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RESUMEN

El salar de Ascotan (Altiplano chileno) constituye un ambiente de exirema
altura que presenta una serie de vertientes parcial o totalmente aisladas por
barreras terrestres. Estudios de variacién genética realizados en el pez Orestias
ascotanensis y el caracol Biomphalaria crequii han revelado la existencia de
estructuracion genética al interior del salar. Heleobia ascotanensis es un
gasteropodo estrictamente acudtico co-distribuido con las especies
mencionadas anteriormente, por lo que es esperable que sus poblaciones
presenten una estructuracion genética similar.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la variacién genética y
morfolc')Tqica en H. ascofanensis en once vertientes del salar, utilizando
secuencias parciales de mtDNA (COl) y morfometrfa geométrica. Los analisis
moleculares revelaron [a presencia de tres haplogrupos [H] al interior del salar,
uno adscrito a las vertientes septentrionales del salar (V2 a V6) [H1], un
segundo incluyendo las vertientes centrales (V7 a V10 y V12) [H2], y un tercero
solo estaria presente en la Vertiente 11 (extremo meridional del sistema) [H3].
El estudio morfologico mostré una alta sobreposicién en el espacio multivariado,

y solo la Vertiente 11 mostré una diferenciacion morfolégica incipiente.
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Los resultados sugieren que 1) los haplogrupos H1 y H2 se encuentran
diferenciados genéticamente, 2) al interior de estos haplogrupos existiria flujo
génico en las vertientes mas cercanas geograficamente, 3) este no seria el
caso de los gasteropodos de la Vertiente 11 (ubicada en el extremo sur del
salar), que presentan los niveles mas altos de diferenciacién genética y
morfolégica. Ademas la variacion encontrada en esta vertiente corresponde a
un endemismo genético local, por tanto la poblacién presente en la V11 podria

corresponder a una unidad evolutiva significativa (ESU).

La esiructuracion genética encontrada en H. ascofanensis
probablemente tenga relacion con la posicion espacial de las vertientes en el
salar de Ascotan y a las restricciones topograficas impuestas por el sistema.
Los resultados sugieren que [a diversificacién encontrada en el salar
probablemente se debe a procesos de vicarianza y a una reduccion en el flujo
genético debido a la gran distancia entre las vertientes, producto de eventos

que fragmentaron el habitat de la especie.
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ABSTRACT

The Ascotan salt pan (Chilean Altiplano) is an environment of extreme
height which presents a series of springs which are partial or completely isolated
by land barriers. Studies of genetic variation in the fish Oresfias ascotanensis
and the snail Biomphalaria crequii have revealed the existence of genetic
structure within the salt pan. Heleobia ascotanensis is a strictly aquatic
gasfropod co-distributed with the above mentioned species, therefore it is
expected that their populations present a similar genetic structure.

The aim of this study was to evaluate the genetic and morphological
variation in H. ascofanensis in eleven springs, by using partial sequences of
miDNA (CO/l} and geometric morphometrics. Molecular analysis revealed the
presence of three haplogroups [H] within the salt pan, one present in the
northern springs of the salt pan (S2 to S6) [H1], a second including central
springs (S7 to S10 and S12) [H2], and a third only present in the Spring 11
{southern end of the system) [H3]. The morphological study showed a high
overlap in the multivariate space, and only S11 showed an incipient
morphologicai differentiation.

The resulis suggest that 1) H1 and H2 are genetically distinct lineages, 2)

within these lineages, gene flow would exist in the nearest geographically
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springs, 3) this would not be the case for snails in S11 {located in the southern
end of salt pan), which have the highest levels of genetic and morphological
differentiation. Besides, the variation found in this spring corresponds to a 'Iocal
genetic endemism, therefore this population in the S11 could correspond to a
significant evolutionary unit (ESU).

The genetic structure found in H. ascotanensis is probably related to the
spatial position of the springs in the Ascotan salt pan and topographical
constraints imposed by the hydrological system. The results suggest that
diversification found in the salt pan is probably due to vicariance processes and
reduced gene flow owing to the greater distance between the springs, product of

events that fragmented the habitat of the species.
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INTRODUCCION

-

La regién sur-occidental del Aitiplano chileno en Sudamérica presenta un
paisaje caracterizado por una serie de cuencas hidrolégicas cerradas que se
originaron como consecuencia de [a actividad tectonica, sedimentaria y
volcanica ocurrida desde el Mioceno hasta el Holoceno (Risacher ef al., 2003;
Strecker ef al., 2007). En la actualidad, estas cuencas hidroldgicas constituyen
ambientes restringidos delimitados por cadenas de volcanes que alcanzan 4000
— 6500 m de altura (Risacher ef al., 2003) y cuyas depresiones centrales son
ocupadas por numerosos sistemas hidrologicos, incluyendo rios, vertientes,
lagos, lagunas, bofedales y salares.

Durante el Pleistoceno en el Altiplano se sucedieron periodos hiimedos
que permitieron la aparicion de grandes paleolagos por sobre los 3650 msnm,
los cuales infegraron numerosas cuencas hidrograficas aisladas en la
actualidad (Fornari ef al., 2001; Placzek ef al., 2006). El ciclo mas antiguo
descrito corresponde al paleolago Ouki hace 98 — 120 mil afios airas, el cual

alcanzé una cota de 3740 msnm y tuvo aproximadamente 80 m de profundidad.



El lago Tauca, el mas extenso paleolago existente desde el Pleistoceno
tardio, fue datado entre 14 y 18 mil afios (Fornari et al., 2001; Placzek et al.,
2006). Este sistema alcanzoé una extension de 60.000 km? y una profundidad de
140 m llegando a una cota de 3740 msnm (Figura 1) (Placzek et al., 20086).
Posteriormente, durante el Holoceno, disminuyo6 el nivel del agua, fragmentando
el ambiente acuético, hecho que sugiere la formacién de poblaciones aisladas
de las especies confinadas a estos sistemas hidrolégicos (Keller & Soto, 1998;

Lussen et al., 2003).
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Figura 1. A) Superficie alcanzada durante los Gltimos 140 mil afios por diferentes ciclos
lacustres. Es importante notar que los periodos en los que existieron paleolagos (fases
humedas) son mucho mas cortos que los eventos secos. B) Perfil Norte-Sur del Altiplano. Se

indica la altitud alcanzada por los dos grandes ciclos lacustres, Ouki y Tauca (modificado de
Placzek et al., 2006).
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En una de las cuencas endorreicas en la zona central del Altiplano
chileno se encuentra el salar de Ascofdn (Regién de Antofagasta, Chile) (Figura
2). El salar esta ubicado entre los 21,2 y 21,4°S, a 3760 msnm, abarca
aproximadamente 33 km de largo por 16 km de ancho en su maxima amplitud,
presenta una superficie cubierta principalmente por depésitos evaporiticos (243
km? y el agua superficial (18 km?) es provista por una serie de vertientes
ubicadas en el margen oriental del sistema. El agua existente en las vertientes
del salar de Ascotan proviene de la Caldera Pastos Grandes ubicada en Bolivia
a 4600 msnm, ambos sistemas se unen mediante conexiones subierraneas
(Keller & Soto, 1998; Risacher et al., 1999, 2003).

Para los organismos estrictamente acuaticos del salar, como es el caso
del gaster6podo Heleobia ascotanensis (Courty, 1907), la fragmentacién del
habitat probablemente estimulé la diferenciacion de las poblaciones, como
resultado que su habitat quedd aislado por barreras terrestres que impiden su
dispersion, restringiendo o disminuyendo el flujo génico. En sistemas
hidrol6gicos similares, se ha sugerido que para gasterdpodos de agua dulce del
género Mexipyrgus Taylor, 1966 el aislamiento de las cuencas de residencia
produciria una considerable diferenciacion genética (Johnson, 2005). Ademas,
se ha propuesto que, en este tipo de sistemas, si enfre alguno de estos
ambientes existiese una mayor dispersién (o conectividad) que otros, la escala

espacial de la diferenciacion genética podria variar enire localidades (Bousset

et al.,, 2004).




Figura 2. Imagen satelital del salar de Ascotan. En el recuadro se indican las 12 vertientes que
componen el sistema. Ademas se muestran fotografias de las vertientes 2 y 11 (arriba y abajo, ‘
respectivamente).

El género Heleobia, Stimpson 1865 presenta una distribucién que se [
extiende por todo el Cono Sur de Sudameérica (Figura 3). Heleobia ascotanensis
es un caracol branquiado que presenta opérculo y es estrictamente acuatico,
por tanto su distribucién dentro del salar se encuentra restringida a las

vertientes que componen los Unicos cuerpos de agua dentro del sistema. Su '
capacidad de dispersion guarda una estrecha relacion con las propiedades ‘
|



biologicas de la especie, ya que se ha sugerido que las especies de
gasterépodos que presentan opérculo poseen una resistencia a la desecacion
mayor que los que no lo poseen (Alonso & Castro-Diez, 2008; Richards &
Arrington, 2008; van Leeuwen et al., 2012).

En el salar de Ascotan se ha descrito la presencia de |la especie Heleobia
ascotanensis (Courty, 1907) y cinco subespecies (Courty, 1907; Collado &
Mendez, 2012). Las vertientes del salar se encuentran aisladas de otras por
extensas zonas de terrenos evaporiticos que conforman barreras topogréaficas
tedricamente infranqueables para los gasterépodos, lo que podria reducir la
conectividad entre las vegas (eventualmente reduciendo el flujo genético entre

las poblaciones de las vertientes).

T
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F20°S
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1000 km

Figura 3. Distribucion (en verde) del género Heleobia en Sudamérica (modificado de Hershler
y Thompson, 1992).




Al interior del salar de Ascotan se han realizado estudios filogeograficos
en taxa co-distribuidos con H. ascotfanensis. En Orestias ascotanensis Parenti,
1984, un pez endémico del salar (Keller & Soto, 1998; Vila ef al., 2006) que
habita vertientes de agua dulce aisladas probablemente hace 11.000 afios
(Morales ef al., 2011), diferentes poblaciones fueron analizadas genéticamente
utilizando la regién conirol del DNA mitocondrial, revelando estructuracion
genética al interior del salar y una pérdida de la diversidad genética entre las
poblaciones mas aisladas, probablemente siendo una consecuencia de la
fragmentacion post-pleistocénica que ocurrid en el sistema (Morales et al.,
2011). En O. ascofanensis la mayoria de las unidades genéticas presentes en
el salar presentaron una alta diversidad genética, representada por la red de
haplotipos de la especie (Figura 4). Adicionalmente, se encontré que en las
verfientes 1 y 11, las cuales se encuentran aisladas geograficamente de las
vertientes centrales, contienen poblaciones que presentan haplotipos Unicos.
Los tres haplogrupos restantes ocurren en las vertientes centrales del salar y
estan compartidos entre las vertientes 2 a 10 (Morales ef al., 2011). Los
resultados indican una estructura genética al interior del salar, lo que revela alta
conectividad entre las vertientes centrales y cierto aislamiento con las vertientes

mas septentrionales y meridionales del sistema.
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Figura 4. Red de haplotipos obtenida utilizando secuencias de la region control (D-Loop) del
mtDNA de Orestias ascotanensis provenientes del salar de Ascotan (Morales et al., 201 1).

La estructura genética de O. ascotanensis sugiere un aislamiento
temprano de las vertientes 1 y 11, probablemente relacionado con la Gltima
transicion de un periodo himedo a un periodo arido en el Altiplano ocurrido
hace aproximadamente 11.000 afios (Morales et al., 2011).

Un patrén similar presenta otro organismo residente en el salar de
Ascotan, el gasterépodo Biomphalaria crequii (Courty, 1907). Este caracol

pulmonado también fue estudiado desde una aproximacion molecular, usando




el gen COIl del mtDNA, junto a gasterépodos del género Biomphalaria Preston,
1919 del contiguo salar de Carcote. El analisis bayesiano realizado en
GENELAND para Biomphalaria identifico cuatro clusters genéticos de estos
gasterépodos en ambos salares (Figura 5). Un cluster estuvo representado por
secuencias de gasteropodos recolectados en la Vertiente 1 del salar de
Carcote. Un segundo cluster incluyd secuencias de gasterdpodos recolectados
en las vertientes 2 y 3 del mismo salar mas las vertientes 2 a 8 del salar de
Ascotan. Un tercer cluster fue representado por secuencias de las vertientes 9y
10 del salar de Ascotan, y el ultimo cluster contenia Unicamente las secuencias

de la Vertiente 11 de este salar (Collado & Méndez, 2013).

L]
Ascotan §9-S10

Ascotan S11

I
68.30° 68.25° 68.30° 68.25° 68.30° 68.25° 68.30° 68.25° 68.30° 68.25°

Figura 5. Estructura genética espacial obtenida en GENELAND para poblaciones de
Biomphalaria de los salares de Carcote y Ascotan (las vertientes analizadas estan denotadas
por S1, S2, S3, etc., en inglés spring) (Collado & Méndez, 2013).




Variacion genética y morfoldgica de Heleobia en el salar de Ascotan
Collado et al. (2013) utilizando secuencias de mtDNA (728 y 16S), realizaron
una reconstruccion filogenética que incluyé diferentes poblaciones y especies
de Heleobia del norte de Chile. A partir de estos resultados se infirié que las
poblaciones de Heleobia que habitan el salar de Ascotan se encueniran
diferenciadas genéticamente de! resto de las poblaciones altiplanicas y que
ademas dentro del salar existirfa estructuracion genética (Collado et af., 2013).

Adicionalmente, se detectdé un fendmeno bioldgico interesante en
gasterépodos de H. ascotanensis; individuos provenientes de diferentes vegas
del salar presentaban diferencias en forma y tamafio de la concha observables
a simple vista. Este fenémeno se ha reportado en diferentes especies de
gasterdpodos (Dillon, 1984; Kemp & Bertness, 1984; Haase, 2003; Brénmark et
al.,, 2011) y se han reportado diferentes causas potenciales de Ia diferenciacion
morfolégica. En Heleobia australis (d’Orbigny, 1835) se ha sugerido que el
parasitismo por Microphallus similfimus Travassos, 1920 causa una disminucion
en el tamario de la concha en individuos infectados y esta variacion también
puede ser modulada por diferentes presiones ambientales (Alda et al., 2010);
en Achantina monodon (Pallas, 1774), un gasterépodo marino, se ha reportado
una asociacion entre quiebres biogeograficos y cierto grado de diferenciacion
genética y morfoldgica, esta variacién fue asociada principalmente a una baja
capacidad de dispersion de la especie (Sanchez ef al., 2011); tanto en

gasteropodos terrestres y acuaticos se han indicado diversas causas posibles
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de la variacién morfologica de la concha, algunas de ellas son humedad,
temperatura, insolacion, recursos, competencia intraespecifica, depredacian,
condiciones ambientales, etc. (Goddfriend, 1986; Chiu et af., 2002; Guerra-
Varela et al., 2007).

Los organismos que habitan las vertientes del salar de Ascotan estan
sometidos a condiciones ambientales extremas y es probable que hayan
desarrollado adaptaciones fenotipicas a las condiciones locales, como se ha
reportado en Lithasia (Haldeman, 1840) (Minton ef al., 2008). Ademas, en vista
que existe una extensa distancia geografica entre algunas de las vertientes, es
probable que esta separacion espacial tenga una correlacion con una
discontinuidad genética, dado que la aparicién de barreras zoogeograficas o la
disminucion del flujo genético se ha asociado directamente a la aparicion de
una estructura genética y, en algunos casos, a una variacién fenotipica en
diversas especies (Avise ef al., 1987; Sanchez et al., 2011). Por lo tanto, en el
presente estudio se evalud la existencia de un variacién morfolégica entre
individuos de diferentes vertientes y que esta variacién morfologica tuviese una
relacion con la variacion genética esperada, ademas se intentd establecer si
existe una relacién entre la distancia geografica entre las vertientes y la
variacion genética entre los individuos del sistema.

Considerando que H. ascofanensis se encuentra en 11 de las 12
vertientes del salar de Ascotdn (no se ha encontrado en la Vertiente 1), co-

distribuida con Biomphalaria y Orestias, se espera que esta especie presente
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una diferenciacion genética al interior del sistema y que las poblaciones

existentes en las diversas vertientes del salar presenten estructuracion genética

como consecuencia de la fragmentacion del habitat.
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HIPOTESIS

Antecedente 1

Dado que el salar de Ascotan es un ambiente fragmentado compuesto
por vertientes que poseen diferentes niveles de conectividad, y que estudios en
Biomphalaria y Orestias, taxa co-distribuidos con Heleobia ascolanensis,

revelaron patrones similares de estructuracion genética, se espera que:
Hipodtesis 1
Las poblaciones de H. ascotanensis de las vertientes meridionales del
salar de Ascotdn presentan una baja conectividad con las vertientes

septentrionales del sistema, y que la estructuracién genética se relacione con la

distancia geografica entre las vertientes.

Antecedente 2
Dada la variaciéon morfoldgica de H. ascotanensis observada entre

individuos de diferentes vertientes del salar de Ascotan, se espera que:
Hipotesis 2
Exista una diferenciacién morfolégica entre las poblaciones de H.

ascotanensis presentes en las vertientes del sistema, y que esta variacion se

relacione con las diferencias genéticas observadas.
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Eartd

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la existencia de diferenciacion genetica y morfoldgica en
poblaciones de gasterépodos del género Heleobia entre vertientes al interior del

salar de Ascotan.

Objetivos especificos

1. Estimar el grado de variacién genética entre vertientes mediante analisis
moleculares utilizando secuencias del gen cifocromo ¢ oxidasa subunidad |
(COl) del DNA mitocondrial.

2. Determinar el grado de variacion morfolégica entre vertientes en
gasteropodos del género Heleobia del salar de Ascotan utilizando analisis
morfométricos.

3. Establecer si existe un correlato entre diferencias genéticas, diferencias

morfologicas y la distancia geografica entre las vertientes del salar.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién de muestras

Especimenes de Heleobia ascotanensis fueron recolectados desde las
vertientes 2 a 12 del salar de Ascotén, una cuenca hidrolégica del Altiplano sur
Andino (Figura 6, Tabla 1). El sistema se encuentra aislado por barreras
terrestres y se ubica por sobre los 3700 msnm. Las muestras de gasterépodos
fueron recolectadas en abril de 2012 a partir de macréfitas utilizando un cedazo
de 1 mm de apertura de malla. Para evaluar las diferencias genéticas entre
vertientes se secuenciaron entre 10 y 40 individuos por vega (256 individuos en
total para el sistema). Para evaluar las diferencias morfologicas entre vertientes
se utilizaron entre 30 y 60 individuos adultos por vertiente (570 individuos en

total para el salar).

Los individuos utilizados para los andlisis moleculares fueron
previamente fotografiados para ser incluidos en los andlisis morfométricos. Con
el fin de evitar problemas asociados a cambios alométricos durante la
ontogenia, en todos los estudios morfométricos se analizaron individuos aduitos

que se encontraban en el tercio superior de la distribucion de tamarfio de la

muestra recolectada.
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Figura 6. Vertientes analizadas en el salar de Ascotan.

Tabla 1. Coordenadas geograficas de las vertientes analizadas en este estudio.

Vertiente

Latitud; Longitud

V2
V3
V4
V5
V6
V7
V8
V9
V10
V11
V12

21°29'21,20"S; 68°15'24,80"W
21°29°27,80"'S; 68°15'25,60"W
21°29'39,80"S; 68°15'25,60"W
21°29'47,20"S; 68°15'24,50"W
21°29'562,80"S; 68°15'24,40"W
21°32'02,70”S; 68°15'40,70"W
21°33'57,20"S; 68°14'36,80"W
21°36'10,40"S; 68°15'00,60"W
21°36'35,00"S; 68°15'00,70"W
21°41’13,90"S; 68°12'54,00"W
21°35'13,90"'S; 68°14'32,30"W

15
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Extraccion, amplificacion y edicién de secuencias de DNA

El DNA genodmico se exirajo desde especimenes preservados en etanol
absoluto usando el método cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB)
(Winnepenninckx et al., 1993). Para esto se rompié la concha de los animales
separandola de las partes blandas, luego el tejido de la branquia y parte del
manto fue utilizado para la extraccion. Secuencias parciales del gen
mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COIl) fueron amplificados
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)
en al menos 10 especimenes de cada vega utilizando los partidores universales
HCO2198 (5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3') y LCO1490 (5-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG -3') (Folmer et al., 1994), y dos parejas
de partidores desarrolladas en el Laboratoric de Genética y Evolucién
especificamente para esta tesis: HCOmv2 (5-AAGAATTGGGTCACCACCTC-
3) y LCOmv2Z (5-GGAATGTGATCTGGGTTAGT-3'); HCOmv3 (5-
TCCAGCTAAAACAGGGAGG-3') y LCOmv3 (5-
TCGAGCTGAACTAGGACAAC-3'). Las condiciones de PCR fueron las
siguientes: 2 min a 94 °C, 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 40 °C por 30 s y 75 °C por
45 s, con una extension final a 72 °C por 10 min. Los productos amplificados
fueron analizados en el servicio de secuenciacién Macrogen Inc., Seul, Corea.

Las secuencias fueron editadas y alineadas mediante inspeccién visual

utilizando el programa BioEdit (Hall, 1999).
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Analisis moleculares

En el programa DnaSP (Librado & Rozas, 2009), se calcularon los siguientes
indices de diversidad genética: i) Nimero de sitios polimérficos (S); i) Nimero
de haplotipos (K); iii) Diversidad haplotipica (H) y iv) Promedio de diferencias
por par de secuencias (I1).

Las relaciones entre los haplotipos fueron visualizadas en el programa
NETWORK (Bandelt ef al., 1999) construyendo una red de haplotipos mediante
el algoritmo median-joining. La red obtenida informa graficamente las relaciones
genealdgicas encontradas, donde cada circulo reconstruido representa un
haplotipo diferente, el tamafno de éste correspondiendo a su frecuencia dentro
de la muestra y la distancia que separa estos haplotipos corresponde al nimero

de pasos mutacionales que hay entre ellos.

Posteriormente, para examinar la diferenciacion entre cada par de
vertientes, se realizé un test de Fsr pareado con el programa ARLEQUIN
(Excoffier et al., 2005). Este test pone a prueba la hipdtesis nula de ausencia de
diferenciacion genética entre dos grupos de poblaciones, sobre la base de las
diferencias entre pares de secuencias. El rango de este indice se extiende entre
cero y uno, es decir: 0 < Fgr < 1. Un valor de Fsr = 0 indica que los grupos son
geneticamente iguales, mientras que Fsy = 1 indica que los grupos estan
completamente diferenciados. La significancia de cada indice Fst pareado se

obtuvo permutando 10.000 veces los haplotipos entre poblaciones entre grupos

(nivel de significancta, a = 0,05).
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Numero de grupos genéticos

Para determinar el nimero de grupos genéticos y la estructura poblacional
espacial se realizé un analisis en GENELAND (Guillot ef al., 20058). Este analisis
utiliza una aproximacion bayesiana de cadena de Markov Monte Carlo basada
en modelos estadisticos espaciales que consideran sitios polimérficos y las
coordenadas geograficas de los individuos muestreados para agruparlos en
grupos genéticos (clusters) o poblaciones. Los analisis realizados consideraron
tanto el modelo correlacionado y no correlacionado de frecuencias. En ambas
aproximaciones se utilizaron los parametros detallados a continuacién: en
primer [ugar se identificd el nlimero mas probable de clusters (CT) realizando
cinco corridas MCMC independientes de 10° iteraciones cada una y un
muestreo (thinning, en inglés) cada 1000 iteraciones, el rango se acotd entre
CT=1 a CT=11 (total de vertientes analizadas). Para verificar la consistencia del
resultado obtenido, se realizaron 15 corridas independientes de 108 iteraciones
cada una y un thinning de 1000 con el ndmero de clusters acotado a CT=3 y
CT=4.
Analisis morfométricos

Dado que H. ascotanensis no presenta dimorfismo sexual, para los analisis se
utilizaron machos y hembras. La concha de cada espécimen fue fotografiada

desde una vista ventral del cuerpo, utilizando una camara digital Moticam 2000

adaptada a una lupa estereoscopica. Las diferencias morfoldgicas se evaluaron

utilizando morfometria geométrica desde dos aproximaciones. El analisis de




19

morfometria geométrica de landmarks consideré catorce puntos (10 landmarks
y 4 semi-landmarks) para cada fofografia; en estos andlisis se utilizé el
programa tps DIG version 2.16 (Rohlf, 2010). Los landmarks se seleccionaron
de manera que estos fuesen descriptores adecuados de la variacion de la forma
de la concha (incluido el peristoma o abertura de la concha) (Figura 7). La
variacion asociada a la forma se exirajo mediante el método Full Procrustes Fit
(Dryden & Mardia, 1998) implementado en el programa Morphod 1.03b
(Klingenberg, 2011). Esta aproximacion metodolégica permitié estimar la forma
promedio y explorar la variacion de ésta en el set de datos (Dryden & Mardia,
1998). Para evaluar la variabilidad en la morfologia de la concha se realizé un
andlisis de componentes principales (PCA) con los valores obtenidos del Full
Procrustes Fit (Relative Warps) en el programa MorphoJ 1.03b (Klingenberg,
2011). Posteriormente se realizé un MANOVA. Finalmente para determinar si
los individuos podian ser correctamente asignados a cada grupo morfoldgico se
realizé un andlisis de funcién discriminante (DA) en el programa SYSTAT

(SYSTAT, 2000).
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Figura 7. Se indican los landmarks (1 — 14) evaluados en el estudio morfolégico para describir

la forma promedio de la concha de Heleobia ascotanensis.

La segunda aproximacion correspondié a la morfometria geométrica de
contorno. Este analisis se ha utilizado con éxito en gasterépodos y otros grupos
en los cuales es dificil establecer hitos morfolégicos (Zahn & Roskies, 1972;
Hariri & Bachnou, 2004; Yoshioka et al., 2004; Willams et al, 2012),
principalmente dado que las formas biolégicas en gasterépodos son complejas.
Ademas, se ha documentado que el analisis de contorno captura una mayor
proporcion de la informacion morfolégica que los métodos biométricos basados
en mediciones lineares y angulares. El analisis de contorno utilizando
descriptores elipticos de Fourier (EFDs, por sus siglas en inglés) puede delinear

cualquier forma de un contorno cerrado bi-dimensional. La normalizacion
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matematica de los EFDs implica que son invarianies con respecio a la escala,
rotacion o localizacion y posicion de inicio de la codificacion de la cadena que
da cuenta del contorno.

Mediante este andlisis se evalud la variacion en la forma de la concha
entre los gasterdpodos del género Heleobia distribuidos en el salar de Ascotan.
Los contorngs se dibujaron a partir de las folografias utilizadas en la
morfometria geométrica de landmarks usando el programa Adobe Photoshop
CS6. Las transformaciones de los elipticos de Fourier se realizaron en el
programa SHAPE (lwata & Ukai, 2002). Para evaluar la variabilidad en la
morfologia de la concha se realizé un Analisis de Componentes Principales
(PCA) en el modulo PrinComp del paquete SHAPE (lwata & Ukai, 2002).
Posteriormente se realizé un MANOVA y para determinar si los individuos
podian ser correctamente asignados a cada una de las localidades se realizd un
anadlisis de discriminante lineal (SYSTAT, 2000), el cual maximiza la
discriminacion entre los grupos usando combinaciones lineales de variables.

Para los andlisis morfolégicos se construyeron los siguientes sets de
datos:

Morfometria geométrica de landmarks:

(i) Para evaluar la variacidén morfolégica entre vertientes en el andlisis
geomeétrico de landmarks y con el fin de evitar problemas relacionados con la

variacion en el nimero de vueltas y cambios espaciales en la posicion de los
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hitos morfoldgicos, se utilizé un submuestreo con 255 individuos. Este set de
datos contenia individuos de las once vertientes del estudio.

Morfometria geométrica de contornos:

(i) Para evaluar la variacion morfolégica entre vertientes el analisis de
contorno se hizo en base a 570 individuos, los cuales fueron clasificados de
acuerdo a las vertientes de procedencia.

(iii) Para evaluar una posible asociacion entre variacion morfologica y
genética se realizd un analisis estadistico utilizando los 256 individuos
secuenciados. Los grupos se clasificaron de acuerdo a la variacion genética

(clusters obtenidos de GENELAND) emanados a partir del estudio genético.

Relacién entre las distancias genéticas, morfologicas y geogréficas

Con el fin de evaluar la correlacion entre las distancias genéticas, morfologicas
y geogréficas se realizd una prueba de Mantel, mediante la cuat se analizé la
significancia de correlaciones entre matrices: (a) de distancia genética (Fsr), (b}
la matriz morfolégica de distancias morfométricas de los grupos existentes en el
salar (distancias de Mahalanobis obtenidas de la morfometria geométrica de
landmarks), y (c) la matriz de distancia geografica entre ios grupos de Heleobia
al interior del salar de Ascotan. Los valores de Fst se calcularon usando el
programa ARLEQUIN (Excoffier et al., 2005), y las pruebas de Mantel se

realizaron en el software PAST (Hammer et af., 2001).
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RESULTADOS

Se recolectaron 570 individuos de 11 de las 12 vertientes del salar de Ascotan
(no se encontré H. ascotanensis en la Vertiente 1 del salar), los que fueron
analizadas morfolégicamente. De estas muestras se secuenciaron 256
individuos. Los tamafios muestrales y vertientes de procedencia se indican en la

Tabla 2.

Tabla 2. Tamafios muestrales de Heleobia ascofanensis utilizados para el estudio morfométrico

y molecular.

Vertiente Anadlisis morfométrico  Analisis molecular

V2 60 41
V3 60 23
V4 60 27
V5 60 24
V6 60 25
V7 60 24
V8 60 24
V9 30 13
V10 60 24
V11 30 16
V12 30 15

Total 570 256
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Analisis molecular
La amplificaciéon del gen CO/ produjo un fragmento de 591 nucledtidos. La
composicién nucleotidica considerando todas las secuencias fue A: 23,8%, C:
17,2%, T: 39,7% y G: 19,3%

En la Tabla 3 se muestran los valores de los indices de diversidad
genética: el numero de sitios polimorficos (S), el nimero de haplotipos (K), la
diversidad haplotipica (H) y el promedio de diferencias entre par de secuencias
(M). Estos indices se calcularon agrupando los individuos por vertiente de
origen. Los resultados muestran que:

i) el nimero de sitios polimorficos por vertiente varié entre 3 y 14, para el
salar en total fueron 22.

if) el nimero de haplotipos encontrados por vertiente varié entre 3 y 6, para el
salar en total fueron 23. Dado que los distintos tamarios muestrales afectan los
valores de diversidad, se realizé un remuestreo mediante rarefaccién (n = 13)
para comparar la diversidad genética (en este caso K, numero de haplotipos)
entre los sitios. El nimero de haplotipos obtenidos en de las vertientes del salar
varié entre 2,54 £ 0,50 y 4,62 * (0,533,

iif) la diversidad haplotipica varié entre 0,56 y 0,75 en las vertientes del salar
de Ascotan, y para el salar en su {otalidad la diversidad correspondio a 0,80.

iv) el promedio de diferencias entre par de secuencias vari6 entre 0,69 y 5,33

en las vertientes, y fue de 2,78 para todo el salar.
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La menor variabilidad genética se encontré en las vertientes 7 y 9 donde

se observaron 3 haplotipos, por el contrario la mayor variabilidad se encontré en

la Vertiente 4, que presentd 6 haplotipos.

Posteriormente, se construyé la red de haplotipos (Figura 8), en la cual

los distintos colores representan las vertientes de origen de los individuos

muestreados.
(O Haplogrupo 1
O Haplogrupo 2
O Haplogrupo 3
.__

HBv: Bv

Bv: [Ovs

Bvs Bve B V12

Bvs Bl vio

Bmve []vii

1 sustitucién nucleotidica

Figura 8. Red de haplotipos de Heleobia ascotanensis del salar de Ascotan. Los numeros

sobre las lineas representan el nimero de pasos mutacionales.
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Se observd que dentro del salar existen tres grupos de haplotipos
separados que corresponden a vertientes o grupos de vertientes. La red mostré
que muchos de los haplotipos son compartidos entre diferentes vertientes, a
excepcion de los haplotipos que ocurren en la Vertiente 11 (extremo sur del
salar) que conforman haplotipos Gnicos asociados a esta vega. El despliegue de
los haplotipos recuperd tres haplogrupos, uno correspondiente a las vertientes 2
a 10y 12 (Haplogrupo 1), separado por tres pasos mutacionales del Haplogrupo
3 que contiene el haplotipo unico de la V11, separado por seis pasos
mutacionales del Haplogrupo 3, y separado por dos pasos mutacionales del

Haplogrupo 2 (vertientes 2 a la 6).
Distribucion geogréfica de la diversidad genética

Para analizar la existencia de diferencias genéticas significativas entre pares de
vertientes, se realizd un test de Fsr pareado. En la Tabla 4, bajo la diagonal
principal, se indican los valores de Fsy entre vertientes y los valores de p
(probabilidad de equivocarse al rechazar la hipétesis nula) se ubicaron sobre la
diagonal. Las celdas destacadas correspondieron a los valores de Fgr
significativos.

Entre las vertientes 2 a la 6 no se detectaron diferencias significativas y
todos los valores fueron bajos, indicando que podrian conformar un grupo
separado del resto las vertientes del salar. Resultados similares se obtuvo al
realizar las comparaciones entre las vertiente 7 a 10 y 12, ya que estas

vertientes presentan valores de Fsrt bajos entre ellas, sin embargo los valores
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aumentaron al compararlas con Ia)s vertientes que se encuentran hacia el norte
del sistema (V2 a V6). Por ultimo, la Vertiente 11 presenté valores de Fsr
significativos y relativamente altos con las vertientes del norte (0,36 — 0,40), y
diferencias muy altas con las vertientes del centro del salar (0,71 ~ 0,78).

Con esta prueha se corroboraron algunas observaciones obtenidas a
partir de la red de haplotipos. La Vertiente 11 del salar de Ascotan se diferencio
de todas las ofras vertientes del salar y formarfa un grupo genéticamente
diferenciado del resto. Ademas existiria un grupo compuesto por las vertientes

mas septentrionales del salar (V2 a V6), y otro grupo compuesto por las

vertientes ubicadas en el centro del salar (V7 a V10 y V12).
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GENELAND

El andlisis se realizd utilizando el modelo de frecuencias correlacionado y no
correlacionado. Para ambos modelos se obtuvieron probabilidades posteriores de
0,65 indicando la existencia de tres grupos genéticos (se indican los valores
obtenidos de la aproximacion utilizando el modelo correlacionado).

Los resultados del anélisis indicaron que el nimero de poblaciones mas
probable al interior del salar seria tres (probabilidad posterior = 0,65) (Figura 9). El
primer grupo estaria compuesto por las vertientes 2 a 6, vertientes ubicadas en el
norte del salar. El segundo cluster corresponde a las vertientes del centro del
sistema, este grupo retine las vertientes 7 a 10 y la Vertiente 12. Y el Gitimo grupo
contiene solamente a la Vertiente 11, ubicada en e] extremo sur del salar. Los
resultados en la prueba bayesiana corroboraron lo obtenido al calcular las
diferencias genéticas (Fsy pareado), sugiriendo que existen tres grupos genéticos

al interior del salar.
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Figura 9. Estructura genética espacial obtenida en GENELAND para Heleobia ascotanensis del
salar de Ascotan (los puntos negros indican las vertientes posicionadas geograficamente al
interior del sistema). A Numero de clusters estimados para el salar. B Probabilidades posteriores
de pertenecer a uno de los cluster 1 a 3 (de izquierda a derecha, respectivamente). Colores mas

claros indican mayores probabilidades de ser miembro de la poblacién.
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Analisis morfolégicos

Para la aproximacion en base a morfometria geométrica de landmarks se utilizd un
submuestreo de individuos. Dado que algunos de las muestras presentaron
diferentes nGmeros de vueltas de la concha y esta variacion afecta el cambio
espacial de la posicién de los landmarks, el submuestreo consistié en un set de
datos que incluyé a 255 individuos. Este submuestreo se realizd con individuos de
todas vertientes del salar en las cuales se encontré H. ascofanensis. En el caso de
la morfometria geométrica de contorno se ufilizé la totalidad de los individuos
(570), va que la variacién local (asociada a cada individuo) es evaluada en el

andlisis en completitud.

Morfometria geométrica de landmarks
Se realizé un Anélisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés)
para observar la posicién en el espacio multivariado de los individuos muestreados
categorizados de acuerdo a la vertiente de origen. En el PCA, la primera
componente principal (PC1) acumuld el 44% de la varianza y al observar la grilla
de deformacion se pudo apreciar que la variacidén asociada a este eje se relacioné
con el cambio de posicion de los hitos asociados al margen lateral de la concha,
dando cuenta de cambios en el ancho a lo largo del gje. Por otro lado, la segunda
componente acumuld el 13,8% de la varianza, y los cambios asociados a esta
componente observables en la grilla de deformacién dan cuenta de cambios en la

posiciébn del peristoma y cambios del tamafio de éste. EIl PCA mostré una
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sobreposicion casi completa de las muestras provenientes de las diferentes
vertientes del salar, indicando que no existe una diferenciacién morfolégica
evidente entre algunas de las vegas (Figura 10). El MANOVA realizado indicé que
existen diferencias significativas (Wilk’'s A = 0,029; g.I. = 240, 2062; p < 0,0001),
sin embargo al realizar el analisis discriminante (jackknife) los valores de
clasificacion correcta asociados a cada vertiente fueron bajos, a excepcion de las

vertientes 4, 9, 10 y 11 (64%, 64%, 60% y 75%, respectivamente).
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Figura 10. PCA utlizando como clasificador las vertientes de procedencia de Heleobia
ascotanensis del salar de Ascotan. Se muestran las grillas de deformacion que indican la variacién

en el primer y segundo componente (abajo y a la izquierda, respectivamente).
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Morfometria geomeétrica de contorno
El andlisis se realizo utilizando 570 individuos, el nimero de arménicos utilizados
se decidié en base a una inspeccién visual, y se determindé que 30 armoénicos
representaban de forma adecuada el contorno de las conchas utilizadas en el
estudio (Figura 11).

El analisis de componentes principales de los individuos clasificados por
vertiente de origen mostré una sobreposicion en el espacio morfoldgico, y al
realizar el MANOVA, este mostré diferencias significativas (Wilk's A = 0,230; g.l. =
120, 4267; p < 0,0001) (Figura 12), sin embargo el andlisis discriminante (usando
el método jackknife) arroj6 valores de clasificacién correcta bajo el 45% para todas

las vertientes, a excepcion de la Vertiente 11 (65%) y Vertiente 6 (60%).

00004

Figura 11. Reconstrucciones del contorno de Heleobia ascotanensis, con numero de armonicos

en incremento.
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Figura 12. PCA clasificando los individuos de Heleobia ascotanensis del salar de Ascotan de
acuerdo a vertiente de procedencia. En los margenes del grafico se muestran la variacion de la
concha en la primera y segunda componente (abajo y a la izquierda, respectivamente), mediante la

reconstruccién de los contornos.

Posteriormente, los 256 individuos secuenciados fueron clasificados en tres
clusters (1, 2 y 3, obtenidos del analisis GENELAND) de acuerdo a los resultados
obtenidos en los estudios moleculares, y estos individuos fueron analizados
morfométricamente utilizando las reconstrucciones de contorno. El PCA (Figura

13) mostré una sobreposicién importante entre los tres grupos, y si bien el
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MANOVA indico diferencias significativas (Wilk's A = 0,838; g.l. = 14, 468: p =
0,0001), los porcentajes de clasificacion correcta obtenidos mediante el analisis
discriminante indicaron que no existe una variacion morfolégica que permita
clasificar los grupos morfolégicos en base a las diferencias genéticas (para los tres

grupos los porcentajes fueron bajo 20%).
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Figura 13. PCA usando como clasificador los haplogrupos de Heleobia ascotanensis del salar de
Ascotan obtenidos en los analisis moleculares. En los margenes del grafico se muestran la
variacion de la concha en la primera y segunda componente (abajo y a la izquierda,

respectivamente), mediante la reconstruccién de los contornos.
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Relacion entre las distancias genéticas, distancias geograficas y

distancias morfolégicas

Se realizaron tres pruebas de Mantel, mediante las cuales se analizaron las
significancias de correlaciones entre diferentes matrices:

(i) distancias geograficas entre vertientes (en metros) y distancias genéticas
(Fst): el resultado del test de Mantel entregd un coeficiente de correlacion de
Mantel, r = 0,6052 (p = 0,0026). El resultado indica que existe una relacién
directamente proporcional entre distancia geografica (metros) y distancia genética
(valores de Fst) (Figura 14). Este resultado concuerda con lo obtenido por la
aproximacion bayesiana realizada en GENELAND.

(iiy distancias geograficas y distancias morfoldgicas (distancias de
Mahalanobis obtenidas desde la morfometria de landmarks): el resultado del test
de Mantel no resulté significativo y entregé un coeficiente de correlacion de Mantel
bajo, r = 0,1308 (p = 0,125). El resultado indica que no existe correlacion entre las
distancias geograficas y las distancias morfologicas. Esto era esperable dado que
no existe una diferenciacion morfolégica enire las vertientes (a excepcion de la
variacién que existe entre la Vertiente 11 y el resto de las vegas).

(iii) distancias genéticas (Fsr) y distancias morfologicas (distancias de
Mahalanobis}. el resultado del test de Mantel entregd un coeficiente de correlacion

bajo y no significativo, r = 0,1191 (p = 0,167). Los valores obtenidos indican que no
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existe correlacion enire las distancias genéticas y las distancias morfologicas

enconfradas entre los individuos analizados de las vertientes del salar de Ascotan.
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Figura 14. Correlacion de Mantel en Heleobia ascotanensis del salar de Ascotan entre la distancia
geogréfica {m) que separa cada par de vertientes y la distancia genética (Fs7) entre ellas, El valor
del coeficiente correlacidon de Mantel, r = 0,6052 (p = 0,0026),




39

DISCUSION

Diversidad genética

Los indices de diversidad genética (Tabla 3) muestran que existe una alta
variabilidad (K = 23) entre los individuos de H. ascofanensis, sin embargo, al
analizar y asignar los especimenes a las vertientes de procedencia, surgen dos
niveles de variabilidad entre las vegas.

La mayor variabilidad entre secuencias que existe en la vertientes
septentrionales (valores méas altos de 1) es visualizado en la red de haplotipos
(Fig. 8). En el network se aprecia que en las vertientes 2 a 6 se encuentran
individuos de los haplogrupos 1 y 2. El Haplogrupe 1 (H1; mas extendido
espacialmente) contiene gasteropodos recolectados en las vertientes 2a 10y 12,
mientras que el Haplogrupo 2 (H2; restringido en el norte del sistema) contiene a
los recolectados en las vertientes 2 a 6. Por otro lado, los individuos recolectados
en la Vertiente 11 componen un tnico haplogrupo (H3), con una red extendida lo
que indicaria una poblacién antigua y aislada del resto de las vertientes.

La disposicién espacial de estos tres haplogrupos podria tener relacion con
la geografia del salar de Ascotan; el H1 abarca todo el sistema (exceptuando la

Vertiente 11), el H2 se concentra solo en las vertientes septentrionales del sistema
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(vertientes 2 a la 6), y el H3 contiene Gnicamente a la Vertiente 11 (extremo
meridional de! salar). La gran extensién geografica que alcanza el H1 dentro del
sistema y el espacio acotado en el que se encuentra el H2, sugiere que existe un
fiujo genético unidireccional desde las vertientes del sur hacia las del norte,
aunque esta proposicion es especulativa y requiere de un mayor estudio. Este flujo
putativo se puede asociar al perfil altitudinal que presenta el salar (Figura 15), ya
que las vegas que estan mas al sur en el salar se encuentran a mayor altura que
las que se ubican en la zona norte del sistema (Keller & Soto, 1998). Por ende, en
eventos de inundacidén del salar, producto de anomalias en los periodos de
precipitacién, como se han reportado para el altiplano (Morales et al., 2012), el
movimiento de las masas de agua ocurriria desde el sur hacia el norte, por tanto
individuos de las vertientes meridionales podrian alcanzar las vertientes
septentrionales del salar. Con respecto al H3, la gran distancia que separa la
Vertiente 11 del resto, impediria que los gasterépodos alcanzaran las vertientes

que se encuentran mas hacia el norte.
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Figura 15. Perfil altitudinal del salar de Ascotan. Se indica el nivel maximo que habria alcanzado el

agua en el periodo humedo, y la posicién de las vertientes (Cruz-Jofré, datos no publicados).

Otra explicacion para dar cuenta de la posible dispersién de individuos es
que el movimiento podria estar mediado por aves. Recientemente se ha postulado
que para diferentes especies de gasterépodos, el transporte pasivo mediado por
aves podria explicar la identidad genética entre poblaciones separadas por
extensas distancias geograficas (van Leeuwen, 2012; van Leeuwen et al., 2012a,
2012b, 2013). Sin embargo, la evidencia existente en Heleobia no es suficiente
para proponer esta hipdtesis como explicacion que de cuenta de la distribucion
encontrada y es necesario realizar analisis mas inclusivos para abordar esta

interrogante.
Estructura poblacional de H. ascotanensis

Los analisis moleculares realizados sugieren la existencia de tres grupos
geneticamente diferenciados en el salar de Ascotan. Estos grupos genéticos estan
adscritos a vertientes que se encuentran geograficamente cercanas.

Probablemente, estas vegas han estado aisladas desde el ultimo periodo hiumedo
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que existid en el Altiplano, periodo que posiblemente coincidié con el evento del
gran paleolago Tauca en Bolivia hace 11.000 afios atras (Placzek ef al., 2008). Si
bien la evidencia indica que el salar de Ascotan no formé parte del Tauca, se ha
reportado que en el salar existié un lago de 30 m de profundidad hace 13.000 —
8.500 afos atras (Grosjean & Veit, 2005). Los resultados de estructuracion
genética en H. ascofanensis son similares a los obtenidos en ofros gasteropodos
que habitan ambientes naturalmente fragmentados (Moline ef al., 2004; Murphy et
al., 2012; Morningstar et al., 2014).

El analisis realizado en GENELAND infiri6 que en el salar de Ascotan
existen tres clusters genéticos de la especie H. ascofanensis. El primero de ellos
{Poblacién 1) contiene a los individuos de las vertientes 2 a 6; el segundo
(Poblacidn 2) estd compuesto por las vertientes centrales (7, 8, 9, 10 y 12); la
Poblacidén 3 solo contiene individuos de la Vertiente 11 y debido a distancia entre
esta vertiente y el resto del sistema, es poco probable que exista comunicacién
con las ofras vegas. Posiblemente las vertientes que componen la Poblacion 1
entfran en contacio esporadicamente, presentando una dinamica de tipo
metapoblacional, donde los gasteropodos de este grupo de vegas podrian
presentar un bajo nivel de migracién y flujo génico. Caso similar ocurriria con las
vertientes de la Poblacion 2, pero resulta poco probable que exista flujo entre las
poblaciones 1 y 2 debido a la distancia geografica que las separa. Sin embargo,

las probabilidad posteriores que soportan la existencia de los tres grupos
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obtenidas en el analisis GENELAND son bajas, por tanto es necesario ampliar el
estudico utilizando otros marcadores moleculares (secuencias nucleares,

microsatélites, etc.) para evaluar y validar el patrén obtenido.

Estructura genética de Heleobia ascotanensis y taxa co-distribuidos

en el salar de Ascotan

La presencia de vertientes no diferenciadas genéticamente en el salar Ascotan es
un hallazgo que coincide con lo obfenido en peces del género Oresfias y
gasterépodos del género Biomphalaria (resultados obtenidos utilizando secuencias
D-Loop y COl, respectivamente). Sin embargo, la conformacién de los grupos
genéticos hallados en Heleobia no es idéntica a los obtenidos en taxa co-
distribuidos (Fig. 16). En H. ascotanensis (este estudio) se infirieron tres grupos
genéficos: Poblacion 1 (vertientes 2 a 6), Poblacion 2 (vertientes 7 a 10 y 12), y
Poblacion 3 (Vertiente 11); en Biomphalaria crequii se infirieron tres grupos
geneéticos (Collado & Méndez, 2013): Poblacién 1 (vertientes 2 a 8), Poblacidn 2
(vertientes 9 y 10), y Poblacion 3 (Vertiente 11); por ulfimo en Orestias
ascolanensis la evidencia sugirio la existencia de cuatro haplogrupos (Morales ef
al., 2011; Vila et al.,, 2013): Grupo 1 (Vertiente 1), Grupo 2 (vertientes 2 a 7),

Grupo 3 (vertientes 8 a 10 y 12), y Grupo 4 (Vertiente 11).
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Figura 16. Vertientes asignadas de acuerdo a los grupos genéticos determinados en 3 especies
que habitan el salar de Ascotan, A) gasterépodos de la especie Heleobia ascotanensis (este
estudio); B) gasterépodos de la especie Biomphalaria crequii (de acuerdo a Collado & Méndez,
2013); C) peces de la especie Orestias ascotanensis (de acuerdo a Morales et al., 2011).

Para las tres especies de las que se tiene informacién genética, las
vertientes de los extremos del salar de Ascotan (vegas 1 y 11) contienen
individuos que presentan haplotipos uUnicos, que solo se encuentran en estas
vertientes aisladas, excepto gasteropodos, dado que no se han encontrado
individuos en la Vertiente 1. Por otro lado, la extensa distancia geografica y el
perfil altitudinal del salar son condiciones que hacen improbable una conexion
entre las vertientes indicadas y el resto del sistema.

Con respecto a las vertientes centrales del salar (2 a la 10 y Vertiente 12),

la composicion de los grupos genéticos que se han determinado en estas vegas
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varia de acuerdo al taxon analizado (Fig. 16). Estos resultados indican que existen
diferencias en la estructura genética de los taxa endémicos del salar de Ascotan.
Estos patrones especie-especificos implican que las diferencias evolutivas y de
historia de vida (atributos biologicos de la especie como la capacidad de
dispersién o tipo de reproduccion) son determinantes de la estructura poblacional
en el sistema. Cabe mencionar que para especies de Heleobia se han reportado
diferentes estrategias reproductivas (Martin, 2002; Neves & Valentin, 2010;
Collado & Méndez, 2011; Neves et al., 2012), sin embargo para H. ascofanensis
sblo se ha descrito la morfologia del aparato reproductor (Collado ef al., 2011a).
Los resultados obtenidos en H. ascofanensis y los reportados en
Biomphalaria y Orestias del salar de Ascotan, sugieren diferencias en la
estructuracion genética de las especies estudiadas, estos resultados son similares
a los obtenidos en taxa que co-habitan vertientes aisladas en otros sistemas
hidrol6gicos similares al de este estudio (Myers et al., 2001; Zickovich & Bohonak,
2007; Murphy et al., 2010). De esta manera, la evidencia obtenida sugiere que,
para los taxa estudiados del salar de Ascotan, [a identidad de cada especie tendria
un mayor efecto en la historia evolutiva del taxon que la estructura del paisaje,
oponiéndose a la visién que indica que las caracteristicas del habitat predominan

en la diferenciacion genética de una especie (Marten et al., 2006).
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Variacién morfolégica en Heleobia ascotanensis

Los resultados obtenidos indican que no existe una diferenciacién morfoldgica
entre los individuos de las vertientes analizadas en este estudio. Aunque los
andlisis resultaron significativos, existe una sobreposicion considerable en el
espacio multivariado. Los anélisis morfométricos indican que sélo los individuos de
la Vertiente 11 presentan una diferencia morfoldgica con respecto a las otras
vertientes.

El hecho que la variacién molecular no esté acompafiada de una variacion
morfolgica, posiblemente tiene relacién con una conexién putativa entre las
vertientes que se encuentran cercanas geograficamente, lo que podria
desfavorecer la diferenciacion morfolégica, ya que los grupos encontrados se
comportarian como poblaciones con cierto grado de flujo génico, y teniendo en
consideracién que cuando la migracién entre localidades es alta, las adaptaciones
fenotipicas locales pueden ser disminuidas por el efecto homogenizador del flujo
genético (Bertness & Gaines, 1993).

Una posible causa de la conexién de las vertientes serfas las
precipitaciones que ocurren entre los meses de verano en la region (diciembre a
marzo, aproximadamente), periodo conocido como Monzén Sudamericano de
Verano (SASM, por sus siglas en inglés) (Zhou & Lau, 1998; Garreaud ef al., 2009;
Marengo et al., 2012) o coloquialmente como “invierno altiplanico”. Es durante este

periodo que caen las Unicas precipitaciones anuales. Estas lluvias, particularmente
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durante las anomalias en [a precipitacién producto de la Oscilacién del Sur El Nifio
(ENSO, por sus siglas en inglés) (Morales et al., 2012), podrian haber aumentado
el nivel de agua dentro de las vertientes, conectandolas en sentido sur-norte (de
acuerdo al perfil altitudinal), a excepcion de la Vertiente 11 que se encuentra
aislada, debido a la gran distancia geografica que la separa de las otras vertientes.

Variacion genética, morfolégica y distancias geograficas
El andlisis GENELAND sugiere que existe una variacion genética asociada a la
disposicion geografica de las vertientes; los resultados obtenidos indican que
existen discontinuidades genéticas entre las vertientes, y que las vegas estan
agrupadas en tres clusters. Los resultados obtenidos en el analisis GENELAND
fueron confirmados por la prueba de Mantel, la que sugiere que existe aislamiento
por distancia entre las vertientes del salar y que las vertientes mas alejadas
presentan una variacidbn genética mayor que las ubicadas mas cercanas
geograficamente.

Por otro lado, no se enconiraron variaciones morfolégicas relacionadas con

las variaciones genéticas o geograficas.

Procesos evolutivos en el salar de Ascotan
Los resultados obtenidos permiten postular un proceso de diferenciacion que ha
ocurrido en H. ascotanensis: cuando el nivel lacustre del salar disminuyo y llegb al
nivel actual, la fragmentacion del habitat causé la pérdida de muchos haplofipos.

De esta manera, la diversidad genética de la especie disminuyé.
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lL.as vertientes que quedaron aisladas presentan grupos que esian
divergiendo genéticamente, pues contienen haplotipos que no se encontraron en
otras vegas. Es posible que si se mantuvieran aisladas por un tiempo suficiente,
podrian llegar a transformarse en especies distintas. El ejemplo mas claro de esto
ocurre en la Vertiente 11, ya que esta vega se encuentra alejada geogréficamente
del resto, presenta diferencias genéticas con respecto a las otras vertientes del
salar, ademas es la (nica vertiente que presenta individuos con cierto grado de
diferenciacion morfologica. Cabe mencionar que esta variacidon molecular también
existe en las especies de Orestias y Biomphalaria.

El escenario actual en el salar de Ascotan indica que las poblaciones de
Heleobia se encuentran aisladas geograficamente, y estan confinadas en
pequeiias vertientes que estan parcial o totalmente aisladas. Sin embargo, este
escenario se contrapone a lo ocurrido durante el Pleistoceno, periodo en el cual el
salar de Ascotan problemente constituia una sistema hidrolégico que abarcaba y
conectaba a todas las vertientes analizadas en este estudio (Keller & Soto, 1998).
El paso a un periodo seco aislé estas vegas, y restringié la distribucién de los
gasterdpodos a espacios alejados entre si, formando el sistema de vertientes que
existe en la actualidad. La aparicidn de estas barreras geograficas y los resultados
obtenidos en los andlisis moleculares sugieren que procesos de vicarianza han

estimulado la diferenciacion genética de la poblacién de H. ascotanensis de la

Vertiente 11. Con respecto a las vertientes centrales y sepfentrionales del sistema,
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la esfructura genética probablemente se generd en un escenario diferente, dado
que presentan una alta diversidad genética y comparten haplotipos, las diferencias
genéticas encontradas se podrian explicar por una disminucion del flujo genético
debido a la gran distancia geografica entre las vertientes. Estas vegas podrian
estar conectadas durante eventos del SASM, periodo en el cual el flujo genético
podria mantener la alta variabilidad genética observada. Los procesos evolutivos
inferidos en este estudio son similares a los propuestos en Biomphalatia y
Orestias en ia region sur del Altiplano (Collado ef al., 2011b; Collado & Méndez,
2013; Collado et al., 2013; Vila et al., 2013; Collado et al., 2014). De este modo, la
fragmentacién del habitat, 1a aparicién de barreras y la disminuciéon del flujo
genético jugarian un papel fundamental en la divergencia genética de algunos
grupos y, mas tarde, en la generacion de nuevas especies.

En concomitancia con lo anterior, también es probable que exista dispersion
entre las vertientes que se encuentran cercanas geograficamente, el flujo génico
putativo podria deberse a conexiones subterrdneas inadveriidas, o a dispersion
pasiva por movimiento de aguas (durante los monzones de verano en eventos

ENSO), o bien una dispersion pasiva mediada por aves.

Proteccién de poblaciones en ambientes naturalmente fragmentados

Los sistemas hidrolégicos compuestos de vertientes con clerto grado de
aislamiento y en un ambiente desértico son habitats donde han evolucionado

especies endémicas en una variedad de grupos, los cuales aparentemente han
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especiado en condiciones relativamente estables y aisladas (Moline et al., 2004;
Murphy ef al., 2009; Sei ef al., 2009; Trajanovski et al., 2010; Collado et al., 2013).
El presente estudio muestra como la identificacién de poblaciones genéticamente
diferenciadas en un gasterdpodo endemico entrega informacion de la estructura
hidrolégica que subyace un complejo sistema de vertientes como es el salar de
Ascotan.

Los resultados indican que la variabilidad genética enconirada en los
individuos de H. ascofanensis se puede dividir en dos grupos, en primer lugar,
gran parte de la variabilidad genética estd conienida en I[as vertlientes
septentrionales del sistema (veriientes 2 a la 6), por otro lado, en el resto de las
vertientes (7 a la 10 y la Vertiente 12) habitan individuos con haplotipos
compartidos con las vertientes del norte. Entonces, el impacto de la desaparicion
de las vertientes septenirionales serfa mucho mayor, a nivel de variabilidad
genetica, que la remocién de las vertientes centrales del sistema. Por ende, la
proteccidn de las vertientes 2 a la 6 serfa imperativa, considerando los resultados
del presente estudio, con el fin de mantener la variabilidad genética que se
encuentra al interior del salar de Ascotan.

En segundo [ugar, la Vertiente 11 contiene individuos genética y
morfoldgicamente diferenciados del resto del salar, ademds la gran distancia que
separa esta vega de las otras reduce la probabildad de conexiéon entre las

vertientes. De esta manera la poblacién de H. ascotanensis que se encuentra en
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la V11 podria constituir una unidad evolutiva significativa (o al menos
parcialmente) (Fraser & Bernatchez, 2001; Guia & Saitoh, 2006), dado que
constituye una poblacion genéticamente separada del resto, y contribuye
sustancialmente a la diversidad genética encontrada en la especie (Hey et al.,

2003).
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CONCLUSIONES

Heleobia ascotanensis presenta estructuracion genética al interior del salar de
Ascotan. Las poblaciones que existen en el sistema de estudio estan diferenciadas
genéticamente y se reconocen haplogrupos restringidos a vertientﬁs/ que podrian
tener cierto grado de flujo genético. Sin embargcﬂiaciéﬁ"égr:ética encontrada
ne es acompariada con una variacion morfdlf’if;?ca, ya que soélo los individuos de la
Vertiente 11 se diferencian del resto del sistema.

La estructura poblacional encontrada en H. ascofanensis es similar a la
hallada en Biomphalaria y Orestias (taxa co-distribuidos en el salar de Ascotan),
sin embargo la conformacion de los grupos genéticos no es idéntica, lo que indica
que los afributos bioldgicos de la especie (e.g. capacidad de dispersion)
predominan sobre la estructura del paisaje en la historia evolutiva de las especies.

Los individuos de H. ascotanensis que habitan la Vertiente 11 del salar de
Ascotan, presentan una alta diferenciacion genética y morfolégica con respecto a
los gasterépodos de las ofras vegas. Esta poblacion confinada al extremo
meridional del salar constituiria una unidad evolutiva significativa (ESU) (Guia &
Saitoh, 20086).

Sistemas hidrolégicos como el salar de Ascotan requieren de estudios a fina

escala, con el fin de proteger estos habitats fragmentados y la diversidad bioldgica

unica que contienen estos ecosistemas amenazados.
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