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RESUMEN

La baja cantidad de caracteres taxonémicos validos observados para la
ictiofauna chilena v la presencia de cuencas hidrogréficas aisladas desde hace
varios millones de afios ha generado dudas sobre el estatus taxonémico de un
gran numero de especies. El género Cheirodon (Ostariophysi: Characiformes)
se encuenira representado en Chile por cuatro especies nativas y una
intfroducida desde Argentina (C. inferruptus). Estas especies muestran una alta
similitud fenotipica que dificulta su identificacion. Las especies nativas
presentan serios problemas de conservacion, por lo que se hace necesario
analizar en mayor profundidad la diversidad morfoldgica y genética dentro del
género. Ademas, considerando que en la zona ceniro-norte se ha observado un
aumento en la distribucién de la especie introducida, es importante conocer el

rango potencial de establecimiento de esta especie aparentemente invasora,

En el primer capitulo de esta tesis examiné 400 individuos de Cheirodon,
analizando diferentes medidas morfolégicas mediante morfometria tradicional,
hitos anatdmicos mediante morfometria geométrica, y diferencias genéticas
utilizando secuencias parciales del gen mitocondrial cifocromo oxidasa
subunidad | (COl). Por una parte, a partir del analisis genético se obtuvo una
separacion clara entre un grupo compuesto por todas las especies nativas

chilenas y otro grupo con la especie introducida. Por otro lado, los resultados de
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morfometria tradicional y geométrica mostraron que las especies presentarian
algunas diferencias morfolégicas aplicables a su reconocimiento, aun cuando
persiste una notoria similitud externa. Estos caracteres morfolégicos podrian
ayudar al reconocimiento de las especies en terreno de forma simple, lo cual se

espera pueda ser puesto a prueba por otros investigadores.

En el segundo capitulo de esta tesis realicé un modelo de nicho
ecoldgico (ENM) para predecir la distribucion geografica potencial de la especie
introducida C. interruptus en Chile, fomando en cuenta que esta especie estaria
compartiendo su distribucién con una de las especies nativas (C. pisciculus).
Los resultados mostraron un alto solapamiento del nicho climatico entre la

especie nativa (C. pisciculus) y la especie introducida (C. inferruptus).

En esta iesis concluyo, en primer lugar, que el desaffo para la
conservacion del genero Cheirodon, y en general de la ictiofauna nacional, pasa
primerc por un buen reconocimiento de las especies utilizando varias

aproximaciones metodolégicas.

En segundo lugar, respecto a la introduccién de especies exdticas, se
debe prestar atencion a la similitud taxondmica con especies nativas y a los
nuevos espacios climaticos que pueden ocupar las especies introducidas y que
no se encuentran disponibles en su rango nativo. Asi también, se requiere con
urgencia actualizar tanto el marco regulatorio como la institucionalidad

asociados al ingreso y manejo de peces exéticos al pais.
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ABSTRACT

The low number of valid taxonomic characters observed for the Chilean
fish fauna and the presence of watersheds isolated for several million years ago
has raised questions about the taxonomic status of many species. Genus
Cheirodon {Ostariophysi: Characiformes) is represented in Chile by four native
species and one introduced from Argentina (C. inferruptus). These species show
high phenotypic similarity that difficult their identification. Native species present
serious conservation problems, so it is necessary {o analyze more deeply the
morphological and genetic diversity within the genus. Furthermore, considering
that in the north-central area has been observed an increased distribution of the
introduced species, it is important to know the potential establishment range of

this seemingly invasive species.

In the first chapter of this thesis | examined 400 individuals of Cheirodon,
analyzing different morphological measurements using traditional morphometric,
anatomical landmarks using geometric morphomeiric and genetic differences
using partial sequences of mitochondrial cyfochrome oxidase subunit 1 (COI)
gene. On one hand, from the genetic analysis was obtained a clear separation
between a group composed of the Chilean native species and other group with
the introduced species. Furthermore, the results of tfraditional and geometric

morphometric showed that species present some morphological differences
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applicable to recognition, even though a noticeable external similarity persists.
These morphological characters could help species recognition in the field

simply, which is expected to be tested by other researchers.

In the second chapter of this thesis | made an ecological niche modelling
(ENM) to predict the potential geographic distribution of infroduced species C.
interruptus in Chile, considering that this species would be sharing distribution
with one of the native species (C. piscicuius). The results showed a high climatic
niche overlap beiween native (C. pisciculus) and introduced (C. interruptus)

species.

In this thesis | conclude, first, that the challenge for the conservation of
Cheirodon genus, and overall national icthyofauna, depends of a good

recognition of species using several methodological approaches.

Second, regarding the introduction of exotic species, attention must be
paid to the taxonomic similarity with native species and to new climatic spaces
that can occupy introduced species that are not available in their native range.
Also, it is required to update both the regulatory framework and the institutions

associated with entrance and management of exotic fish.
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INTRODUCCION GENERAL

La fauna ictica de aguas continentales de Sudamérica se compone
principalmente de peces de los 6rdenes Siluriformes y Characiformes (Moyle &
Cech 1995). Constituye una fauna altamente endémica, cuya diferenciacion en
el Terciario se habria producidc desde las latitudes mas tropicales a las mas
australes (Vila et al. 2006), y también en un sentido longitudinal este-oeste con
el levantamiento de la Cordillera de los Andes durante los tltimos 20 Ma (Albert

& Reis 2011, Quezada-Romegialli 2014).

Con cerca de 1.100 especies en el mundo, la familia Characidae
representa el 58% del orden Characiformes (Nelson 2006). Sus representantes
habitan ia mayoria de los sistemas limnicos de América Central y del Sur. En
Chile, la familia se encuentra representada por cuatro especies del género
Cheirodon Girard, las cuales se distribuyen de norte a sur: Cheirodon pisciculus
Girard 1855 desde el ric Huasco al rio Rapel, C. galusdae Eigenmann 1927
desde el rio Maule al rio Imperial, C. australe Eignemann 1927 desde el rio
Valdivia a la Isla de Chiloé, y C. kiliani Campos 1982, junto con C. australe

desde el lago Lanalhue al rio Valdivia (Dyer 2000, Habit et al. 20086).

Todas las especies de Cheirodon chilenas (“pochas”) estan listadas con

problemas de conservacion. Por Decreto Supremo N°® 51 (MINSEGPRES 2008)




se determiné que las especies C. australe, C. galusdae y C. pisciculus se
encuentran en categoria “Vulnerable” en todo el pais. C. kiliani se clasifica como
“En Peligro y Rara” debido a su distribucion restringida (MMA 2014), pero cabe
aclarar que no existen nuevos regisiros de captura desde la descripcion de

Hugo Campos en 1982 (Méller 2008, Peredo-Parada et al. 2009, GESAM 2014).

Ademas de las cuatro especies nativas, se lista Cheirodon interruptus
(Jenyns, 1842) (“mojarrita” en Argentina) como el quinto representante del
género en Chile. Esta especie fue introducida, presumiblemente de forma
accidental, desde Argentina en la década de 1960 junto con larvas del pejerrey
argentino Odontesthes bonariensis, en el Lago Pefiuelas y el rio Aconcagua
(Campos 1982, Malabarba 1994). No obstante, se desconoce el impacto de su
infroduccién sobre la distribucion original de la especie nativa C. pisciculus

(Dyer 2000) o de las otras especies de Cheirodon en el pais.

Respecto a la taxonomia dentro del género Cheirodon, diversos autores
coinciden en que su clasificaciéon es compleja (revision en Malabarba 1998). La
identificacion de las especies es dificil debido a que se presenta una alta
similitud en la morfologia externa de las especies. En efecto, tal como se ha
documentado para Chile, poblaciones presentes en las cuencas de los rios
Maule, Biobio, Imperial, Cautin, entre otras, y aquellas entre los rios Huasco y
Aconcagua no han sido satisfactoriamente definidas, pues presentan estados
intermedios en los caracteres diagnésticos de C. galusdae y C australe, y de C.

pisciculus y C. interruptus, respectivamente (Campos 1982, Malabarba 1994).
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En estas poblaciones geograficamente vecinas la combinacion de caracteres
diagnosticos se hace difusa y los individuos no pueden ser ideniificados
facilmente (Campos 1982). Esta situacion tiene mayor importancia para la
conservacion en el caso de C. pisciculus (nativa) y la deteccidn de la presencia
de C. inferruptus (introducida), pues ambas especies presentarian un rango de

distribucion similar en la zona centro-norte del pais.

Cuando se comparan las descripciones taxonomicas del género
(Eigenmann 1927, Campos 1982) se observa una imporiante sobreposicién de
los caracteres morfologicos ulilizados. Esta sobreposicion es evidente en
caracteres como el niumero de clspides dentarias, escamas predorsales y

rayos prorrecurrentes del pedunculo caudal (Campos 1982).

Histdricamente, la falta de una adecuada clasificacién taxondmica y la
dificultad de utilizar distintos caracteres morfologicos para identificar las
especies son dos razones que frecuentemente dificulian el manejo de especies
con problermas de conservacion, especialmente en el caso de Cheirodon donde
ademas se presenta una especie introducida congenérica. Experiencias
internacionales indican que estas incertezas sistematicas pueden provocar la
aplicacién de medidas de proteccidon erréneas, con dramaticas consecuencias

para las especies amenazadas (Frankham et al. 2002, Fratini et al. 2005).

Una investigacion en nuestro laboratorio (Salas et al. 2012) mostrd que
aun cuando existe similitud fenotipica, las especies de Cheirodon podrian ser

reconocidas externamente utilizando relaciones morfologicas basadas en




morfometria geométrica, una aproximacién estadistica utilizada en peces

chilenos (e.g. Pardo et al. 2005).

Sin embargo, las diferencias morfométricas encontradas por Salas et al.
(2012) no pueden ser asociadas a patrones de divergencia histdricas ni
ecoldgicas. Por ello, se sugirié ampliar la caracterizacion de las especies de
Cheirodon respecto a la divergencia temporal y/o espacial que explicaria el

patron de formas y biogeografia del género (Dyer 2000, Salas et al. 2012).

Al respecto, un importante antecedente para abordar este problema es el
estudio de la diversidad genética a lo largo del rango geografico del género.
Este andlisis, ademas, reviste especial relevancia considerando que gran parte
de la ictiofauna chilena presenta problemas de conservacion (Habit et al. 2006),
por cuanto es util para establecer fuluras medidas de proteccion. Por lo demas,
histéricamente se ha utilizado una aproximacion estrictamente morfologica para
los estudios taxondmicos, por lo que una combinacion de este tipo de anadlisis
con esfudios genéticos puede entregar mejores argumentos para generar

planes de conservacion efectivos.

En el caso del género Cheirodon, la mayoria de los estudios genéticos
han utilizado solo una especie del género. Por ejemplo, Calcagnotto et al.
(2005), Javonillo et al. (2010), Oliveira et al. (2011), Rosso et al. (2012) y
Mariguela et al. (2013) analizan solo a C. interrupfus. En el caso de las especies

chilenas, sé6lo se cuenta con el frabajo de Victoriano (1997) quien analiza la

variabilidad de alozimas en C. galusdae.




Asi también, en el caso de la especie introducida C. inferruptus, se
requiere analizar su rango de distribucion actual y su relacién con la aparente
reduccion del rango geografico de C. pisciculus (Dyer 2000, Habit et al. 2006),
para lo cual una primera aproximacion puede ser el modelamiento de los nichos
ecologicos (ENM). Estos modelos se basan en métodos correlativos que utilizan
asociaciones entre variables ambientales y registros de ocurrencia conocidos
de especie(s) para predecir areas potenciales donde probablemente se

establezca(n) (Guisan & Thuiller 2005, Elith et al. 20086).

En consecuencia, considerando que existe una escasa bibliografia de
Cheirodon utilizando técnicas moleculares, y que no existen estudios sobre el
proceso de infroduccién de C. interruptus en Chile, la identificacién de grupos
morfologica y genéticamente divergentes resulta un paso fundamental para el

éxito de cualquier esfuerzo en la conservacién del género.
Por io tanio, los objetivos generales planteados en esta tesis son:

i) Analizar las diferencias morfoldgicas y genéticas entre poblaciones de

Cheirodon provenientes de diferentes cuencas hidrogréficas.

ii) Comparar los nichos climaticos de C. pisciculus y C. interruptus, y

predecir la distribucion potencial de C. inferruptus en Chile.
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HIPOTESIS

Antecedente 1

Considerando que las especies de Cheirodon en Chile tienen una alta

similitud morfoldgica y una distribucion alopatrica, se espera que:
Hipotesis 1

Existan unidades morfoldgicas y genéticas que se relacionen con las

especies descritas y su extension geografica.

Antecedente 2

Dado que los antecedentes bibliograficos sugieren una disminucion del
rango de distribucién de la especie nativa C. pisciculus y un aumento del rango
de la especie introducida C. inferruptus en la zona centro-norte de Chile, se

espera que:
Hipotesis 2

Los nichos climaticos de ambas especies se sobrepongan y que la

distribucion potencial de C. inferruptus abarque el rango de C. pisciculus.




Considerando los antecedenies e hipotesis presentados anteriormente,

en esta tesis se han desarrollado dos capitulos:

Capitulo 1: Diferenciacion morfolégica y genética del género Cheirodon

(Ostariophysi: Characiformes) en Chile

A partir de ejemplares recolectados a lo largo del rango de distribucidn
del género en Chile se utilizaron métodos morfologicos, morfométricos y
genéticos con el objetivo de encontrar grupos de organismos que se relacionen

a posteriori con las especies descritas por Campos {1982).

Capitulo 2: Invasién de Cheirodon interruptus (Jenyns, 1842) en Chile

A partir de registros de ocurrencia de los caracidos presentes en la zona
centro-norte de Chile (C. pisciculus y C. interruptus) combinados con
informacion ambiental, se generaron modelos de nicho ecolégico (ENM) con los
objetivos de determinar el grado de sobreposicion de los nichos climaticos entre
ambas especies y el rango de distribucion potencial de la especie introducida en

Chile.




CAPITULO 1. DIFERENCIACION MORFOLOGICA Y GENETICA DEL

GENERO CHEIRODON (OSTARIOPHYSI: CHARACIFORMES) EN CHILE

INTRODUCCION

En Chile la familia Characidae (Ostariophysi: Characiformes) se
encuentra representada por cuatro especies del género Cheirodon (“pochas”),
distribuidas de norte a sur: Cheirodon pisciculus desde el rio Huasco al rio
Rapel, C. galusdae desde el rio Maule al rio Imperial, C. australe desde el rio
Valdivia a la Isla de Chiloé, y C. kiliani, especie rara, localizada junto con C.

australe desde el lago Lanalhue al rio Valdivia (Campos 1982, Dyer 2000).

Estas especies son tipicas de los remansos de [os rios y las zonas
costeras bajas de los lagos (Campos 1970), por cuanio se les encuentra
preferentemente cerca de la orilla, en la zona superficial de los cursos de agua,
sobre sustratos compuestos de fango, arena, grava y/o rocas. Tienden a formar
cardimenes que se establecen en zonas de poca profundidad, en estrecho
contacto con la vegetacion acuatica (Ruiz & Marchant 2004). Se alimentan
principalmente de comunidades de microalgas epiliticas (auwfuchs) (Vila et al.
1999), aunque estudios de conienido estomacal en especimenes de C.

galusdae y C. pisciculus indican que no se alimentan exclusivamente de

perififon, sino que pueden ser peces tipicamente carnivoros, consumiendo




diversos taxa de insectos y crustaceos pequerios (Fischer 1963, De La Hoz &

Aldunate 1985, Aldunate & De La Hoz 1993, Ruiz 1993).

Todas las especies de Cheirodon estan listadas con problemas de
conservacion, debido principalmente a la fragmentacién de habitat y
modificacién de los cursos de agua por efecto antropico, como son la
construccion de represas, centrales hidroeléctricas, canalizacion, contaminacién
por residuos industriales e introduccidon de especies exdlicas (Campos et al.
1998, Habit et al. 2006). De acuerdo al Decreto Supremo N° 51 (MINSEGPRES
2008) las especies C. australe, C. galusdae y C. pisciculus se encuentran
listadas en la categoria “Vulnerable” en todo el pais, y C. kiliani como “En
Peligro y Rara”, debido a su distribucién restringida y los escasos antecedentes

que se disponen sobre ella (Moller 2008, Peredo-Parada et al. 2009).

Ademas de las cuatro especies nativas antes mencionadas, se lista C.
interruptus como el guinto representante del género en Chile. Esta especie fue
introducida accidentalmente desde Argentina en la década de 1960 (Arratia
1978, Campos 1982, Malabarba 1994), junto con larvas del pejerrey argentino
Odonitesthes bonariensis. De hecho, los primeros registros de C. inferruptus en
Chile corresponden al Lagc Pefiuelas, un embalse artificial donde O.

bonariensis aparentemente fue cultivado por primera vez {Riegel 1960).

Las cinco especies de Cheirodon forman un grupo monofilético y sus
relaciones filogenéticas fueron esiudiadas por Malabarba (1994) usando

caracteres morfoldgicos, cuyos resultados coinciden con el dendrograma de




relaciones fenéticas presentado por Campos (1982) y que fueron tratados

someramente por Dyer (2000) como una hipétesis bicgeografica (Figura 1).
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Figura 1. Cladograma del género Cheirodon dispuesto sobre los rangos de distribucion de las especies.

La distribucion de C, kifiani no esta representada. C. ibicuhiensis sdlo se localiza en la costa atlantica y no

ha sido reporiada en Chile. Tomadc de Dyer {2000).

No obstante, poblaciocnes de Cheirodon presentes en la cuenca del rio
Biobio y entre los rios Huasco y Aconcagua no han sido satisfactoriamente
definidas, pues presentan estados intermedios en los caracteres diagnésticos

de C. galusdae con C. australe, y de C. pisciculus con C. interruptus (Malabarba

1994).
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Una aproximacion metodoldgica para esclarecer la distincion taxonémica
de las especies es la morfometria, que estudia la variacién de la forma y su
covarianza con otras variables (Bookstein 1991). Dentro de esta disciplina, la
morfometria clasica o fradicional combina la estadistica multivariada y la
morfologia cuantitativa, analizando la covarianza entre variables como
longitudes, anchos y alturas (Adams et al. 2004). La morfometria geométrica,
por otro lado, captura informacion adicional a la morfometria tradicional, pues
permite estudiar la geomeiria de las estructuras de interés (Zelditch et al. 2004,
Slice 2007). Esta dltima técnica ha incentivado el desarrollo de procedimientos
estadisticos que permiten evaluar la cantidad de diferencia entre las
conformaciones morfométricas y que facilitan la representacion grafica de los

resultados (Bookstein 1991, Rohlf & Marcus 1993, Slice 2007).

Alternativamente, diferentes técnicas moleculares han sido desarrolladas
para complementar la determinacidn morfolégica de las especies y/o la
presencia de poblaciones aisladas de una misma especie (Parson et al. 2000.
Hebert et al. 2003, Wiens & Penkrot 2003, DeSalle et al. 2005, Rubinoff 2006).
Diversos marcadores moleculares han sido utilizados para diferenciar especies
de peces, ya que tienden a mostrar patrones filogenéticos claros y guardan
relacidn con la historia de los cursos fluviales {Johns & Avise 1998, Avise 2000,
Ward et al. 2005, Schlei et al. 2008, Rosso et al. 2012). En particular, el gen
mitocondrial cifocromo ¢ oxidasa subunidad | (COIl) ha sido ampliamente

utilizado para el analisis y comparacion de grupos taxondmicos, donde las
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distancias genéticas entre las secuencias nucleotidicas pueden ser usadas para
determinar la divergencia dentro y enire las especies (Kartavisev & Lee 2006).
Asi también, el gen COI ha sido utilizado en peces dulceacuicolas, donde se ha
evidenciado su utilidad en la identificacion de especies en correspondencia con
la morfologia (Ward et al. 2005, Schlei et al. 2008, Lara et al. 2010, Rosso et al.

2012).

En este primer capitulo, ampliando el nimero de especimenes utilizados
por Salas et al. (2012), se evalia la utilidad de la morfometria geométrica para
la diferenciacién externa de los individuos, como un complemento practico a las
medidas morfolégicas fradicionales. Ademas, usando secuencias parciales de
ADN mitocondrial (gen COl), se evalia como se distribuye la diversidad

genética a lo largo del rango de distribucion del género.

El estudio presentado en este capitulo tiene el propédsito de facilitar la
identificacion de especimenes en nuevas investigaciones, como por ejemplo
aquellas conducentes a esclarecer el patron actual de distribucidén e historia
biogeografica del género (Dyer 2000, Salas et al. 2012). Ademas, un correcio
reconocimiento en terreno es fundamental si se quiere aprender sobre la

ecologia del grupo y desarrollar planes de conservacion efectivos.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar las diferencias morfoldgicas y genéticas enire poblaciones de

Cheirodon provenientes de diferentes cuencas hidrograficas.

Obijetivos especificos

. Identificar morfolégicamente los individuos siguiende las descripciones

de Campos (1982).

* Caracterizar morfométricamente los individuos de Cheirodon utilizando

morfometria tradicional y geomeétrica.

. Caracterizar la diversidad geneética del género Cheirodon a lo largo del

rango de distribucién en Chile utilizando el gen mitocondrial COIl.

e Deteminar la existencia de unidades genéticas y su correspondencia con

las unidades morfolégicas.

13




MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras

Se utilizaron 400 individuos provenientes de 46 localidades de muestreo,
correspondientes a las especies nativas C. australe, C. galusdae y C. pisciculus
y la especie introducida C. inferruptus, identificadas segun las descripciones de
Campos (1982), y que comprenden el rango de distribucién del género en Chile
(Tabla 1, Figura 2). Solo se utilizaron ejemplares adultos (>2,5 cm de longitud
total). Dado que en Cheirodon no hay dimorfismo sexual externo (Arratia 1987)

no se realizaron analisis separados por sexo.

Se analizaron 55 ejemplares de C. australe provenientes de las cuencas
de los rios Cautin, Cruces, Valdivia, Callecalle, Petrohué y Maullin, 113
individuos de C. galusdae de las cuencas de los rios Mataquito, Maule, ltata,
Andalién, Biobio y Renaico, 116 individuos de C. pisciculus de las cuencas de
los rios Aconcagua, Maipo, Yali y Cachapoal, y 116 individuos de C. interruptus

provenientes desde la cuenca del rio Limari hasta el ric Andalién.
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Tabla 1. Localidades de muestreo para la morfometria tradicional y geométrica. N, nimero de individuos

examinados.

Localidad/Estacion Cadigo Cuenca Longitud O LatitudS N
Rio Paloma 5 PAL Limari -71.048 -30.690 3
Rio Cogoti 6 COG Limari -71.048 -30.937 15
Rio lllapel ILL Choapa -71.032 -31.585 5
Rio Choapa CHP Choapa -71.337 -31.648 5
Rio Choapa 101 CHP1 Choapa -71.097 -31.762 5
Estero Camisas 4 CAM Choapa -70.922 -31.903 6
Estero Puchuncavi PCH Aconcagua -71.432 -32.750 3
Rio Aconcagua Sn Fco. ACO Aconcagua -70.912 -32.797 15
Estero Marga Marga EMM Aconcagua -71.494 -33.057 7
Lago Penuelas PEN Aconcagua -71.542 -33.148 38
Puangue Colliguay CGY Maipo -71.173 -33.181 1
Puangue E2 PUA Maipo -71.116 -33.285 17
Estero El Sauce EES Maipo -71.615 -33.609 8
Estero El Yali YAL Yali -71.653 -33.824 10
Estero Maitenlahue MTL Maipo -71.688 -33.900 10
Estero Alhue ALH Cachapoal -71.097 -34.026 18
Rioc Cachapoal SJ Cachapoal -70.970 -34.456 9
Estero Rigolemo RIG Cachapoal -70.969 -34.458 10
Estero Limahue LMH Cachapoal -70.905 -34.466 3
Estero Zamorano RPL Cachapoal -70.964 -34.483 12
Nilahue 1 104 NLH1 Cachapoal -71.968 -34.536 6
Nilahue 2 103 NLH2 Cachapoal -71.682 -34.714 3
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Localidad/Estacién Cédigo Cuenca Longitud O LatitudS N
Estero La Fortaleza FOR Cachapoal -71.595 -34.717 14
Rio Mataquito MAT Mataquito -71.873 -34.992 5
Huenchullami 101 HUE Maule -71.988 -35.194 20
Maule 2 201 MAUZ Maule -72.101 -35.439 8
Rio Maule MAU1 Maule -72.020 -35.446 8
Rio Bullileo BUL Maule ~71.415 -36.282 2
Rio Lonquen LQN ltata -72.346 -36.361 12
Rio Niblinto NBL ltata -71.762 -36.647 1
Ric Andalién AND Andalien -72.948 -36.797 7
Estero Palomares PLM Andalien -72.995 -36.821 27
Estero Nonguén ENN Andalien -73.005 -36.834 5
Rig Claro RCL Andalien ~72.523 -37.009 17
Rio ltata ITA ltata -72.182 ~37.054 4
Rio Quilque QuQ Biobio -72.343 -37.464 1
Rio Biobfo BB Biobio -72.267 -37.611 3
Rio Bureo BUR Biobio -72.214 -37.734 1
Rio Renaico REN Renaico -72.142 -37.953 1
Estero Pichitemuco BTH Cautin -72.606 -38.710 4
Rio Cruces LCO Cruces -72.776 -390.447 2
Estero Lefia Seca ELS Valdivia -73.199 -39.832 6
Rio Callecalle cC Callecalle -73.211 -39.816 1
Rio Petrohué PTH Petrchue -72.357 -41.368 22
Rio Cebadal CEB Maullin -73.415 41.615 9
Rfo Tambor TAM Maullin -73.289 -41.644 11
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Figura 2. Mapa de Chile con los cédigos de los sitios de muestreo. Los detalles se muestran en la Tabla 1.
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El material biolégico se obtuvo con pesca eléctrica de bajo impacto
durante los afios 2008-2013 vy fijado en etanol 95%. Para todas las colectas se
coni6 con los permisos de pesca de investigacion respectivos, otorgados por la

Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (Chile).

Morfometria fradicional

De cada ejemplar se obtuvieron 14 medidas morfoldgicas
(estandarizadas por la longitud estandar) usando un vernier electronico de
precision 0.01 mm. Las medidas tomadas fueron: (1) longitud total (LT), (2)
longitud estandar (1.S), (3) longitud predorsal (Pre.D), (4) longitud prepectoral
(Pre.Pec), (5) longitud prepélvica (Pre.Pel), (6) longitud preanal (Pre.A), (7)
altura del cuerpo (Alt.cpo), (8) altura pedinculo caudal (Alt.PC), (9) longitud
pedinculo caudal (L.PC), (10) longitud preocular (Pre.O), (11) diametro
horizontal del ojo (Diam.O), (12) longitud cabeza (L.cab), (13) altura de la

cabeza (Alt.cab) y (14) distancia interorbital (Inter.O)} (Figura 3).

Con la matriz obtenida se realizé un Andlisis de Componentes
Principales (PCA) para establecer los patrones de variacion morfolégica entre
las cuatro especies e identificar aquellas medidas que contribuyen a la
distincién de grupos deniro del espacio multivariado. Un valor umbral de A
(eigenvalue) > 1 fue utilizado para determinar los factores relevantes que

explican la mayoria de la varianza observada.
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Figura 3. Plano lateral de Cheirodon sp. Las medidas morfolbgicas tomadas se indican en el texio, La

medida N° 14 (distancia interorbital) no aparece en este esquema. Tomado de Salas et al. (2012).

Se realizo un Analisis Discriminante Lineal (LDA) para determinar el nivel
de discriminacion del conjunto de caracteres utilizados y para evaluar su
posibilidad de ser utilizados en la identificacion de ejemplares recolectados

desde otras localidades.

Todos los anadlisis estadisticos fueron realizados con el programa
computacional R version 3.1.2 (R Core Team 2015), siguiendo los pasos

practicos que se presentan en el Apéndice al final de esta tesis.
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Morfometria geométrica

Los individuos analizados fueron fotografiados en vista lateral con una
camara de alta resolucion (Canon PowerShot SX 150 1S). A partir de las
imagenes obtenidas se definid la ubicacion de 17 hitos anatémicos, atendiendo
gue la seleccién describiera aquellas estructuras de interés para identificar
externamente los individuos (Salas et al. 2012): (1) hocico, (2) proyeccion
anterior de la primera abertura nasal, (3) supraoccipital, (4) inicio y (5) término
de la aleta dorsal, (6) inicio de la aleta adiposa, (7) extremo dorsal y (8) ventral
del peddnculo caudal, (10) inicio y (9} término de la aleta anal, (12) inicio y (11)
término de la aleta pélvica, (13) sinfisis mentoniana, (14) origen aleta pectoral,
(15) division opérculo-subopérculo, {16) crigen opérculo y {17) centro interior del
ojo (Figura 4). La digitalizacion de los hitos se realizé con los programas

computacionales tpsUtil version 1.46 y tpsDig2 version 2.16 (Rohlf 2015).

Los hitos anatdomicos fueron convertidos en coordenadas de forma
mediante una superimposicién de Procrusto con el programa Morphod
(Klingenberg 2010). Este procedimiento remueve la informacién de localizacion
y orientacion de las coordenadas originales, y estandariza cada espécimen a su
centroide. Los resultados de la superimposicion son analizados con la funcidn
de placa delgada o thin-plate spline (TPS), con el objetivo de ilustrar de manera
grafica el grado de deformacién necesaria para que hitos de una especie
coincidan con los de otra (Bookstein 1991). Luego, las coordenadas Procrusto

de los especimenes {partial warps) fueron analizadas mediante un Analisis
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Relative Warp (RWA) usando el programa Morphod. El RWA es analogo a un
Andlisis de Componentes Principales {(PCA), siendo los refafive warps los
componentes principales de las variables de forma y reflejando los patrones

generales de variacion entre las especies (Rohif & Marcus 1993).

La significancia de las diferencias de forma fue examinada a fravés de un
Andlisis de Funcién Discriminante (DFA) y un Analisis Canénico de Varianza
(CVA), realizados sobre la matriz de partial warps en MorphoJ. El DFA es un
andlisis discriminante que comienza con un agrupamiento inicial definido, y
determina cuantos descripiores cuantitativos pueden explicar eficientemente

este agrupamiento, mientras que el CVA identifica aquellos atributos de forma

que mejor distinguen a los grupos definidos a priori.

Figura 4. Plano lateral de Cheirodorn sp. L.os hitos anatdmicos definidos se detallan en el texto. Tomado de

Salas et al. (2012).

Todos los analisis de morfometria geoméirica fueron realizados en el

programa computacional Morphod versién 1.05 (Klingenberg 2010).




Analisis molecular

Extraccion, amplificacion, secuenciacion y edicién de secuencias parciales de

ADN mitocondrial

Se obtuvo ADN gendmico usandc el método de exiraccion salino
(Alianabi & Martinez 1997) a partir de tejido de especimenes preservados en
etanol. Se utilizé un espectrofotdometro (Thermo Scientific NanoDrop TM 1000}
para medir la concentracidn y pureza de las muestras exiraidas. Para aguellas
muestras con concentraciones de ADN subdptimas (<50 ng/uL), se realizaron
extracciones con tejido nuevo utilizando distintos kits comerciales (QIAGEN
QlAamp DNA Mini Kit, Macherey-Nagel NucleoSpin Tissue Kit y Promega
Wizard Genomic DNA Purification Kit). Luego, el ADN exfraido fue almacenado

a -20°C en 50 L de agua nanopura hasta su procesamiento.

Secuencias parciales del gen mitocondrial cifocromo oxidasa subunidad !
(COl) fueron amplificadas por reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando combinaciones de los cuatro primers descritos por Ward et al. (2005)

y alternativamente usando los partidores universales de Folmer et al. {1994).

Se probé la amplificacion con la mayoria de los 400 ejemplares utilizados
en este capitulo. Sin embargo, el disefio de este estudic consideraba una
categorizacién previa que requeria al menos de 12 individuos por cuenca (para
C. galusdae y C. inferruptus) y 16 individuos por cuenca (para C. australe y C.
pisciculus), para obtener un total dptimo de 196 secuencias distribuidas entre

las cuatro especies.
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Para todas las amplificaciones, la reaccion de PCR se llevd a un volumen
final de 25 uL y que corresponde a 2.5 pL buffer PCR 10X (50 mM KCL, 10mM
tris-HCL, pH 8), 1.6 pL MgCl, 50mM, 1.5 pi del partidor forward 50 ng/uL, 1.5
UL de! partidor reverse 50 ng/uL, 2.0 ul dNTPs 2.5 mM, 12.6 pL H,O y 0.3 pl
Taq polimerasa (Invitrogen). Finalmente, se agregd 3.0 uL de DNA a 50-80
ng/ul.. Las condiciones de amplificacion de COl fueron 94° C por 2 min, 35
ciclos de 94° C por 30 s, 55° C por 40 s y 72° C por 1 min, con una extension

final de 72° C por 10 min.

Los producios amplificados fueron analizados por el servicioc de
secuenciacion Macrogen Inc. en Corea del Sur (http://www.macrogen.com).
Posteriormente, las secuencias fueron editadas y alineadas mediante
inspeccion visual utilizando el software BioEdit (Hall, 1999), y luego revisadas
usando Ila plataforma Clustal Omega (Sievers et al. 2011,

http://www.clustal.org/omega/).

Analisis de la informacién genética

Para obtener una representacion del agrupamienio de haplotipos se
construyd un arbol Neighbour-Joining (NJ) con el programa MEGA versidon 6.0
(Tamura et al. 2013), basado en distancias Kimura-2-parameiros (K2P} (Kimura
1980). Para determinar la consistencia del ordenamiento de las ramas se utilizé
un bootstrap de 1,000 réplicas. En el mismo programa computacional se

determinaron las diferencias promedio de bases dentro y entre especies.
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RESULTADOS

Morfometria tradicional

Si bien se tomaron 14 medidas morfoldgicas (Figura 3) para el anélisis de
morfometria tradicional se estandarizaron todos los valores en funcion de la
longitud estandar (LS). La longitud total (LT) corresponde al largo del cuerpo
desde la punta de la cabeza hasta el rayo mas largo de la aleta caudal, pero
dado que la calidad de los individuos es distinta (por ejemplo si presentan rayos
rotos o maliratados), para tfodas las muestras no es posible medir
correctamente LT. Por o anterior se prefirid excluir las medidas LT y LS en los

analisis, y el resto de medidas fueron estandarizadas por LS.

Preliminarmente, se probd la normalidad de cada variable mediante el
test de Shapiro-Wilk (p>0.05). Luego, se analizaron aquellas variables que
estuvieran asociadas entre si mediante un test de correlacion, donde se obtuvo
que la longitud prepectoral (Pre.Pec) esta altamente correlacionada con la
longitud de ia cabeza (L.cab) (70.89%) y también con la longitud prepélvica

(Pre.Pel) (64.76%).

En el analisis de PCA fueron identificados cuatro ejes de variacién
principales, los cuales explican en conjunto el 77.51% de la varianza total de los
datos. De forma cualitativa, el primer eje posiciona a C. interruptus en
cuadrantes diferentes a C. pisciculus, C. australe no presenta asociacion con
algn componente, mientras que C. galusdae se presenta mas similar a C.

pisciculus (Figura 5A).
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La mayoria de las variables son importantes dentro de los primeros
cuatro componentes, destacando la asociacion al primer gje (PC1, 43.29% de la
varianza) las variables Pre.Pel, Pre.Pec, Pre.A y Pre.D, vy al segundo eje (PCZ2,

16.16% de la varianza) las variables Alt.cpo y L.PC (Figura 5B).

Si se analiza el segundo (PC2) y tercer gje (PC3, 9.54% de la varianza),
se observa una separacion entre los ejemplares de C. interruptus 'y C. pisciculus,
mientras que C. galusdae se presenta nuevamente muy similar a C. pisciculus,

lo que coincide con los resultados de Campos (1982).

Por otro lado, el andlisis discriminante lineal (LDA) mostré que las trazas
de las tres funciones discriminantes son 0.669, 0.224 y 0.107. Esto quiere decir
que la primera funcién (LD1) alcanza un porcentaje de separacién de 66.9%.
Respecto a los coeficientes de contribucidon por variable, se enconiré que
Alt.cpo, Diam.O e Inter.O son los factores mas importantes dentro del primer
discriminante, mientras que para la segunda funcién discriminante los factores

mas importantes son las variables Alt.PC, Inter.O y y Pre.Pec.
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Figura 5. Anéllsls de Componentes Principales utilizando las medidas morfoléglcas. (A) Grafico de los dos

primeros componentes principales del andlisis de morfometria tradiclonal, los cuales explican el 59.44% de

la varianza. (B) Grafico con la contribucidn de las variables que explican la varianza de los datos.
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La Figura 8A muestra que el Discriminante Lineal 1 (LD1) separa
claramente a C. interruptus de C. pisciculus, y que LD2 muestra diferencias
entre C. australe y el resto de especies. Por otro lado, si se analizan los valores
(loadings) obtenidos para todos los individuos utilizando la funcion LD1, se
observa que efectivamente se presentan diferencias entre C. inferruptus y C.
pisciculus, pero no es posible distinguir a C. australe de C. interruptus. Por su
parte, si bien C. galusdae parece diferenciarse de C. australe y C. inferruptus,

mantiene su similitud con los ejemplares de C. pisciculus (Figura 6B).

Finalmente, en la Tabla 2 se muestra la mairiz de clasificaciéon por
especie, mostrando que a partir del analisis del LDA es posible clasificar con

éxito por sobre el 50% de los individuos.

Sin embargo, ninguno de los dos analisis (PCA y LDA) permitié
diferenciar los individuos de C. australe del resio de especies. Asi también, para
cada especie no se obtuvieron asociaciones entre las distintas localidades de
muestreo y cuencas hidrograficas, por lo que no se presentan diferencias a

nivel intraespecifico que puedan ser asociadas a un componente espacial.

Estos resultados indican que los caracteres asociados a [a disposicion de
las aletas y con proporciones relacionadas con medidas de la cabeza y el
peduncuio caudal pueden ser relevantes para la diferenciacidn, al menos entre

las especies contiguas en sus rangos de distribucion.
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Figura 6. Andlisis Discriminante Lineal utilizando las medidas morfoldgicas. (A) Grafico combinado de las
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rojo), C. Interruptus (C en verde) v C. pisciculus (D en azul). (B) Curvas de densidad con los valores de la

primera funcién discriminante (LD1) para todos los Iindividuos agrupados por especie.
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Tabta 2. Matriz de clasificacion correcta utilizando las funciones del LDA para morfometria tradicional.

Especie C. ausfrale  C. galusdae C. interruptus  C. pisciculus
C. australe 63.64 6.19 18.97 12.93
C. galusdae 10.91 58.41 6.90 16.562
C. interruptus 20.00 8.85 66.38 6.90
C. pisciculus 5.45 26.55 71.76 64.65

Morfometria geométrica

Preliminarmente, se realizd una prueba de aproximacion al espacio
tangente utilizando el programa tpsSmall (Rohlf 2015). La pendiente de la
regresion de las distancias Euclidianas en el espacio tangente dentro del
espacio de las distancias de formas Procrusto fue 0.999215 con una correlacion
de 1.000. Por tanto, la aproximacion es oOptima y valida para [os analisis

estadisticos posteriores.

De acuerdo al analisis de componentes principales sobre los resultados
de la superimposicién de Procrusto (RWA), los primeros 10 componentes
explicaron el 87.26% de la varianza. Como se ilustra en la Figura 7 se observa
una agrupacion por especie al analizar los dos primeros componentes

principales, aun cuando C. australe presenta la mayor dispersion.
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Figura 7. Morfometria geométrica. Gréfico de los dos primeros componentes principales (relative warps)

que explican el 38% de la varianza.

Ei ANOVA sobre las coordenadas de Procrusto mostrd que las especies

difieren significativamente tanto en la forma corporal (F=20.40, gl=90, p<0.0001)

y en el tamafio del centroide (F=5.86, gl=3, p<0.0006).

A partir del Analisis de Funcién Discriminante (DFA) se detectaron

diferencias significativas entre todas las parejas de especies (p<0.0001) (Tabla

3). A partir del analisis del DFA es posible clasificar con éxito sobre el 90% de

los individuos.
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Tabla 3. Distancias de Mahalanobis entre especies ufilizando morfometria geométrica. Para fodas las

comparaciones pareadas se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p<0.0001)

Especie C. australe C. galusdae C. interruptus C. pisciculus
C. australe - 3.0488 2.6935 4.3741
C. galusdae - - 3.4739 3.8377
C. interruptus - - - 2.9401

Adicionalmente, se realizd un Analisis Candnico de Varianza (CVA), cuyo
objetivo es encontrar aquellos atributos de forma que mejor distinguen los
grupos en estudio. De esta forma, asi como en el LDA con las medidas

morfolégicas, el CVA también requiere un agrupamiento a priori.

De este analisis se detecté que la posicion del término de la aleta pélvica
(landmark 11), de la proyeccion anterior de la primera abertura nasal (landmark
2) y del hocico (landmark 1) son los factores mas importantes dentro deil primer
componente candnico (CV1), que explica el 51.46% de la varianza. Por su parte,

el componente CV2 explica el 39.65% de la varianza.

En la Figura 8 se muestra un grafico de dispersion con los valores
obtenidos del CVA para todos los individuos agrupados por especie, donde se

observa una clara distincion entre todas las especies.
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Figura 8. Morfomefrfa geométrica. Grafico de las dos primeras varianzas canénicas que explican el

91.10% de los datos.

El andlisis de las diferencias morfométricas también fue abordado de
manera grafica mediante la funcién de placa delgada (TPS), la cual permite
observar el grado de deformacion de la conformacién morfométrica de una
especie respecto a otra (Bookstein 1991). En la Figura 9 se muestra [a grilla de

deformacion entre las especies.
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Figura 9. Grillas de transformacién comparativas entre las especies estudiadas.

Para todas las especies se obtuvo que los caracteres relevantes para su
caracterizacion son los mismos sugeridos por la morfometria tradicional: la

disposicion de las aletas y relaciones generales de la cabeza, altura del cuerpo

y del pedunculo caudal.

Comparativamente, se observd que C. ausfrale presenta una

deformacion de la cabeza y altura del cuerpo mayores que C. galusdae, por

cuanto esta Ultima suele presentarse como un individuo mas alargado. No
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presentan diferencias respecto a la extension y altura del pedunculo caudal,
aunque en C. galusdae el pedinculo puede presentarse mas deformado en la
porcién ventral. No obstante, este caracter no fue observado en todos los
especimenes. Una diferencia leve es la posicion del origen de la aleta adiposa,
la cual es opuesta al origen del tiltimo radio de la aleta anal en C. australe, y en
C. galusdae se presenta contraria al pedinculo caudal, levemente alejada del
término de la aleta anal. En C. galusdae se observa que la distancia entre la
insercion de la aleta pectoral y la pélvica es mayor que en C. australe, por
cuanto al exiender horizontalmente la aleta pectoral esta no alcanza el origen
de la pélvica. En C. australe este espacio es menor o bien puede no
presentarse, coincidiendo el rayo mas largo de la pectoral con el origen de la

aleta pélvica.

Entre C. inferruptus y C. pisciculus se observa que la primera presenta
una deformaciéon corporal significativamente mayor que C. pisciculus. Esto
produce que los ejemplares de C. inferrupfus sean descritos como peces mas
altos y menos alargados que las especies de Cheirodon chilenas. Ademas, el
pedtnculo caudal se inicia méas adelante que en C. pisciculus, lo que contribuye
a que se observe como una especie con una menor deformacion relativa a los
caracteres corporales generales. Entre C. interruptus y C. pisciculus casi no hay
diferencias entre la insercion de la aleta pectoral, pero si difieren
significativamente en el origen de la aleta pélvica, en que C. pisciculus presenta

una insercion de la pélvica cercana a la porcién central del cuerpo, opuesta a la




aleta dorsal, mientras que en C. inferruptfus se presenta mas cercana a la aleta
pectoral. Esto produce que se observe un espacio entre el rayo mas largo
extendido de la aleta pectoral y el origen de la pélvica en C. pisciculus, mientras
que en C. interruptus la aleta pectoral usualmente sobrepasa el origen de la
pélvica. Asi también, este mismo espacio puede observarse en C. pisciculus
entire la aleta pélvica y el origen de la aleta anal, mientras que en C. interruptus
este intervalo es menor o puede no existir, coincidiendo el rayo mas largo de la

pélvica extendido con la insercion de la aleta anal.

Las comparaciones entre aquellas especies con distribucion alopatrica
(e.g. C. australe y C. pisciculus) responden a un reconocimiento basado en las
proporciones asociadas al origen de las aletas pélvica y anal respecio de la

extension horizontal de las aletas pectoral y pélvica, respectivamente.

En la Tabla 4 se resumen las caracteristicas importantes desprendidas
de la morfometria tradicional y geomeétrica para un facil reconocimiento de las
especies del género Cheirodon de Chile. Si bien se pudo distinguir grupos
morfométricos correspondientes a las distintas especies, no se observé una
agrupacion por localidad de muestrec o cuenca hidrografica. Asi también, la
mayoria de las especies pudieron ser discriminadas usando las caracteristicas
morfométricas obtenidas en este capitulo, con excepcion de C. australe y C.
interruptus que comparten caracteres. Para estas dos especies los analisis
estadisticos no son concluyentes, y por el momentc sélo se sugiere la

comparacion del perfil de la aleta anal, en que en C. inferruptus el rayc mas
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largo alcanza al Gitimo rayo de la anal, formando un perfil vertical, mientras que
en C. australe el rayo mas largo no alcanza al tltimo y se observa un perfil

diagonal (Campos 1882).

Tabla 4. Caracteres morfoldgicos que diferencian las especies de Cheirodon estudiadas utiizando

relaciones de extensién de las aletas respecto al orlgen

Especie C. australe C. galusdae C. pisciculus C. interruptus

El rayo mas largo

extendido

horizontalmente de la Si Si No St
aleta pectoral alcanza el

origen de la aleta pelvica

La aleta pélvica
extendida

; N

horizontalmente alcanza No Si 0 No

el origen de la aleta anal

Pearfil de la aleta anal al

comparar el rayo mas . . ,
par ¥ transversal vertical vertical vertical

largo extendido con el
aitimo

Analisis molecular

Cabe hacer la aclaracion que se aplicd el procedimiento descrito en
Materiales y Métodos con todos los individuos utilizados en este estudio (400
ejemplares), aun cuando el disefio preliminar consideraba la secuenciacion de
algunos individuos por especie, con una categorizacién previa que requeria
entre 12 y 16 individuos por cuenca hidrografica y por especie (12 individuos
por cuenca para C. galusdae y C. inferruptus y 16 individuos por cuenca para C.

australe y C. pisciculus).
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Lo anterior no fue posible, especialmente en los ejemplares de C.
australe donde solo se obtuvo una (1) secuencia. Para el resto de especies, se
obtuvo éxito con ejemplares de algunas localidades de muestreo, pero dado
que se requeria analizar la diversidad genética en distintas localidades, los
objetivos especificos de este capitulo no fueron logrados. Al respecto, cabe
sefialar las numerosas pruebas que se realizaron, utilizando diferentes
combinaciones de primers (Folmer et al. 1994, Ward et al. 2005), diferentes
gradientes de concentracion de ADN (entre 10 y 100 ng/pL). Ademas, se
realizaron diferentes pruebas modificando las condiciones iniciales de PCR,
usando un gradiente de temperatura de annealing entre 50 y 60 °C y variando
los gradientes de MgCl.. Todas las amplificaciones fueron verificadas mediante
geles de agarosa al 1%. Sin embargo, el posterior proceso de secuenciacion en
Macrogen Inc. no fue satisfactorio. Del total de especimenes analizados, a partir
de la amplificacién del gen COI se obtuvo un fragmento de 505 nucleétidos para

31 individuos.

Dado que no se logré secuenciar una cantidad suficiente de ejemplares,
esto no permitid utilizar esta informacion para la obtencion de parametros de

diversidad genética entre localidades de muestreo y cuencas hidrograficas.

A partir de la informacién disponible, se calcularon las diferencias
promedio de bases nucleotidicas dentro de cada especie y la comparacién de

las diferencias promedio entre especies (Tabla 5).
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Tabla 5. Diferencias promedio de bases nuclectidicas dentro y entre las especies estudiadas.

N° Bases

Especie diferentes C. australe C. galusdae C. interruptus
C. australe - X
C. galusdae 453 8.67 £2.53 X
C. interruptus 6.87 16.93 £3.38 18.60 + 3.47 X
C. pisciculus 0.67 9.80 £2.97 3.33x1.12 18.91 £ 3.64

Si bien se contd con sdlo una secuencia de C. australe, el andlisis de las
31 secuencias totales mostré que las diferencias de bases nucleotidicas son
mayores deniro de C. interrupius, luego en C. galusdae y finalmente en C.
pisciculus. Respecto a las comparaciones de diferencias promedio entre
especies, las mayores diferencias se presentan entre C. inferruptus y C.
pisciculus, mientras que las especies menos distantes en nimero de diferencias

promedio de bases son C. galusdae y C. pisciculus.

De manera complementaria, se construyé un arbol Neighbour-Joining
(NJ) basado en distancias K2P (Kimura 1980) para proveer una representacion
grafica del patron de divergencia entre los ejemplares (Figura 10), donde se
observé que los miembros de la especie introducida (C. interruptus) se
agruparon juntos, en un grupo diferente al conformado por las especies chilenas.
Lo anterior también se verifica en la Tabla 2, donde las diferencias promedio de

bases nucleotidicas entre C. inferruptus y las especies chilenas son mayores
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(18.15 bases promedio) a lo observado dentro de las especies chilenas (7.27

bases promedio).

El segundo grupo representado por las especies chilenas contiene a C.
austrafe en la base del cluster, seguido de un grupo formado por secuencias de
C. galusdae y C. pisciculus, las cuales son indistinguibles enire si pero no

compartidas.

Finalmente, si bien el andlisis molecular resultd simple y carente de
poder resolutivo para los objetivos especificos de este capitulo, destaca la
obtencién de un grupo diferenciado de las especies chilenas respecto a la

especie introducida (C. interruptus).

DISCUSION

Si bien las especies de Cheirodon en Chile tienen distribuciones
geograficas continuas y tendencia a la alopatria, presentan una similitud
interespecifica que impide la presencia de caracteres morfométricos externos
de diagndstico que permitan clasificar las poblaciones con claridad. Como ya lo
manifestara Campos (1982), los caracteres de diagndstico son una combinacion
de caracteristicas que se asocian en cada especie con la presencia o ausencia
de una de ellas. Tanto para Campos (1982) y Malabarba (1994) la combinacion

de caracteres se hace difusa en algunas poblaciones.
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Figura 10. Arbol Neighbour-Joining (NJ) basado en distancias K2P, utilizando 31 secuencias de COl para
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gris), C. galusdae (en rojo), C. inferruptus (en verde) y C. pisciculus (en azul).
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Los estudios referidos a la discriminacion de especies del género
Cheirodon asocian el nimero de cuspides de los dientes como un caracter
significativo. No obstante, las clspides en los dientes varian tanto inter- como
intraespecificamente, por cuanio suele llevar a error una identificacion basada
en esta caracteristica (Campos 1982). Un caso similar ocurre con los rayos
prorrecurrentes de la porcion dorsal y ventral del pedinculo caudal, los cuales
presentan un escaso desarrolloc y su nimero es semejante en iodas las
especies, correspondiendo ademas a un caracter de dimorfismo sexual {(Arratia
1987). No obstante, en especimenes en buen estado suele ser un caracter de
diagndstico ia longitud del pedinculo caudal que es ocupada por los rayos
prorrecurrentes. Estos antecedentes indican que la discriminacion de especies
se fundamenta mas en caracteres meristicos que morfoldgicos, cuya aplicacion
requiere conocimiento y experiencia en el tratamiento de los especimenes,
dificultando la identificacion a personas ajenas a la icticlogia. En efecto,
Campos (1982) insiste en que la diferenciaciéon depende en primer lugar de
caracteres meristicos y posteriormente en modificaciones corporales que

parecen mas estables.

En este primer capitulo reanalicé varias de las caracteristicas
examinadas por Campos (1982) y Malabarba (1994} utilizando morfometria
tradicional, y encontré relaciones de forma utilizando morfomeiria geométrica,
técnica aplicada en peces chilenos (e.g. Pardo 2002, Pardo et al. 2005, Gacitia

et al. 2008), con el objetivo de facilifar el reconocimiento de las especies de
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Cheirodon en trabajos de campo. Sin embargo, con estos andlisis se logrd
separar parcialmente las especies perc no localidades de muestro ni cuencas
hidrograficas. Adicionalmente, traté de analizar, sin éxito, las diferencias
genéticas utilizando secuencias parciales del gen mitocondrial COl. Sin
embargo, a partir de las secuencias obtenidas se observé una diferenciacién
gengtica clara entre las especies chilenas y la especie introducida (C.
interruptus). Esto confirmaria la divergencia Este-Oeste de los caracidos
sudamericanos atribuible al levantamiento de la Cordillera de Los Andes en el
Mioceno, lo que también se observa en ofros peces como los pejerreyes de la
tribu Sorgentini (Teleostei: Atherinopsidae) (Dyer 1998). Respecto a los
caracidos chilenos, [a resolucidn del analisis genético no permitid su
discriminacion. Lo anterior podria deberse a que las especies chilenas
probablemente hayan divergido sdélo recientemente, o bien constituyan
poblaciones de una misma especie distribuidas a lo largo del rango del género.
Esto ha sido observado en ofras especies de ictiofauna chilena, con
poblaciones que habitan distinfas cuencas hidrograficas pero que no
constituyen especies genéticamente diferentes (e.g. género Basilichthys, Veliz
et al. 2012). No obstante, no es posible descartar que la baja resolucion del
analisis genético para discriminar las especies de Cheirodon se deba a la
eleccién de las cuencas hidrograficas estudiadas o bien al nimero de individuos
utilizados, fal como se ha detectado en el género Oresfias presente en el

Altiplano chileno (Liissen et al. 2003, Vila et al. 2013).
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En los andlisis morfométricos realizados (tradicional y geométrica) se
encontrd que las caracteristicas asociadas a la posicién de las aletas, sus
relaciones respecto a las inserciones, y caracteres relacionados a la forma del
cuerpo podrian ser Gtiles para la identificacién de las especies de Cheirodon.
Tanto la longitud prepélvica, altura del cuerpo, longitud del pedunculo caudal,
longitud de la cabeza, son caracteres relevantes para la descripcion de los
especimenes, aun cuando la descripcion puede reducirse a una serie de
caracteristicas de facil observacidon (Figura 11). Estas mismas regiones

corporales fueron identificadas tanto con la morfometria tradicional y geométrica.

JCuil 3 el perfil de la
aleta anal al comparnr ¢l
rayo mis largo extendrdo
iLa aleta pélvica extendida con el ulumo?
horizontalmente alcanza cl
erigen de la aleta anal?

- aletx pectoral extendida
hortzontalmente alcanza cl
ongen de la aleta pélvica?

Figura 11. Representacién esquematica de los caracleres relevantes para un facll reconocimiento de las

especles de Cheirodon; las respuestas se muestran en la Tabla 4. Tomado de Salas et al. (2012)
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Las relaciones entre las especies respecio a los caracteres analizados
son relevanies en tanto coinciden parcialmente con las relaciones presentadas
por Campos (1982) y Malabarba (1994). Se enconiré un primer grupo
conformado por C. australe y C. interruptus (Figura 6B), los cuales comparten
una serie de caracteristicas, pero que pueden ser facilmente distinguidos por la
altura corporal y el perfil de la aleta anal respecto al rayo mas largo (Campos
1982). C. galusdae presenta como caracteristicas principales la ausencia del
espacio entre el rayo mas largo de la aleta pecioral y el origen de la aleta
pélvica, y la ausencia del espacio entre el rayo mas largo de la pélvica y el
origen de la aleta anal. Finalmente, C. pisciculus presenta ambos espacios
entre ios rayos extendidos de la pectoral (y pélvica) respecto al origen de la

pélvica (y anal).

Los analisis estadisticos separaron las especies C. galusdae y C.
pisciculus. Si bien estas especies se distribuyen de forma continua en sentido
latitudinal, no presentarian dificuliad en su identificacion en razén de sus
aparentemente diferentes localidades tipo (Vila et al. 2006). No obstante, los
resultados morfométricos permiten establecer distinciones asociadas a la
posicion en la insercién de las aletas y relaciones entre la cabeza y el
pedinculo caudal respecto a la longitud estandar, cuyas comparaciones pueden
realizarse indistintamente en cada individuo y no requieren ser presentadas

mediante la consideracion de los holotipos del resto de especies.




De esta forma, las relaciones presentadas en este trabajo responden a
una recomendacion preliminar para facilitar la identificacion de estas especies,
en especial para su uso en campo, debido a que todos los caracteres que
sirven para su diferenciacion corresponden a caracteres externos (Figura 11).

Estas caracteristicas deben ser puestas a prueba por otros investigadores.

En este primer capitulo, las diferencias morfoiégicas encontradas no se
relacionaron a un patrén asociado a las distintas localidades de muestreo ni a
las cuencas hidrograficas donde habitan las especies (Vila et al. 1999), por lo
que aparentemente las diferencias morfoldgicas no tendrian un componente
espacial. En consecuencia, los analisis morfométricos s6lo permitieron
discriminar parcialmente las distintas especies estudiadas, mientras que el

andlisis genético sélo mostré una clara diferenciacion entre las especies

chilenas y la especie introducida.




CAPITULO 2. INVASION DE CHEIRODON INTERRUPTUS (JENYNS, 1842)

EN CHILE

INTRODUCCION

La introduccion de especies mas alla de su rango nativo ya sea resultado
de la accién humana directa o indirecta genera cambios en los ecosistermas
receptores (Kolar & Lodge 2001, Dudgeon et al. 2008, Cusherousset et al. 2011,
Jeschke et al. 2014). En algunos casos, esos cambios son dramaticos y pueden
resultar en la extincion de especies nativas o en cambios en el funcionamiento
del ecosistema {Jeschke & Strayer 2005, Ricciardi & Cohen 2006, Gozlan et al.
2010, Cusherousset et al. 2011). Sin embargo, para la mayoria de las especies
infroducidas no existe informacion sobre las consecuencias de sus
introducciones (Zenni & Nufiez 2013, Simberloff et al. 2013, Jeschke et al.
2014). En los ecosistemas acuaticos continentales, el panorama es que las
especies introducidas son virtualmente imposibles de erradicar (Jeschke &

Strayer 2005, Dudgeon et al. 2006, Lockwood et al. 2007).

Esto tiene especial relevancia puesto que es sabido que los impactos de
las especies introducidas generalmente aumenian si la especie logra
establecerse y aumentar su distribucién en el nuevo ambiente (Colautti &

Maclsaac 2004), convirtiéndose en especie invasora (sensu Gozlan et al. 2010).
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Este escenario se vuelve mas complejo cuando las especies que
efectivamente logran establecerse y aumentar sus poblaciones y extension
geografica utilizan espacio y recursos de especies originarias (Gozlan et al.
2010, Cusherousset et al. 2011). Esto es particularmente conocide en Chile
respecto a la introduccién de salménidos (Macchi et al. 1999, Soto et al. 2001,
20086, 2007, Correa & Gross 2008, Arismendi et al. 2008, Penaluna et al. 2009,
Pardo et al. 2009, Young et al. 2009, Habit et al. 2010, Vargas et al. 2010, De
Garcia de Leaniz et al. 2010, Consuegra et al. 2011, Correa & Hendry 2012,
Vanhaecke et al. 2012, Elgueta et al. 2012, entre otros). Sin embargo, el efecto
de la presencia de especies invasoras en lugares habitados por especies
nativas congenéricas con caracteristicas de nicho similar es un escenario poco

conocido.

Generalmente, ante la infroduccion de especies que pueden llegar a ser
invasoras, la Unica medida de manejo practica es predecir el rango de
distribucién de la especie y adoptar medidas para detener su dispersion en
otros sistemas acuaticos (Cucherousset et al. 2011, Zengeya et al. 2012,
Dextrase et al. 2014, Guisan et al. 2014). Al respecto, el modelamiento de nicho
ecologico (ENM) ha demostrado ser una herramienta efectiva para predecir las
potenciales distribuciones de las especies. Estos modelos se basan en métodos
correlativos que utilizan asociaciones entre variables ambientales y ocurrencias
conocidas de la{s) especie(s) para predecir potenciales areas donde una

especie determinada probablemente se establezca (Guisan & Thuiller 2005,
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Elith et al. 2006, Broennimann et al. 2011). Sin embargo, para su correcta
aplicacion se requiere conocer con certeza las localidades de ocurrencia de fa
especie de interés, lo que se vuelve complejo cuando: i) la especie invasora
comparte distribucion con una especie congenérica nativa, ii) las especies no
poseen caracteres morfolégicos claros que las diferencien, es decir, no son
distinguibles entre si, y iii) las especies nativas presentan problemas de
conservacién. En Chile se presenta un Gnico caso que cumple con estos fres

criterios.

En los rios de Chile se reportan 27 especies de peces dulceacuicolas no-
nativos o introducidos (Vila et al. 2006, Quezada-Romegialli et al. 2009, Habit et
al. 2015), desconociéndose para muchos de ellos el impacto que tienen en los
ecosistemas invadidos, aun cuando han sido denunciados tempranamente
como importantes amenazas para los peces nativos (De Buen 1959, Campos
1970, Arratia 1978). Los principales motivos para la introduccién de peces en
Chile ha sido para su uso en acuicultura, actividades deportivas, uso
ornamental y también como agentes de control bioldgico ([riarte et al. 2005). Sin
embargo, existe un pequefio grupc de peces cuyo motivo de introduccion es
desconocido, situacion que es agravada por la falta de informacion respecto de

los eventos de dispersion en otros sistemas hidrograficos del pais.

Afortunadamente, la mayoria de estas especies puede ser facilmente
distinguida del resto de especies locales (Arratia 1978, Ruiz & Marchant 2004,

Sofo et al. 2007, Quezada-Romegialli et al. 2009), por cuanto una posterior
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actualizacién de sus distribuciones solo requiere trabajos de campo que

amplien los registros de captura.

Sin embargo, en Chile existe un Gnico caso de una especie introducida
que presenta una alta similitud morfolégica con las especies nativas. Cheirodon
interruptus es un caracido endémico de Argentina que también se encuentra en
Brasil y Uruguay (Mantinian 2011). Se le reconoce como una especie eurioica
(Menni et al. 1996), lo que le permitiria soportar diversas condiciones
ambientales que explicarian su amplia distribucion. Esta especie, junto con el
resto de representantes del género, es tipica de los remansos de los rios y las
zonas costeras de los lagos (Ringuelet et al. 1967), y se encuenira
preferentemente cerca de la orilla en estrecho contacto con la vegetacion (Ruiz
& Marchant 2004). Por su pequefio tamafio y gran resistencia, C. inferruptus
{denominada "“mojarrita” en Argentina) es comercializada como carnada viva en

Argentina (Miquelarena et al. 2008, Maiztegui et al. 2009).

En Chile, todas las especies de Cheirodon (“pochas”) estan listadas con
problemas de conservacion. Cheirodon pisciculus esta catalogada “Vulnerable”
(MINSEGPRES 2008), y hace 30 afos se citaba con distribucion continua
desde el rio Huasco al rio Rapel (Arratia 1981, Campos 1982). La noticia de la
introduccion accidental desde Argentina de C. interruptus en el Lago Pefuelas y
el rio Aconcagua en la década de 1960 (Campos 1982, Dyer 2000) generd
incertezas en la distribucion de la especie nativa. En efecto, registros

posteriores en localidades intermedias como los rios Choapa, Quilimari, La
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Ligua y estero Catapilco corresponden en su totalidad a C. interruptus
(Malabarba 2003, Zunino et al. 2009), considerando que colecciones tomadas
hace 20 afios en el rio Choapa fueron identificadas como C. pisciculus (Dyer
2000). Al respecto, se ha discutido esta discontinuidad en la distribucién de C.
pisciculus (Malabarba 1994), si acaso la especie nativa efectivamente esta
presente entre los rios Huasco y Maipo (Habit et al. 2006), y si es asi, si puede
considerarse la presencia de C. interrupfus como una de las causas de la

disminucién de las poblaciones de C. pisciculus.

Por otro lado, debido a que los representantes del género Cheirodon
presentan una alta similitud morfolégica externa (Campos 1982, Salas et al.
2012), los esfuerzos han sido insuficientes para dilucidar esta posible, y
aparentemente evidente, reduccién del rango geografico de C. pisciculus y la
expansion de C. interruptus, debido a sus caracteres diagnédsticos difusos. Esto
contribuye sin duda a explicar el escaso conocimiento de este grupo de peces,
de los cuales se desconocen aspectos basicos de su biologia y cuyos mayores

aportes se han realizado para poblaciones de C. interruptus en Argentina’.

En un primer esfuerzo, se determind con caracteres morfométricos la
posibilidad de diferenciar morfol6gicamente estas especies en terreno (Salas et
al. 2012), lo que se puso a prueba en el Capitulo 1 de esta tesis utilizando un
mayor numero de individuos. Esto es relevante, porque dada la sistematica

actual del género Cheirodon, cuyas Unicas revisiones para las especies

T Una completa revision bibliografica se presenta en Fetriz et al. (2011).

50




chilenas corresponden a Campos (1982) y Malabarba (1994), no es posible
identificar los ejemplares colectados sin su extraccion y analisis en laboratorio,

lo que evidentemente tiene efectos en la conservacion del género.

Adicionalmente, y probablemente con mayores consecuencias
ambientales, la situacion de amenaza para C. pisciculus deriva también de las
aclividades productivas humanas, enire las que destacan la descarga de
contaminantes al agua, extraccion de aridos, explotacion forestal,

embalsamiento de rios, entre ofros (Campos et al. 1998, Habit et al. 2008).

En este Capitulo 2 he abordado dos preguntas: i) 4 qué relacion tienen
los nichos climaticos de C. inferruptus (introducida) y C. pisciculus (nativa)? y ii)
;es posible predecir el rango de distribucion potencial de C. inferruptus en

Chile?
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OBJETIVOS

QObijetivo general

Comparar los nichos climaticos de C. pisciculus (nativa) y C. interruptus

(infroducida) y predecir la distribucion potencial de C. inferruptus en Chile.

QObjetivos especificos

. Comparar los nichos climaticos de ambas especies con el fin de evaluar

el grado de sobreposicién en el espacio climatico.

o Predecir la distribucion potencial de C. inferruptus en Chile.

MATERIALES Y METODOS

Datos de ocurrencia

El area de estudio comprende la distribucién nativa de Cheirodon
interruptus en Argentina, Brasil y Uruguay, entre los paralelos 24 y 40° S (Figura
12). Para producir el modelo de nicho ecoldgico para la distribucion nativa de C.
inferruptus se reunieron regisiros de ocurrencia georreferenciados, los cuales
se localizaron en Argentina, Brasil y Uruguay. Se obtuvo un total de 307
registros después de remover los datos repetidos o incorrectamente
georreferenciados, los cuales fueron submuestrados a 5 km para reducir la
autocorrelacién espacial. Finalmente se utilizé un total de 255 registros filtrados
que fueron usados para calibrar los modelos, de los cuales 203 son de C.

interruptus y 52 de C. pisciculus. Los registros fueron obtenidos de las bases de
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datos Global Biodiversity Information Facility (GBIF, http://www.gbif.org),
FishNet (hitp://www.fishnet2.net) y FishBase (http://lwww.fishbase.org). Las
ocurrencias en Chile de C. pisciculus y C. interruptus incluyeron los registros de
Duarte et al. (1971), Dazarola (1972), Campos {1982), Malabarba (1994, 2003)
y Zunino et al. (2009), de los cuales los primeros han servido como Unicos
antecedentes para los listados de la ictiofauna de la zona centro-norte de Chile.
En esta revision no se incluyd literatura gris proveniente principalmente de
proyectos de inversion sometidos al Sistema de Evaluacién de Impacto
Ambiental de Chile (SEIA, hitp://iwww.sea.gob.cl), por encontrarse la mayoria de
los casos sin referencias a las claves de identificacion utilizadas, considerando
que recientemente los permisos de pesca de investigacion otorgados por la
Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (Chile) no permiten la extraccion de
peces nativos, y que con Campos (1982} las especies de Cheirodon no pueden
ser reconocidas en el campo. En la modelacién de los nichos ecologicos
tarnbién se incluyeron los registros de C. inferruptus y C. pisciculus generados

en esta tesis (Capitulo 1), pero fueron omitidos en la representacidn grafica de

la Figura 12 para facilitar su visualizacién.
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Figura 12. Localidades de ocurrencia de C. interruptus en su rango nafive e introducido (puntos rojos) y
ocurrenclas de C. piscicufus {puntos verdes) segun literatura utilizadas para la modelacién de nicho
ecoldgico. Se ha omitido los registros del Capitulo 1 (Tabla 1) para facilitar su visualizacién, pero se aclara

que si fueron incorporados en los analisis del presente capftulo.




Variables ambientales

Las variables bioclimaticas fueron obienidas desde la base de datos
WorldClim (Hijmans et al. 2005, hitp:/mww.worldclim.org), con una resolucion
espacial de 30 arco-segundos (~1 km). Este set de datos incluye un total de 19
variables bioclimaticas, las cuales resumen informacion principalmente de

temperatura y precipitacion.

Estas variables ambientales han sido ampliamente utilizadas en
modelaciéon de nicho ecologico en sistemas dulceacuicolas (lgushi et al. 2004,

McNyset 2005, Chen et al. 2006, Zengeya et al. 2012, Montecino et al. 2014).

Dado que la colinearidad de las variables puede llevar a modelos
altamente complejos (Beaumont et al. 2005), se escogio una sub-muestra de
todas las variables ambientales mediante un test de correlacidn de Pearson:
solo una variable de aquellos pares altamente correlacionados (r>0.70) fueron
incluidos en el modelo. Las cinco capas finalmente utilizadas fueron:
temperatura media anual (BlIO1), rango de temperatura anual (BIO7),
temperatura media del trimestre mas seco (BIO9), precipitacion anual (BIO12) y
altura geografica (ALT). Este procedimiento se realizdé con el programa
ENMtools (Warren et al. 2008). También se incorporé las coberturas direccion
de flujo y acumulacién de flujo desde la base de datos USGS HydroSHEDS
(http://hydrosheds.cr.usgs.gov) utilizando la misma resolucion espacial que las

capas WorldClim.
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Nichos climaticos

Se realizé un Anadlisis de Componentes Principales (PCA) a partir de la
informacién generada para Chile, la que incluyo las localidades de ocurrencia
de C. interruptus y C. pisciculus. Este analisis {ue realizado para comparar el
nicho climdtico de ambas especies usando las variables ambientales
seleccionadas. Para analizar la similitud de los nichos climaticos se evalué el
indice de solapamiento D de Schoener (Warren et al. 2008), el cual varia enire

0 (no hay solapamiento) y 1 {solapamiento completo).

Distribuciones potenciales

Los nichos ecolégicos realizados (Guisan et al. 2014) de C. inferruptus y
C. pisciculus fueron modelados en Chile usando el programa MaxEnt versién
3.3.2 (Phillips et al. 2006), el cual estima las distribuciones geogréficas a partir
de registros de ocurrencia encontrando la distribucion de maxima entropia. Los
datos de ocurrencia fueron divididos en dos partes. Aleatoriamente
seleccionamos el 75% de los datos para la modelacion y el resto (25%) para la
evaluacion. El modelo fue evaluado con la Receiver Operating Characteristics
Curve (ROC), calculando el area bajo la curva (AUC), un indice de umbral
independiente ampliamente ulilizado en estudios ecoldgicos. El modelo
resultante fue proyectado en el rango introducido de C. interruptus (Chile) para
analizar su potencial distribucion geogréfica, utilizando i) su rango nativo mas el

introducido, y ii} sélo el rango intreducido. El mismo procedimiento fue realizado
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para C. pisciculus. Probabilidades por debajo del valor umbral fueron

transformadas a cero.

RESULTADOS

Nichos climaticos

El andlisis de los nichos de C. interruptus y C. pisciculus a partir del PCA
utilizando variables climaticas, que corresponde al método mas preciso para
detectar solapamiento de nicho (Broennimann et al. 2011), mosiré que los
nichos de ambas especies presentan un alto solapamiento (D=0.761) (Figura
13). Ademas, el nicho de C. interruptus en el rango introducido muestra una
evidente expansién respecto al nicho de C. pisciculus. Interesantemente, se
observd dos regiones de altas densidades de ocurrencia de C. inferruptus, o
cual es coherente con las aparentemente dos areas de invasién, que
corresponderian a las cuencas de la IV Regién (Limari y Choapa) (Dyer 2000) y
de la V Regién (Aconcagua y Maipo) (Zunino et al. 2009). A partir del PCA, se
observd que las variables climaticas que mas contribuyen a la varianza son la
altura geografica (ALT), temperatura media anual (BIO1) y la temperaiura media
del trimestre mas seco (BIO9) en el primer componenie, y el rango de
temperatura anual (BIO 7) y la precipitacién anual (BIiO12) en el segundo
componente (Figura 13C). Los porcentajes de inercia explicados por los

primeros dos componentes son 56.37% y 26.31%, respectivamente.
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Figura 13. Nichos ecolégicos de las especies de Cheirodon en sl espacio climatico en Chile. Los graficos
(A) v (B) muestran los nichos de las especies con los dos primeros componentes del PCA para C.
pisciculus y C. interruptus en Chile, respectivamente. El sombreado gris muestra l2 densidad de
ocurrencias de las especies. El contorno de lineas sdélidas y punteadas muestran el 100% y 50% del
ambiente disponible en Chile, respectivamente. (C) La contribucién de las variables climaticas en los dos
primeros componentes del PCA. Los histogramas (D) y (E) muestran el indice D de solapamiento de nicho

observado entre ambas especles (linea roja con diamante) y los nichos simulados (barras grises), para los
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cuales se calculs la similiiud de nicho de C. inferruptus a C. pisciculus (D), y similitud de nicho de C.

piscicufus a C. inferruptus (E). Bajo cada histograrma se muestra [a significancia de los tests.

Distribuciones potenciales

Las distribuciones predichas por MaxEnt para C. pisciculus y C.
interruptus se muestran en la Figura 14. Para C. inferruptus se realizé una
proyeccion utilizando solo los registros en su rango introducido, y también
considerando su rango nativo mas el rango introducido. Al comparar las
proyecciones se observa que practicamente la totalidad de la distribucion
potencial de la especie nativa C. pisciculus se encuenira contenida en la
distribucion de C. inferruptus, tanto si consideramos la modelacion utilizando
sOlo registros en Chile como también incluyendo el rango nativo de C.
interruptus. Solo en el caso de la especie introducida se observa una expansion
en el rango de distribucion, especialmente hacia la zona norte del pais, lo que
confirma las preocupaciones de Dyer (2000) y Habit et al. {(2006}. Esto es alin
mas preocupante cuando para la modelacién se utiliza el rango nativo mas el

rango introducido (Figura 14C).
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Figura 14. Modelos de distribucién de las especles de Cheirodon en la zona centro-norte de Chile. (A)
Distribucién potencial de C. pisciculus. (B} Distribucidn potencial de C. inferruptus en Chile a partir de las

acurrencias en su rango introducido y (C) a partir de su rango nativo mas el infroducido.

DISCUSION

Los resultados del modelo de distribucion de especies mostraron que C.
interruptus podria estar presente en localidades previamente no identificadas, lo
que aumenia la preocupacion por el desconocimienio de la distribucion real de
esta especie introducida. Al considerar el espacio climatico disponible en su

rango nativo, la modelacion de la distribucion potencial mostré que C.
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interruptus podria establecerse potencialmente casi en la totalidad de la zona
centro-norte de Chile (Figura 14C), especialmente en las zonas costeras, tal

como encontraran Zunino et al. (2009) en la V Region.

Si bien se reconoce que C. interruptus es una especie euriocica (Menni et
al. 1996), lo que le permitiria soportar diversas condiciones ambientales, es
importante aclarar que esto no explica cual es el mecanismo que estaria
utilizando para su dispersion entre cuencas. Dado que las especies de
Cheirodon presentan escasa movilidad para la colonizacion de nuevas cuencas
(Menni 2004) y que en Argentina son intensivamente capturadas para ser
utilizadas por acuaristas locales y como carnada en la pesca recreativa
{Maiztegui et al. 2009), es importante reconocer si los posibles motivos de su

introduccion y dispersion en Chile se deben a intereses minoritarios.

Respecto al analisis de los nichos climaticos, los resultados mostraron
que C. interruptus en Chile estaria ocupando el mismo espacio que la especie
chilena C. pisciculus, con un alto grado de solapamiento, lo que dificulta aun
mas reconocer |os alcances de la introduccion de C. inferruptus en el pais. En
efecto, si consideramos que histéricamente se ha descrito la discontinuidad en
la distribucidn de C. piscicuius entre los rios Huasco y Aconcagua {Campos
1982, Malabarba 1994}, pero C. inferruptus ha colonizado cuencas intermedias
en solo 50 afos, es importante aclarar si efectivamente C. pisciculus esta o

estuvo presenie entre los rios Huasco y Maipo (Habit et al. 2008), o bien si

puede considerarse a C. inferruptus como una de las causas de la disminucion




de poblaciones de C. pisciculus (Dyer 2000). Al respecto, es importante tener
en cuenta que la disponibilidad de habitat en el ambiente invadido puede ser
distinfo a las condiciones del rango nativo, por lo que entender cémo se
distribuyen las especies invasoras no necesariamente pasa por asumir los
procesos de expansién, estabilidad y vacio de los nichos climaticos

(Broennimann et al. 2011).

Es sabido que los habitats acuaticos soportan numeros relativamente
altos de especies exdticas (Mergeay et al. 2005), y que esas introducciones
pueden ser o no intencionales. E! mercado de los acuarios es uno de los mas
importantes, y aun cuando se ha subestimado esta actividad, es probable que
los acuaristas puedan ser fransportadores efectivos de especies al6ctonas
(Kolar & Lodge 2001, Gozlan et al. 2010, Cusherousset et al. 2011). En Chile, a
pesar de los escasos esiudios sobre el tema (lrfarte et al. 2005), hay
antecedentes de especies dulceacuicolas que probablemente llegaron al pais a
través del mercado de los acuarios (e.g. Jenynsia multidentata, Quezada-
Romegialli et al. 2009). No cbstanie, en estos casos la discriminacion del resto
de especies locales es simple (Ruiz & Marchant 2004, Quezada-Romedgialli et al.
2009), a diferencia de lo que ocurre con C. inferruptus y sus congéneres
chilenos. En general, en sistemas dulceacuicolas las invasiones cripticas se
presentan en mayor nimero en invertebrados (Geller et al. 1997, Mergeay et al.
2005, Lockwood et al. 2007), vy la mayoria probablemente permanece sin

detectarse dados los escasos estudios sobre el tema.
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Sobre la introduccidon de peces exotficos en Chile, actualmente las
actividades de este tipo estan reguladas legalmente. Sin embargo, el gran
nimero de especies ya introducidas (Quezada-Romegialli et al. 2009) cuentan
con escaso manejo y conirol administrativo real en el pais. El caso de
Cheirodon interruptus no es la excepcidn. Al respecto, actualmenie la
Subsecretaria de Pesca y Acuicultura (Chile), autoridad competente que regula
las actividades pesgueras y de conservacion en aguas marinas y continentales,
permite y propicia la erradicacién de especies introducidas gue no tengan uso
comercial, aun cuando no existe una ley especifica para ello. Sin embargo,
dado que en el caso de C. inferruptus, esta especie presenta una alta similitud
morfolégica externa con C. pisciculus, este tipo de actlividades debieran ser
debidamente fiscalizadas para evitar que en la practica se apliquen medidas en

las especies equivocadas.

Es por estas razones que la importancia de identificar especies cripticas
para la conservacién no debiera ser subestimada. Las especies invasoras
introducidas son una de las principales causas de la disminucion de
poblaciones nativas en sistemas acuaticos, como lo expusieran tempranamente
Campos (1970) y Arratia (1978). Usualmente, hacer conservacion se ha
centrado en prevenir la pérdida de habitats y pricrizar habitats donde su riqueza
y endemismo de especies sean singulares (Bickford et al. 2007, Lockwood et al.
2007, Simberloff et al. 2013). Sin embargo, las especies cripticas requieren una

especial consideracion en los planes de conservacion, porque la prevalencia de
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complejos cripticos donde existan especies locales que ya tienen problemas de
conservacion significa un doble problema, que se presenia en el caso de C.
interruptus y C. pisciculus: (i) la especie nativa se esta confundiendo con la
especie invasora (Malabarba 2003, Zunino et al. 2009), y (ii) la especie nativa

puede requerir estrategias diferentes de conservacion respecto a la invasora.




DISCUSION GENERAL

El principal obstaculo para dilucidar los rangos de distribucidon de las
especies del género Cheirodon en Chile ha sido la falta de caracteres
diagndstico claros (Campos 1982), lo que contribuye a postular la invasion

criptica de C. interruptus en la zona centro-norte de Chile.

La identificacion y descripcidn de especies cripticas tiene una gran
importancia taxondmica y ademas contribuye a la conservacion de la
biodiversidad {Bickford et al. 2007). Cuando no existen caracteres taxonémicos
claros, la identificacién puede realizarse con otras técnicas como [a morfometria
geoméfrica, que permite cuaniificar y analizar directamente las formas
bioldgicas (Rohlf & Marcus 1993). En efecto, la morfometria geométrica se ha
utilizado para evaluar la variacidon morfoldégica en caracteres aparentemente
idénticos, y en consecuencia ha sido de utilidad para discriminar especies
cripticas (Viliemant et al. 2007, Tofilski 2008). En un primer esfuerzo, Salas et al.
(2012) determind con caracteres morfometricos la posibilidad de diferenciar las
especies de Cheirodon en terreno, lo que se puso a prueba en este trabajo
utilizando un mayor nimero de ejemplares, pero que necesariamente deben ser

aplicados por otros investigadores para su validacién.
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Si bien el estudio del Capitulo 2 permitid establecer que la especie
invasora C. inferruptus esta colonizando las cuencas de la zona centro-norte de
Chile, y que de acuerdo a la modelacion de distribucion de especies se espera
que pueda establecerse en un amplio rango, también pude entregar en el
Capitulo 1 una herramienta de facil aplicacién para discriminar la especie nativa
de la invasora mediante morfometria geométrica, que no requiere el sacrificio

de los individuos y por tanto contribuye a la conservacion del género.

Sin embargo, muchas preguntas permanecen sin responder, y deben ser
atendidas en el futuro: ;qué procesos ecoldgicos y evolutivos pueden explicar
la distribucidn de las especies de Cheirodon ante la ausencia de una
diferenciacién morfoldgica evidente? jcuantas especies de Cheirodon tenemos
realmente en Chile? ;la especie invasora puede estar hibridando con las
especies nativas? jcomo los diferentes conceptos de especie pueden
influenciar el manejo de estas invasiones cripticas? ;qué tipo de evidencia es
necesaria para describir formalmente una invasion criptica? Entender y
cuantificar la diversidad biologica es imperativo si queremos ser capaces de

conocer, y en dltimo término, conservar nuestras especies.

Finaimente, me sumo al llamado urgente de mejorar las actuales
medidas de gestion asociadas a las especies introducidas en Chile para
proteger la biodiversidad de los sistemas limnicos (Habit et al. 2015).

Actualmente se encuentra en discusion el Proyecto de Ley de Servicio de
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Biodiversidad y Areas Protegidas, el cual, de ser aprobado, promete incluir el

control y erradicacion de especies exdticas invasoras.
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La gréaficas que entrega corresponde a la variable para cada individuo. No es un histograma de frecuencias.
Este tipo de graficos se hace con la funcién scatterplotMatrix() del paquete car. Mis adelante se probara
la normalidad de cada variable mediante un test de Shapiro-Wilk. La hipétesis nula del test de Shapiro es
que la muestra tiene distribucién normal.

library(car)} # cargars sus dependencias automaticemente

Para usar la funcién scatterplotMatrix se debe definir los datos de entrada. Recordar que lag ultimas
columnas (13 y 14} contienen los nombres de las especies {(SP) y el cédigo de cada individuo (ID).

scatterplotMatrix(pochas[1:6]) N

020 0.30 0.55 0.70 0.08 0.12 0.16

0.40 0.55

0.20

0.35 0.50

0.75

0.55

0.40

0.25

0.08 0.14

0.40 050 0.35 045

scatterplotMatriz(pochas[7:12])




Altura del cuerpo para todos los individuos
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boxplot (aus$Alt.cpo, gal$Alt.cpo, int$Alt.cpo, pis$Alt.cpo, mames = c(*C. australe",
"C. galusdae", "C. interruptus", "C. pisciculus"), ylab = "Altira del cuerpo",
main = "Boxplot altura del cuerpo por especie")




iZ

## Shapiro-Wilk normality test
##

## data: Pre.Pec

## W = 0.9938, p-value = 0.1016

shapire.test(Pre.Pel) # Pre-pelvica

i

## Shapiro-Wilk normality test
##

## data: Pre.Pel

## W = 0.99363, p-value = 0.09087

shapiro.test(Pre.d) # Pre-anal

##

## Shapiro-Wilk normality test

#i

## data: Pre.A

## W = 0.9863, p-value = (.0007508

shapiro.test(Alt.cpo) # Alture del cuerpo &

i

#t Shapiro-Wilk normality test
Hi

## data: Alt.cpo

# W = 0.99297, p-value = 0.05793

shapiro.test{A1t.PC) # Aliurd del pedunculo caidal

it

## Shapire-Wilk normality test
i

## data: Alt.PC

#H W = 0.99165, p-value = 0.02382

shapiro.fest(L.Pp) # Longitud del pedunculo caudal ,

H#i !

## BShapiro-Wilk normality test
#

## data: L.PC

#t W = 0.99636, p-value = 0.4983

shapiro.test(Pre.0) # Pre-orbital




colours <- brewer.pal(numvariables, "Seti”)
# find out the minimum and mawimun valtes of the variables:
mymin <- 1e+20
mymax <— 1e-20
for {i-in 1:numvariabies)-{- - - T
Valor_variable <- mylist[[il] i .
mini <- min(Valor variable) P -
maxi <- max(Valor_variable)
¢ if {mini < mymin) {
mymin <- mini
} C
if (maxi > mymax) {
mymax <- maxi
} . i
# plot the dariables : A
for (i in 1:numvariables) {° :
Valor_.variable <- mylist[fil] *
namei <~ names[i] ‘
colouri <~ colours[i] . ?
if (4. =1) { . 7o

plot(Valor_variable, col = colounri, type = "1", ylim = c(myxﬁin,.
mymax)) -
} else { - e = " |
- points(Valor_variable, col = colouri, type = "1") :
12-} ‘w Aa, . '
lastxval <- length(Valor_variable) .

lastyval <- Valor_variable[length(Valor_variable}] )
text((lastxval ~ 10}, (lastyval), namei, col = "black", cex = 0.6)

Los argumentos de Ia funcién son un vector que contenga los nombres de lag variables que se quiere graficar,
A continuacién se muestran dos graficos para cubrir todas las medidas de este estudio.

1'ibrai'y(RColorBrfewer) # Recordar carger el paquete primerc

namesi <- c()"Pre;.D'-'; *Pre.Pec”, "Pre.Pel", "Pre.A", "Alt.cpo", tLLPCOY).

namés2 <- c("Alt?.-PC“, "Pre.0", "Diam.0", "L.cab", "Alt.cab", "Inter.0®)

mylistl <--list(pochas$Pre.D, pochas$Pre.Pec, pochas$Pre.Pel, pochas$Pre.A,
pochas$Alt.cpo, pochas$L.PC)-

mylist2 <~ 1list(pochas$Alt.PC, pochas$Pre.D, pochas$Diam.0, pochas$L.cab, pochas$Alt.cab,
pochas$Inter. D)

makeProfilePlot(mylistl, namesl)
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Este tipo de grafico sirve para explorar los valores extremos (outliers) que en realidad pueden estar mal
transcritos y que significa que varias medidas de un mismeo individuo estuvieran incorrectas (luego de la
estandarizacién). Con ello se hace una doble revisién de todas las medidas registradas si fueron correctamente
tomadas y transcritas.

Promedios y varianzas
A continuacién se calculan algunos estadisticos como el promedio y la desviacién esténdar para cada una de
lag variables (medidas).

La funcién sapply () puede ser usada para aplicar clerta funcién a cada columna en un conjunto de datos.
Ej. sapply(mydataframe,sd} calculara la desviacitn estindar de cada columna del conjuntomydataframe.

A continuacién se calcula el promedio (mean) y desviacién estandar (sd) para cada variable.

sapply(pochas[1:12], mean)

#i# Pre.D Pre.Pec Pre.Pel Pre.A Alt.cpo A1t.PC L.FC
## 0.4844750 (0.2482800 0.4337000 0.6560125 0.3007250 0.1260575 0.1754075
it Pre.0 Diam.0 L.cab Alt.cab Inter.0

## 0.0478975 0.0795675 0.2409400 0.1743275 0.1046750

11




printMeanAndSdByGroup(pochas[1:12], pochas[13])

## [1] "Means:®
#it SP Pre.D Pre.Pec Pre.Pel Pre.A Alt.cpo Alt.PC L.PC

# 1 A 0.4648727 0.2423818 0.4148727 0.6334364 0.3142727 0.1394545 0.167654b
## 2 B 0.4808053 0.2500354 (.4300531 0.6584956 0.2902478 0.1230973 0.1845664
## 3 C 0.4908793 0.2440690 0.4251983 0.6573017 0.3198448 (.1248017 0.1611724
# 4 D 0.4909397 0.2535776 0.4546810 0.6630086 0.2853879 0.1238448 0.1843966

iH Pre.Q Diam.0 L.cab Alt.cab Inter.0

## 1 0.04314545 0.07963636 0.2311273 0.1756909 0.1080364

#i# 2 0.04853982 0.07767257 0.2439823 0.1729292 (.1040973

## 3 0.04841379 0.080715652 0.2416034 0.1742241 0.1009741

##H 4 0.04900862 0.08023276 0.2419655 0.17561466 0.1073448

## [1] "Standard deviations:"

##  SP Pre.D Pre.Pec Pre.Pel Pre.A Alt.cpo Alt.PC
## 1 A 0.03952498 0.04250468 0.04202427 0.03844321 0.02171828 0.01844192
## 2 B 0.03653249 0.02656083 0.02565993 0.03629668 0.02371239 0.01447039
#H 3 € 0.03190098 0.02477050 0.02635880 0.02952441 0.02856955 0.01702950
#H 4 D 0.02858497 0.02850603 0.03057467 0.02944161 0.02500531 0.01597259
#i L.PC Pre.C Diam.D L.cab Alt.cab Inter.Q
## 1 0.02422213 0.012468357 0.011049323 0.03069024 0.01235864 0.009973973
## 2 0.02063366 0.010489821 0.009838375 0.02497462 0.01494377 0.011096947
i 3 0.02145542 0.008857391 0.009230202 0.02132191 0.01337167 0.012240674
## 4 0.02288454 0.011257844 0.009514618 0.02408172 0.01506522 0.011667199

[

## [1] "Sample sizes:"

#t  SP Pre.D Pre.Pec Pre.Pel Pre.A Alt.cpo Alt.PC L.PC Pre.0 Diam.O L.cab
#H1 A 55 55 55 55 55 56 55 55 55 55
#W 2 B 113 113 113 113 113 113 113 113 113 113
#Hw3 C 116 116 1i6 116 116 116 116 116 116 116
# 4 D 116 116 116 116 116 116 116 116 116 116
##  Alt.cab Inter.0

#H 1 1 55

#H 2 113 i13

#H 3 116 116

#H o4 116 116

Esta funcién tambien imprime el numero de individuos por muestra. Para el analisis de esta tesis se utilizaron
55 C. australe (A), 113 C. galusdae (B), 116 C. interruptus (C) y 116 C. pisciculus (D).

Calculando correlaciones para datos multivariados

Se podria analizar si existen variables que estén altamente correlacionadas. No se hace una regresién porque
se desconocen o priort las relaciones dependientes entre las variables. Asi también, se utiliza la correlacién de
Pearson ya que de acuerdo a los test de Shapiro-Wilk todas las variables tienen distribucién normal.

Para calcular la correlacién entre un par de varizbles, se utiliza la funcior cor.test (), siendo el ultimo valor
cor el coeficiente de correlacidn.

Ej. en este caso calculamos la correlacién entre las longitudes prepélvica (Pre.Pel) y preanal (Pre.A).

cor.test{Pre.Pel, Pre.A)
#i#

13




summary(pca <= prcomp(pochasi, 1:121))

## Importance of components:

it PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6

## Standard deviation 0.05618 0.03432 0.02637 0.02494 0.02149 0.01946

## Proportion of Variamce 0.43285 0.16157 0.09536 0.08532 0.06331 0.05195

## Cumnlative Proportion 0.43285 0.59442 0.68978 0.77511 0.83841 0.89037

## PCY pC8 PCY PC10 PC11 PC12
## Standard deviation 0.01473 0.01401 0.01255 0.009864 0.008622 0.007539
## Proportion of Variance 0.02977 0.02692 0.02161 0.013340 0.010190 0.0077S0
## Cumulative Proportion 0.92014 0.94706 0.96867 0.982010 0.992210 1.000000

Para obtener sélo las desviaciones estdndar de cada componente principal:

!
i

pca$sdev ! '

## [1] 0.056180570 0.034324596 0.026369756 0.024943455 0.021485496
## [6] 0.019463643 0.014734396 0.014010268 0.012552396 0.009864466
## [11] 0.008621903 0.007539198

Decidiendo cuintos componentes principales utilizar

Para decidir cudntos componentes principales debieran ser representativos del set de datos, es comiin resumir
log resultados en un grafico de las varianzas:

screeplot{(pca, type = "lines", main = "Varianzas componentes principales")

15




Por ejemplo, para obtener los loadings del primer componente principal:

pea$rotationl, 1]

#i Pre.D Pre.Pec Pre.Pel Pre.A Alt.cpo Alt.PC
## 0.46785297 0.41831419 0.51272561 0.45073955 -0.03937861 -0.11773220
#H L.PC Pre.0 Diam.0 L.cab Alt.cab Inter.0

## 0.06358730 0.10563786 0.04437871 0.32501620 0.04158871 0.01114746

Notar que el PC 1 tiene los loadings més altos {en valor absoluto) para las variables Pre.Pel (0.51), Pre.D
(0.47) y Pre.A {0.45).

Notar que los cuadrados de log loadging siman 1.

Los valores de los componentes principales para cada individuo son entregados por la funciénprcomp() con
el comando pca$x[,#PC].

Graficos tipicos PCA

plot(pca$xl, 11, pca$x[, 2], col = unclass(pochas[, 131), pch = 16, cex = 0.8,
xlab = "PC 1 (43.3%)", ylab = "PC 2 (16.2/D", title{("PC1 vs PC2"))

legend(-0.21, 0.103, legend = c(®C. australe®, "C. galusdae", "C. interruptus®,
BC. pisciculus®), cex = 0.7, pch = 16, col = ¢("black", "red"™, "green',
"bluell))
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plot(pcatx(, 2], pca$x[, 31, col = unclass(pochasf, 13]), pch = 16, cex = 0.8,
xlab = "PC 2 (16.2%)", ylab = "PC 3 (9.5%)", 'title("PC2 vs PC3"))

logend(0.073, 0.083, legend = c("C. australe", "C. galusdae", "C. interruptus",
"C. pisciculus"), cex = 0.6, pch = 16, col = c("black", *red”, "green",
llblue.lt)) t

-
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library(MASS)
pochas2 <- pochas[, 1:13] # Estoy eliminando le ultima columna ID
discr <- 1da{SP ~ ., pochas2)

Aqui se esta utilizando las frecuencias iniciales de cada grupo (Prior probabilites of groups). Para
decidir uno mismo agregar argumento prior=c(). Ej.

discr2 <~ 1da(8P ~ ., pochas2, prior = ¢(0.25, 0.25, 0.25, 0.25))

Loadings de las funciones discriminantes (utilizando discr2)

Para obtener log valores de los loadings de las funciones discriminantes, ntilizar:

discr2 # Con las probabilidedes dadas de .25 por grupo

## Call:

## 1da(SP ~ ., data = pochas2, prior = ¢(0.25, 0.25, 0.25, 0.25))
"

## Prior probabilities of groups:

i A B c )]

## 0.25 0.26 0.25 0.2b

##

## Group means:

## Pre.D Pre.Pec Pre.Pel Pre.A Alt.cpo Alt.PC L.PC
## A 0.4648727 0.2423818 0.4148727 0.6334364 0.3142727 0.1394546 0.1676b45

A
## B 0.4808053 0.2500354 0.4300531 0.6584956 0.2902478 0.1230973 0.1845664
## C 0.4908793 0.2440690 0,4251983 (.6573017 0.3198448 0,1248017 0.1611724
## D 0.4909397 0.2535776 0.4546810 0.6630086 0.2853879 0.1238448 (.1843866
i Pre.f Diam.0 L.cab Alt.cab Inter.(

## A 0.04314545 0.07963636 0.2311273 0.1756909 (.1080364
## B 0.04853982 0.07767257 0.2439823 0.1729292 0.1040973
## C 0.04841379 0.08071552 0.2416034 0.1742241 0.1009741
#H D 0.04800862 0.08023276 0.2419655 0.1751466 0.1073448
i

it Coefficients of linear discriminants:

## LD1 D2 LD3

## Pre.D -4.2380056 11.829730 9.681380
#t Pre.Pec -6.807963 -24.035749 -11.668308
## Pre.Pel 17.328166 1.763751 35.326032
i Pre.A 8.545195 10.268447 -10.600243
## Alt.cpo -33.728629 7.834435 6.130463
Ht A1t.PC 4.069948 —-36.409173 12.256968
#Ht L.PC 19.077307 -4.248008 -11.959801
## Pre.0 7.799565 16.485179 -1.559344
## Diam.0 -28.445801 2.412681 49.747124
## L.cab -2.930919  8.493545 -26.085075
## Alt.cab 5.612666 5.134125  3.846507
#it Inter.0 27.424430 -32.105978 -1.917264
it

## Proportion of trace:

it LD1 1p2 i1D3

#t 0.6690 0.2239 0.1071

21




1

-2 0 2 4

group A

|

-2 0 2 4
group B
: 3
(=]
o ee—t— | T —
P % ]
-2 0 2 4
group C

|
|

-2 0 2 4

group D

library{sm) # Grafico de densidad
## Package ‘sm', version 2.2-5.4: type help{sm) for summary information

Ht
## Attaching package: 'sm'

#Hi

## The following object is masked from 'package:MASS':
i

iz muscle

g <~ factor(pochas2$8P, labels = c("C. australe", "C. galusdae", *C.interruptus",
*C. pisciculus"))

sm.density.compare(discr2.vaiuves$x[, 1], g, xlab = "LD1", col = c("black", "red",
"darkgreen", "blue"), lty = ¢(i, 1, 1, 1), 1wd = c(1.5, 1.5, 1.5, 1.5))

legend(3, 0.45, legend = ¢("C. australe", "C. galusdae", "C. interruptus", "C. pisciculus"),
cex = 0.8, pch = 15, col = c("black’, "red", "darkgreen", "blue"))
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plot(discr2.valies$x[, 1], discr2 ."valuesﬂix"[,' 2], col = unclass(pochas[, 131),
cex = 0.8, pch = 16, xlab = "LD1", ylab = *Lpgny -

lagend(3, 2.8, legend = ¢("C. australe", "C. galusdae™, "C. in"berrupt:us’",. "C: pisciculus"),
pch = 16, col = c{"black", "red", "green", "blue"), cex = 0.6) 4
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## [316] ADDDBCDCDBDDBDBEBEDDRDDDDPDDDDDDCAABDBR
## [361] DDDEBEBBDEDDDCDDDPDDDCDDDCDDADDDAAADDD
## [386] DADCDDDAADDBAAAL

## Levels: ABCD

Por lo tanto, puede ser 1itil separar ese listado por especie, ¥ luego contar el niimero de individuos que
fueron clasificados en los distintos grupos. A continuacién se presentan log scripts pars separar por especie,
calculando al mismo tiempo el porcentaje de clasificacién (pues conocemos el niimero de individuos por
especie a priori).

# St quisieramos confirmer el m por especie

ta < length(predlct(dlscr2)$class[1 55]) # qus = 4
th' <~ length(predict(discr2)$class[56:1681) # gal =.B
tc <~ 1ength(predict(dz.scr2)$class[169 284]) # dint = C
td <~ 1ength(pred1ct(d15<:r2)$c1ass[285 400]1) # pis =D

H

# Porcentofes de clasificacion aus . ki
aa <- length(which(predict(discr2)$class[1:55] == "A"))/55 )

ab <- length(vhich(predict(discr2)$class{1:55] == *B"))/55 P . ‘

ac <~ leéngth(which(predict(discr2)$class[1:55] == "C")) /55 :

ad <- length{(which(predict(discr2)$class[1:55] == "D")) /55

australe <- c(aa, ab, ac, ad) * 100
# Porcentajes de clesificacion gal _ -
ba <~ lengbh(which(predlct(dlscr2)$class [56:168] == "A™))/113 i

bb <- 1engt‘h(which(prad1ct(dlsch_)$class [66:168] == MB*)}/113 Mo i
bc <~ length(which(predict(discr2)$class[56:168] == "C*))/113 ‘“ )
bd <- length{which{predict{discr2)$class[56:168] == "D")) /113 ‘ ‘

galusdae <- c(ba, bb, bc, bd) * 100
# Porcentajes- de claszfzccmon int

ca < length(whlch(predlct(dlscr2)$class[169 284] == "A")}/116

cb <~ length(which(predict(discr2)$class[169:284] == "B*))/116. -

cc <- length(which(predict(discr2)$class[169:284] == "C"))/116. *

cd <~ length(which(préedict(discr2)$classi169:284] == "p")) /116 P
interruptus <- c{ca, ¢b, cc, cd) * 100 -

# Porcenfaj’es de clasificacion pis 5 & -

da <- length(which(predict(discr2)$class[285:400] == "A"))/116

db '<- length(which(predict(discr2)$class[285:400] == "B"))/116 -
dc <- length(which(predict{discr2)$class[285:400] == "C")) /116 £ K
dd <- length(which(predict(discr2)$class[285:400] == "D"))/116 . !

pisciculus <- e{da, db, dc, d¢d) * 100

Finalmente, con estos valores es posible crear la matriz de clasificacién. En este formato de presentacién, los
resultados del modelo se muestran en las columnas.

as.matrix(data.frame(australe, galusdae, interruptus, 1p;‘.scic1.f1us, row.names = c("aus.trale"',
"galusdae", "interruptus", "pisciculus")))

H australe galusdae interruptus pisciculus |
## australe 63.636364 6.194690 18.966517 12.931034 |
## galusdae 10.909091 58.407080 6.8965562 15.517241
## interruptus 20.000000 8.849558 66.379310 6.896552
## pisciculus  5.454b45 26.548673 7.768621 64.656b172
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MANOVA

Primero se definen las variables de clase y las medidas, y luego se ejecuta el MANGVA.

especies = as.factor(as.matriz(pochasi, 13]))
medidas = as.matrix{pochas{, 1:12])

man <- manova(medidas ~ especies)
summary{(man, test = "Wilks")

## Df  Wilks approx F num Df den Df Pr(>F)

## especies 3 0.36209 12.974 36 1138.3 < 2.2e-16 **x*x

## Residuals 396

i e

## Signif. codes: 0 'sx' 0,001 ‘%' 0.01 '%' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1

ANOVA

Se calcula para cada medida por separado.

summary. aov(man)

## Response Pre.D :

## Df Sum Sq Mean Sqg F value Pr(>F)

## especies 3 0.03226 0.0107537 9.5731 4.078e-06 **¥

## Residuals 356 0.44484 0.0011233

#H -

## Signif. codes: O '#**' 0.001 '#x' 0.01 '+' 0.06 '." 0.1 ' ' 1
#Hit

## Response Pre.Pec :

#it Df Sum Sq  Mean Sq F value Pr(>F)

## especies 3 0.00757 0.00252468 2.9867 0.03105 *

## Residuals 396 0.33474 0.00084531

#H -

## Signif. codes: O '#¥x' 0_.001 '**' 0.01 "' 0.06 '.' 0.1 ' ' 1
#H

## Response Pre.Pel :

## Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## especies 3 0.08045 0.0268155 27.849 2,323e-16 ***

## Residuals 396 0.38130 0.0009629

¥ -

## Signif. codes: O 'sekx' 0.001 '#x' Q.01 'x' 0.05 '."' 0.1 ' " 1
#i

## Response Pre.d :

## Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## espaecies 3 0.03460 0.011533 10.689 9.042e-07 ##x%

## Residuals 396 0.42729 0.001079

fH# —

## Signif. codes: 0 '*%%' 0,001 '#*' 0.01 '%' 0.06 '.' 0.1 ' ' 1
#H

## Response Alt.cpo :

## Df Sum Sq Mean 8q F value Pr(>F)

## especies 3 0.092191 0.030730 47.87 < 2.2e-16 **x*
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Gréaficos PCA-LDA utilizando el paquete

library(MASS) # Parae haéer el LDA o
library(lattice) # Graficos
11brary(ade4) # Contiene discrimin y Eud'r. pea

PCA

pochas3 <- dudi. pca(poclias[ 1:12], .center = TRUE, scale
s.class(pochas3$1li, fac = g, cpoint = 1, cok = c("blne”,

"green".,

dudi.pca

e

= TRUE; &can‘= FALSE)
"orange " .

"red™)) » - ) .
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Cran et o et
i

s.corcircle(pochas3$co, lab = names{pachas[, 1:12]), full =

31

TRUE, box =
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Eigenvalues

Cos(variates, canonlcal vali Scores and classes
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