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RESUMEN.

Orestias es un género de peces endémico de sistemas lacustres y 16ticos que se
distribuye en la regién de altura de Perti, Bolivia y Chile o Altiplano. Los estudios
taxonémicos realizados en este grupo, basados principalmente en caracteres morfologicos,
han establecido 44 especies para la region altiplénica, existiendo seis especies para la zona
sur de la regién o Altiplano Sur (17°-22° S). Se ha propuesto que este alto niimero de
especies seria el resultado de dos tipos diferentes de procesos de especiacion, por una parte,
especiacion simpétrica en la parte norte, especialmente en el Lago Titicaca, y especiacion
alopatrica en las cuencas de la zona mas austral del Altiplano. La distribucion geografica
actual de Orestias estaria asociada a la variacion de los niveles de agua en las cuencas
ocurridas en el Pleistoceno, con periodos himedos seguidos de periodos de aridez, donde
en la actualidad las distintas especies se encuentran separadas entre si, presentindose como
un modelo para evaluar la historia del desarrolio de-los sistemas lacustres del Altiplano Ia
cual podria ser determinante para explicar la distribucion actual de los grupos presentes en
esta drea y que habrian dado origen a la diversidad de especies de Orestias presentes
actualmente y sus relaciones biogeograficas. )

Con Ia finalidad de evaluar las relaciones evolutivas de las especies descritas para
esta zona, se recolectaron 258 individuos de 12 sistemas limnicos del Altiplano Sur. Se
realizé un estudio morfométrico y meristico, y un estudio de sistematica molecular, con
cuatro o cinco individuos de cada localidad, utilizando los genes mitocondriales ND2 (1120

pares de bases), Citocromo b (1114 pares de bases) y Regién Control (972 pares de bases),

para ello se utilizo los métodos de Méaxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud e Inferencia
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Bayesiana, para cada uno de los genes y para una matriz de evidencia total incorporando
caracteres morfométricos y meristicos. Se estimd, en base a los genes estudiados, los
tiempos de divergencia de los linajes obtenidos.

Los resultados morfométricos y meristicos muestran que la mayoria de las especies
descritas pueden diferenciarse utilizando wna combinacién de estos caracteres, con
excepeion de O. piacotensis la cual no presenta una clara diferenciacion del resto de las
especies estudiadas. El estudio filogenético molecular muestra tres clados principales bien
diferenciados, 1) el primero agrupa a O. agassizii del Rio Isluga, cercano a O. puni del
Titicaca, 2) un segundo clado corresponde a O. ascotanensis, O. agassizii del Rio Huasco
presentandose como un grupo hermano a este Orestias sp. del Salar de Carcote, y 3) un
clado que agrupa a las especies del Parque Nacional Lauca. Interesantemente, los analisis
realizados distinguen dos unidades evolutivas distintas una del Salar de Ascotén y otra del
Salar de Carcote, ambas previamente identificadas como O. ascotanensis. También, dos
diferentes linajes fueron encontrados para O. agassizii, descrita para las localidades de
Isluga y Huasco. Finalmente, para las cuatro especies de Orestias descritas para el Parque
Nacional Lauca, los resultados sugieren que corresponden a un grupo monofilético.

Los resultados del anilisis de reloj molecular muestran una divergencia anterior a
los Gltimos grandes paleclagos de la cuenca Altiplanica, siendo mas reciente la

diversificacion de las especies presentes en el Parque Nacional Lauca.
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ABSTRACT

Orestias is an endemic fish genus of lacustrine and lotic systems that are distributed
over the highland region (Altiplano) of Peru, Bolivia and Chile. Based on morphological
characters, taxonomic studies have established 44 species, including six species on the
southern Altiplanic region (17°-22° S). It is proposed that this high species diversity would
result from two different processes of speciation; on the one hand, sympatric speciation in
the north, especially in Lake Titicaca, and allopatric speciation in the basins of the
southernmost region of Altiplano. The current geographical distribution of Orestias would
be associated to the variation of the water levels in the basins, changing from very wet to
arid periods during the Pleistocene. In this context, this group arises as a model to assess
the development history of the Altiplanic lake systems. This study could be decisive in
explaining the current distribution of the groups present in this area and would explain the
diversity of species currently present of Orestias and their biogeographic relationships.

In order to assess the evolutionary relationships of the Orestias species, we
collected 258 individuals from 12 south highland limnic systems. We performed
morphometric, meristic and molecular systematics studies, with four or five individuals
from each locality. Using the mitochondrial ND2 gene (1120 pb), cytochrome b (1114 bp)
and control region (972 bp),' we performed the following phylogenetic analyses: maximum
parsimony, maximum likelihood and Bayesian inference. The analyses were for each gene
and for a total evidence matrix including both morphometric and meristic characters. Based
on the genes studied the divergence times of lineages were obtained.

The morphometric and meristic results show that most of described species can be

distinguished using a combination of these characters, except for O. piacotensis which
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shows no clear differentiation from all other species studied. The molecular phylogenetic
study shows three distinct major clades, 1) the first grouping the O. agassizii from Isluga
River closely to the O. puni from Titicaca Lake, 2) a second clade with the species O.
ascotanensis and O. agassizii from Huasco River as a sister group of the Orestias sp. from
the Carcote salar, and 3) a clade comprising species from Lauca National Park.
Interestingly, the analysis distinguished two distinct evolutionary units from the Ascotan
and Carcote salar, both previously identified as O. ascotanensis. Also, two different
lineages were found for the O. agassizii, described from the Huasco and Isluga systems.
Finally, for the four Orestias species recognized from the Lauca National Park, results
suggest that all belong to a monophyletic group. Molecular clock estimates a divergence
before the last great paleolakes Plateau basin, the more recent diversification of species

occurring in the Lauca National Park.
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INTRODUCCION.

1.1 El Género Orestias

En el Altiplano solo se citan tres géneros de peces: Astroblepus, Orestias y
Trychomicterus. Para el género Orestias, “karachi”, creado por Valenciennes (1839),
se reconocen actualmente 44 especies, 23 especies endémicas descritas para el Lago
Titicaca y 20 distribuidas en diferentes sistemas altiplinicos (Arratia 1982; Parenti
1984a, Vila y Pinto 1986; Vila 2006).

Parker y Kornfield (1995), utilizando el gen mitocondrial 168, asigné al género
Orestias una posicién dentro de la  familia Cyprinodontidae.  El ancestro
Cyprinodéntido habité el oeste del Mar de Tetis entre 146 y 100 Ma (Jurdsico Tardio-
Creticico: Figura 1) y la colonizacién del norte de Sudamérica habria ocurrido entre
1060 y 80 Ma. El género Aphanius considerado grupo hermano de Orestias, también

tiene una distribucién determinada por el Mar de Tetis (Parker y Kornfield, 1995).




Figura 1. Mapa representativo del supercontinente Pangea, mostrando la presencia del Mar de Tetis.

Parenti (1984a) en una revision de las especies descritas en Orestias, lo
reconoce al como un grupo monofilético, el que es definido por siete sinapomorfias:
ausencia de aletas pélvicas, falta del primer postcleitrum, ausencia de vomer, radiales
cartilaginosos de las aletas media anal y media dorsal, separacion ventral del ceratohial
anterior y posterior, patron tnico de escamacion y poros de la cabeza, y la ausencia de
la extension ventral en el dngulo articular, que distinguen este género de otros peces
cyprinodontoideos. Al mismo tiempo, esta autora, separa cuatro complejos dentro del
género Orestias, los complejos cuvieri, mulleri, gilsoni y agassizii (Tabla 1). Este
altimo comprende 26 especies incluyendo las especies del Altiplano Sur. Las especies
del Altiplano Sur son un grupo monofilético, el que estdria definido por el patron de
escamacion sexualmente dimorfico, ya que las hembras tienden a tener mayor cantidad
de escamas que los machos (Figura 2: Parenti 1984a). La validez del nimero de

especies de Orestias descritas para la region del Altiplano sur es discutida por Villwock




et al (1986) y Villwock & Sienknecht (1995, 1996) quienes sefialan que las diferencias
enfre estas especies se deberfan a variacién ontogenética entre los ejemplares utilizados
por los autores y la presencia de hibridos de primera generacion entre algunas de estas
especies. Estos autores afirman que varias de las especies descritas para el complejo
agassizii representan diferentes estadios ontogenéticos (juveniles y adultos),
correspondiendo a poblaciones locales de una misma especie. Costa (1998) y
posteriormente Dyer (2000) en sus respectivos trabajos confirman la validez de las
especies reconocidas por Parenti (1984a) y sefialan como centro de origen y radiacién
hacia el resto del Altiplano el lago Titicaca.

Lissen et al. (2003), utilizando marcadores mitocondriales (Regién Control)
sugiere que las especies del Altiplano sur se agrupan en dos clados, uno con especies
del Lago Titicaca, y otro con las especies del Altiplano sur. En este trabajo, al igual que
autores que lo preceden también propone una colonizacién desde el lago Titicaca hacia
el sur del Altiplano, que habria tenido lugar durante el cuaternario tardio (530.000 —
880.000 afios) y agregan una posterior recolonizacion de algunas de estas especies hacia
el lago Titicaca. Liisen et al (op.Cit) establecen hace una subdivisién entre lo que llama
“Northern and Southern chilean populations” las que habrian divergido entre 370,000 y
600.000 afios (Figura 3).

La distribucién geogréfica actual de Orestias estaria asociada a la variacioén en
los niveles de agua en las cuencas ocurridas a partir del Plioceno, hecho que condiciona
su dispersién en la regién y sus especies constituyen en la actualidad un grupo
endémico de la cuenca inter-Andina de Peri, Bolivia y Chile, y conservan su
distribucion entre los 11° y 22° S y hasta altitudes de 4.600 msnm entre el lago Llacsha,
en Pert central, hasta las vertientes del salar de Ascotén, en el norte de Chile (Parenti,

1984a; Lauzanne 1982).




En Chile, este género se encuentra en lagos y rios tributarios de altura,
pertenecientes a diferentes cuencas endorreicas sin interconexidén en la actualidad

(Khlon 1972; Montti y Henriquez 1979; Niemayer y Cereceda 1984).

cuvieri mulleri | gilsoni agassizii
cuvieri mulferi gilsoni luteus
pentlandii | gracilis faquiri rotundipinnis
ispi crawfordi | mooni farfani
forgeti tutini uruni albus

incae minimus | olivaceus

minutus silustani
fchemnavini| agassizii
imarpe empyrasus
tomcooni | frontosus
robustus | polonorum
elegans
Jussiel
puni

, parinacotensis
laucaensis
tschudif
gymnoftus
hardini
clenolepis
ascotanensis
richersoni
multiporis
mundus
ututo
chungarensis

piacotensis
Tabla I. Complejos de especies del género Orestias, modificado de Parenti (1984a).
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populations” (Liissen et al. 2003).
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En el sur del Altiplano desde 17° a 22° S se ha descrito una especie de Orestias
por sistema limnico y en la actualidad, se reconocen cinco especies endémicas ¥y una
especie distribuida desde el lago Titicaca, Salar de Uyuni, hasta el Salar de Huasco e
Isluga. La actual distribucién de las e;pecies de Orestias, en los sistemas acudticos de la
region del Altiplano Sur podria ser explicada por la dispersién de los peces, la cual se
habré visto favorecida por la formacién de paleolagos (Keller y Soto, 1998). La
especiacién de Orestias serfa el resultado de un proceso de la fragmentacién de
poblaciones ancestrales causada por la inestabilidad de los habitats v condiciones
ambientales heterogéneas (Northcote; 2000). Las especies descritas para esta zona
pertenecen al complejo agassizii y son las siguientes: O. parinacotensis Arratia 1982,
distribuida en la Laguna delParinacota, O. laucaensis Arratia 1982, en el rio Lauca, O.
chungarensis Vila & Pinto 1986, se distribuye en el Lago Chungara y O. ascotanensis
Parenti 1984, en el Salar de Ascotéin, O. piacotensis, en la laguna de Piacota (Vila 2006)
y O agassizii que presenta la méas amplia distribucion del grupo, desde el Lago Titicaca,

Salar de Uyuni y en el Salar de Huasco y en los rios Isluga y Collacahua (sensu Mann

1954). (Tabla II).
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ESPECIE LOCALIDAD LATITUD (5) LONGITUD(W)

O. parinacotensis  Arratia 1982 Bofedal de Parinacota  18°12’ 02” S 69° 16° 04”7 W

O. laucaensis Arratia 1982 Rio Lauca 18°22° 50.4” 8 69° 20° 56.0" W
O. laucaensis Arratia 1982 Lapuna Cotacotani 18°12° 389”8 69° 14’ 02,1" W
O. chungarensis Vila & Pinto 1986 Lago Chungari 18°15° 01.8” S 69°10° 346" W
Q. ascotanensis Parenti 1984 Salar de Ascotén 21°29°07.7° S 68° 15 215" W
0. piacotensis Vila 2006 Laguna de Piacota 18° 12’ 01.57 5 69° 16° 02.1" W
0. agassizii (Sensu Mann, 1954)  Rio Isluga 19°15° 2297 S 68°42° 22.7" W
Q. agassizii (Sensu Mann, 1954)  Salar de Huasco 20° 15" 46.0” S 68° 52° 31.6" W

Tabla IL Localidades de las especies descritas de Qrestias del Altiplano Sur,

La mayoria de los trabajos filogenéticos y las descripciones originales de las
especies realizados en el género Orestias utilizan principalmente atributos de
morfologia externa (meristicos y morfométricos), los cuales pueden presentar una alta
variabilidad de los caracteres. El origen de esta variacién puede deberse al alto grado de
sensibilidad de los caracteres utilizados a las fluctuaciones de variables ambientales,
como lo son la salinidad y la temperatura (Koumoundouros, 2001; Hall y Johnston,
2003; Spier, 2003; Kinne 0., Kinne EM., 1962 a ¥ b; MacGregor y MacCrimmon, 1976
y 1977; Swanson, 1998; Hosoya y Kawamura, 1997; Barlow G W, 1961).

Los caracteres moleculares, han sido de extrema utilidad para la resolucion de
las relaciones filogenéticas en los peces, especialmente cuando los caracteres
morfolégicos no han sido ttiles para Ia resolucién de las relaciones filogenéticas. Entre
otros se puede mencionar los trabajos de Farias et al. (2000), los que utilizando el gen
165 establecen las relaciones de la Familia Cichlidae; Sturmbauer y Meyer, (1993), con

los genes de la Regién Control y Citocromo b, resuelven la filogenia de las especies de

Ciclidos del lago Tanganyka.
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El establecimiento de las relaciones filogenéticas dentro del genero Orestias
podria verse favorecido con la realizacion de estudios moleculares mas integrales, que
incorporen al andlisis un mayor miimero de caracteres moleculares y nuevas poblaciones
comprendidas en el rango de distribucion de estos taxa. Conjuntamente con lo antes
sefialado, es necesaria la realizacién de trabajos filogenéticos que incorporen las
especies presentes en la region de Altiplano Sur, y hagan posible la integracién de
evidencia morfolégica y caracteres moleculares en sus analisis (evidencia total). Esto en
relacion con Ia historia del desarrollo de los sistemas lacustres del Altiplano lo cual
podria ser determinante para explicar la distribucién actual de los grupos presentes en

esta area como es el caso de la familia Cyprinodonfidae con el género Orestias y sus

relaciones biogeograficas.

1.2 El Altinlano

Et Altiplano Andino, planicie en altura en los Andes de Pert, Bolivia, Chile y
Argentina ubicado entre los 11° y 22° latitud Sur, con una altitud entre los 3700 y los
4600 msnm y una altura promedio de 4200 msnm, es una region con clima 4rido y
cuyo eje norte sur presenta un promedio anual de precipitaciones entre 200 y 500 mm,
que caen principalmente durante diciembre a febrero a través del denominado "Invierno
Altiplénico”, (Hurlbert & Chang 1984; Salazar 1997). Aunque estas pueden no alcanzar
directamente ciertas zonas, las aguas precipitadas en las altas montafias Ilegan a las
cuencas a traves de escorrentias o por infiltracién subterranea {Keller y Soto 1998).

En el Altiplano sur (17° a 22° 8) o Puna en el territorio chileno, se han descrito

33 cuencas hidrograficas, las que han sido clasificadas por diversos autores en dos tipos:
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1) hidrolégicamente cerradas cuyo Yinico mecanismo de descarga es la evaporacién,
situacién que ocurre en la mayoria de lagos y salares, ¥ 2) cuencas hidrolégicamente
abiertas, las cuales tienen comunicacién subterrinea con cuencas vecinas, alin cuando
son supetficialmente cerradas. El hecho de que las cuencas no presenten interconexion
superficial entre ellas supone un aislamiento de las especies acudticas, por lo menos
desde el iltimo gran levantamiento de la cordillera de los Andes al final del Mioceno, lo
que habrfa permitido la diferenciacién tanto fisicamente como quimicamente en los

distintos sistemas hidricos presentes hasta la actualidad.

1.3 Historia Geoldgica del Altiplano.

El Altiplano es una formacién intermontana cuyo origen estuvo determinado por
la compresién tecténica este-oeste, proceso que ha ocurrido en varias fases en los
tltimos 90 millones de afios (Figura 4) (Lundberg et al, 1998). Durante el Terciario yel
Cuaternario, el Altiplano fue objeto de una intensa actividad volcanica y sedimentaria
que afecté a extensos sistemas lacustres que evolucionaron hacia cuencas evaporiticas
de diverso tamafio, proceso ain presente y que determina la existencia de lagos, lagunas

salinas y salares en la regién (Chong, 1988).
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Figura 4. Distribucion de los continentes en el Cretacico Tardio (90 Ma).

Etapas de fuertes fases de elevacion pueden ser datadas en 89 Ma, 73 Ma, 59
Ma, 43 Ma, 30 Ma y 11 Ma (Marshall & Sempere, 1993; Sempere et. al. 1997). La
elevacion de los Andes, que llevé a la formacion del Altiplano comenzd hace 60 Ma
aproximadamente. La fase mas fuerte de elevacion para los Andes centrales ocurrid
aproximadamente entre 20-30 Ma, durante este periodo el Altiplano se fue elevando
sobre los 3000 msnm (Marshal & Sempere 1993, Lundberg et al. 1998). Ademas
existieron fuertes elevaciones en el norte de los Andes entre 5 a 3 Ma. Con estas
elevaciones el Altiplano fue aislado, desarrollandose ademas la cordillera oriental de los
Andes Ecuatorianos y Colombianos.

El cambio de las vias de flujo de los grandes rios sudamericanos vy
probablemente también masas de aguas marinas jugaron un rol en el desarrollo y
distribucion de la ictiofauna, dada la inundacion de las areas bajas de Sudamérica. Estas
transgresiones marinas podrian representar potenciales rutas de migracion. El relleno de
las tierras bajas por sedimentos podria causar fendmenos de vicarianza, el cual pudo

haber sido de importancia en el desarrollo de la ictiofauna sudamericana. En la
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interaccién de los procesos tecténicos fue repetitivo el aislamiento de los sistemas
limnicos periféricos. A partir de documentacién fosil (Lundberg 1998, Gayet &
Meunier 1998) es conocido que Ia fauna ictica neotropical se diversificé hasta el,final
del Mioceno.

Los cambios antes mencionados en los sistemas acnaticos y la elevacién andina
fueron de importancia para la evolucién de los peces y se postula que varios de los
grupos presentes podrian ser tan antiguos como la elevacién de las montafias. Estos
eventos  serfan responsables de la ocurrencia de una serie de endemismos en
Sudamérica (Lundberg et al. 1986, 1988, Lundberg 1997; Vari & Weitzmann, 1990;

Retzer, 1994; Rice 1998) creando nuevos tipos de hbitats en el Altiplano.

1.4 Fluctuaciones historicas del nivel de los lagos altiplanicos.

Durante el Plioceno (2-3 Ma), la cordillera de los Andes adquirié su altitud
aciual. Bl levantamiento cordillerano més la tecténica durante el cuaternario es la causa
de una importante fracturacién de la cuenca en el Aliiplano. Durante el Pleistoceno se
presentaron fluctuaciones en los niveles hidroldgicos en la cuenca altipldnica,
encontrandose en este perfodo una sucesién de periodos secos y periodos himedos,

evidenciado por la existencia de paleolagos de distinta extension y profundidad (Figura

5 y Figura 6).
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Figura 5. Historia de los paleolagos, reconstruida a partir de lineas de costa, de los dltimos 120 mil afios,
mostrando los diferentes periodos lacustres y sus respectivas duraciones. {Placzek et al., 2006).
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Figura 6. A y B) Seccién norte-sur de las altitudes de los paleolagos Minchin, Ouki y Tauca, se muestra
las cotas aproximadas de los sistemas actuales. (modificada de Placzek et al., 2006).
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El holoceno superior en la zona subtropical del Altiplano fue un perfodo con
fluctuaciones climéticas del orden temporal del milenio y de considerable magnitud.
Los sedimentos lacustres mds recientes muestran una evolucién de las condiciones
climéticas hacia caracteristicas de aridez (Vila, 1975).

El Lago Mataro con una profundidad de 140 metros se desarrollé sobre el nivel
del actual lago Titicaca (3180 msnm) cubriendo completamente la zona norte y centro
de altiplano en su méxima extensién, durante la era del hielo Calvario,
aproximadamente 1.8 Ma, representando el mds extendido paleosistema; en la zona Sur
del Altiplano, durante el pleistoceno medio, se desarrolld el Paleolago Cabana, a una
altura de 3900 msnm, ambos sistemas se caracterizaron por formar un solo plano de
agua en el Altiplano (Lavenu et al. 1984; Fornari et al. 2001). Se describen sedimentos
del paleolago siguiente, el Lago Ballividn, presente durante el pleistoceno superior,
después de Ia edad del hielo Sorata, la cual terminé hace 700,000 afios. E] Lago Escara,
con una datacion de 190,000 afios, contemporaneo al lago Ballividan en el norte del
Altiplano, se situé en una altura de 3780 msnm, abarcando una gran superficie del
Altiplano centro sur (Fornari et al. 2001), La conexién entre Ia parte n?rte y sur del
Altiplano fue interrumpida por la llamada loma Ulloma Callapa (100 kilémetros al sur
del lago Titicaca actual), EI evento lacustre siguiente es el Lago Ouki, cuyo origen se
data entre 105 a 100 Ka, éste se ubicaba a 3740 msnm, y abarcaba cuencas actuales del
Lago Poopo y los Salares de Coipasa, Uyuni y Empexa. El final del Pleistoceno esté
marcado por el Lago Minchin el cual se ubicé a2 una altura de 3825 metros v una fecha
de datacién de sus terrazas entre 72,000 — 32,200 afios (Fornari et al. 2001, Servant &
Fontes 1978), estando dividido por la loma Ulloma Callapa en dos grandes cuerpos de
agua, siendo la del sur de mayor tamafio. Posterior a estos, el paleolago Tauca formado

hace 10,000 afios al final de la filtima era glacial, a un nivel maximo alrededor de los
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3780-3790 msnm abarcé una extension de 60.000 Km®, teniendo la misma extension del
lago Minchin (Figura 7). Este paleolago ocupé las cuencas de la parte central y sur del
Altiplano, incluyendo los actuales Lago Poopo y los Salares de Coipasa, Uyuni,
Empexa y Laguani. Los paleolagos Ballivian, Minchin y Tauca conformaron dos
cuerpos de agua separados, uno norte, que comprendio el area donde se ubica el actual
lago Titicaca y uno sur que cubria las zonas centro y sur del altiplano, siendo la unica

conexion posible el paleo rio Desaguadero.

Figura 7. Reconstruccion de los paleolagos y glaciares durante el Pleistoceno en la cuenca Andina.

En el Altiplano occidental, Siez et al. 2005, ubican la formacién del Lago
Chungara anterior a los 13 Ka, debido al colapso de la caldera del volcan Parinacota el
cual bloqued el paso del Paleo rio Lauca, causando el aislamiento de esta sub-cuenca.

La reconstruccion de la hidrologia de esta sub-cuenca muestra fluctuaciones en sus
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niveles durante el Pleistoceno-Holoceno, encontrando los mayores voltimenes del Lago
Chungard durante el Holoceno tardfo. Asimismo enire estos periodos hiimedos hay
evidencia de perfodos secos como es el caso de la presencia de salares entre 95-80 Ka
(Placzek et al. 2006; Zreda et al. 2001; Fritz et al. 2004; Formari et al. 2001; Schwalb et
al, 1999; Silvestre et al. 1999; Lavenu et al. 1984). Zreda et al. (2001). muestra una
aparente ausencia de depésitos que se correlacionen con el Ultimo Maximo Glacial, el
cual se relaciona con las condiciones climaticas, las cuales fueron desfavorables para el
desarrollo de glaciares.

La historia y sucesiones de estos lagos Pleistocénicos, como consecuencia de
fenémenos geoldgicos y climéticos, habria ocasionado que las poblaciones de especies
acuaticas que habitaron en los grandes sistemas lacustres del Terciario y Cuaternario se
vieran afectadas, fraccionindose en militiples subpoblaciones total o parcialmente
aisladas unas de otras. Lo anterior habria producido un mosaico de poblaciones con
distinto grado de divergencia o incluso podrfa haber generado la formacion de distintas
especies. Es posible, ademds, esperar que las especies de los sistemas que se separaron
primero fuesen mds divergentes (por ej emplo aquellas que habitan el lago Titicaca), que
las especies de los sistemas més nuevos como es el caso de los salares de Uyuni,
Coipasa, Huasco, Rio Isluga y los Lagos Poopo y Chungaré (Parker y Kornfield, 1995).
Ademis se suma la dificultad de datar las fechas con fésiles del paledgeno de peces
Gseos, ¢l cual ha sido poco explorado en busca de fosiles de peces teledsteos (Arratia
2004), no reportindose dataciones de fosiles de Cyprinodéntidos en la region. Ademas
de la falta de informacion acerca de los paleorios presentes en estas zonas del Altiplano,
los cuales podrian aportar informacién respecto de los hébitats y posibles

interconexiones entre los sistemas hidricos,
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Los estudios filogenéticos moleculares de organismos endémicos del Altiplano,
ofrecen una aproximacién muy util para investigar procesos histéricos de eventos
geoldgicos y los cambios ecoldgicos concomitantes (Peng et al., 2006). El analisis de
peces de agua dulce puede proveer una unién entre la evolucién bistica y la geologia,
debido a que su dispersién depende de la formacién de conexiones directas entre los
sistemas hidricos (Bermingham and Martin, 1998; Lundberg, 1993), cuando la historia
de esas interconexiones reflefa la geologia subyacente. Debido a que en la actualidad la
distribucién de las especies Hmmicas estan delimitadas a sistemas hidricos aislados,
donde el género Orestias, en el Altiplano Chileno se presenta como un grupo ideal para
investigar la historia de esta regién, debido a que su patrén de distribucidén ha sido
influenciado  significativamente por los movimientos tecténicos durante el
levantamiento de la Cordillera de los Andes (Keller y Soto, 1998).

Debido a los cambios actuales en el ntmero de especies descritas y a la
discusién taxonémica existente, se presenta como necesario una revisidn de los
caracteres morfologicos utilizados en las descripciones originales, que permita evaluar
la plasticidad de estos rasgos entre las especies descritas y su calidad de caracteres
diagnésticos, analizindolos desde un punto de vista filogenético e incluyendo estudios
de forma a través de analisis de morfometria geomeétrica. Ademads, de la generacion de
una hipétesis filogenética de las relaciones entre las especies de Orestias presentes en el
Altiplano Sur utilizando genes mitocondriales con diversas tasas de evolucién como son
la Regi6n Control, Citocromo b y la Subunidad 2 de 1a NADII deshidrogenada (Tang et
al. 2005), estimando con los distintos genes las fechas de divergencia de los linajes
obtenidos y proponer finalmente la posible existencia de nuevas especies (linajes) como
resultado de estos analisis. Ademds se incorpora en conjunto informacién morfologica y

molecular en éste estudio a través de un andlisis de Evidencia Total, el cual se ha
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mencionado que entrega un mejor estimado de Ia filogenia que la obtenida analizando
los datos separadamente (Eernisse and kluge, 1993, Hillis and Wiens, 2000), ademas,
permite distinguir homoplasias de homologias verdaderas, donde, los caracteres que
representan niveles muy diversos de cambio evolutivo (sustituciones de nucleétidos en
un gen y cambios morfol6gicos complejos posiblemente codificados por multiples
genes) son poco probables de sefialar falso en el mismo sentido (Glenner et al. 2004

Doyle, 1992), para asi obtener una hipétesis filogenstica robusta.
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HIPOTESIS.

Esta tesis somete a prueba ia hipétesis que el proceso de especiacion de las
especies del género Orestias presentes en la Puna (Altiplano Sur), habria ocurrido como
producto del fraccionamiento de los sistemas lacustres ocurridos por la variacién
hidrolégica durante el Pleistoceno. De acuerdo a la informacién paleontolégica
disponible, se espera que las especies presentes en el Titicaca sean ancesirales a las
especies del género presentes en la zona centro sur del Altiplano.

En este segundo grupo las Orestias del Salar de Uyuni y Lago Poop6

corresponderian al grupo hermano de las especies presentes en el Lago Chungara y los

Salares de Ascotén y Carcote.
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OBJETIVOS.

3.1 Objetivo General.

El objetivo principal de esta tesis es establecer las relaciones filogenéticas de las
especies de Orestias descritas para La Puna a través de un anglisis comparativo de

distintos caracteres (morfol6gicos, meristicos y DNA mitocondrial).

3.2 Objetivos Especificos.

1.- Una redefinicion de los caracteres morfoldgicos y meristicos de las poblaciones
en estudio de Orestias, en un contexto filogenético, para lo cual se realizaron estudios

morfolbgicos utilizando las mediciones clésicas de las descripciones de-las especies.

2.-  Proponer utilizando genes mitocondriales una hipétesis de evidencia total

(morfologia y DNA mitocondrial) las relaciones filogenéticas de las especies de

Orestias de la Puna.

3.- Determinar el tiempo de divergencia de las especies utilizando la

hipétesis de reloj molecular.
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MATERIALES Y METODOS.

4.1 Colecta de Muestras. '

258 ejemplares fueron recolectados entre los afios 2005 y 2007 desde 12
diferentes sistemas limnicos del altiplano sur en Chile Andino o puna (Figura 8). En
estos muestreos se incluyeron tanto las localidades descritas en la literatura para cada
especie como nuevas localidades; Las especies incluidas en este estudio fueron O,
parinacotensis del bofedal de Parinacota, O. laucaensis del rio Lauca y de la laguna de
Cotacotani, O. chungarensis del Lago Chungara, O. ascotanensis del Salar de Ascotéan,
O. piacotensis de la laguna de Piacota y O. agassizii del Salar de Huasco y del rio
Isluga, O. sp del bofedal de Chuviri, 0. sp del Salar de Carcote, O. sp del rio
Collacagua y O. sp de la quebrada de Umaqui. Para la determinacion de las especies, se
utilizaron las descripciones de Parenti (1984b), Vila y Pinto (1987), Vila (2006). Todo
el material recolectado fue preservade en etanol puro al 100% y mantenido en la

coleccién del Laboratorio de Limnologia de la Universidad de Chile.
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Figura 8. Mapa de Distribucion de las localidades donde existe la presencia de Orestias utilizadas en este
estudio.

4.2 Analisis Morfométrico y Meristico.

Las siguientes medidas fueron tomadas, utilizando una serie ontogenética de
individuos, y utilizadas estandarizadas con la longitud estandar: longitud predorsal,
longitud preanal longitud de la cabeza, altura de la cabeza, altura maxima, longitud del
pedinculo caudal, altura del pedinculo caudal, didmetro de la orbita ocular ancho bucal
y distancia preorbital (Figura 9). Para los andlisis meristicos se utilizaron los mismos
individuos realizandose un recuento del niimero escamas de la linea lateral, y el nimero
de rayos de las aletas dorsal, anal, pectoral y caudal, en todos los andlisis se utilizaron

individuos adultos y juveniles. El analisis de datos incluyé un andlisis de varianza
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multivariado (MANOVA) utilizando todas las medidas morfométricas, agrupando los
individuos por localidades muestreadas y por tipo de ambiente, clasificindolos en
Léticos, Lagos y Bofedales, los cuales se diferencian entre si por sus caracteristicas
fisicas y quimicas. Los sistemas léticos se refieren a rios, sistemas de aguas corrientes,
en que el flujo estd determinado por la pendiente y es unidireccional y que presenta una
mayor heterogeneidad espacial y temporal en cuanto a las variables fisicas y quimicas.
A su vez los Lagos se refieren a sistemas de aguas quietas (de escaso caudal), en las
cuales el flujo esta regulado por el viento y la temperatura, siendo este flujo turbulento,
presentando una mayor homogeneidad de las variables fisicas y quimicas, en su zona
pelégica, y finalmente los bofedales son éreas donde el suelo estd saturado de agua o
inundado parcialmente, con exiremas variaciones anuales de agua. Los sistemas I6ticos
son los rios Lauca, Isluga, vertientes de Huasco, Ascotén y Carcote; Lagos, Chungard,
Piacota, Cotacotani; y finalmente los bofedales de Parinacota y de Chuviri. Se realizd
ademds un Anilisis de Componentes Principales (PCA) utilizando el programa MVSP

3.12 (www.kovcom.com); un andlisis discriminante (LDA) fue llevado a cabo

utilizando el software Statistica 6.0 (Statsoft), utilizando cada especie como variable
clasificadora. La funcion discriminante fue evaluada en una matriz de clasificacién
utilizando la opcion de Jacknife. Ademas para determinar la correlacidén entre la
diferenciacion morfométrica y meristica con la distancia geografica se realizd un test de
Mantel, utilizando el sofiware Mantel 2.0 (Liedloff, 1990).

Con el objetivo de incorporar la informacién morfométrica y meristica a los
analisis filogenéticos, la cual aporte mayor cantidad de datos y un tipo diferente de
evoll,}cién, que permita tener una vision mas completa de las relaciones filogenéticas
entre las especies estudiadas, los datos recopilados fueron incorporados en una matriz y

posteriormente codificados utilizando el software Morphocode (Schols et al. 2004), con
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estos datos se confecciond una matriz de datos de evidencia total, en conjunto con los

datos moleculares.

]

/;////,,/2’//
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Figura 9. Mediciones Morfologicas y merfsticas utilizadas en este estudio, 1 distancia interorbital. 2 largo
cabeza. 3 longitud predorsal. 4 Largo estindar. 5 largo total. 6 rayos aleta dorsal. 7 largo narina. 8
profundidad del cuerpo. 9 escamas de la linea lateral. 10 profundidad pediinculo candal. 11 rayos aleta

pectoral. 12 Jargo del pedinculo caudal. 13 rayos aleta anal. 14 aleta candal. 15 Longitud preanal. 16
Altura de la cabeza.
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4.3 Extraccion de DNA, amplificacion y alineamiento.

La obtencién de DNA gendmico total se realizo a través de una muesira de
miisculo o aleta, para cada uno de los cuatro o cinco individuos de cada localidad
utilizados en este trabajo (Tabla IEI). El tejido obtenido fiie preservado en etanol al
100%. La extracciéon de DNA fue realizada utilizando el protocolo de fenol/cloroformo
(Hillis et al. 1990). Los fragmentos de los genes Citocromo b, ND2 y Regién Control
del DNA mitocondrial fueron amplificados utilizando la técnica estdndar de PCR en 50
uL, utilizando 1 uL del templado de DNA. extraido. Las siguientes condiciones de PCR
fueron utilizadas para la amplificacién del fragmento ND2: primers ND2B-L (AAG
CTT TCG GGC CCA TAC CC) y ND2E-H (TTC TAC TTA AAG CTT TGA AGG C),
(Broughton and Gold, 2000). El programa térmico utilizado fue un precalentamiento a
94°C por 2 min. Seguido de 30 ciclos, denaturacion a 94°C por 35 seg., annealing 50°C

por 35 seg,, extension a 72 °C por 90 seg. y finalmente una extensién a 72°C por 1 min.
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Para citocromo b los partidores 114724 (GACTTGAAAAACCACCGTTG) y H15915
(CTCCGATCTCCGGATTACAAGAC) (Xiao et al. 2001). El programa térmico
utilizado fue un precalentamiento a 94°C por 2 min. Seguido de 30 ciclos, denaturacion
a 94°C por 1 min., annealing 51°C por 1 min., extensién a 72 °C por 30 seg. y
finalmente una extensién a 72°C por 10 min. Para la Regioén Control se utilizaron los
siguientes partidores (ACCCCTAACTCCCAAAGCT) y
(TGATAGTAAAGTCAGGACCAA) (Morales, 2009) el programa térmico utilizado
fue un precalentamiento a 94°C por 2 min. Seguido de 30 ciclos, denaturacion a 94°C
por 35 seg., annealing 63°C por 90 seg., extensién a 72 °C por 90 seg. y finalmente una
extensién a 72°C por 10 min. Los productos amplificados fueron visualizados en geles
de agarosa al 1% con bromuro de etidio, luego enviados a purificar y secuenciar a
Macrogen Inc. (Korea). Los cromatogramas obtenidos fueron editados y las secuencias
fucron alineadas utilizando el programa Bioedit 7.0.1 (Hall, 1999). Los alineamientos

obtenidos fueron posteriormente revisados de forma visual.
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ESPECIE LOCALIDAD LATITUD (S) LONGITUD(W) NUMERO DE
ESPECIMENES
NDp2  Cytb  dLoop

0. agassizii Rio Isluga 19°15° 229”8 68°42°227"W 5 4 5

O. agassizii Salar de 20°15°46.0” S 68°52°31.6"W 5 5 5
Huasco

0. ascotanensis Salar de 21°29°07.7°868°15°21.5"W 5 4 4
Ascotin

0. sp Salar de 21° 16’4637 368°19° 208" W 5 5 5
Carcote

O. chungarensis Lago 18°15°01.8"8 69°10°34.6"W 5 5 5
Chungara

O. parinacotensis  Bofedal de 18°12°02” S 69°16° 04" W 4 5 4
Parinacota

O. piacotensis Laguna de 18°12°01.5” S69° 16’ (2.1”W 5 5 5
Piacota

Q. laucaensis Rio Lauca 18° 227 50.4” S 69° 20’ 56,0" W 5 5

Q. sp Bofedal de 18°10° 09 § 69° 20’ 05 W 3 4
Chuviri

0. laucaensis Laguna 18°12°38.9”569° 14’ 02.1”W 5 5 4
Cotacotani

O.sp Bofedal de 17°44° 12,67 S 69°23° 26.2"W 5 5 4
Umaqui

O. agassizii Rio 20° 08’ 47.6” 368°50° 368" W 5 5 4
Collacagua

O. puni Lago Titicaca  15°50° 02.6" S 70° 01’ 56.5" W 5 4 5

Tabla II1. Localidades estudiadas y mimero de especimenes analizados para cada uno de los genes.
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4.4 Andlisis Filogenéticos.

Los andlisis filogenéticos fueron realizados con el software PAUP* 4b10
(Swofford, 2003), para Maxima Parsimonia y Méxima Verosimilitud. Se utilizo
MrBayes v3.01 para estimar las relaciones filogenéticas utilizando Inferencia Bayesiana
(Huelsenbeck and Ronquist, 2001; Huelsenbeck et al., 2002). Los datos fueron
analizados utilizando cada particién por separado y en un anslisis combinado de los
genes Citocromo b, ND2 y Regién Control del DNA mitocondrial.

Se realizan los tres andlisis pata el mismo set de datos, debido a que presentan
diferencias en sus algoritmos y en la metodologia utilizada en la optimizacién de las
relaciones filogenéticas, el método de Maxima Parsimonia en términos generales se
puede definir como “Un criterio cientifico para clegir entre hipétesis competentes que
explicar; los datos del modo més simple y eficiente” (Kitching et al, 1998). En
sistemética filogenética es andlago al principio auxiliar de Hennig “nunca asuma
convergencia siempre asuma homologia en ausencia de evidencia contraria”. Esto nos
lleva a siempre elegir aquella hipétesis que involucre el menor nimero de pasos (“la
mas parsimoniosa”). En cambio el método de Maxima Verosimilitud y el de Inferencia
Bayesiana, son métodos estadisticos que requieren de un modelo particular, ad-hoc a las
secuencias utilizadas, para optimizar e inferir la hipdtesis filogenética, en este caso “la
mas probable”. Asi si se presenta una congruencia entre las hipétesis filogenéticas
obtenidas con los distintos algoritmos, para una misma matriz de datos, se asumiria una
mayor robustez en las interpretaciones basadas en esta hip6tesis filogenética.

El andlisis de Méxima Parsimonia se realizé a través de bilisqueda heuristica

utilizando el algoritmo TBR (tree bisection and reconnection) con adicién de secuencias

aleatorias, la topologia de los é4rboles fue examinada con bootstrapping (1000
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pseudoréplicas) (Felsenstein, 1985). Se realizé un analisis de homogeneidad de matrices
(ILD) (Farris et al. 1995 a y b) para combinar las secuencias de los genes y realizar los
andlisis de datos combinados, favorecidos debido a que los genes mitocondriales son
heredados como un locus tinico sin recombinacion suponiendo que han experimentado
historias de ramificacién similares (Knudsen et al, 2007).

Para los andlisis de Méxima Verosimilitud y Bayesiano, el modelo apropiado de
sustitucion molecular fue determinado por el uso del Criterio Informacién de Akaike
(AIC) implementado en el programa Modeltest v3.06 (Posada and Crandali, 1998), Para
el andlisis de ML la topologia de los 4rboles fue examinada con bootstrapping (500
pseudoréplicas). Para MrBayes v3.06 la reconstruccion de la filogenia se utilizd los
pardmetros implementados para ML junto a valores por defecto de cuatro cadenas
Markovianas. Se corrieron 5.000.000 de generaciones realizandose un muestreo de
drboles cada 1000 generaciones. Para el anélisis final se quemaron los primeros 500
arboles, obteniendo un total de 4500 drboles. Las probabilidades a posteriori fueron
obtenidas para los grupos en un arbol de consenso de la mayoria construido a partir de
los 4500 4rboles retenidos. Para el analisis de Evidencia Total, 1as matrices obtenidas
fueron analizadas con Méxima Pai:simonia y anélisis Bayesiano utilizando particiones
moleculares (Citoctomo b, ND2 y Regién Control del DNA mitocondrial) y
morfologicas, para esta ultima se utilizé el modelo Markov k model descrito por Lewis
(2001) y para _los caracteres moleculares se obtuvo el mejor modelo con el programa
Modeltest v3.06 (Posada and Crandall, 1998).

En todos los analisis se utilizé como grupo externo a Orestias puni, material
recolectado en ¢l lago Titicaca debido a que Parenti (1984 a} sittia a O. puni en un grupo
monofilético contiguo al grupo donde estin presentes las especies del Altiplano Sur,

dentro del complejo agassizii, descrito por esta autora (Figura 2), el cual es un grupo
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externo mas cercano a las especies en estudio que el género Aphanius propuesto por

Parker y Komnfield (1995).

4.5 Tiempos de divergencia.

Para estimar los tiempos de divergencia se usé el programa Beast v 1.5.3. Estos
andlisis fueron realizados utilizando el método bayesiano y con un reloj molecular
relajado lognormal, el cual permite una variacién en la tasa especifica para cada rama
utilizando una disttibucién lognormal (Drummond et al., 2006) con los parametros por
defecto y los modelos de evolucién obtenidos para cada gen, en el caso del gen
citocromo b se utilizé una tasa de sustitucion molecular, 0,005 substituciones/sitio/my
(Zardoya y Doadrio, 1999) y 0,0152 substituciones/sitio/my (Zardoya y Doadrio, 1998),
en el caso de la region control se utilizé una tasa de 0,028 substituciones/sitio/my,
mientras que para el gen ND2, se usé una tasa de de sustitucién molecular, 0,0013

substituciones/sitio/my (Bermingham et al. 1997).
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RESULTADOS.

3.1 Morfometria y Meristica,

La Tabla IV presenta los datos meristicos para las series ontogenéticas
analizadas. Los valores obtenidos en la meristica no difieren entre Juveniles y adultos de
cada especie estudiada y son similares a los resuitados entregados por Parenti (1984b).

Ademis hay que hacer notar que existe una sobreposicion en el rango de los caracteres

examinados entre las especies.
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El Analisis de Componentes Principales muestra que los dos primeros ejes dan
cuenta del 99, 6% de la varianza (Figura 10). En el primer eje la distancia pre orbital y
el numero de rayos de la aleta caudal y en el segundo eje el diametro de la orbita, los
rayos de las aletas dorsal, anal y caudal dan cuenta del mayor peso de la varianza. Este
analisis muestra patrones poco claros tales que O. ascotanensis se encuentra agrupado
en valores negativos en el espacio morfométrico, para ambos ejes, al igual que O.
chungarensis, no encontrandose una clara diferenciacion entre el resto de las especies

en el espacio morfométrico.

18.0— :
16.2— . ®
14.4— !

126 = W O puniTiticaca

108

A\ O spCarcote

o chungarensis

@ 0 ascotanensis

g @ ©. sp Chuviri

E 0. parinacotensis

& %/ Q. agassiziilsiuga
[0 piacotensis
(0. laucaensis

(0. agassizii Huasco

+ O. faucaensis
Cotacotani

X 0. sp Umaqui
' Q. agassizii

T T T T T T T T T T T T T ] Collacagua
190 152 114 78 38 00 38 76 114 152 190 228 266 304 342 380

Eje 1 (83.75)

Figura 10. Andlisis de Componentes Principales de 16 caracteres morfolégicos y meristicos medidos en
especies del complejo agassizii del Altiplano Sur. Los valores junto a los ejes corresponden al porcentaje
de varianza explicado por cada uno de ellos.

El Anélisis de Varianza Multivariado mostré diferencias significativas entre las
localidades para los caracteres analizados (Wilks® Lambda = 0.0026 F= 12.32. df= 135

p-tail < 0.01), asimismo se encuentran diferencias significativas para cada uno de los
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caracteres medidos en Jos anélisis univariados (ANOVA) realizados enire Ias
localidades analizadas (p < 0.01), ademés se observa que existen diferencias entre
localidades para cada carécter, en el test a posteriori de Tukey para muestras desiguales,

que permiten una diferenciacion la especies entre si (Tabla V).
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Q. sp O 0. . sp Q. Q. agassizii 0. 0. 0. agassizii
Carcote chungarensis ascotanensis Chuviri parinacolensis Isluga piacotensis laucaensis Huaseo
O. chungarensis LC/RDY -
RP/RA
fEL
O. ascotanensis Dp/irP LpDvLC/ -
RC LPC/RD
/RP/RC
fEL
Q. sp Chuviri LCHC EPA/HC/ LPD/LC/ .
/DORP LPC/DP/ HC/DO
RC RD/RP/ DP
RC/EL
Q. HC/DP HC/ALPC/ LPDVHC LPA -
parinacotensis /RC/EL DR/RD/ /P!
RP/RC/ RP/EL
EL
Q. agassizii LC/AHC/ HC/HM/ HC/HM/HPC LPA/HM/ HM/MHPC -
Istuga HMHPC LPCHPC /BPRD HPC/RD /EL
/AB/RD /DP/RDY
/RP/RC RPRA}
RC/EL
O. piacotensis LC/HC HC/LFC/ HC/AB/DY/ RD/RA RD/RAS HM/HPC/ -
HM/DP AB/DP/ RD/RP/RA RC EL AB
RD RD/RP/ /RA/RC
RA/EL
O. laucaensis LPD/LC/ HC/LPC! LPD/LC/ LCHC/AB LCRIY Lcmct LCHC! -
! HC/HM/ DO/AB HC/HM/ RB/RP RAMC! HM/HPC DO/EL
DO/AB/ /DP/RD/ DO/AB/ IRARC EL DO/AB
DP/RDV/EL RP/RA DP/RD /EL RPRA
Ry /RC/EL
RA/EL
Q. agassizi Lcmcy HC/LPCT Lemcs LPA/RA HM/RA/ HM/MPC HM/HPC HCHMY -
‘Huasco RE/RC DP/RIY DERC EL IRC Do/
RP/RA/EL ABRD/
RC/EL
Q. laucaensis LPDAC/ HC/HM/ LPD/LC/ LPA/HC LC/RA LPD/LC/ LPD/LC HPC/DO LPD/LC!
Cotacotani HC/HM LPC/AR HC/HM/ /HM/HPC HC/HM /RC PP/ HMHPC
[DP/RD/ [DP/RD/ HPC/AB/ {DPF/RD/ FHPC/AR RC/EL /DP/RP
RCEL RP/RA/EL DP/RD/ Ry /DPF/RP
RP/RC

Tabla V. Anilisis de Tukey para muestras desiguales, para las diferenciaciones morfoldgicas entre

localidades estudiadas. Las siglas que se muestran corresponden a los caracteres que presentan diferencias
significativas entre las especies. LPD: Longitud Predorsal; LPA: Longitud Preanal; LC: Longitud Cabeza;
HC: Altura Cabeza; HM: Altura Maxima; LPC: Longitud Pedinculo Caudal; HPC: Altura Pedtnculo
Caudal; DO: Didmetro Orbita; AB: Ancho Bucal; DP: Distancia Preorbital; RD: Rayos Dorsal; RP:

Rayos Pectoral; RA: Rayos Anal; RC: Rayos Caudal; EL: Escamas Linea Lateral,
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Ademids se explor6 la diferenciacién morfolégica en los diferentes tipos de ambientes,
para lo cual se clasificaron las localidades en sistemas Iéticos, lagos y bofedales. Este
analisis multivariado (MANOVA) mostrd diferencias significativas entre los tipos de
ambientes analizados (Wilks’ Lambda = 0,39378, F= 7.60, df= 30 p-tail< 0.01), el
andlisis univariado de los datos (ANOVA) muestra diferencias significativas para todos
los caracteres excepto para la Longitud preanal, Didmetro de la Orbita, Ancho bucal, y
el nimero de rayos de las aletas Pectoral y Caudal, en la Tabla VI se muestran los

caracteres morfolGgicos y meristicos que mostraron diferencias entre los sistemas.

Lético Lago
Lético -
Lagos LPD/LC/HM/HPC/DP -
Bofedal DP/RD/RA/EL LPC/HPC/RA/EL

Tabla V1. Anilisis de Tukey para muestras desiguales, para las diferenciaciones morfolégicas entre tipos
de ambientes de las localidades estudiadas. Las siglas que se muestran corresponden a los caracteres que
presentan diferencias significativas entre las especies. LPD: Longitud Predorsal; LPA: Longitud Preanal;
LC: Longitud Cabeza; HC: Altura Cabeza; HM: Altura Mixima; LPC: Longitud Pedinculo Caudal;
HPC: Altura Pediinculo Caudal; DO: Digmetro Orbita; AB: Ancho Bucal; DP: Distancia Preorbital; RD:
Rayos Dorsal; RP: Rayos Pectoral; RA: Rayos Anal; RC: Rayos Caudal; EL: Escamas Linea Lateral.

El LDA mostré que existen diferencias significativas entre las especies (Wilks'
Lambda: 0.00265 F (135,1459=12.322 p<0.01), con altos valores de clasificacién para
O. chungarensis y O. ascotanensis con un 100% de clasificacion correcta, O. sp
Carcote, O. agassizii de Isluga y Huasco, O. laucaensis con valores sobre el 90%, O. sp
Chuviri, O. parinacotensis, O. laucaensis Cotacotani con valores sobre el 80% y
solamente O. piacotensis presenta valores bajos de clasificacién con un valor de 68%
(Tabla VII). El andlisis de Mantel muestra una correlacién no significativa entre la

distancia geogréfica y la diferenciacién morfolégica (= 0.42, p = 0.089).
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% Carcole | Chungard | Aseotan | chuviri { Parinacota | Isluga | Piacota | Lauca | Huasco | cotacotani
Correcto ’

Q. sp Carcote | 96,1 25 0 1 0 0 0 0 0 0 0
O. chungarensis | 100 0 17 0 0 0 0 0 0 0 0
O. ascotanenesis | 100 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0

0. sp Chuviri 87,5 0 0 0 14 0 1 0 0 1 0

O parinacota | 846 2 0 0 0 11 0 0 0 0 0

O. agassizii 90,4 1 0 0 0 1 19 0 0 0
Isluga
O. piacotensis | 68 1 0 0 1 0 17 3 2 i
Q. laucaensis 92,5 0 1 1 25 0
O. agassizii 90 0 0 0 0 1 0 18 1
Huasco
O. laucaensis | 87,5 0 0 0 I 1 K) 1 0 0 53]
Cotacotani ‘
Total 89,5 29 17 21 17 13 20 20 28 21 23

Tabla VIL Andlisis Discriminante. Nitmero de Individuos correctamente clasificados basado en sus
caracteres morfométricos y meristicos.

5.2 Andlisis Molecular.

3.2.1 Regidn Conirol.-

La amplificacién de la Region Control resulté en un fragmento de 972 pares de

bases. El andlisis de Maxima Parsimonia entregé en 2597 drboles igualmente

parsimeniosos (no mostrados), con un largo de 175 pasos, un indice de consistencia (CD

= 0,4286, un indice de retencion (RT) = 0,8084 y un indice de consistencia reescalado

(RC) = 0,3465. El anilisis de Méxima Verosimilitud, utilizando el modelo de

sustitucién nucleotidica TRN+I, asumiendo las frecuencias mucleotidicas, A=0.31400

C=0.15750 G=0.29960 T=0.22890, y la proporcién de sitios invariables = 0.6795,

encontré un arbol mas probable con un valor de —Ln = 2861.63968, arbol mostrado en
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la Figura 11. El andlisis Bayesiano fue realizado utilizando el mismo modelo y los
parametros obtenidos para el andlisis de Méxima Verosimilitud, obteniéndose a partir
de los 4500 arboles retenidos un 4rbol de consenso (no mostrado) donde la topologia
fue similar al anlisis de ML.

Todos los analisis filogenéticos realizados muestran tres linajes principales, en
un primer linaje se encuentran las poblaciones presentes en el Pargue Nacional Lauca
(cuenca del Rio Lauca), O. chungarensis, O. laucaensis, O, parinacoiensis, O,
piacotensis, O. sp Chuviri (*/*/1), en la regién norte del Altiplano Sur, Ias especies
pertenecientes a este linaje no presentan resolucién al interior de este grupo; como un
grupo hermano a este se encuentra O. sp (Carcote) que conforma un linaje bien definido
con valores de respaldo para MP, ML ¢ IB de 98/98/1, respectivamente (este orden sera
utilizado en el texto).

Un segundo linaje agrupa O. agassizii del rio Collacagua, O. ascotanensis y O.
agassizii Salar de Huasco (79/#/1) junto a O. sp de Umaqui. Finalmente, ubicandose

como tercer linaje, O. agassizii del Rio Isluga en una posicion de grupo hermano al

anterior (92/78/1).
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Figura 11. Arbol Filogenético de Méxima Verosimilitud del gen Mitocondrial Regién Control. 1000
réplicas de bootstrap, Los valores de soporte de los nodos corresponden: arriba parsimonia, medio

méxima verosimilitud, abajo probabilidad posterior Bayesiana, los valores no mostrados o con asterisco
(*) corresponden a valores menores al 70%.
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5.2.2 Citocromo b.-

La amplificacién del gen citocromo b resulté en un fragmento de 1137 pares de
bases. El andlisis de Méxima Parsimonia resulté en 144 arboles igualmente
parsimoniosos (no mostrados), con un largo de 40 pasos, un indice de consistencia (CI)
= 0.8000, un indice de retencién (RI) = 0.9638 y un indice de consistencia reescalado
(RC) = 0.7710. El anélisis de Msaxima Verosimilitud, utilizando el modelo de
sustitucién nucleotidica GTR+], asumiendo las frecuencias nucleotidicas, A=0.31830
C=0.16190 G=0.28220 T=0.23760, y la proporcion de sitios invariables = 0.8356,
produjo un 4rbol més probable con un valor de —Ln = 1998.72818 (Figura 12). El
andlisis Bayesiano fue realizado utilizando el modelo Y pardmetros obtenidos para el
analisis de Méxima Verosimilitud, obteniéndose a partir de los 4500 4rboles un 4rbol de
consenso con los valores de probabilidad a posteriori de cada uno de los nodos (no
mostrado).

En todos los analisis filogenéticos realizados se puede observar un linaje
conformado por las especies presentes en el Parque Nacional Lauca, O. chungarensis
O. laucaensis, O. parinacotensis, O. piacotensis ¥ O. sp Chuvir, en la regién norte del
Altiplano Sur (93/93/1) no presentando resolucién en las relaciones al interior de éste,
Junto a éste se observa un segundo linaje (73/81/0.99) conformado por O. ascotanensis
Yy O. agassizii del rio Collacagua junto a este se encuentra O. agassizii Salar de Iuasco,
encontrando como grupo hermano de este a O, sp de Carcote (96/95/1), y algunos
individuos de O. sp de Umaqui, Finalmente como un tercer linaje encontramos a O.

agassizii del Rio Isluga en una posicién como grupo hermano al resto de las especies de

este estudio.

39




0._puni

e
{1 Q._punt
O.Zsunl

0O,_puni

._ascalanensis
ascolanensis

10,5

B o
&

- agassizi

eleiele]

,_adassixi
0O.”agassizll{
O._agassiz]

| Callacagia
: Gasco”
O."agassizil Huaseo

I 0._sgassizii Hoasco —
0.”agassizli"Huasco

0O,_sp_Umaqul

0._sp_Umagqul
T e} T

Huasco

73/81/0.99 96/95/1 | 5-gacole
0.7 sp_Carcote

O._sp_Carcols

O._sp_Carcate

73/+0.97 Q-Ehingerens

0.7«
0

. I

G._=zp_Umaqu

©Q._chungarensis
4 O._lat

IO. laucgensts._cotacotant
0. laucpensfs_catacotafi]
0. Jaucaensis”cotacotani

' 93/93M1 §Qlat

O._laucaensis_Lalica
O.avcaensls” | aues

0. Jaucaensis_Lauca
O._parinacolensls
O._parinacolensis
Q. patinacotensls

Q

O.Zglamlensls

0Q._piacolensis
ohia

o 3 3 iagownsls
.. mnacolansi
OEp, Chusvit

._sp_Umagul

Qo0

._esgassizii [sfuga

._agassizl_|sluga

X a?asslzﬂ‘__lsluga
0Q._agasslzli i

sirga

O._sp_Umaqui

00020

ls_colacotani
Q,

,_lattcaensis_colacotant

is_Latca
— " 0, Jaucaensis Lavea

Q._parinacetensts
._Flacolensis

O._sp_Umaqui
10, or Unme . O—Ep_Umaq

Figura 12. Arbol Filogenético de Mixima Verosimilitud del gen Mitocondrial Citocromo b. 1000

réplicas de booistrap,
méxima verosimilitud,
(*) corresponden a valores menores al 70%.
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3.2.3 Gen ND2.-

La amplificacién del gen ND2 resulté en un fragmento de 1041 pares de bases.
El analisis de MP para el gen ND2, resuli6 en 18096 arboles igualmente parsimoniosos
(no mostrados), con un largo total de 25 pasos, un indice de consistencia (CI) = 0.8000,
un indice de retencién (RI) = 0.9640, y un indice de consistencia reescalado (RC) =
0.7712. Mientras que el andlisis de méxima verosimilitud utilizando el modelo de
sustitucion nucleotidica GTRH+G, asumiendo las frecuencias nucleotidicas,
A=0.30360 C=0.15300 G=0.31950 T=0.22390, la proporcién de sitios invariables =
0.6304 y el pardmetro de forma (alpha) = 1.0378, encontr6 un 4rbol més probable con
un valor de -Ln = 1889.90569 (Figura 13). El analisis Bayesiano fue realizado
utilizando el mismo modelo y los pardmetros obtenidos para el andlisis de Méaxima
Verosimilitud, obieniéndose un arbol de consenso {no mostrado). Los tres anélisis
realizados muestran topologias similares donde se puede observar que en un primer
linaje se encuentran las especies presentes en el Parque Nacional Lauca (O.
chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis, O. piacotensis, O. sp Chuviri)
(91/91/1), en la regién norte del Altiplano Sur, como un grupo hermano a este se
observa un linaje conformado por O. sp de Carcote presentando valores de soporie de
nodos altos (96/93/1), como un segundo linaje las especies O. agassizii Salar de Huasco
y Collacagua junto a O. ascotanensis (86/78/0.88). Junto a este linaje encontramos a O.
sp Umaqui. Finalmente O. agassizii del Rio Isluga no presenta una diferenciacién de O.

puni del Lago Titicaca,
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5.3 Analisis de Evidencia Total.-

3.3.1 Caracteres Moleculares.-

La incorporacién de los tres genes utilizados resulté en un fragmento de 3150
pares de bases. El analisis de MP para la matriz, resulté en 6048 arboles igualmente
parsimoniosos (no mostrados), con un largo total de 269 pasos, un indice de
consistencia (CI) = 0.4907, un indice de retencién (RI) = 0.8474, y un indice de
consistencia reescalado (RC) = 0.4148. Mientras que el anilisis de mixima
verosimilitud utilizando el modelo de sustitucién nucleotidica GTR+I+@, asumiendo las
frecuencias nucleotidicas, A=0.30280 C=0.18470 G=0.25670 T=0.25580, lIa
proporcion de sitios invariables = 0.8467 y el pardmetro de forma (alpha) = 0.9037,
encontro un arbol més probable con un valor de -Ln = 7016.64 (Figura 14), El analisis
Bayestano fue realizado utilizando el mismo modelo ¥ parametros obtenidos para el
andlisis de Méxima Verosimilitud, resultando un arbol de consenso de la mayoria {no
mostrado).

Los tres andlisis realizados muestran que en un primer clado se encuentran las
especies presentes en el Parque Nacional Lauca (0. chungarensis, O. laucaensis, O.
parinacotensis, O. piacotensis, O. sp Chuviri) (99/99/ 1), en la regién norte del Altiplano
Sur, como un grupe hermano a éste se observa en un segundo linaje las especies O.
agassizii Salar de Huasco y Collacagua junto a O. ascotanensis (99/98/1), donde
podemos observar que O. agassizii de Huasco conforma un linaje diferenciado, robusto
estadisticamente (98/98/1). Junto a este linaje encontramos a O. sp Umaqui y O. sp de

Carcote conformandose nuevamente como un linaje robusto (100/100/1). Finalmente O.
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agassizii del Rio Isluga se presenta como grupo hermano al resto de las especies del

grupo en estudio..

44




L7

F_-O' i Tit
FF-EU;EJM itlcaca
BT

0. ascolanensis

76/98/1.0

99/98/1.0

Os Zif ﬁsf ol
, aaqassrz i¥iaasco
0. agdssizii Huasco

61/60/0.85

O ¢
o ch&-r garggesffs:is Cola&otanl

65/65/0.88
| aensis aloi%acaoqgﬁ otacotant

0. JBu
. iapcaensis Colacotant
Q. parinacolensis 0. sp Chusvid
O, laucaansis s
0, sp Chusviri
T2i72 —8 ga%cso\;ﬁgs;s
1.0 —0. laticasnsls , sp Chusviri
= 0. Igucaepsrs ]
. pari. rI%ns.c;.e fsis
O.f acg%n IS
0, pia otéﬁ.sr'?s? olensis
OCE r%r%ocg esrggis
N—.__'O—O., Igi_t'fé;aensrs
0. agassjzii lsluga . agassizii Isluga
QSI_FQSM,O Q. a as,s:_z_r‘slsluga

O, agassizii Islug,

99/99/1.0

0.0030

Figura 14. Arbol Filogenético de Maxima Verosimilitud de los tres

0. ascolanensis

C. ascotanensis
E agassizii Collacagua

Q. agassizii Collacagua 0. agassizii

- i Collacagua
e (), asrofanongis, . - 2988sizii Collacagua g
as:ﬁzu Huasco
SCO

genes Mitocondriales incorpordndose

en una matriz de Evidencia Total (ND2; Regitn Control; Citocromo b). 1000 réplicas de bootstrap, Los

valores de soporte de los nodos corresponden: arriba parsimonia,
probabilidad posterior Bayesiana, los valores no mostrados o con
menores al 70%.

medio maxima verosimilitud, abajo
asterisco (*} corresponden a valores

45




3.3.2 Caracteres Moleculares v Caracteres Morfoloeicos.

El andlisis de Maxima Parsimonia para la matriz de evidencia total resultd en 4
arboles igualmente parsimoniosos, con un largo de 302 pasos, un indice de consistencia
(CI) = 0.4338, un indice de retencién (RI) = 0.4956 y un indice de consistencia
reescalado (RC) = 0.2150. El an4lisis Bayesiano realizado obteniéndose a partir de los
4500 arboles los valores de probabilidad a posteriori de cada uno de los nodos.

La Figura 15 muestra uno de los cuatro 4rboles mds parsimoniosos, el cual es
congruente con el andlisis Bayesiano (Figura 16). Este 4tbol presenta tres linajes: en el
primero se observa a O. agassizii del Rio Isluga no diferenciada de O. puni del Lago
Titicaca, en un segundo linaje se encuentran las especies presentes en el Parque
Nacional Lauca, O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis, 0. placotensis
(93/1.0), presentandose como el grupo hermano a este el conformado por los individuos
de O. sp de Carcote (*/0.99). El tercer linaje agrupa a O. ascotanensis, O. agassizii
Salar de Huasco y del Rio Collacagua y O. sp de Umaqui.

Para los ires genes en todos los analisis y en el andlisis de evidencia total, O.
ascolanensis y O. sp (Carcote), se presentan en linajes separados, asi mismo como en el

caso de O. agassizii de las vertientes del Salar de Huasco y del Rio Isluga,
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5.4 Reloj Molecular.-

Los resultados del anélisis de reloj molecular se muestran en la Tabla VIIL Este
andlisis muestra que el gen citocromo b presenta valores de divergencia en los nodos
soportados por el andlisis bayesiano para todos los linajes resulantes en el anilisis
filogenético, disminuyendo en el mimero de nodos con soprte para entregar datos
confiables de divergencia para la Regién Control y el gen ND2, ademas la Region
control y ND2 no fiteron utilizados para la discusién debido a que las tasas de
divergencias (y sus intervalos de confianza) aparecen altamente variables relativos al
gen Citocromo b.

En primer Iugar observamos que O. puni’y O. agassizii del Rio Isluga (Nodo F, Figura
17) se habrian separado hace 1,225 Myr, siendo una diferenciacion mas tardia entre
estos dos linajes c;ue su diferenciaciéon con el resto de los linajes encontrados en el
altiplano sur, ocurrido hace 1,263 Myr (Nodo A), contemporsneos a la existencia del
Paleolago Mataro y Cabana. La diferenciacién entre el linaje del Parque Nacional Lauca
¥ los linajes ubicados m4s al sur (O. sp carcote; O. agassizii de Huasco y Collacagua; O.
ascotanensis 'y O. sp Umaqui), fue aproximadamente hace 1.105 Myr, entre los
episodios lacustres Mataro y Cabana. O. agassizii de Collacagua presenta un tiempo de
divergencia de su especie hermana, O. ascotanensis de 0.843 Myr, el cual podria
coincidir con el Paleolago Ballivian (aprox 0,7 Myr); este linaje aparece diferenciado
hace 0.881 Myr (Nodo E) de O. agassizii del Salar de Huasco. El linaje formado por O.
agassizii de Collacagua, O. ascotanensis Yy O. agassizii de Huasco se diferenciaron
0.966 Myr atras (Nodo D) de O. sp Umaqui, datacién que coincide al periodo previo del

paleolago Ballividn, finalmente O. sp Carcote, el grupo hermano de este linaje (Nodo
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C), se diferencié de este hace 0.992 Myr datacién coincidente con las fechas entre los

paleolagos Cabana y Ballivian.
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realizados por Inferencia Bayesiana, El valor sobre el nodo es el tiempo de divergencia estimado.
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Nodo | Citocromo b Citocromo b Region Control | ND2
(1.52%) (0.5%) (2.8%) (1.3%)

A 1,263 2,278 0,980
B 1,105 1,424 0,716 2,136
C 0,992 0,712 0,633
D 0,966 0,948
E 0,881 0,468 0,508 0,568
F 1,225 0,431 1,066 0,188

Tabla VIIL Tietmpo de divergencia de los distintos linajes de la figura 14, para cada uno de los genes
utilizados. Los tiempos de divergencia utilizados para cada reconstruccion se encuentran es paréntesis.
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Discusién.

Los sistemas acuéticos de la zona neotropical de América presentan la ictiofauna
mas diversa del mundo, cerca de 6000 a 13,000 especies (Reis et al. 2003). Esta
diversidad de especies muestra un alto grado de endemismos, con relaciones
zoogeograficas interesantes, con ejemplos de radiaciones adaptativas y antiguas
relaciones con Africa, Europa y Asia, las cuales datan desde el periodo Eoterciario
(Hrbek and Meyer, 2003 Ringuelet 1975; Arratia 1997}.

La fauna fctica de los sistemas acudticos de la meseta de aliura o Altiplano,
como s el caso de Orestias, un Cyprinodontiforme, genero endémico de la sub regién
Brasilica y del dominio de los Andes (Ringuelet, 1975), donde sus especies ancestrales
estaban presentes previo el levantamiento de los Andes, y los cuales estan actualmente
distribuidas desde el Lago Lacsha in Pertt al Salar de Ascotdn en el norte de Chile,
Parenti (1984 a, b), descril;e que Orestias habria experimentado una especiacién
explosiva en el Lago Titicaca, a su vez las especies descritas para el Altiplano Sur
indican un alto grado de endemismo, con especies tnicas en cada sistema hidrogréfico.
Los sistemas acudticos de la zona de la Puna Andina (17° a 22°S) representan los
remanentes de importantes lagos y rios Plio-Pleistocenicos, los cuales con la posterior
aridizacion han evolucionado en lagunas y salares a través de la evaporacion y del uso

de sus aguas (Chong, 1988).
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6.1 Caracteres morfolégicos y meristicos de las poblaciones de Orestias.

El anilisis de los caracteres meristicos y morfolégicos muestran concordancia
con las descripciones originales de las especies {Parenti 1984b; Arratia, 1982; Vila &
Pinto 1986; Vila 2006).

Los resultados muestran que no existen caracteres diagndsticos Vinicos, entre los
analizados, presentando un alto grado de sobreposicion entre ellos, la diferenciacién
obtenida entre las especies, en concordancia a los trabajos de descripciones originales,
se presenta para el conjunto de estos caracteres, los que logran clasificar correctamente
las especies (Parenti 1984b; Arratia, 1982; Vila & Pinto 1986; Vila 2006). Tanto los
andlisis univariados como multivariados muestran una diferenciacién entre las especies
estudiadas, siendo O. piacotensis la tnica en no ser clasificada correctamente en el
andlisis discriminante, estos resultados concuerdan con analisis de morfometria
geometrica realizados (datos no mostrados) llegandose, por esta via, a las mismas
conclusiones. Nuestros datos muestran que los andlisis morfolégicos y morfométricos
presentan un poder discriminatorio entre las diferentes especies de Orestias, mostrando
que cada especie presenta una combinacién de valores de los caracteres analizados que
permite discriminarlas correctamente unas de otras. Estos resultados muestran
concordancia con lo reportado en las descripciones originales de Parenti (1984b),
Arratia (1982), Vila & Pinto (1986) y Vila (2006).

Al realizar el anélisis en relacién a las caracteristicas hidricas de los diferentes
ambientes, esto es diferenciando sistemas léticos, lagos y bofedales, se encuentran
diferencias significativas asociadas a las caracteristicas ambientales propias de cada uno
de estos sistemas limnicos, esto puede ser debido a que muchos ambientes acuéticos

sustentan hébitats que varfian en la velocidad de sus aguas (régimen hidrico), y es
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conocido que algunos peces varian su morfologfa entre ambientes i6tico y de lagos
(Robinson & Wilson, 1994; Taylor et al., 1997; Hendry et al., 2000; Pakkasmaa &
Ptironen, 2000; Brinsmead & Fox, 2002), ya que cuerpos mas fusiformes reducen el
roce, disminuyendo el gasio energético necesario para la natacién (Keast & Webb,
1966; Blake, 1983; Webb, 1984; Videler, 1993; Vogel, 1994). Estos patrones
morfolégicos pueden reflejar respuestas adaptativas a habitats alternativos, la
morfologia funcional de Ia natacién de los peces y de su alimentacion sugieren roles

adaptativos para las diferencias morfolégicas en cada uno de los tipos ambientales.

6.2 Establecimiento de una hipdtesis filogenética de las especies de Orestias de

la Puna.

El resultado de los analisis filogenéticos moleculares utilizando los genes del
DNA mitocondrial: Regién Control, Citocromo b y ND2, revelan consistentemente la
existencia de un linaje perteneciente a Ia zona del Parque Nacional Lauca, en la region
de Parinacota, el cual se presenta bien diferenciado del resto de las especies de Orestias
presentes en el Altiplano Sur, aun cuando no se observa una resolucién entre las
especies que alli habitan el cual no sefiala resolucién en la diferenciacion entre las
especies previamenie descritas para esta zona. Un segundo linaje bien definido y
robusto es el integrado por O. sp del Salar de Carcote, la posicién de éste en los anglisis
filogenéticos varia al estar como grupo hermano a las especies del Parque nacional
Lauca, en los analisis utilizando la Region Control y el anélisis de Evidencia Total, por
el contrario este linaje pasa a ser el grupo hermano del segundo clado (0. ascotanensis,

O. agassizii Salar de Huasco y del Rio Collacagua) para los genes Citocromo b y ND2.
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En todos los analisis se observa a O, agassizii del Salar de Huasco junto a O. agassizii
del Rio Collacagua, el cual estd ubicado aproximadamente 50 Km, al noreste del Salar
de Huasco, y O. ascotanensis, la especie que presenta la distribucién mas austral del
género y O. sp Umaqui junto a este segundo clado. En el analisis de la Regién Control
encontramos que O. agassizii del Rio Isluga se presenta como grupo hermano al linaje
ubicado en el Parque Nacional Lauca, en cambio para los genes Citocromo b yND2y
también en el andlisis de Evidencia total, se observa a O. agassizii del Rio Isluga
formando un grupo més cercano a O. puni del Lago Titicaca, siendo el grupo hermano
del resto de Orestias del Altiplano Sur.

Para a totalidad de los andlisis realizados se observa que O. agassizii del Rio
Isluga y O. agassizii del Salar de Huasco, descritos por Mann en 1954 como O.
agassizii se presentan como linajes distintos, bien diferenciados, 1o que sugerirfa que
corresponden a especies distintas.

Nuestros anilisis muestran que las topologias obtenidas de tanto Jos analisis de
cada gen o de evidencia total, son muy similares, evidenciando la existencia de tres
clados, 1) el primero agrupa a O. agassizii del Rio Isluga, cercano a O. punmi del
Titicaca, 2) un segundo clado corresponde a O. ascotanensis, 0. agassizii del Rio
Huasco presentandose como un grupo hermano a este a O. sp. del Salar de Carcote, y 3)
un clado que agrupa a las especies del Parque Nacional Lauca, en este clado no fue
posible obtener una resolucion clara entre las especies con los genes evaluados.

Estos resultados son similares a los reportados por Liissen et al. (2003) quienes,
utilizando la zona D-Loop del DNA mitocondrial (385 pb), encuentran un clado entre
los 17 °8- 20°8 (nuestro clado 3) y otro clado entre los 21°S-22°S (que incluye nuestros
clados 1 y 2). Estos autores plantean ademds que, dada la baja diversidad genética

observada entre las especies del complejo agassizii entre los 17 °S- 20°S, afirman que
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estas muestras corresponderian a la misma especie. Debe considerarse, sin embargo que
estas conclusiones estin basadas en un fragmento parcial de la zona D-Loop del DNA
mifocondrial (385 pb), evidencia que es insuficiente para afirmar que se trata de
variacién a nivel de la misma especie. Por otra parte, los analisis morfométricos y
meristicos muestran que las especies de esta regidn presentan diferencias que permiten
distinguirlas como distintas unidades. Con relacién a los otros dos clados detectados, en
nuestros andlisis es evidente que las poblaciones del Salar de Ascotan y del Salar de
Carcote, ambas consideradas como Q. ascotanensis, corresponderian a especies
distintas. Asimismo, para el caso de O. agassizii, descrita para las localidades de Rio
Isluga y Salar de Huasco, se encontré que no corresponderfan a un mismo linaje,
siendo O. agassizii del Rio Isluga mds cercana a O. puni del Lago Titicaca v O.
agassizii del Salar de Huasco se ubicé en el clado mas cerca a O. ascotanensis vy O. sp
(Carcote).

De las especies descritas para el Parque Nacional Lauca: Orestias piacotensis
Vila 2006, O. parinacotensis Arratia 1982, O. laucaensis Arratia 1982, O. chungarensis
Vila & Pinto 1986, la especie previamente descrita que se valida en este estudio es O.
ascotanensis Parenti (1984).
Como resultado adicional de este estudio se propone la existencia de nuevas especies,
las cuales se presentan como linajes diferenciados en la reconstruccion filogenética

serian Q. sp Umaqui, O. sp Salar de Carcote, O. sp Isluga, O. sp Huasco, O. sp

Collacagua.
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6.3 Tiempos de Divergencia.

El andlisis de Reloj Molecular, utilizando marcadores que presentan diferentes
ventanas temporales a nivel evolutivo (Figura 18), muestra que la diferenciacion de Q.
ascotanensis y O. agassizii del Rio Collacagua habria ocurrido hace 843 Kyr previo los
tltimos paleolagos que abarcaron gran parte del drea Altiplanica, segiin las dataciones
podria coincidir con el Palcolago Ballivian (700 Kyr) (Fornari et al, 2001; Placzek et al.,
2006; Figura 15). Para el caso de O. laucaensis, O. chungarensis, O. parinacotensis y
O. piacotensis, los datos moleculares muestran que la diferenciacién con el clado 2
habria ocurrido hace 1105 Kyr coincidiendo con los periodos de los Paleolagos Mataro
— Cabana. La falta de resolucién al interior del linaje del Parque Nacional Lauca podria
deberse a una divergencia reciente, esto es posible de observar a nivel morfolégico
donde O. laucaensis y O. chungarensis presentan diferenciacion, mientras que entre O.
barinacotensis y O. piacotensis, son muy similares morfolégicamente, esta hipdtesis es
apoyada por la informacién disponible en cuanto el origen descrito de los lagos de esta
zona (James 1973; Spotorno and Veloso 1990; Schwalb et al, 1999) (Figura 19),

La divergencia de los dos clados anteriores con O. agassizii del Rio Isluga
habria ocurrido en 1263 Kyr contemporéneo a las dataciones del Paleolago Mataro. La
separacién de O. agassizii del Rio Isluga con O. puni tiene una datacién de 1225 Kyr.
Parker y Kornfield (1995) propusieron que el ancestro Cyprinodontido habité el oeste
del Mar de Tetis entre el Jurdsico Tardio y el Cretécico Temprano (146 — 100 Ma),
proponiendo una colonizacién del norte de Sudamérica durante Albiano tardio y el
Turoniano (100 — 88 Ma),

Nuestras dataciones som anteriores a las obtenidas por Liissen et al. (2003), quien

encuentra que el “complejo czgassizii” evoluciond entre 530 y 880 Kyr, durante el
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cuaternario tardio, ademsas hace una subdivision entre lo que llama “Southern chilean
lineage”, compuesto por el Rio Collacahua, Salar de Ascotdn y Salar de Huasco y
encontrando una divergencia de las especies chilenas entre 370 a 600 Kyr (Cuaternario
Tardio), esta diferencia podria deberse, en primer lugar al marcador utilizado, en ese
estudio no se incorpord toda la informacién potencial entregada por este marcador,
debido a que se secuencié sélo una porcién de 385 pb del gen mitocondrial D-Loop, en
cambio en el presente trabajo se utilizaron tres marcadores mitocondriales con un
tamafio mucho mayor de informacién. Una segunda fuente de diferencia con el trabajo
de Liissen ef al. Es la metodologia utilizada en Ia reconstruccién de la datacion de los
nodos, estos autores no dan cuenta de la metodologia utilizada en su reconstruccién, en
cambio en este trabajo utilizamos estimaciones bayesianas que utiliza modelos
probabilisticos para describir los cambios en la tasa evolutiva a través del tiempo,
utilizando el procedimiento de Markov Chain Monte Carlo {(MCMC) para calcular a
posteriori la distribucién de las tasas evolutivas y los tiempos de divergencia de cada
nodo del 4rbol, incorporando distribuciones lognormales de estas tasas.

Esta evidencia junto a la reportada en el presente irabajo nos sugiere que para el
clado asociado al Parque Nacional Lauca, la divergencia entre las especies que la
conforman serfa més reciente, y muy probablemente via factores cromosémicos y/o
factores ecolégicos. En contraste para las especies de distribucién més al sur como O.
agassizii, O. ascotanensis y Q. sp (Carcote) se habrian visto mayormente afectadas por
las fluctuaciones que se presentaron en los niveles hidrolégicos durante el Pleistoceno
en la cuenca altiplnica, encontrandose en este periodo una sucesién de periodos secos y
periodos hiimedos, evidenciado por la existencia de distintos paleolagos de diferente
extension y profundidad, estte hecho habria gatillado la diferenciacién via procesos

alopatricos en este clado (Lavenu et al. 1984; Fornari et al. 2001, Risarcher et al, 2003).

57




:_Umaqui]

0.9

.26

._chungarensis
‘ aucdensis
‘ “chungarensis2
| —sp_Chuvin3
_chiingarensis3 .
Q. laucaensis_Cotacotanii
1.10 Q._chungarensis4
| O‘Iaucaenst
| rinacotensis1
- | R -
| rinacotersis2
—~— ._laucaensis4
—

0000000
[

000«
)
(7]
§
0’."
w
o

Q.”piacotensis1
0. mnnacotgr?is&l

“piacotensis
O.”piacotensis3

O’~parinacotensis5

O.”piacotensi
(o} acolensis
Q._chungarensi
8.Aaucaensrs Caiamttgg{%
“laucaensis_Cotaco
L——— O laucaensis_Cotacotanis

3=

oE o

4

0.07

I T T T =c=q

-l
125 Mataro-Cabana 44 Ballivian 75 0s 025 Minchin , Puki- Tauca

Figura 18. Reconstruccion del tiempo de divergencia de los nodos, utilizando el gen Citocromo b. El
valor sobre el nodo es el tiempo de divergencia, se grafican los tiempos aproximados en que estuvieron
presentes los principales eventos lacustres en el Altiplano.
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Se ha postulado que la especiacién de Orestias serfa el resultado de un proceso
de fragmentaciéon de una o mas poblaciones durante el Pleistoceno (Northcote; 2000;
Costa, 2003; Placzek 2006), asi aunque las especies pudieron estar unidas por los
grandes paleolagos presentes en la zona més meridional del Altiplano, dado que las
dataciones obtenidas de las especiaciones son previas al ultimo gran paleolago, no
necesariamente las especies se interrelacionaron, pudiendo permanecer con una fuerte
filopatria, lo que impidi6 su entrecruzamiento y la presencia de una mezcla de especies
en los sistemas hidricos del Altiplano Sur (Fraser et al. 2004). Otra fuente de
variabilidad puede estar dado por la diferenciacién de los sisternas hidricos durante los
periodos secos del Pleistoceno, teniendo una importante participacién los paleorios
presentes en la zona y sistemas con calidades de aguas diferentes como pueden ser la
salinidad o las variaciones de temperatura, que en la actualidad presentan’una alta
diversidad desde sistemas muy salinos a ofros con baja salinidad, lo cual es muy
diferente entre sistemas.

Los resultados muestran la importancia de los eventos vicariantes en esta zona
del Altiplano, 1a cual ha sufrido una gran cantidad de cambios en su morfologia yenla
distribucién de los sistemas hidricos, los cuales son importantes para determinar el
estatus taxonémico de las especies, como es el caso de poblaciones de peces ciclidos
Africanos (Genner et al,, 2004). Esto en contraste con los resultados observados en
otros grupos especiosos de peces, como es el caso de especiacién simpatrica en peces
Ciclidos africanos en los lagos Victoria o Tanganica (Greenwood, 1964, Seehausen,
2006, Turner, 2007), Lago Baikal (Kozhow, 1963), o el mismo caso de Orestias
presentes en el Lago Titicaca, las cuales presentan una gran diversificacion,
posiblemente por diversificacién el uso de hébitat, seleccion sexual, etc. (Parenti, 1984

a, b; Villwock, 1986).
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La importancia de estudios de filogenias moleculares de organismos acuéticos,
endémicos, del Altiplano ofrecen una aproximacién alternativa para investigar procesos
histéricos de eventos geol6gicos y sus cambios ecologicos concomitantes (Peng et al.
2006). Nueva evidencia a nivel molecular (marcadores nucleares) es necesaria para
evaluar y comprender el proceso de especiacion que origind a O. parinacotensis, O.
biacotensis, 0. chungarensis y O. laucaensis, donde posiblemente los eventos
ocurridos durante el Pleistoceno unidos a un complejo escenario de procesos geoldgicos
como son el volcanismo y la tecténica pudieron promover la especiacion alopatrica de)
grupo. Para esta tarea, ademds de utilizar mayor cantidad de informacién a nivel
genético, se requiere el considerar nuevos métodos asociados a arboles de genes (“gene
trees”, sensu Templeton, 2001) desarrollados especialmente para determinar el status de
especie a nivel filogeogréfico, ademas de incorporar una mayor cantidad de grupos
exteinos como podrian ser O. ispi, O. crawfordii y O. gilsoni, para darle una mayor
robustez a Ia polarizacién de caracteres en los andlisis.

Finalmente estos resultados sugieren que la sistematica del grupo deberia ser

revisada de modo de dar cuenta de los nuevos hallazgos reportados en nuestro trabajo.
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CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran tres clados bien diferenciados,
1) el primero agrupa a O. agassizii del Rio Isluga, cercano a O. puni del Titicaca, 2) un
segundo clado corresponde a O. ascotanensis, O, agassizii  del Rio Huasco
presentandose como un grupo hermano a este O. sp. del Salar de Carcote, y 3} un clado
que agrupa a las especies ‘del Parque Nacional Lauca; en este clado no fue posible
obtener una resolucién clara entre las especies con los genes evaluados. Los cuales
presentan dataciones de divergencia previos al Gltimo gran Paleolago, el Lago Tauca.
Ademés las poblaciones de O. agassizii de los rios Huasco e Isluga son linajes bien
diferenciados posiblemente siendo especies distintas. O. sp del Salar de Carcote, que
presentaba una clara diferenciacién morfolégica y los anélisis filogenéticos las mostraba
como un linaje distinto la cual esta siendo descrita.

Desde el punto de vista morfoldgico, la diferenciacién fenotipica en las
poblaciones de Orestias muestra un claro poder diferenciador del conjunto de datos
morfol6gicos analizados, sin embargo no existen, entre estos caracteres, alguno que
presente caracteristicas diagnésticas.

En relacién al estado taxondmico de Jas especies de Orestias en este estudio
encontramos que de las especies previamente descritas: O. parinacotensis Arratia 1982,
O. laucaensis Arratia 1982, O. chungarensis Vila & Pinto 1986, O. ascotanensis Parenti
1984, Orestias piacotensis Vila 2006, O. agassizii (sensu Mann, 1954) Isluga y Salar de
Huasco, solo podemos validar O. ascotanensis. Para O. parinacotensis Arratia 1982, O.

laucaensis Arratia 1982, O, chungarensis Vila & Pinto 1986, Orestias piacotensis Vila

2006, no logramos resolucién a nivel de los andlisis filogenéticos, sin embargo si existe
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una clara diferenciacién de estas especies a nivel morfolégico. Finalmente como
resultado de esta Tesis se proponen nuevas especies para esta region O.sp del Salar de

Carcote, 0. sp Umagqui, O. sp Isluga, O. sp Huasco, O. sp Collacagna (estas ultimas

descritas como O. agassizii; Mann, 1954).
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(Los  caracteres  morfologicos y
meristicos, de las poblaciones en estudio
de Orestias, presentan caracteristicas
diagnésticas de las especies, desde un

contexto filogenético?

;Cual es el tiempo de divergencia de los

linajes de Orestias de la Puna?

Tabla IX. Resumen, principales interrogantes y sus respuestas, en los capitulos que consta esta Tesis.

El analisis de los caracteres morfolégicos no
permiten discriminar un Gnico caracter
diagnostico para las especies, pero el conjunto
de caracteres analizados permiten realizar una
correcta clasificacién de las especies descritas

de Orestias.

Entre 1,263 y 0,88 Ma. Estas fechas son
previas al ultimo gran Paleolago, Lago Tauca,
que ocupo la zona sur de la cuenca

Altiplanica.
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