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Vi
RESUMEN

El género Orestias es el grupo mas conspicuc de Peces en la region altiplanica. Sy
distribuciéon abarca desde Lachsa, Pert hasta el salar de Ascotan, en el norte de Chile.
Las especies que habitan la zona del Altiplano chileno se caracterizan por encontrarse
limitadas a tamarios poblacionales reducidos Y presentar un alto endemismo local. Dentro
del Pargue Nacional Lauca, en la regién de Arica y Parinacota, Chile, se han descrito
Cuatro especies: Orestias parinacotensis en el Bofedal de Parinacota, O, chungarensis en
el lago Chungars, O. piacotensis en la laguna de Piacota y O. laucaensis en las lagunas
de Cotacotani. el rio Lauca y los bofedales asociados al rio. La presencia de estas
especies en sistemas acuaticos aislados, podria representar una etapa temprana de un
proceso de especiacién Que se relacionaria con los eventos del Holoceno. Durante este
periodo, esta region del Altiplano se vio afectada por un intenso vulcanismo y actividad
tecténica que llevd a [a formacién de cuencas endorreicas. Dentro de |as especies
mencionadas, O. faucaensis destaca por ser Ia unica especie que presenta una
distribucién mas amplia. En este contexto se evaluo de que manera los cambios sufridos
por la cuenca del rio Lauca durante el Holoceno han incidido sobre la diversidad genética

de O. laucaensis.

Los resultados sefalan que O. Jaucaensis mantiene sy homogeneidad genética a o largo
del rio Lauca y presenta una leve estructuracion genética con las lagunas de Cotacotani,
Los tiempos de expansion poblacional estimados para Lauca (Norte y Sur) y Cotacotani
se relacionan con la datacion del colapso del volcan Parinacota (alrededor de 8.000 afios

atras). Sin embargo, la poblacion presente en el Bofedal de Ancuta muestra profundas
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diferencias genéticas con el resto de los sitios Muestreados, sugiriendo la existencia de un
proceso de divergencia antiguo. Ademss, I ausencia de diversidag genética observada
en la poblacién de Ancuta podria deberse g sucesivos cuellos de botellas poblacionales

generados por reiterados periodos de desecacién Y perdida de sy habitat, como

Consecuencia de |as variaciones en e| regimen de precipitaciones.



ABSTRACT

Orestias genus is the most conspicuous group of fishes in the Altiplanic region and js

found from Lacsha, Pery to Ascotan Salt-lake in the North of Chile. Species inhabiting the



1. INTRODUCCION

La diferenciacion genetica entre poblaciones se ve afectada por procesos
microevolutivos como la seleccion natural, el flujo génico y la deriva genética (Hedrick,
2000). En poblaciones donde las variaciones geograficas han determinado cierto grado
de separacioén fisica, Ia interrupcion o permanencia del flujo génico tiene efectos
significativos sobre las trayectorias evolutivas y la organizacion espacial de las
poblaciones (Leclerc y col, 2008). Esta fuerza microevolutiva se considera como el
principal responsable de |a cohesion genética entre poblaciones de una misma especie
(Petit & Excoffier 2009) siendo posible relacionar la diferenciacion genética con Ia
ausencia o presencia de un flujo génico, asi como sy intensidad y su direccién

(Westberg & Kadereit 2009).

Se ha observado, en especies de peces marinos, |a existencia de bajos niveles de
estructuracion poblacional, lo que se asocia a historias de vida, grandes habilidades de
dispersién y ausencia de barreras hidrograficas (Cardenas y col, 2009). En contraste a
lo anterior, se ha demostrado que los peces de agua dulce tienden a presentar
mayores niveles de estructuracion genetica (Ward vy col, 1994). Esto se explicaria por
la limitada dispersion de adultos y larvas en los ambientes de agua dulce debido a Ia
separacion del habitat entre las cuencas (Leclerc y col, 2008). Asi mismo, se ha
observado que eventos glaciales tendrian una influencia sobre la diversidad genética al
reducir los tamarios poblacionales. Estudios desarrollados en especies de la familia

Galaxiidae han demostrado Ia incidencia de los eventos de glaciacion del Pleistoceno y



la orogenia del cordén de Los Andes sobre los patrones de estructuracion genética de
esta especie (Zemlak y col, 2008). De la misma forma, eventos geomorfoldgicos
generan cambios en la estructura del paisaje que pueden llevar a fendmenos de
aislamiento y posterior especiacién. La zona del Altiplano es un buen ejemplo de este
tipo de fendémenos por Io que resulta interesante estudiar de qué manera han incidido

estos eventos en los procesos micro y macroevolutivos de la fauna ictica de la zona.

El Altiplano (14°5-2203) corresponde a la zona ubicada entre los 4000 - 5000 msnm,
caracterizada por cuencas endorreicas ©Xpuestas a alta radiacion y bajas temperaturas
(figura 1). El clima de Ia region se ha descrito como semiarido presentando dos
regimenes de precipitacion: una temporada seca y otra himeda (también denominado
invierno altiplanico o boliviano), en la cual, precipitan alrededor de 50-200 mm por afio
entre los meses de diciembre a marzo (Risacher y col, 1999). Estas variaciones
interanuales en el régimen pluvial, generan variaciones en los niveles de agua de los
sistemas lacustres modificando las condiciones fisicoquimicas de estos (Dorador y col,
2003). La zona Sur del Altiplano (18°S-22°S) abarca las Regiones de Arica y
Parinacota, Antofagasta vy Atacama, y en ella se encuentran diversas cuencas
endorreicas que contienen diferentes sistemas lacustres como bofedales, lagunas,

lagos y rios.
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Figura 1. Mapa de la zona del Altiplano (14°8-22°S) (Placzek y col, 2006).

El levantamiento de Ia region altiplanica habria comenzado durante el Mioceno
temprano (alrededor de 25 Ma) y se vio afectado por una intensa actividad volcanica y
tecténica, las cuales modificaron la zona dando origen a la geomorfologia actual
(Allmendiger y col, 1997). Durante el Pleistoceno, episodios alternados de expansién y
retrocesos de los glaciares y paleolagos, en conjunto con episodios de vulcanismo y
tectonica de placas, habrian originado los sistemas lacustres presentes actualmente,
en el Altiplano (Fornari y col, 2001; Placzek y col, 2006). En la zona Sur del Altiplano, la
extension de estos paleolagos alcanzé su maximo a una altura de 3.780 msnm con e!

paleolago Tauca (Fornari y col, 2001). Sobre esta altura, la existencia de cuencas



endorreicas se asocia g las precipitaciones y deshielos. Dentro de estas cuencas
destaca la cuenca del rio Lauca, la cual se ubica sobre los 4.000 msnm y se extiende
desde los 18°10’ S hasta los 18°40'S. Los aportes Superficiales de agua que recibe la
cuenca provienen de quebradas y riachuelos que nacen de Cumbres eng!ac;adas sin

embargo sus principales caudales se producen por aportes pluviales (DGA, 2004).

dirigia hacia el oeste hacia el pueblo de Parinacota y finalmente giraba hacia el sur
alrededor de 100 km retornando hacia Bolivia (figura 2) (Saez y col, 2007). Durante ¢|
Holoceno, alrededor de 8.000 afios atras, las avalanchas fluviales y el posterior
colapso del volcan Parinacota, habrian cambiado la topografia de I regién altiplanica
cubriendo alrededor de 140 km? (Clavero y col, 2002; Clavero y col, 2004). Estos
sucesos modificaron la cuenca del rio Lauca, dando origen a diversos sistemas
lacustres, entre ellos el lago Chungara y las lagunas de Cotacotani (Giralt y col, 2007;

Saez y col, 2007).

Las variaciones geomorfologicas que sufrio Ia cuenca del rio Lauca durante el
Pleistoceno y, particularmente en el Holoceno, conllevaron al aislamiento geografico de
los diferentes cuerpos de agua actuales. Esto ha generado ecosistemas, que en
conjunto con las particulares caracteristicas ambientales del Altiplano, han permitido el

desarrollo de una biodiversidad unica. Debido a estas razones resulta interesante
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evaluar de que manera estos cambios en Ig estructura de| paisaje han incidido sobre Ia

diferenciacion genética y eventos especiacion de la ictiofauna de la zona.
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Figura 2. Mapa de Ia Cuenca del rio Laucg Yy las dos subcuencas que se
originaron posteriormente al colapso del volcan Parinacota. En rojo se muestra
como fluia el paleo rio Lauca previo al colapso, en azul se Mmuestra la actual

disposicién del rio (modificado de Siez y col, 2007).




La ictiofauna de Ia region ha sido Caracterizada por presentar una baja diversidad
taxondémica con un elevado grado de endemismo (Vila y col, 1986). Se han descrito
tres géneros nativos de peces teledsteos en la zona del Altiplano: Astroblepus,
Trichomycterus y Orestias. De estos, soélo Trichomycterus ¥y Orestias se han

encontrado en el Altiplano chileno (Parenti, 1984a).

En particular, Orestias corresponde al tnico género de la familia Cyprinodontidae que
colonizé Sudameérica, en la actualidad el género se distribuye desde los 9°S en el lago
Lachsa, Pert, hasta los 22°S en el salar de Ascotan, norte de Chile. (Vila y col, 2010).
Parenti 1984 describio 4 complejos monofiléticos diferenciados por el patréon de
escamacién, forma del Cuerpo, patrén de neuromastos y caracteres meristicos en |g
zona; el complejo cuvieri con 4 especies, complejo mulleri con S especies, complejo
gilsoni con 10 especies y el complejo agaziissi con 26 especies. La gran cantidad de
especies que presenta el geénero se ha asociado g tasas de especiacion inusualmente
altas. Esto ha llevado a describir el género Orestias, al igual que los peces de Ia familia
Cichlidae en los lagos africanos, como un enjambre de especies o “Species Flock”,
definido como un ensamble monofilético compuesto por un numero alto de especies
endémicas circunscritas a un area determinada (Greenwood, 1984). Se han descrito
principalmente dos mecanismos de especiacidn asociados ai gran numero de especies
del género Orestias. La presencia de 23 morfoespecies en e| lago Titicaca se explicaria
por un fendmeno de especiacién simpatrica, mediante una especializacion del nicho,
mientras que en Ia Zona del Altiplano Sur, Ia existencia de 21 morfoespecies, seria

consecuencia de procesos de variacion geoldgica que fragmentaron Ia zona en



diversos rios y lagos, manteniendo las poblaciones separadas por alopatria (Villwock,

1983).

En la zona norte del Altiplano chileno, dentro del Parque Nacional Lauca, se han
descrito 4 morfoespecies pertenecientes al complejo agaziissi basadas en Caracteres
morfoldgicos y meristicos: Orestias chungarensis Vila & Pinto, 1986 en el lago
Chungara, Orestias piacotensis Vila, 2006 descrita para la laguna de Piacota, Orestias
parinacotensis Arratia, 1982 presente en el bofedal de Parinacota y Orestias laucaensis
Arratia, 1982 descrita en Ia cuenca del rio Lauca y las lagunas de Cotacotani. Dado
que la actual geomorfologia de la zona es reciente, el género Orestias resulta un
modelo interesante para estudiar el fendmeno de diferenciacion genética y los

procesos incipientes de especiacion.

Dentro de las especies presentes en la cuenca del rio Lauca se destaca Orestias
laucaensis. A diferencia de las otras especies presentes en I cuenca del rio Lauca, O.
laucaensis se distribuye en tres tipos de ambientes: en el rio Lauca, en los bofedales
asociados al rio y en las lagunas de Cotacotani. Tomando en cuenta que las especies
del genero Orestias presentan la capacidad de OCupar ambientes distintos, este estudio
propone evaluar la distribucién de I3 diversidad genética existente entre las distintas

poblaciones de Orestias laucaensis a o largo de la cuenca del rio Lauca.

Desde el punto de vista de la conservacién, Orestias laucaensis es una especie
considera en peligro de extincién por presentar tamarios poblacionales reducidos y

habitats restringidos (Vila y col, 2007). Por un lado, su habitat ha sido historicamente



intervenido para I3 extraccién de agua, principalmente para usos consuntivos (Salazar,
2003). Por otro lado, se han introducido dentro de Ia cuenca del rio Lauca truchas con
el fin de incrementar Ig produccién pesquera (Salmo  trutta Linneau, 1785 y
Oncorynchus mykiss Walbaum, 1792) (Vila & Pardo 2008). Desde un punto de vista
genético, el estudio poblacional de O. laucaensis es una poderosa herramienta que
permite detectar tanto, el estado en el que se encuentran las poblaciones, como Ia
sensibilidad de estas frente a Cambios abruptos en sus tamafos poblacionales,
aportando de esta forma, informacion relevante para la toma de decisiones y

programas de manejo de la cuenca del rio Lauca.



2. HIPOTESIS

Asumiendo |a continuidad de sy habitat, Orestias laucaensijs mantendria sy

homogeneidad genética a Io largo del rio Lauca y los sistemas fluviales y lacustres

asociados a este.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la distribucion geografica de la diversidad genetica de Orestias laucaensis alo

largo del rio Lauca y de las lagunas Cotacotani.

Objetivos Especificos

* Analizar la diversidad haplotipica de Orestias laucaensis en cada uno de los

diferentes sistemas acuaticos a lo largo del rio Lauca.

e Evaluar la existencia de diferencias genéticas entre poblaciones locales de
Orestias laucaensis a lo largo del rio Lauca y en los diferentes ambientes de la

cuenca.

e Inferir Ia historia demografica de Orestias laucaensis en la cuenca del rio Lauca.
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4. METODOLOGIA

4.1 Sitio de muestreo

Se colectaron muestras de 40 individuos de Orestias laucaensis por sitio (figura 3): a lo
largo del rio Lauca (Lauca Norte), en los bofedales asociados al rio: Bofedal de Misituni
(Misituni), rio Lauca y bofedal de Ancuta (Ancuta), en el rio Chusjavida y en |as lagunas
de Cotacotani ubicados en la regién de Arica y Parinacota (figura 4 y tabla 1). Las
muestras se obtuvieron en 2 campafias correspondientes a Octubre del 2008 y

Noviembre del 2009

Tabla 1. Coordenadas geograficas de los distintos sitios de muestreo de
O.laucaensis.

Coordenadas
Lauca Norte Rio Lauca 18.19379 69.27360
Misituni (Bofedal de [~ Lauca 18.38076 | £9.34923
Misituni)
Ancuta (Bofedal de

Ancuta) Rio Lauca 18.44611 69.19486
. Lagunas de
Cotacotani 1 18.20554 69.23104
: Lagunas de
Cotacotani 2 18.19072 69.24300

Las muestras fueron fijadas en etanol 95% vy se etiquetaron con el nombre de Ig

Lugar

localidad y fecha de colecta, para posteriormente trasiadarlas al laboratorio de Ecologia

Molecular (LEM), Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
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Figura 4. Sitios de colecta para O. laucaensis. A la izquierda se observa la

captura de individuos en el bofedal de Ancuta. En la imagen de la derecha se

observa el sitio de colecta Lauca Norte.

4.2 Extraccion de ADN, obtencién de productos de amplificacién vy

secuenciacion.

A partir de cortes de musculo de aleta dorsal se realizé la extraccién de ADN basado
en el método de extraccion salina (Aljanabi & Martinez 1997). Para cuantificar y

determinar la pureza del ADN extraido se empleo el espectrofotometro Thermo

Scientific NanoDrop™ 1000.

La amplificacién de la regién control del ADN mitocondrial (D-Loop) se realiz6 mediante
la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) empleando los partidores especificos
descritos por Morales (2009) para el género: directo (DO-F) de 19 nucledtidos e inverso

(DO-R) de 21 nuclettidos con las siguientes secuencia:

5 ACC CCT AAC TCC CAAAGCT 3 DO-F
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5 TGA TAG TAA AGT CAG GAC CAA 3 .DO-R

La reaccion de PCR se optimizd en un volumen de 25 pl que contenian 2,5 ul de Buffer
de PCR 10X (50mM KCI, 10mM Tris-HCI, pH 8.0), 2,0 ul de MgCl, 50 mM, 2,0 ul de
cada partidor a 10 pm/pl, 2,0 pl de cada dNTP 2,5 mM, 0,5 ul Taq (Invitrogen), 9 ul de
agua ultra pura, 1 yul DMSO y 10 ng/ul de ADN. Se utilizo el siguiente ciclo térmico: una
primera fase de denaturacion a 94°C durante 51 minutos, seguida de 38 ciclos
compuestos por una fase de denaturacién de 45 segundos a 94°C, luego una fase de
apareamiento (annealing) a 66°C durante 1 minuto 30 segundos y una etapa de
extension de 1 minuto 30 segundos a 72°C. Finalmente, se realizé una Gltima fase de
extension de 10 minutos. Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en
geles de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio para verificar una amplificacion
positiva. Posteriormente los productos de amplificacién se enviaron a secuenciar a la

compafia Macrogen Inc., en Corea del Sur (www.macrogen.com).

4.3 Analisis de las secuencias nucleotidicas.

Las secuencias del D-Loop obtenidas fueron alineadas, editadas y ensambladas
manualmente utilizando el programa Proseq v.2.91 (Filatov, 2002). El calculo de los
diferentes indices de diversidad genctica se realizé empleando el programa DNA

Sequence Polimorphism, DnaSP v.5. (Librado & Rozas 2009), estos indices son:

Numero de haplotipos (K). Numero total de haplotipos.

Para determinar el efecto de las diferencias en los tamarfios muestreales sobre el
numero de haplotipos, se realizaron rarefacciones individuales empleando el programa

PAST version 1.75 (Hammer y col, 2001).



15

Numero de sitios polimorficos (S). Numero de sitios en las secuencias que presentan

diferencias en los nucledtidos.

Diversidad haplotipica (H). Probabilidad de que al elegir dos haplotipos al azar sean

diferentes, descrita por la ecuacion 1.

. AT
n 1
H:n—‘l(l_zp;)

S ecuacioén 1

‘Donde n representa el tamafio muestral, k es el numero de haplotipos y p; es la
frecuencia relativa de cada haplotipo / (Nei, 1987). Si H = 0 significa que todos los

alelos son iguales en la poblacion; si H = 1 todos los alelos son diferentes.

Numero promedio de diferencias entre pares de secuencias (1r): Corresponde al

numero promedio de todas las combinaciones entre pares de secuencias.

ecuacién 2

Donde n representa el tamafio de la muestra, d; es un estimado del numero de
mutaciones ocurridas desde la divergencia de los haplotipos / y j, k es el numero de

haplotipos y p es la frecuencia del haplotipo iy j respectivamente.

4.4 Construccion de la red de haplotipos.

Para la representacion grafica de las relaciones entre los distintos haplotipos se
construyo la red de haplotipos (network) empleando el algoritmo median joining
network en el programa Network 4.5.0.2 (Bandlet y col, 1999). Esta red permite

observar la posicién y distancia entre los haplotipos. Cada haplotipo diferente es
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representado por un circulo donde el tamafio de estos varia segun la frecuencia de
dicho haplotipo y la distancia entre estos equivale al nimero de pasos mutacionales

que hay entre ellos.

4.5 Nivel de diferenciacién genética.

Para determinar el nivel de diferenciacion genetica entre cada par de poblaciones de
O. laucaensis se realizo un test de ®gr pareados (pairwise Psr) con el programa
Arlequin v.3.11 (Excoffier y col, 2005). El método se basa en el nimero de nucledtidos

diferentes entre dos haplotipos a partir de la ecuacion 3.

Oxy = 2 Oy (i) ecuacion 3

Donde 0., es la funcion de Kronecker que toma valor 1 si los nucledtidos del sitio /-

nesimo son idénticos para ambos haplotipos o 0 si no lo son (Excoffier y col, 2005).

Para analizar la estructura genética en funcién de la componente geografica se realizé
un Analisis de Varianza Molecular Espacial, SAMOVA (Spatial Analysis of MOlecular
VAriance; (Dupanloup y col, 2002). El método busca la maximizacién de la varianza
genética producto de la diferencia del nimero 6ptimo de grupos de poblaciones, para
esto los grupos deben cumplir con la condicién de ser genéticamente homogéneas y

geograficamente cercanas.
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4.6 inferencia demografica

Con el fin de determinar rastros de expansion poblacional en el pasado, se realizaron
los test de neutralidad de Tajima (Tajima, 1989) y Fu (Fu, 1997), ambos se basan en
un modelo de sitio infinito, sin recombinacion. Valores positivos y significativos del
indice de Tajima (D) y Fu (Fs) evidencian uﬁ deéficit de alelos, lo que es esperable de
un cuello de botella, por el contrario valores significativos y negativos sefialan un
exceso de alelos, evidenciando un fenomeno de expansion poblacional. Se ha
observado que el test de Fu, tiende a ser mas sensible a cambios en los tamanos

poblacionales, por lo que frente a muestras de diferentes tamarfos el test de Tajima

resulta ser menos potente (Fu, 1996).

Se construy6, adicionalmente, la distribucién de numero de diferencias entre pares de
secuencias (mismatch) empleando el programa DNA Sequence Polimorphism, DnaSP
v.5. (Librado & Rozas 2009). En los casos pertinentes, se ajusté para cada sitio la
distribucion mismatch al modelo de crecimiento instantaneo de Rogers & Harpending
(1992) para estimar el tiempo desde una posible expansion. Esta estimacion se realizo

bajo la hipotesis del Reloj Molecular y se emplearon las ecuaciones 4 y 5:
i "
Fem— ecuacion 4
2u

U= {———]xn
11.000.000/ ecuacion 5

Donde u es la tasa de substitucién del fragmento de ADN, 7 corresponde al valor de 8

(1r) ajustado al modelo de Rogers & Harpending (1992), t tiempo desde la expansion, u
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es la tasa de mutacién por nucleétidos y n es el largo de la secuencia bajo estudio

(Rogers & Harpending, 1992).



19

5. RESULTADOS

Se colectaron muestra de un total de 162 individuos provenientes de los 5 sitios de
muestreo. Para evaluar la existencia de estructuracion genética dentro de las lagunas
de Cotacotani se muestrearon 2 sitios (N+= 39, N,=5). Dado que no se observé ninguna
diferencia significativa entre los sitios, ambos se consideraron como una sola

poblacion.

5.1 Diversidad Genética.

Se obtuvo un total de 162 secuencias de 890 pares de bases.

En la tabla 2 se muestran los indices de diversidad genética determinados para las
poblaciones correspondientes a los diferentes puntos de muestreo en la cuenca del rio

Lauca.

El numero de haplotipos vario entre 1-9 siendo la poblacion de Ancuta aquella que
presenté el menor numero de haplotipos (n=1). Las poblaciones de Misituni y
Cotacotani presentaron un mayor numero de sitios polimorficos (S) con valores de S=7

y S=9 respectivamente.
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Respecto a la diversidad haplotipica (H) se observa que la poblacion de Cotacotani es
la que presenta un mayor indice con un H= 0,493, por el contrario la poblacién de

Ancuta no presenté diversidad haplotipica con H=0.

La poblacién de Cotacotani presenté el mayor numero promedio de diferencias entre

pares de secuencias (1) con un valor de 0,637.

5.2 Red de Haplotipos.

En la figura 5 se muestra la red de haplotipos o network construido a partir de la matriz
de secuencias. Se observa, para las secuencias de Lauca Norte, Misituni y Cotacotani,
un patrén en forma de estrella con un haplotipo central, el cual es compartido entre los
tres sitios, ademas, se presentan varios haplotipos raros y de baja frecuencia
separados por 1 0 2 pasos mutacionales, caracteristico de una sefial de expansion. Se
observa ademas que las localidades de Cotacotani y Misituni presentan un haplotipo
compartido. La localidad de Ancuta presenta sélo un haplotipo separado por 8 pasos

mutacionales del haplotipo central.
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1 sustitucidn nucleotidica: ¢—¢

[l ‘Lauca Norte .

B Cotacotani \
~ Misituni \\\

Ancuta TN

Figura 5. Red de Haplotipos (network) para las localidades de Lauca Norte,
Misituni, Ancuta y Cotacotani

5.3 Distribucién geografica de la diversidad genética

El test de ®s7 pareados (tabla 3) realizado para analizar la diferenciacién genética
entre las poblaciones muestra una diferenciacion muy significativa de la poblacién de
Ancuta respecto a las poblaciones de Cotacotani, Lauca Norte y Misituni con valores
de ®gr de 0,960 0,997 y 0,976 respectivamente. Estos valores se relacionan con Io
observado en la red de haplotipos (figura 5) en donde se aprecia una clara separacién
de la poblacion de Ancuta respecto a las poblaciones de Cotacotani, Lauca Norte y
Misituni, las cuales comparten haplotipos entre si. Se observé, por otra parte, que la

poblacion de Cotacotani muestra diferencias significativa con ambas localidades del rio
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Lauca, a pesar de los bajos valores de los indices de diferenciacion (®sy = 0.053 y
0.045). Finalmente, las muestras de Lauca Norte y Misituni no mostraron diferencias

significativas entre ellas.

Tabla 3. Bajo la diagonal: Valores obtenidos a partir del test @5y pareados. Sobre
la diagonal se muestran los valores de p entre cada par destacandose en negrita
aqueilos con p <0,05.

Cotacotani [l_\la:r(t;: Misituni Ancuta
Cotacotani - 0,013 0,002 0,000
Lauca Norte 0,053 - 0,166 0,000
Misituni 0,045 0,011 - 0,000
Ancuta 0,960 0,997 0,976 -

En la tabla 4 se muestra el analisis de la estructuracion genética realizada por medio
del analisis de la varianza molecular en el espacio o SAMOVA (Spatial Analysis of the
MOlecular Variance). Se separaron las poblaciones en dos y tres grupos
respectivamente y se analizé el porcentaje de variacion entre y dentro de los grupos.
Se observa que la maxima variacion (96,6%) se obtuvo al separar la muestra en dos

grupos:

Grupo 1: Cotacotani, Lauca Norte y Misituni.

Grupo 2: Ancuta

Si bien, los resultados sugieren la separacion de las poblaciones en dos grupos
genéticamente diferenciados, la carencia de significancia de estos se asocia al bajo
numero de sitios permutados. Esto se explica debido a que al ser tan bajo el numero
de localidades, su remuestrec se hace mas probable disminuyendo la significancia del

test.



Tabla 4. Porcentajes de variacion entre, dentro de los grupos y entre poblaciones
obtenidos a partir del analisis con SAMOVA.

Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
Ne°.de variacion entre variacién entre variacion dentro de
Grupos qarupos poblaciones los grupos
2 96,6 0,19 3,21
3 94,13 0,02 5,85

5.4 Inferencia Demografica

En la figura 6 se muestra la distribucion del nimero promedio de diferencias entre
pares de secuencias o mismatch. Se observa en la figura 6.A que la mismatch
construida a partir de las secuencias de los 4 sitios de muestreo presenta una
distribucion bimodal. A continuacién se procedié a realizar la mismatch para las
localidades de Cotacotani (6.B) y Lauca (Norte y Misituni) que se aprecia en la figura
6.C, las cuales se ajustan al modelo esperado Rogers & Harpending (1992)

permitiendo fa estimacion de los valores de 7.

La estimacion de los tiempos a la expansion para cada poblacion se realizé empleando
una tasa mutacional de 2.8% descrita para D-Loop en el género Cyprinodon, familia
Cyprinodontidae (Strecker y col, 1996). A partir de esta tasa se calcularon los valores
de los tiempos a la expansién para cada poblacion empleando los valores de ©
obtenidos de la distribucion mismatch (figura 6.B y 6.C). Debido a que las poblaciones
de las localidades de Lauca Norte y Misituni no mostraron una diferenciaciéon genética
significativa, se consideraron como una sola poblacion, obteniendo 12.781 y 4.675
afios para las poblaciones de Cotacotani y Lauca (Norte y Misituni) respectivamente.

Para la poblacion de Ancuta no se pudo estimar el tiempo a la expansion, ya que, solo
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present6 un haplotipo por lo que, no se pueden determinar los valores 6 (1), y por lo

tanto, tampoco para 7.
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Figura 5. Distribucién del nGmero promedio de diferencias entre pares de
secuencias (mismatch). 6.A corresponde a la mismatch realizada para las 4
localidades. La figura 6.B corresponde a la mismatch realizada para la poblacion
de Cotacotani, finalmente la figura 6.C corresponde a la mismatch de las
localidades de Lauca (Norte y Misituni)



26

6. DISCUSION

En primer lugar, se destaca la gran diferenciacion entre la poblacién del Bofedal de
Ancuta respecto a las de Lauca Norte, Misituni y Cotacotani, conformando asi dos
haplogrupos separados por 8 pasos mutacionales. Esta distancia representa alrededor
de 1 % de divergencia entre ambos grupos, valor similar a la divergencia observada
entre ofras especies de Orestias (Scott, 2010). Estos resultados sugieren que la
poblacién presente en la localidad de Ancuta podria ser una unidad taxonomica

distinta.

Esta diferencia podria explicarse por la ausencia de conexidn directa entre el bofedal
de Ancuta y el rio Lauca, debido a que el primero recibe sus aguas del rio Chusjavida,
el cual se conecta mas al sur con el rio Lauca (figura 3). Otra posible explicacién podria
asociarse a diferencias en la composicion fisicoquimica del agua, oferta ambiental,
diferencias en el caudal, entre otros factores abidticos que pueden llevar a un
fenomeno de aislamiento y adaptacion local, que termine por generar un proceso de
especiacion. En ambos casos, la separacion de estos dos taxa que habria iniciado la
divergencia rholecular seria muy anterior a los cambios geomorfolégicos a los que
estuvo expuesta la cuenca del rio Lauca durante Ia transicion Pleistoceno - Holoceno
(Saez y col, 2007). Bajo la hipotesis del reloj molecular, ambos haplogrupos se habrian
separado hace aproximadamente 4 tiempos mutacionales atras, es decir mas de
150.000 afios atras (u= 2.8%). La poblacion de Ancuta merece especial atencién, ya
que no presenta diversidad genética por sélo mostrar un haplotipo para la regién

control del ADNmt. Esta ausencia de diversidad podria atribuirse al efecto de
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recurrentes periodos de desecacién y recuperacién de su habitat producto de las
constantes variaciones en el régimen de precipitaciones. Como resultado, Ios
sucesivos cuellos de botellas poblacionales habrian permitido que la deriva genica
actuara con mayor intensidad facilitando la pérdida de diversidad genética. Pese a que
todas las localidades estan éxpuesta al mismo régimen climatico, algunas
particularidades del sitio de Ancuta podrian haber acentuadas estos efectos: mayor
aislamiento de esta poblacion, tamafio poblacional reducido o un caudal mas
susceptible a las variaciones pluviales, son algunas de las explicaciones posibles de
este patron. Muestras recolectadas en junio del 2010 en nuevas localidades asociadas
al Rio Chusjavida podrian aportar elementos de respuestas a este patrén singular de

diversidad genética observado en Ancuta.

Pese a tratarse de ambientes diferentes (rio vs. bofedal), los resultados sefalan la
ausencia de una diferenciacion genética entre las poblaciones de Lauca Norte y
Misituni. Esto sugiere la existencia de una conectlividad importante entre ambas
localidades, manteniendo de esta forma la homogeneidad genética entre estas dos
poblaciones de O. laucaensis a traves del rio. En contraste, las muestras colectadas en
el rio Lauca y en las lagunas de Cotacotani mostraron diferencias significativas. Sin
embargo, los indice de estructuracién son bajos (®gr =0,053 y 0,045) y sugieren la
existencia de un flujo genético limitado entre estas localidades. Ambos sistemas estan
fisicamente conectados por medio de un exutorio estrecho entre las lagunas de
Cotacotani y el rio Lauca (Risacher y col, 1999) que podria limitar a la migracion de

peces entre ambos sistemas.



28

Las sefiales de expansién gue se observan en las poblaciones de Cotacotani y Lauca
(Norte y Misituni), podrian relacionarse con los cambios sufridos por la cuenca del rio
Lauca debido al colapso del volcan Parinacota, hace aproximadamente 8.000 aﬁos
(Clavero y col, 2002; Clavero y col, 2004). Estos cambios habrian tenido un impacto
catastrofico sobre la fauna ictica de la cuenca, generando una drastica pérdida de
diversidad genética. Posteriormente, las poblaciones remanentes habrian comenzado
a recuperarse y expandirse, sefial que se observa en la figura 5. Los tiempos de
expansion poblacional obtenidos para las 3 localidades presentes en el rio Lauca,
sefialan un crecimiento reciente que coincidiria con los tiempos estimados para el
colapso del volcan Parinacota (8.000 afios atras) y posterior desvio del cauce del rio
Lauca, permitiendo la formaciéon de la geomorfologia actual de los cuerpos de agua

(Saez y col, 2003).
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7. CONCLUSION

La conectividad existente entre el rio Lauca y los sistemas acuaticos asociados a este,
ha permitido la mantencién de la cohesién genética de Orestias laucaensis entre las
poblaciones presentes a lo largo del rio Lauca y las Lagunas de Cotacotani. Sin
embargo esta cohesion no se mantendria a lo largo de toda la cuenca lo que se
observa en la localidad de Ancuta donde no se aprecia conectividad entre el rio y el
bofedal de Ancuta, frente a lo cual se podria hablar de un fenébmeno de divergencia.
Debido a que no se observa conectividad entre la poblacion de Ancuta con las
poblaciones del rio Lauca (Norte y Misituni) y de las lagunas de Cotacotani, resulta
importante el desarrollo de muestreos que abarquen las zonas de conexion entre el rio
Lauca y sus afluentes de modo de evaluar la existencia de conectividad en zonas mas

al Sur del area de estudio.

La baja diversidad observada asi como las cortas genealogias entre los haplotipos
refleja poblaciones jévenes en el Rio Lauca y las lagunas Cotacotani, respecto al
ancestro comun mas reciente. Los eventos geomorfologicos descritos para la zona de
estudio, habrian incidido sobre las poblaciones presentes en el (palec) rio Lauca
generando la pérdida de diversidad genética. El crecimiento demografico de estas
poblaciones remanentes habria dado origen de las poblaciones actuales. Por otra
parte, es posible gue las \variaciones estacionales en los niveles de agua hayan
incidido sobre la poblacién de Ancuta generando sucesivos cuellos de botellas que

hayan llevado a la fijacién de un solo alelo.
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Respecto a la relevancia en la conservaciéon de este estudio, se observa que la
poblacion de Ancuta se diferencia de las poblaciones presentes a lo largo del rio Lauca
y en las Lagunas de Cotacontani. Esto permite distinguir dos unidades de
conservacion: La poblacion presente en el bodefal de Ancuta, y las poblaciones
presentes en el rio Lauca (Norte y Sur) y en las lagunas de Cotacotani. De esta forma
la poblacién (o especie) de Ancuta presentaria una diversidad Unica lo que la distingue
como una Unidad Evolutiva Significativa (ESU). Debido a que la zona de estudio se
encuentra sometida a la extraccion de agua e introduccion de especie, este estudio
entrega informacion importante para el manejo de la extraccion y explotacion de los

recursos hidricos en el rio Lauca y los sistemas acuaticos asociados a este.

Finalmente, resulta importante destacar la necesidad de desarrollar estudics
empleando otros marcadores moleculares, los cuales, permitan detectar cambios
poblacionales en escalas de tiempo mas pequefios debido a la poca sensibilidad del

marcador D-Loop a eventos de expansion recientes.
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