vertientes

entran en contacto esporádicamente, presentando una dinámica de tipo metapoblacional:

cada veftiente podrla ser considerada como un parche habitado por un grupo de

Orestias, que al conectarse permiten que exista migración y flujo génico. De esta

manera, en una de las vertientes podría extinguirse uno de los haplotipos, pero podría

seguir existiendo en las otras. Cuando las vertientes so conecten, este haplotipo podría

recolonizar la vertiente en la que se perdió.

Uno de estos grupos cenmles está compuesto sólo por individuos de las vertientes V2 a

laYT (6 vertientes en total), más un individuo de la vertiente V8 que presenta el mismo

haplotipo más frecuente de este grupo. El segundo haplogrupo contiene individuos desde

las ve(ientes Y2 a la V12 (9 vertientes en total). Por lo tanto, existiría un flujo

unidireccional desde las vertientes del sur, V8 y V10, hacia las del norte (la vertiente

V12 presenta haplotipos únicos). Este flujo podría deberse a que las vertientes del sur se

encuentran a mayor altura que las del norte, como se observa en la Fig. 17, aunque esta

pendiente es baja-



57

From Pos: 21" 29' I9.33zTo Pos: 2l' 38' 59.3105" S, 68" 1 5' 5.6584.'W

3730 m

3728 m

1726 m

3724 m

17?2 m

?.5 km 5.0km I.5km l0.0km

v2
1L94 km

vl0
Figur¡ 17. Perfil del plano del salar desde la vefiente V2 a la Vlo. Se observa una leve
pendiente que podría explicar por qué sólo hay flujo desde el sur al norte en el sala¡ de
Ascot&r,

Considerando los dos tipos de vertientes encontrad¿rs en este estudio, las que están

aisladas y las que se conectan, el modelo de diferenciación genética que podría estar

operando en estos salafes es el siguiente: cuando hay un nivel de agua bajo, cada

vertiente se encuentra separada y posee un pequeño grupo de peces con baja diversidad

genética. Una vez que el nivel de agua aumenta" las vertientes miís cercanas entre sí

podrán conectarse y reunir su variabilidad en un grupo mris grande, mientras que las

vertientes mris alejadas pernanecerán aisladas y no podrán reponet la diversidad que

perdieron durante la etapa seca. Cuando el nivel de agua vuelve a disminui¡ el hábitat se

fragmenta y la población queda nuevamente separada y reducida a pequeñas pozas. En

este momento comierza la diferenciación genética, dentro de cada cuerpo de agua de

forma independiente. La reducción del hábitat conlleva una disminución de las

poblaciones y la pérdida de diversidad genética. Luego, la deriva génica se intensifica y

las frecuencias haplotípicas cambian más dftásticamente de una generación a la siguiente,
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fijando algunos alelos y perdiendo otros; es así como se regresa a un estado similar al

inicial. Por lo tanto, las vertientes que logran reconectarse permiten que exista flujo

génico entre ellas y logran mantener una alta va¡iabilidad genética. Por el contrario, las

vertientes que pernanecen aisladas se diferencian del resto y disminuyen su diversidad.

Si llegasen a ocurrir nuevas mutaciones podría aument¿r la diversidad, pero es muy

factible que estos nuevos haplotipos se extingan nipidamente, debido a que la deriva

elimina con mayor probabilidad a los de alelos de baja frecuencia.

Una posible causa de la conexión de las vertientes es el Invierno Altipkí,nico o Boliviano

que ocurre durante los meses de verano (Diciembre a Febrero, aproximadamente). Es

durante este tiempo que caen las rinicas precipitaciones en todo el año. Estas lluvias

podrían aumentar el nivel de agua dentro de las vertientes haciendo que se conecten

efectivamente hacia el centro del salar, y la disminución de la salinidad permitirla que

los individuos de O. ascotanensis puedan migrar de una vertiente a la otra.

Al utilizar el modelo de Komfield & Smith (2000; Fig. 1), estos resultados permiten

comprender los procesos de diferenciación y especiación que han ocurrido en el género

Orestias: cuando el nivel lacustre de estos salares disminuyó y llegó al nivel actual, la

fiagmentación del hábitat causó la pérdida de muchos haplotipos. De esta manera la

diversidad genética de la especie disminuyó. Las vertientes que quedaron aisladas tienen

gn¡pos que est¿ín divergiendo genéticamente, pues contienen haplotipos que no se

encuentran en ningún otro lugar, lo cual es una situación similar a cuándo algunos

linajes generan "diferenciaciones tróficas" y divergen durante las fases secas, de acuerdo



59

a Komfield & Smith (2000). Incluso durante las fases húmedas, estas vertientes se

mantienen aisladas, por lo tanto, sus diferencias siguen aumentando. Si se mantuvieran

asf por un tiempo suficiente, podrían llegar a transformarse en especies distintas. Lo

mismo pudo haber ocurrido al nivel de los salares, ya que la separación de éstos es muy

antigua y ha causado que 1as Orestias del salar de Carcote conformen una unidad

evolutiva diferente de la del salar de Ascotrín. En el futuro podrían llegar a ser

catalogadas como especies distintas, al menos considerando la definición de especie

desde un punto de vista filogenético. De este modo, la fragmentación del hábitat y la

aparición de barreras al flujo génico jugarían un papel fundamental en la divergencia

genétioa de algunos gnrpos y, más tarde, en la generaoión de nuevas especies.

La diversidad genética de las vefientes que entran en contacto esporádicamente es muy

alta, lo que nos permitiría afirmar que las fluctuaciones en los niveles lacustres permite

la mantención de esta variabilidad. Mientras que, con la existencia de grupos divergentes

aislados geográficamente, podemos predecir que la diversidad específica dentro de cada

salar podria aumentar en el futuro. De esta maner¿, las fluctuaciones en los niveles de

los lagos serían el mecanismo por el cual la diversidad de especies es tan alta en el

géaerc Orestias y puede ser considerado como un "species flock": durante los ciclos

lacustres altos, el ancestro de Orestias pudo haber colonizado distintas cuencas

altiplinicas. Una vez que el nivel de agua disminuyó, éstas quedaron aisladas y las

poblaciones dentro de cada una de ellas comenzaron a divergir, hasta que finalmente

pasaron a ser especies diferenfes. De esta manera, la especiación alopátrica sería el
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me.canismo más importante en la generación de la alta diversidad del género Orestids en

el Altiplano Sur.

Inferencia demográfica.

Los altlsimos tamafios poblacionales efectivos estimados (Tabla 8) superan ampliamente

los tamaños reales, incluso el Ne más bajo, cerca de 17.000 individuos só1o en la

vertiente C3 del salar de Carcote. Es posible que en el pasado haya existido una gran

población que haya permitido la generación y mantención de gran diversidad genética.

Durante las fases secas, el hábitat se fragmentó y la población disminuyó, pero la deriva

no alcanzó a eliminar más variabilidad. Luego, durante un evento húmedo, las

poblaciones se reconectaron, permitiendo Ia recuperación de la diversidad. Estos ciclos

ocurrieron así sucesivamente hasta el presente, en donde la deriva ya estrá actuando en

las vertientes aisladas, eliminado diversidad, pero en las vertientes conectadas, esta

variabilidad aún se mantiene.

Una explicación altemativa para los altos Ne es que el ambiente esté acelerando la tasa

mutacional. Un ejemplo de esto se ha documentado en distintas especies de hongos con

historias de vida y üpos de reproduccióa diferentes provenientes de la ladera africana del

"Evolution Canyon", en Israel. Éstos presentan una tasa mutacional mayor que las de la

ladera europea, cuyo ambiente es mucho menos estresante (Lamb y col., 2008). Otro

caso es el de microcrusüíceos halofilicos de Norteamérica y de Ausfalia, los que han
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sufrido más eventos de inserciú1,/deleoión y sustituciones nucleotldioas en compamción

a las especies de agua dulce. Por lo tanto, esta tasa de mutación m¿ás alta sería

consecuencia del efecto de la alta concentración de sales de los lagos que habitan sobre

la estructura del ADN y de sus proteínas asociadas (Hebert y col., 2002). La radiación

solar sobre el Altiplano es muy alta, hay gran variación de temperatura diaria" el

ambiente es extremadamente seco, la salinidad dentro de las vertientes es muy alta

(Risacher y col, 1999; Keller & Soto, 1998). Todas estas condioiones pueden provocar

un aumento en la aparición de nuevas mutaciones. O. ascotsnensis presenta

cromatóforos y mucha pigmentación desde las etapas tempranas de su desarrollo (Jara y

col., 1995, Vila y col., 2007), los cuales podrían ser el resultado de la adaptaoión a este

tipo de condiciones ambientales para evitar el daño UV, tal como ocurre en otras

especies (Kobelt & Linsenmair, 1986; Hebert & Emery, 1990; Morgan & Christy, 1996;

Macedonia y col., 2000).

Por otra parte, los tamaños efectivos estimados a partir de los distintos índices de

diversidad deberían concordar con el tamaño de una población tipo Wright-Fisher. Sin

embargo, en este caso el supuesfo de equilibrio mutación-deriva no se cumple, ya que la

deriva génica es muy intensa en estas poblaciones pequeñas y cualquier mutación nueva

tiene pocas probabilidades de fijarse en la población debido a que la deriva tiende a

eliminar a los haplotipos de baja frecuencia.
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Conservación.

En ambos salares existen vertientes aisladas cuya variación genética única conforma un

endemismo genético local y pueden ser consideradas oomo 't¡nidades evolutivas

significativas" o ESU (Evolutionary Significant Unit). Esto quiere decir, que son

poblaciones que están reproductivamente separadas (no aisladas necesariamente) de

otras poblaciones, tienen adaptaciones distintivas o diferentes y reprasentan un legado

evolutivo importante de la especie (Waples, 1991). Estas vertigntes son miís vulnerables

a la extinción, porque, a diferencias de l¿s vertientes conectadas, no podrían ser

recolonizadas si llegasen a extinguirse, y con ello desaparecería variabilidad genética

única de esta especie. Por el contra¡io, las vertientes que no estiín esüucturadas han sido

capaces de mant€ner su diversidad genética, y por

probabilidades de ad¿ptárse a cambios ambientales.

lo tanto, tienen mayores

Hasta ahorg la disminución de las poblaciones de Orestias se debla solamente a factores

ambientales. Sin embargo, el año 1996 comerzaron las actividades de la Mina El Abra,

la cual obtiene el agua necesaria para sus actividades desde la cuenca del salar de

Ascotán, en particular de un pozo ubicado en la vertiente 11. En el aflo 2005 se detectó

una disminución considerable en el caudal de la vertientd V11, hasta encontrarse

prácticamente seca, de acuerdo al lnforme Cuatrimestral del Programa de Monitoreo del

Proyecto "El Abra" (disponible en http://www.e-seia.cVexpediente/expedientes.php?id-
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expediente=ls0g&idExpediente=I509#- 1). Du¡ante el año 2006, el caudal ya había sido

restablecido (Fig. 18), pero, desafortunadamente, esta vertiente está aislad4 por lo que

ya no es posible recuperar la diversidad genética que perdió.

Por lo tanto, la extinción de una vertiente es una situación posible, y más ahora que a las

condiciones ambientales se suma la efecto de la minería sobre este ecosistema.
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A)

B)

trigürs 18. Vertiente Vl1 del sata¡ de Ascotá¡ (A) en condiciones secas (fotografia tomada
por Sergio Scott) y después de ser rellerada (B).

t-------------
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