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RESUMEN

Orestias ascotanensis Parenti 1984, es un pez de la familia
Cyprinodontidae (Orden Cyprinodontiformes) de distribucién acotada al salar de
Ascotan en el Altiplano de Chile, habita en 12 vertientes (V) con distinto grado
de aislamiento entre ellas. Por medio del andlisis de un marcador mitocondrial
(fragmento de la Region Control} en 11 vertientes, se ha observado una alta
diferenciacién genética en las vertientes V1 y V11, y una diferenciacion genética
baja en los grupos de la porcién central del satar (Morales ef al. 2011). Basado
en la evidencia anterior, este irabajo tiene como objetivo profundizar el
conocimiento de la estructuracion genética en esta especie, evaluandola por
medioc de microsatélites (8 loci), marcadores mas variables que puedan
evidenciar una diferenciacion reciente entre poblaciones. Adicionalmente se
evalud si la variacion genética observada se refleja en variacién morfologica en
la especie, complementando los andlisis genéticos con analisis de
diferenciacién morfologica a través de técnicas de morfometria geométrica. El
andlisis de estructuracion genética con microsatélites (STRUCTURE) sugiere 4

valores de clusters probables (K= 2, 3, 4 y 7), donde es posible reconocer 4

grupos bien diferenciados genéticamente (GENELAND), lo que es concordante




con los indices Fsy v Dsy entre localidades y la informacién entregada por la
Region Control (mtDNA). Para la zona central del salar, los analisis
morfométricos desarrollados muestran la existencia de dos grupos bien
diferenciados: uno conformado por individuos de las vertientes V2 a la V7, y
otro formado por individuos de las vertientes V8 a la V10 (incluyendo V12). Los
analisis realizados sugieren que existiria una asociacién entre la estructuracion
genética (microsatelites y regidn control) y la diferenciacién morfologica en esta
especie, las que estarian determinadas por el aislamiento fisico de las
poblaciones, este aislamiento esta dade por una combinacidn entre distancia
geografica, disminucion del nivel de agua y las diferencias de altitud entre las

vertientes dentro del salar.
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ABSTRACT

Qrestias ascofanensis Parenti 1984 is a species fish that belong to the
Cyprinodontidae family (Order: Cyprinodontiformes). It has a restricted
distribution to the Ascotan salt-pan, located in the Chilean Altiplano, and inhabits
in 12 springs (V), which have different degrees of geographic isolation. By
analyzing the populations from 11 of these springs with a mitochondrial marker
(a fragment of the control region}), it was observed a high genetic differentiation
in the spring V1 and V11, and low genetic differentiation in the groups of the
central portion of the salt-pan (Morales ef al. 2011). Based on this evidence, this
work aims to go through the knowledge of the genetic structure in this species in
depth, by using microsatellite ( 8 loci), more variable markers that are able to
show recent differentiation. In this case, the genetic struciure was reanalyzed
Further, it was assessed whether the ocbserved genetic variation was reflected in
morphological variation, by complementing genetic analysis with morphological
differentiation analysis through geometric morphometrics techniques. The
analysis of genetic structure (STRUCTURE) suggested four clusters probable
values (K = 2, 3, 4 y 7), but it is possible to recognize at least 4 genetically

distinct groups (GENELAND), which is consistent with pairwise Fst & pairwise
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Dsr indices between localities and also with the information provided by the
control region (mtDNA). For the populations from the central area of the salt-
pan, the performed morphometric analyzes showed two distinct groups, one
composed of the springs V2 to V7 and the other one containing the springs from
V8 to V10 (including V12). These resulis suggest that there would be an
association between genetic structure (microsatellites and control region) and
morphological differentiation in O. ascotanensis, which would be determined by
the physical isolation of the populations. This isolation could be given by a
combination of geographical distance, decreased water level and the altitude

differences between the springs of the salt-pan.




INTRODUCCION

Los eventos tectonicos y volcanicos pueden producir la separacion y el
cambio de curso en diversos cuerpos de agua, fragmentando y generando
nuevos ambientes, estos cambios pueden causar procesos de diferenciacion en
organismos acuaticos, lo que puede ocurrir a nivel poblacional y entre especies
(Elmer ef al. 2010). Los procesos de diferenciacion también pueden estar
influenciados por variaciones en los niveles de agua como consecuencia de
cambios climaticos. Kornfield & Smith (2000) propusieron un modelo de
diferenciacién donde la disminucién de los niveles de agua generaria una alta
tasa de extincion por pérdida de habitat, reduciendo la diversidad global de
poblaciones y/o especies. Sin embargo, los individuos que sobreviven en estos
habitats remanentes, competirian fuertemente a causa de los recursos
limitados, generando segregacién de nicho. Al aumentar el nivel lacustre, se
generarian nuevos ambientes disponibles, que al ser colonizados por estas
poblaciones favoreceria la divergencia y provocaria rapidas tasas de

diferenciacion.



El Altiplano de Sudamérica (14°-22° S) es una gran cuenca elevada de
aproximadamente 200.000 km?, esta ubicada entre dos cordones montafiosos
de los Andes centrales sobre los 3.800 m s.n.m. En la actualidad se caracteriza
por periodos muy secos durante la mayor parte del afio, pero este régimen
climatico ha variado notablemente durante el Cuaternario, con la formacién y
desaparicion de glaciares (Smith ef al. 2005; Licciardi et al. 2009), y extensos
lagos (Fornari et al. 2001; Fritz et al. 2004; Rigsby et al. 2005; Placzek et al.
2006). Los cambios geolégicos y ambientales ocurridos durante el Pleistoceno
han generado una marcada modificacién del paisaje, lo que se relacionaria con
los procesos de extincion y especiacién observados en este sistema. Esto ha
provocado que la biodiversidad en el Altiplano sea Unica, ejemplo de esto son
los caracoles del género Biomphalaria (Collado ef al. 2011, Collado & Méndez
2013), los sapos del género Telmafobius (Sdez 2012) y los peces del genero
Orestias (Vila et al. 2013, Esquer Garrigos et al. 2013), en los cuales se ve una
gran diversidad de especies y variabilidad entre poblaciones a lo largo de esta
region geografica.

Durante e| tltimo maximo glacial (UMG), entre 16,2 y 10,5 miles de afios
antes del presente (ka AP), el desierto de Atacama y Altiplano en el Norte de
Chile (22°-24°S) poseian condiciones de mayor humedad, con aitas
precipitaciones (>150 mm/afio) (Latorre ef al. 2002). Durante este periodo
hamedo se han descrito la ocurrencia de paleolagos de distinta extension en las

cuencas del altiplano, el paleolago Michin datado hace 17 ka AP, con un nivel




de agua en la cota 3.800 m s.n.m. en el Altiplano Suroeste (Keller & Soto 1998),
un segundo periodo humedo conocido por el paleolago Tauca ocurrido entre 16
y 14 ka AP y posiblemente otro periodo post-Tauca denominado Coipasa, entre
12 y 11 ka AP (Placzek et al. 2006, 2011. Figura 1), ambos con niveles sobre
los 3.700 m s.n.m. habrian abarcado las sub-cuencas del lago Poop9, el salar
de Uyuni, y parte de la cordillera de Chile (20°- 22°S). Los paleolagos Tauca y
Coipasa habrian conectado gran parte del Altiplano, en el sector suroeste que
corresponde al Altiplano chileno, estos paleolagos habrian inundado hasta la
cuenca del salar de Carcote (21°20°S; 68°20°0), no abarcando la cuenca de
Ascotan por el Sur (Keller & Soto 1998, Placzek et al. 2006, 2011, Blard et al.

2011. Figura 2).
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Figura 1 Estimaciones de los ciclos de paleolagos durante el Gltimo maximo glacial A)
altitud maxima de cada evento. Cuencas ocupadas y nivel de agua en los ciclos de los
paleolagos B) Coipasa C) Tauca (Modificado de Placzek et al. 2011)
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Figura 2 Extension del Paleolago Tauca durante el Gltimo maximo glaciar (Modificado de
Blard et al. 2011).

Posterior a estos eventos, durante el Holoceno, los lagos del Altiplano
habrian desaparecido rapidamente hace cerca de 8,5 ka AP, dando paso a un
periodo de hiperaridez, identificados por la disminucién en la cobertura vegetal y
productividad del area, que se prolonga hasta la actualidad (Latorre et al. 2002,

Figura 3).
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En el extremo sur del Altiplano se encuentran el salar de Ascotan
(21°29°S: 68°15°0; Fig. 1A y Tabla 1), en él se ha descrito a Oresfias
ascotanensis, Parenti 1984. Es una especie de pez de la familia
Cyprinodontidae bien caracterizada en base a rasgos morfologicos, cariotipicos
y genéticos (Arratia 1982, Martinez ef al. 1999; Parenti, 1984; Vila ef al. 2010,
2013). Se distribuye exclusivamente en este salar, en un area geografica
reducida, habita particularmente doce vertientes ubicadas en el margen oriental
del salar, en pequefios afluentes aislados, en una superficie de agua total de 18
km? (Risacher ef al. 2003). La reducida distribucion geografica y la intervencion
del habitat (Vila et al 2007a) determind que en el afio 2008 esta sea clasificada

como a una especie En Peligro a nivel nacional (DS 25/2008 MINSEGPRES).



Recientemente, se ha descrito la estructuracion genética de O.
ascotanensis, analizando un fragmento de la Region Control del ADN
mitocondrial (Morales et al. 2011). Estos autores mostraron que las poblaciones
de las vertientes mas aisladas geograficamente (V1 y V11), forman grupos
genéticos Unicos, clasificados como “Evolutionary Significant Unit” (Waples,
1998), caracterizados por endemismo genético local (ver Figura 4). Estos
autores postularon que estas vertientes probablemente se conectaron por
dltima vez al resto, durante el udltimo periodo himedo, 11.000 afios atras
(Fornari ef al. 2001; Fritz ef al. 2004; Placzek ef al. 2006). Este aislamiento
geografico, sumado a procesos de deriva génica asociada a pequefias
poblaciones, habria generado haplotipos Unicos en estas poblaciones. Por el
contrario, las vertientes cercanas entre si, presentaron una alta diversidad
genética, que comparten entre ellas, lo que indicaria flujo génico enire las

poblaciones y una dindmica de tipo metapoblacional (Morales et al. 2011).
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Figura 4 Median joining network de los Haplotipos del salar de Ascotan (Extraido desde
Morales et al. 2011).

Esta dinamica podria darse por conexiones temporales entre las
poblaciones de las distintas vertientes, que ocurririan debido a eventos intensos
del “Invierno Altiplanico”, que se produce durante el verano austral (diciembre a
marzo). En esta época, los niveles de agua en las cuencas hidrograficas
aumentarian, generando corredores que permitirian la dispersion entre distintos
sectores y un potencial flujo génico entre poblaciones aisladas. Sin embargo, ya
que estos autores utilizaron un marcador cuya tasa de mutacion permite evaluar

estructuracion genética en eventos pasados (plio-pleistocénicos), la variacién




que pudo haberse generado en el pasado mas reciente y en la actualidad no ha
sido evaluada. El presente trabajo busca estudiar la esfructuracién con un
marcador biparental mas variable como son los microsatélites y compararla con
la informacion existente descrita por Morales et al. (2011). Por ofra parte, dado
que la divergencia genética de las poblaciones podria estar reflejandose
también en una divergencia morfolégica, se evalud la diversidad morfologica
mediante analisis de morfometria geométrica y se comparé con los patrones de
estructuracion genética y distribucién geografica, en O. ascotanensis. Debido a
que el patrén de eventos repetidos de aislamiento y conexion entre localidades
del salar de Ascofan, es una muesira de las variaciones ocurridas en el
Altiplano, este sistema podria explicar a pequefia escala los patrones de
distribucion de la biodiversidad, y mas especificamente, los procesos de

diferenciacion ocurridos con las especies del género Oreslias.




HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Considerando: a) la alta estructuracion genética observada en
Orestias ascotanensis en el salar de Ascotan (Regién Control, Morales ef al.
2011); b) la evidencia de un cambio climatico drastico ocurrido en el Altiplano
posterior al titimo méximo glacial (20 ka AP), que implico la disminucién de los
niveles de agua y la fragmentaciéon de los ambientes dentro del salar de
Ascotan, la que se ha mantenido hasta la actualidad. Se postula la siguiente

hipétesis:

Hipotesis

La divergencia poblacional de Oresfias ascotanensis estara altamente
asociada a la geografia del salar, encontrando mayores diferencias
morfolégicas y genéticas en aquellas poblaciones que se encuentran aisladas

geograficamente.
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Predicciones

1) Las poblaciones ubicadas en los extremos del salar, presentaran
diferencias genéticas mayores a las observadas entre las poblaciones
del centro del salar.

2) Las poblaciones ubicadas en los exiremos del salar presentaran
diferencias morfoldgicas mayores a las observadas entre las poblaciones

del centro del salar.

Objetivo general

Evaluar en Orestias ascofanensis la existencia de diferencias
morfolégicas y genéticas, en funcion de la procedencia geogréfica dentro del

salar de Ascotan.

Objetivos especificos

e Caracterizar los grupos de Orestias ascotanensis de cada vertiente del
salar de Ascotan, mediante el andlisis de nueve loci de Microsatélites

del ADN nuclear.

eCaracterizar morfologicamente los grupos de O. ascofanensis

provenientes de cada vertiente mediante morfometria geomeitrica.

« Comparar las caracteristicas morfolégicas con la informacion genetica,

obtenida entre distintos grupos de peces del salar.
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MATERIALES Y METODOS

Organismo en estudio

Orestias ascotanensis, es un pez pequefio y robusto, de cuerpo
fusiforme. Los juveniles son de color moteado, los adultos de color marréon
oscuro con amarillo palido o crema en la zona ventral, esta coloraciéon se
intensifica en machos y hembras de mayor tamano. Las hembras tienen hileras
laterales de escamas mas completas que los machos. La zona ventral y la base
de las aletas pectorales, dorsales y anales no presentan escamas, la aleta
caudal es truncada, la mandibula inferior se proyecta hacia arriba (Arratia 1982;
Parenti 1984; Martinez ef al. 1999). Presenta dimorfismo sexual siendo las
hembras de mayor tamafo que los machos (Jara et al. 1995) (Figura 5). Se

alimenta de insectos acuaticos y anfipodos del periphyton (Vila et al. 2007b).

Figura 5 Individuos de Orestias ascotanensis.
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La edad méaxima observada en condiciones de laboratorio es de 3 a 4
afios, los tamarios observados a esta edad superan los 60 a 70 mm de Largo
estandar (LS),La reproduccién es iterativa y la madurez sexual se alcanza al
primer afio de edad, cuando los individuos alcanzan de a 30 a 50mm de largo
maximo (LM). Los huevos miden enfre 1,8 a 2mm de didmetro y poseen gran
cantidad de filamentos con los cuales se adhieren a la vegetaciéon (Irma Vila

comunicacién personal).

Descripcion del area de estudio y toma de muestras

Area de estudio

El salar de Ascotan se encuentra en una de las cuencas endorreica al sur
del Altiplano (Region de Antofagasta, Chile), ubicado en los 21°33'S a
3.720ms.n.m. Esta es una zona de bajas precipitaciones (menos de
150 mm/ano) (Risacher et al. 2003), aportadas principalmente por el “Invierno
Altiplanico”, que corresponden a nubes provenientes de la cuenca amazonica
(Vuille, 1999). El salar presenta pequefias lagunas, con una superficie total de
agua de 18 km? (Risacher ef al. 1999). Las lagunas son recargadas por
vertientes donde afloran aguas subterraneas, ubicadas en la porcidn oriental del
salar, cada vertiente esta separada de las otras por superficies evaporiticas
secas, se han identificado al menos 12 vertientes con presencia de peces (ver

Figura 6 y Figura 7).
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Salar de Ascotan

168°W

BOLIVIA

ARGENTINA

Vi1

Figura 6 Mapa del Area de Estudio. Se muestran las vertientes numeradas (V), y en azul
los cuerpos de agua dentro del salar.

Figura 7 Zona de muestreo de individuos, Vertiente 5.
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Toma de muestras

En cada una de estas vertientes se muestrearon individuos de
O. ascotanensis (Tabla 1), estos fueron recolectados durante la temporada
2005-20086, para los analisis genéticos, lo que se complementé con muestreos
en diciembre de 2011, abril y noviembre de 2012, abarcando el rango completo
de distribucion de la especie. Se analizaron 204 individuos en total (ver detalles
en Tabla 1). Los animales fueron capturados con redes de nylon. La eutanasia
se realizé por inmersién utilizando una sobredosis de metilsulfonato de ftricaina
(MS-222), en dosis >0,002% (Neiffer & Stamper 2009). Posteriormente, se
extrajo tejido de aletas pectorales yfo musculo que fueron conservados en
etanol 96% para los analisis genéticos, los individuos para los analisis

morfométricos fueron fijados en formalina al 3,7%.

Tabla 1 Coordenadas geogréficas y nimero de individuos de cada localidad {vertiente)

Localidad Coordenadas geograficas Altitud ms.n.m.  n Microsatélites  n Morfologia
V1 21°27°02.0”'S 68°1509.8"°0 3733 17 8
V2 21°29°21.2”°S 68°156'24.8"°0 3732 13 31
V3 21°29°27.8”°S 68°1525.6°0 3734 23 19
V4 21°29°39.8”°S 68°1525.6"0 3730 19 24
V5 21°29°47.2”°S 68°15724.5°0 3729 20 16
VB 21°29'62.8”°S 68°1524.47°0 3732 19 23
V7 21°32°02.7”°S 68°15'40.7°0 3731 12 27
V8 21°33'57.2”°S 68°14°36.8°0 3738 11 12
V9 21°36"11.7"°S, £8°15°01.4°0 3735 14 19
V10 21°36°35.0"°S 68°15°00.7°0 3738 29 7
V11 21°41"13.9”°S 68°12°54.0°0 3740 18 13
V12 21°3513.9°S 68°14°32.370 3735 7 5

Total 202 204
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Determinacion de sexos

La determinacion del sexo de los individuos se realizdé por medio de la
observacion de caracteristicas sexuales externas, como coloracion de los
flancos (Jara et al 1995), tamafios y formas corporales (abdomen vy

caracteristicas de la cabeza), y observacion directa de los érganos sexuales.

Caracterizacion genética
Analisis de DNA

El ADN total fue obtenido desde muestras de piel y masculo usando el
método de extraccion salina, modificado de Alajanabi & Martinez (1997). Este
método consiste en homogenizar el tejido en un buffer con sal estéril (0,4M
NaCl; 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA, pH 8,0) y SDS al 20%, adicionando
proteinasa K (400 ug/ml concentracion final). Las muestras se incuban a 55 -
56° C (de 1 a 12 horas), posteriormente se agrega H,O saturada de NaCl (6 M),
se mezcla y centrifuga rescatando el sobrenadante, posteriormente se agrega
Isopropanolol, se mezcla e incuba la muestra a -20° C por 1 hora, se centrifuga

por 20 minutos y se lava el pellet con ethanol (70%), se seca y finalmente el

ADN extraido se resuspende en HoO estéril.
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Amplificacién de Microsatélites

Se amplificaron 9 loci de Microsatélites utilizando los partidores descritos
por Esquer ef al. (2011). Las reacciones de amplificacion se realizaron en 10 i
de volumen total y contenian: 50 ng de ADN, 0,25 mM de cada dNTP
(Invitrogen, Brasil); 2 mM MgCI2 (Invitrogen, Brasil); 0,1 mg/ml BSA (New
England Biolabs); 1X buffer de PCR (20mM Tris-Cl pH 8,4; 50mM KCI;
Invitrogen, Brasil): 0,2 UM de cada partidor; 0,5 U Tag ADN polimerasa
(Invitrogen, Brasil). Las condiciones de termociclacion son las mismas usadas
por Esquer ef al. (2011). La presencia de producto de PCR fue verificada en un
gel Agarosa al 1%. El tamario de los alelos amplificados se determina mediante
electroforesis microcapilar en un secuenciador de ADN automatico (ABI prism
377 - Applyed Biosystems); los productos de amplificacién se enviaron a
secuenciar a la compaiila Macrogen Inc. en Corea del Sur

(www.macrogen.com). El andlisis de fragmentos se realizé en el software

GENEMARKER 1.85 (SoftGenetics) y se compararon los alelos de las especies
chilenas con muestras control procedentes de ejemplares de Bolivia (Esquer ef
al. 2011) y de Chile (Guerrero, 2013) para todos los loci. Posteriormente se
revisé el exceso de homocigotos o heterocigotos para corregir alelos con peaks
grandes y presencia de stutters que generan errores de lectura y detectar la
presencia de alelos nulos para cada loci con el programa MICRO-CHECKER

2.2.3 (van Oosterhout ef al. 2004).
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Analisis de estructuracion genética entre poblaciones

En la caracterizacion genética se obtuvo la diversidad genética
expresada como numero promedio de alelos y diversidad alélica en la
poblacién. Ademas, se obtuvo el valor de la Heterocigosidad observada a partir
del recuento de genotipos, y se evalud posibles desviaciones del equilibro de
Hardy— Weinberg (EHW) (Tabla 3).

Se analizé el grado de estructuracion genética entre pares de
poblaciones calculando los indices Fsr (Weir & Cockerham, 1984) en el
programa GENETIX 4.05 (Belkhir ef al. 2004) y el indice Dsr (Jost, 2008) en el
programa SMOGD (Crawford 2010). Para graficar las diferencias entre las
poblaciones se realizé un Andlisis Factorial de Correspondencia (AFC) en
GENETIX 4.05.

El nimero de grupos genéticos (K) fue evaluado utilizando los genotipos
de los individuos, por medio de un analisis bayesiano implementado en
STRUCTURE V 2.3.4 (Pritchard ef al. 2000). Se analizaron de 1 a 12 grupos,
realizando 20 diferentes corridas de 1.000.000 iteraciones de MCMC; se
quemaron las primeras 100.000; estos pardmetros fueron calculados para cada
valor de K, bajo el modelo no aditivo (No Admixture model), frecuencias alélicas
correlacionadas entre grupos (clusters) y localidad de muestreo como
informacion previa (locprior setting), modelo sugerido para especies con

distribuciones poblacionales discretas (Pritchard ef al. 2000).
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El nimero méas probable de poblaciones, K, fue determinado usando el
valor del logaritmo de la verosimilitud de los datos observados, LnP (D) y la tasa

de cambio de segundo orden del logaritmo de la verosimilitud de los datos en

corridas diferentes de K (AK) descrito en Evanno et al. (2005).

Adicionalmente se infirieron clusters o grupos de individuos con el
programa GENELAND 3.13 (Guillot ef al. 2005) en R 3.0.2 (lhaka & Gentleman
1996), que utiliza un algoritmo MCMC bayesiano para armar conglomerados de
muesiras sobre la base de la informacién tanto genética y geografica. El analisis
fue realizado para las 12 localidades. Se realizaron tres corridas independientes
usando 5.000.000 MCMC de iteraciones, con una frecuencia de muesireo de
1.000 y un periodo de burn-in de 250. Un primer analisis fue realizado entre un
Kmn= 1 ¥ un Ky 12 clusters. Un segundo analisis considerando los dos

valores de K mas probables, obtenidos del primer analisis (Kmin= 4 Y Knax= 5).

Tasas de migracion actual entre vertientes

Se utilizé el programa BAYESASS V1.3 (Wilson & Rannala 2003), para
obtener una estimacién de la magnitud y direccion de flujo génico actual (dos
altimas generaciones) entre poblaciones, el programa utiliza el algoritmo MCMC
para estimar la distribucién de probabilidad posterior de migrantes entre
poblaciones, asumiendo equilibrio genético (EHW). Para cada linaje se
realizaron 3.000.000 de generaciones de cadenas de MCMC (guemando

900.000), con una frecuencia de muestreo de 2.000.
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Analisis Morfométricos

En los analisis morfolégicos se utilizaron solamente hembras (n= 204),
para eliminar la variacion causada por el dimorfismo sexual descrito en la
especie (Parenti 1984) y debido al escaso nimero de machos recolectados (n=
50). Los individuos utilizados correspondieron a hembras adultas de un rango
de tamario entre 50 a 100mm de largo maximo (LM), la madurez sexual fue

determinada por cbservacion directa de las gonadas.

Cada individuo fue fotografiado en vista lateral izquierda con una camara
digital de alta resolucion (Nikon Coolpix 5400). Se identificaron 15 landmarks o
puntos anatémicamente homélogos para analizar la forma del cuerpo (Figura 8)
con el programa TPS.DIG2 v2.16 (Rohlf 2010). Las coordenadas de los
especimenes fueron alineadas (trasladadas, rotadas y escaladas) usando el
método generalizado de superimposicién de Procrustes, por minimos
cuadrados, eliminando la informacion de tamario y posicion de las coordenadas
(de manera de evaluar sélo el efecto de la forma). Se compararon las
caracteristicas morfolégicas por localidad y por grupos genéticos (siguiendo a
Morales et al. 2011 y la informacién del analisis de microsatélites). Para esto se
utilizo el Analisis de Componentes Principales (PCA) y el Analisis de Variables
Candnicas (CVA), incluidos en el programa MORPHO J (Klingenberg 2011). En

la Tabla 1 se muestra el nimero de individuos utilizados en estos analisis.

Se realizé una comparacién entre vertientes y grupos genéticos (MG) con

un andlisis de funcién discriminante en el programa SYSTAT (SYSTAT, 2004),
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utilizando los scores del analisis de componentes principales (PCA) como
variables. Adicionalmente, se realizaron comparaciones mediante un analisis
multivariado de la varianza (MANOVA no paramétrico) implementado en el
programa PAST 2.16 (Hammer ef al. 2001) (Material Suplementario). Ademas
se realizé un analisis de ordenamiento por distancias de Mahalanobis, con el
algoritmo de grupos pareados (UPGMA), incluido en el programa STATISTICA

7 (Statsoft Inc. 2001).

Figura 8 Landmarks (puntos negros): {1) inicio de mandibula; (2) centro del ojo; (3) base
del istmo; (4) inicio del opérculo; (5) y (6) insercion de Ia aleta pectoral; {(7) y (8) inicio y
término de la aleta anal, (9) y (10) insercion aleta caudal; (11} y (12) inicio y término de la
aleta dorsal; (13) inicio pre maxila; (14) union sub mandibular; (15) dorso de la cabeza.
Abajo detalle de landmarks (3) y (14)
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Mantel test

El programa XLSTAT 4.05 (Addinsoft 2013) fue utilizado para determinar
la existencia de relaciones significativas usando matrices de distancias
pareadas entre locaiidades con 10.000 iteraciones. En este analisis se utilizé (a)
una matriz de distancia morfolégica (Distancia de Mahalanobis), (b) dos
matrices de distancia genética, Fst (Weir & Cockerham 1984) y Dsr (Jost 2008)
obtenidas del analisis de Microsatélites, y {c) una matriz de distancia geografica

(distancia lineal entre vertientes).

Modelo de elevacién digital del salar

La fragmentacién de los ambientes acuéticos puede ocurrir por efecto de
barreras geograficas, estas impedirian el flujo de agua entre distintos sectores y
con ello el movimiento de peces u otros organismos acuaticos. Se utilizd un
modelo digital de elevacién (DEM) para evaluar el la existencia de posibles
barreras entre poblaciones dentro del salar). Para esto se analizé una imagen
satelital (satélite ASTER GDEM, http://gdex.cr.usgs.gov/gdex/), la cual presenta
datos de la altitud superficial. Mediante herramientas del sistema de informacion
geogréfica (SIG), se reclasifico la informacién en rangos de altitud, utilizando el
programa IDRISI KILIMANJARO (Eastman 2003). se identificaron zonas bajas
(altitudes entre 3.700 y 3.721 m s.n.m.), zonas medias (altitud 3.722 y 3.731 m

s.n.m.) y zonas altas (altitudes entre 3.732 y 3.750 m s.n.m.)
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RESULTADOS

Analisis Microsatélites

Se obtuvieron genotipos de 202 individuos de las 12 localidades, se
utilizaron 8 loci de 9 Microsatélites analizados, el locus B104 mosird presencia
de alelos nulos en 7 de las 12 localidades analizadas y fue excluido de los
anélisis posteriores. Para los 8 loci microsatélites utilizados, el rango de tamafio
de los alelos coincidieron con los descritos por Esquer ef al 2011 (en

Orestias lutea y O. agassii de Bolivia y Per() (Tabla 2 )

Tabla 2. Loci de microsatélites analizados. Se indica el rango de tamaiios descritos
(Esquer et al. 2011) y el rango de tamafio observado en O. ascotanensis en el presente
estudio. (pb): pares de bases nucleotidicas.

Temperatura de Annealing Rango de tamafio descritos ~ Rango de tamaiio

Locus (°C) (pb) observado (pb)

Q. agassif 0. lutea 0. ascotanensis
Afa 58 244 - 266 234 - 260 235-267
A1086 60 256 - 317 263 - 313 275335
A116 54 300 - 392 288 - 334 301-372
B1 58 171 - 181 171 -177 172 -176
B103 51 193-215 195 - 217 192 — 224
B104 64 141 -169 141 -157 161 -165
c102 63 225-273 233-281 221 -237
C105 58 292 - 262 200 - 248 196 — 224

D110 59 232 - 350 244 - 314 238 — 358
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En la Tabla 3 se indican los valores de diversidad genética por localidad, se

observa que la V1 y V11 presentan los menores valores de Heterocigosidad

observada (Ho).

Tabla 3 Coordenadas de las localidades, nimero de individuos muestreados, y
parametros de variacién genética determinadas del analisis de 8 loci de Microsatélites.

Sitio de muestreo N N alelos Ho He Fis
Vi 17 6.13(2-13) 04692 0.5134 0.11873
A 13 6.38(2-13) 0.6988 0.6770 0.01103
V3 23 7.38(3-17) 0.6496 06334 0.00082
V4 19 6.63(2-16) 0.5866 0.6434 0.11607*
V5 20 7.38(2-17) 06104 086566 0.09775
\ 19 6.63(2-12) 0.5640 0.6256 0.1401
V7 12 6.50(2-15) 0.6989 0.5981 -0.1258§cC
V8 11  6.00(1-16) 05477 05831 0.10942

V9 14 538(2-11) 05089 0.552 0.11982
V10 29 7.38(2-15) 0.5535 0.5697 0.0476
V11 18  4.75(1-11) 04469 04448 0.02501
V12 7 413(1-6) 05536 0.5570 0.08510
Total 202 0.5729 0.6567 0.13021

N alelos: promedio del nimero de alelos en los 8 loci (rango en los
loci en paréntesis); Fis valores no mostraron desviacion significativa
del EHW, con 10.000 permutaciones (p < 0.01); * p<0.01, significativo
solo en2 de 8 loci.

Se evalud la diferenciacion genética entre pares de localidades de
Orestias ascotanensis, mediante un test de Fst pareado. La mayoria de las
comparaciones entre localidades fueron significativas, solo las vertientes V2,
V3, V4, V5, VB y los pares V8-V6, V8-V10 y V8-V12, no presentaron diferencias

significativas (Tabla 4). Los indices Fst y Dst presentaron una alta correlacion
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entre sus valores (Pearson r= 0,8784, p<0,01). En la Figura 9 (analisis de

correspondencia factorial, AFC), se distinguen claramente 4 grupos de

localidades.
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Figura 9 Tres primeros ejes del analisis factorial de correspondencia (AFC) basado en la

variacion alélica en cada localidad

Estructura genética poblacional y asignamiento de individuos

El analisis de STRUCTURE, presento altos valores del logaritmo de la
verosimilitud de los datos observados [LnP (D)], entre K= 4 y K= 7 poblaciones.
Adicionalmente se calcul6é el AK, para sucesivos valores de K (entre 1 y 12
clusters), lo que revela multiples peaks para la estimacion del K 6ptimo, dos de
ellos presentan altos valores de AK, en K= 2 (AK= 59,36) y K= 4 (AK= 48,82),
sin embargo aparece un tercer valor elevado en K= 3 (AK= 11,4) y un peak en
K= 7 (AK= 7,27), los otros valores de AK presentaron valores inferiores a 1

(Figura 10).
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Figura 10 Arriba: promedio de LnP (D); y Abajo: AK por cada valor de K analizado,
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derecha. indices segtin Evanno ef af. 2005, calculados en STRUCTURE harvester. (Earl &

von Holdt 2012)

Con la informacién de los AK, se presentan los plots de clasificacion

individual con los ordenamientos en clusters en K= 2, K= 3; K= 4 y K= 7, que

corresponden a los mayores valores de AK. En estos plots es posible distinguir
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el ordenamiento de las localidades en clusters, que corresponden al nimero de
poblaciones (K), en K= 2, se observa la diferenciacion de las vertientes en el
salar, el primer grupo identificable es el conformado por V2, V3, V4, V5, V6 y
V7, las que se separan claramente de las otras vertientes; en K= 3 se separa la
V11 como una unidad independiente; en K= 4 es posible distinguir V1 y V11
como unidades independientes y dos grupos de localidades V2 a V7 y el grupo
formado por V8, V12, V9 y V10, que corresponden a localidades ubicadas en el
centro del salar; por Gltimo en K= 7 se observa unidades bien diferenciadas V1,
V11, V10 y V12-V9, un grupo de localidades V2 a V6 y en las vertientes V7 y V8

se observa un baja clasificacion de individuos en esas unidades (Figura 11).
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Vi V2 V3 Va V5 vé V7 VBV12 V8 V10 V11

Figura 11 STRUCTURE, plot basado en 8 loci de Microsatélites en K= 2, K= 3, K= 4 & K=7.

Cada individuos es representado por una linea vertical dividida en segmentos de colores

que representan los grupos o clusters (K), el eje Y muestra el porcentaje de pertenencia a
cada clusters.

Geneland

En el analisis de estructuracion utilizando GENELAND se identificaron 4 cluster
o poblaciones. La agrupacion obtenida es igual a la que resulté con
STRUCTURE para K= 4, en ambos analisis (maximo de poblaciones posibles
K= 12 y en el andlisis entre K= 4 y K= 5) (Figura 12). La varianza explicada por

este ordenamiento fue de un 58%.
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Map of posterior probability

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4

-21.55 -21.50 -21.45
x coordinates

-21.60

-21.65

-68.25 -68.25 -68.25 -68.25
y coordinates

Figura 12 Mapas de probabilidad posterior para 4 clisters (Geneland), basado en datos
de 202 individuos y 8 loci de Microsatélites. Cada localidad es representada por un

circulo.
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Patrones de migracién entre vertientes

En la Tabla 5 se muestran las tasas de migracion recientes (dos Gltimas
generaciones). La mayoria de estas tasas fueron inferiores a 0,01. Esto
indicaria flujo bajo de individuos entre las vertientes y que la mayor proporcion
de individuos en cada localidad tendria un origen local (tasas de origen > 0,6).
Sin embargo, la vertiente V3 presento tasas de migracién importantes hacia las
vertientes V2, V3, V4, V5, V6 y V7 (entre 0,1987 y 0,2465). Lo mismo ocurrio
con la vertiente V10, que estaria actuando como fuente de individuos para las

vertientes V8, V9 y V12 (tasas de migracion entre 0,1028 y 0,2394).
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Analisis morfolégicos entre localidades

El analisis de variables canénicas permitié evaluar las diferencias entre
localidades, en la Figura 13 se grafican los dos primeros ejes canonicos que
explican el 49,53% de la varianza total entre localidades. En la Tabla 6 se indica
la distancia de Mahalanobis entre localidades. Las dos primeras variables
canonicas graficadas, permiten diferenciar claramente los individuos de las
vertientes V8-V9-V10-V12, que muestran los mayores valores de distancias de
Mahalanobis al ser comparados con las otras localidades. Las menores
distancias morfolégicas (Distancia de Mahalanobis) se observaron entre las
vertientes V2, V3, V4, V5, V6 y V7, las distancias calculadas fueron

estadisticamente significativas entre todas las localidades.
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Figura 13 Analisis de variables candénicas, comparacion por localidad. Las
circunferencias representan elipses de equiprobabilidad de 0,95.
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Al realizar las comparaciones por medio de un analisis de funcion

discriminante entre localidades, la clasificacion de los individuos en cada

vertiente fue de 39%, los individuos con el menor valor de clasificacion fueron

los de la vertiente V4 (21%) y el mayor valor clasificacion fueron los individuos

de la V12 con 60% (Jackknife, Wilks' lambda= 0,024 F aprox.= 2,687 g.|.= 286,

1,727 p< 0,01) ver Tabla 7.

Tabla 7 Anilisis de funcién discriminante entre localidades. Analisis corregido por

tamario de muestra.

localidad V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V8 V10 Vi1

Vi2

% clasificaciéon

correcta
V1 3 1 o 2 0 1 0o 0 0 1 0 0 38
V2 0o 15 3 5 2 5 A1 0 0 0 0 48
V3 o 4 5 B8 0 3 1 0O 0 ¢] 0 0 26
V4 1 2 5 5 1 1 2 0 2 0 4 1 21
V5 O 2 2 o 7 0 0 0 2 1 1 1 44
Ve 1 1 2 2 2 8 4 1 1 0 1 0 35
V7 1 3 1 0 1 3 13 0 3 1 0 1 48
V8 0o o 0 1 0 1 1 5 4 ] 0 0 42
V9 o 0 0 1 1 3 1 4 8 0 1 0 42
V10 o 0 ¢ ¢ 0o 0o 1 2 2 2 0 0 29
V11 o o o0 2 3 2 1 0 O 0 5 0 38
V12 1 o o 0o O 0 O O O 0 1 3 60
Total 7 28 18 24 17 27 25 12 22 5 13 6 39

Al realizar las comparaciones por medio de un anélisis MANOVA-NP con

los scores de los componentes principales (PCA) por individuo como variables,

se observaron 13 de 66 comparaciones entre [ocalidades presentaron

diferencias significativas (Total suma de cuadrados: 0,5853, suma de cuadrados
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dentro del grupo: 0,471; F: 4,239; p<0,01, Correccion de Bonferroni), sin

embargo en este andlisis no fue posible observar un patrén claro de

diferenciacién entre vertiente. (ver Tabla 8).

Tabla 8 Comparacién entre localidades, MANOVA NP, Permutaciones: 9.999. Distancia

Euclideana, p- value correccién de Bonferroni, valores significativos en negrita.

Localidad V1 V2 V3 V4 V5 V6 v7 V8 Vo Vioe V11 V12

V1 -

v2 0,0066 -

V3 0,2112 1 -

V4 1 0,1188 1 -

V5 0,2838 0,3762 1 1 -

V6 0,2112 0,0066 0,198 1 0,3234 -

V7 0,0066 1 1 0,0396 0,0132 0,0132 -

V8 0,0198 0,0132 0,5346 0,3168 0,0396 1 0,1452 -

Vo 0,1518 0,0066 0,0594 0,1056 0,0198 1 0,0066 1 -
V10 0,2178 0,363 1 1 0,4752 1 1 1 1 -
V11 0,0792 0,1386 1 1 1 1 0,2178 1 1 1 -
vi2 0,1386 1 1 1 1 0,066 0,2112 0,0198 0,0066 0,1814 1 -

En el dendrograma UPGMA, se observa que los individuos de O.

ascotanensis de las localidades V2-V3-V4-V5-V6-V7 ubicadas en la porcion

norte del salar, se agrupan formando un conglomerado, las diferencias

observadas entre ellas {distancias morfoldgicas), son menores a [as diferencias

encontradas al compararlas con las otras localidades, con estas vertientes se

agrupan V1y V11 pero con mayores distancias morfologicas, ademas se puede

observar un segundo grupo morfolégico conformado por las vertientes V8-V9-

V10 (ver Figura 14).
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Mahalanobis Distance

5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15

Figura 14 Dendrograma UPGMA construido con las distancias de Mahalanobis entre
localidades, obtenidas desde el Analisis de Variables Candnicas (CVA). En color los
grupos genéticos.

Analisis morfolégicos entre grupos genéticos

Al reagrupar los individuos por la informacién obtenida de los marcadores
moleculares (Microsatélites y Region Control), en la Figura 15, se observan las
dos primeras variables que explican el 85,37%, en este se observa que los
grupos 2 (V2-V7) y 3 (V8-V10) se distinguen claramente entre si principalmente
en el eje CV1, en este los individuos del grupos MG2, presentan una cabeza
mas alta, la posicion del ojo es mas dorsal en la cabeza, el opérculo es mas

corto y las aletas pectorales estan mas ventrales que lo que se observa en
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promedio en los individuos del grupos MG3, mientras que los grupos 1 V1) y 4
(V11) superponen la distribucién de sus individuos en el espacio morrfometrico.
Por otra parte, MG1 (V1) y MG4 (V11) superpusieron la distribucion de sus
individuos en el espacio morfométrico (Figura 15) con los otros grupos. Sin
embargo el grupo MG1 presento un pedunculo caudal més alargado, el ojo en
una posicion media y las aletas pectorales mas cerca de la cabeza que el

promedio de los otros grupos (eje CV2).

CV1 (61.26%)

Figura 15 Analisis de variables canénicas de la comparacién morfométrica entre grupos
(K= 4, obtenidos de los analisis de microsatélites y secuencias de la region control del
mtDNA). Las circunferencias representan elipses de equiprobabilidad de 0,95.
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En los analisis discriminantes, los porcentajes de clasificacion fueron
mayores a los observados al comparar entre localidades, para los grupos
ordenados con la informacion de microsatélites y de la regién control (K= 4), los
valores de clasificacion correcta se ubicaron entre un 46 y un 68% (total 65%)
(Jackknife Wilks' lambda= 0,273 F aprox.= 3,656 g.1.= 78, 524 p<0,01) ver tabla
5. De los grupos obtenidos de los FST calculados con los Microsatélites (K= 6),
se obtuvieron dos grupos con altos porcentajes de clasificacion, el grupo 4
formado por V8-V10 presentd un 63% de clasificacion correcta y el valor mas
alto de clasificacion correspondio6 al grupo 2, conformado por las vertientes V2-
V3-V4-V5-V6, con un 88% de clasificacién correcta, este ordenamiento entregd
en total de un 67% de clasificacién correcta (Wilks' lambda= 0,135; F aprox.=

3,303 g.l.= 130, 857 p< 0,01) (ver Tabla 9)

Tabla 9 Analisis de funcién discriminante entre 4 grupos {grupos genéticos). Analisis
corregido por tamaiio de muestra.

MG1 MG2 MG3 MG 4 %correct
MG 1(V1) 3 4 1 0 38
MG 2 (V2-V7) 1 124 10 5 89
MG 3 (V8-V10) 0 16 26 1 60
MG 4 (V11) 0 7 2 4 31
Total 4 151 39 10 77
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Mantel test

Se observo evidencias de aislamiento por distancia (Microsatélites Fsr
Mante! test: r= 0,6133 p < 0,01). Al comparar las matrices de distancia genética
(Fst) con la distancia morfologica (Distancia de Mahalanobis), la correlacién fue
baja, pero significativa (r= 0,317 p < 0,05). No se encontraron evidencia de
asociacion entre las matrices de distancias morfolégicas y geogréaficas (Mantel

test: r= 0,2622 p= 0,1288).

Modelo de elevacién digital (DEM)

Ei modelo de altitud del salar de Ascotan, permite reconocer que la
porcion sur del salar presenta las mayores altitudes (> 3.730 m s.n.m.) en esta
porcion esta ubicada la vertiente V11, el patrén altitudinal muestra una
pendiente que disminuye gradualmente de sur a norte en el salar, sin embargo
el extremo norte donde estd ubicada al vertiente V1 presenta altitudes
superiores a 3.730 m s.n.m. la zona méas baja del salar se encuentra en el
noreste y corresponde a una gran superficie que cuenta con algunos cuerpos

de agua en la actualidad (Figura 16).
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Altitud (m s.n.m.)

Bl 3700-3721
[]3722-3731
[ 3732-3750
= CUerpo de agua

o Vertiente

10 km

Figura 16 Modelo de elevacion digital (DEM), se muestra la posicion de las vertientes en
el salar, los cuerpos de agua existentes y zonas de cambio altitudinal (lineas
segmentadas).
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Genética y Geografia

El analisis genético esta altamente asociado a la geografia encontrada en el
salar, en la Figura 17, se observa que las poblaciones encontradas con el
analisis de estructuracion (STRUCTURE K=4) se corresponden con las
distribucion espacial de las vertientes (Distancia geografica y altitud),
observandose potenciales barreras a la conexion entre vertientes y con ellas

barreras al flujo de individuos.

£ S
c
P
E Nivel maximo
3 V8 V12-9-10
= v vy vy
<
5 2 4 6 8 10 12 1 16 18 20 22 24 26 28 30
Distancia (km}
K=

V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8V12 V9 V10 V11

Figura 17 Perfil altitudinal Norte-Sur dentro del salar de Ascotan, la linea segmentada
muestra nivel maximo del lago 11.000 afios AP. Abajo: Plot STRUCTURE con K= 4
poblaciones.
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DISCUSION

Los resultados de la diversidad genética (microsatélites) en Orestias
ascotanensis fueron variables dependiendo de las localidades. Las vertientes
del centro del salar (V2 a V10) mostraron mayor diversidad genetica (Hoy Hge),
seguidas de las vertientes V1 y V11, esto es similar a lo registrado con el
marcador mitocondrial (Morales ef al. 2011). Las diferencias que muestran
estas localidades se pueden explicar principalmente por el aislamiento
geogréfico, ya que las vertientes V1 y V11 se encuentran en los extremos del
salar de Ascotan, a gran distancia geogréfica de las otras vertientes y a mayor
altifud (m s.n.m.).

Los andlisis genéticos utilizando 8 loci de microsatélites, permiten
establecer grupos de localidades claramente diferenciables, con los indices de
Fsr ¥ Dst v con el analisis factorial de correspondencia (AFC), es posible
identificar entre 4 y 6 grupos dentro del salar, las vertientes V1 y V11 cada una
como una unidad bien diferenciada, un grupo de localidades (V2, V3, V4, Vo y
V6) como una sola unidad genética, los que se corresponde con la distribucién
geografica, ya que todas estas vertientes estan ubicadas en una distancia
méxima no superior a 1,1 km, y eventualmente podrian conectarse
manteniendo una diversidad genética en comiin. Ademas se identifica un grupo
conformado por las vertientes V9, V12 y V10, que presentan una condicidn

similar al grupo anterior (distancia lineal maxima 2,2 km), y otras vertientes V7 y
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V8 que estan separadas geograficaments, pero que no presentan grandes
diferenciaciones genéticas con ofros grupos, lo que sugiere conexiones
esporadicas en el pasado reciente (posterior al UMG).

Los modelos de estructuracion poblacional también entregan valores
similares en el nimero de clusters o grupos, K= 4 parece ser el valor mas
probable (AK STRUCTURE, GENELAND), considerando variables geograficas,
morfologicas y genéticas (Microsatélites), lo que concuerda con lo presentado
por Morales et al. 2011, sin embargo al clasificar en K= 7, es posible distinguir a
la vertiente V10, como un grupo adicional y las vertientes V7 y V8 como un
grupo que podria presentar algun tipo de flujo génico entre ellas, causado por
un posible contacto de sus individuos.

Desde este analisis también se infiere el proceso de diferenciacién de las
poblaciones, asi el area del salar estaba ocupada por un lago que abarcaba
todas las vertientes hasta la cota 3.740 m s.n.m., esto habria ocurrido durante el
altimo méximo glacial, este grupo inicial se fracciono abruptamente producto de
la disminucién del nivel del agua de aproximadamente 20 m de profundidad
(Figura 16 y Figura 17), lo que generd que las poblaciones de las vertientes V2,
V3, V4, V5, V6 y V7, quedaran separadas del resto de las localidades, este
grupo se habria distribuido en un remanente ubicado en el centro noroeste del
actual salar, que corresponde a la porcion mas baja (Altitudes inferiores a 3.720

m s.n.m.) y mantendrian la diversidad genética de la gran poblacién inicial hasta
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la actualidad (Morales ef al. 2011). Las vertientes V1 y V11 fueron los
remanentes mas pequefios y aislados, producto de la posicion geografica (se
ubican en los extremos del salar en altitudes mayores a 3.730 m s.n.m.) lo que
ha impedido que se conecten a ofras localidades, generando la acumulacion de
diferencias genéticas producto de la deriva génica. Esto concuerda con lo
observado por Morales ef al. 2011, que sefiala que las vertientes V1 y Vi1 son
unidades evolutivas significativas (ESU), que presentan las mayores diferencias
genéticas (Region Control), al igual que lo observado con Microsatélites
(mayores valores de Fsty Dsr).

Los 4 grupos mas distinguibles corresponden a V1, V2-V7, V8-V10 y
V11. Por tltimo los valores de AK encontrados en K= 7, sugieren la separacion
de algunas localidades como la V10 (claramente diferenciable en este analisis)
y las vertientes V7 y V8, que comienzan a diferenciarse de los grupos centrales
del salar, posiblemente por la distancia geogréafica que impediria el flujo de
individuos en eventos de lluvias estacionales del invierno altiplanico. Las
similitudes genéticas y morfolégicas entre las vertientes V2, V3, V4, V5, V6 y en
el grupo centro sur conformado por V12 y V9, podrian ser mantenidas por
mezclas causadas por aumentos estacionales en los niveles del agua. Estas
dinamica de metapoblacion estaria reafirmada por las tasas de migracion

asimétricas observadas entre estos grupos, asi las vertiente V3 y V10 se
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comportarian como poblaciones fuente, las que aportarian individuos a los dos
grupos centrales vertientes.

Los resultados morfolagicos obtenidos con la forma del cuerpo, muestra
pequeiias diferencias entre los peces de las diversas vertientes (CVA, andlisis
discriminantes y MANOVA NP), estas se reflejan principalmente entre los
individuos provenientes desde el centro del salar, formado por las localidades
V2, V3, V5, V7, V8, V9 y V10. Las diferencias se acenttian al reordenar los
individuos en relacién a los resultados genéticos (Microsatélites), los
porcentajes de clasificacion correcta aumentan (77%) al reordenar en K= 4
grupos (STRUCTURE, GENELAND), destacandose el grupo MG2 (V2 a V7)
con un 89% de clasificacion correcta (AFD) y el grupo MG3 con un 60% de
clasificacién correcta. Las distancias de Mahalanobis en el analisis de
ordenamiento (UPGMA), también permiten identificar al menos 4 grupos
morfolégicos, lo que es consistente con la informacién geografica (distancias
geograficas) y genética (Microsatélites y Regién Control).

De la Barra et al. (2009), enconiré diferencias entre poblaciones de 0.
agassii de la puna meridional de Bolivia, estas se observaban principalmente en
el ancho de la cabeza, del opérculo, del cuerpo y en el alto del cuerpo y del
pedunculo caudal, y estarian relacionadas con los ambientes donde habitan, ya
gue peces provenientes de lagunas, presentan cabezas de mayor tamafio y

cuerpos mas robustos que los individuos de rio y bofedal. La diferenciacion
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morfologica en este caso estaria modulada por los ambientes contrastantes
donde habita la especie, lo que no ocurre en ¢l caso de O. ascotanensis, donde
los ambientes entre las vertientes son similares entre si y presentan cierta
estabilidad estacional en temperatura del agua (cercana a 22°C) y fauna
benténica presente en ellas (Marquez-Garcia ef al. 2009).

Es destacable que las diferencias morfologicas encontradas en las
poblaciones de O. ascolanensis dentro del salar de Ascotan, se presenten en
una pequefia escala geografica y en ambientes locales similares, lo que estaria
asociado al grado de aislamiento entre las localidades, separadas durante no
mas de 11.000 afios (Morales ef al. 2011).

El mecanismo de diferenciacion presente en este salar es principalmente
alopatrico, y estaria determinado por fragmentacion y barreras geograficas
dentro del salar. Este mecanismo ha sido observado en otros organismos
dentro del salar, asi caracoles del genero Biomphalaria presenian una
estructuracion similar a lo encontrado por este estudio reconociendo al menos
tres grupos genéticos uno formado por individuos de las vertiente V2 a V8, ofro
con individuos V9 y V10 y el ultimo conformado solo con individuos de la
vertiente V11 (Collado & Méndez 2013). Otra evidencia ha sido observada en
poblaciones de! genero Orestias en el Parque Nacional Lauca, en ese caso las
poblaciones presentes en distintos cuerpos de agua presentan claras

diferencias genéticas, la separacion enire estas poblaciones y/o especies
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posiblemente se origind con el colapso del volcan Parinacota ocurrido 8 ka AP
(Vila et al 2013), sin embargo existen evidencias de flujo génico entre algunas
de estas poblaciones principalmente en el Bofedal de Parinacota que esta en
una altitud menor al resio de los cuerpos de agua, lo dque favoreceria la
migracién de individuos en eventos de invierno altiplanico (Guerrero 2012)

£l mecanismo de diferenciacion alopatrica parece ser el mas frecuente
en especies acuéticas, ejemplos de esto han sido documentados en peces del
género Goodea (White & Turner BJ 1984), Gambusia (Schug et al 1998),
Aphanius (Maltagliati et al. 2003, Tigano et al. 2006), Oncorhynchus (Taylor et
al 2010) y Xiphophorus (Tatarenkov et al. 2010}, uno de los casos mas similares
a los observado en Orestias ascofanensis en el salar de Ascotan, es lo
observado con peces del genero Cyprinodon en el desierto de Nevada, que
muestra diferencias significativas y estructuracién genética entre poblaciones
separadas por pocos km de distancia, y que se habrian comenzado a
diferenciarse, por fragmentacion de los habitat ocurrida posterior al UMG (10 a
20 ka AP), ademas algunas poblaciones que compartirian diversidad genética
por conexiones esporadicas entre las localidades (Duvernell & Turner 1998). El
modelo de diferenciacion poblacional observado en Orestias ascofanensis, es
comparable al proceso de diferenciacion ocurrido con el género Orestias en el
Altiplano. Durante el Pleistoceno, ciclos entre periodos himedos y secos

generaron drasticas variaciones en los niveles de agua en la cuenca del
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Altiplano, se han descrito sucesivos paleolagos que cubrieron extensas zonas
(Fornari ef al. 2001, Fritz et al. 2004, Rigsby et al. 2005) y que permitian algin
grado de conexion entre grupos de Orestias que habitaban en ellos. Durante
periodos secos los niveles disminuian aislando poblaciones, lo que favorecia el
proceso de diferenciacion morfoldgica y genética.

En este contexto y con la informacién obtenida del presente estudio en
poblaciones de O. ascotanensis, se puede inferir en términos generales que las
primeras poblaciones/especies en diversificar pudieron ser las de los
remanentes mas altos en el Altiplano, ubicadas en los bordes de los paleolagos,
es esperable que esos grupos acumulen grandes diferencias genéticas y
morfologicas causadas por el tiempo que han permanecido aisladas, incluso
durante los periodos mas htimedos, similar a lo ocurrido con las poblaciones V1
y V11 en el salar de Ascotan.

Por ofra parte las poblaciones/especies que habitan cuerpos de agua en
localidades bajas (dentro del Altipiano) podrfan presentar alta diversidad
genética y morfolégica, causadas por conexiones mas recientes entre grupos,
ocurridas en periodos himedos histéricos y/o por actuales condiciones
ambientales como las que ocurren durante el Invierno Altiplanico, esto es similar
a lo ocurrido en las vertientes del ceniro del salar de Ascotan (V2 a V7yV8a

V10).
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CONCLUSIONES

Orestias ascotanensis presenta cuatro poblaciones que se diferencian en
analisis genéticos (Microsatélites) y moriologicos (Morfometria Geométrica), las
que concuerdan con los andlisis de fa Regién Control (Morales ef al. 2011), este
patrén se explica por aislamiento geografico (Altitud y distancia entre vertientes)
y fluctuaciones historicas en los niveles del agua.

La poblaciones que presentaron mayores diferencias genéticas, no
mostraron una alta diferenciacion morfolégica, posiblemente por la rapida tasa
de cambio a nivel molecular causada por deriva génica en pequefias
poblaciones.

Las similitudes morfoldgicas encontradas pueden ser producto de
similitudes ambientales entre vertientes y/o por estar en una etapa inicial de
diferenciacion.

Esta distribucion geografica y las caracteristicas de la especie
corresponden a un excelente modelo para explicar a fina escala el proceso de
diferenciacion inicial entre poblaciones, principalmente del género Orestias en el

Altiplano de Sudameérica.
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