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1.1. ANTECEDENTES

El altiplano andino posee una reducida diversidad ictica debido a razones historicas y
ecologicas con sOlo tres géneros de especies nativas, Orestias, Astroblepus y
Trichomycterus, y un total de unas 58 especies descritas. EI género Orestias es
autoctono de los lagos de gran altitud y de los rios tributarios de los Andes del Perd,
Bolivia y Chile. Mas de la mitad de las 43 especies de Orestias son originarias de la
cuenca del Titicaca, y 23 de ellas so6lo se conocen en el lago Titicaca (Parenti, 1984),

ademas del género Trichomycterus.

A partir de 1939 se introdujeron especies foraneas al lago Titicaca tales como: la trucha
comun (Salmo trutta), trucha lacustre (Salvelinus namaycush), la trucha de fontana
(Salvelinus fontinalis), la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss); y en 1955-56 el
pejerrey argentino Odontesthes bonariensis. Dichas especies fueron introducidas con el
fin de mejorar la pesca comercial, lo que ha generado cambios en las cadenas troficas
de la zona al modificar la diversidad de los ecosistemas naturales. La competencia y
depredacion han podido ser las causas, entre otros factores como la sobrepesca y la
alteracion ndel medio, de la disminucién de las poblaciones de peces nativos (Hanek,
1982). Por ejemplo, Orestias cuvieri, especie relativamente abundante, desapareci6 al
ser introducidas las truchas y O. pentlandii después de la introduccién del pejerrey
argentino. Ademas, otras especies han disminuido significativamente su poblacién por
efecto de la introduccién de las especies foraneas, los impactos ambientales y la

explotacion de recursos.



A finales de los afios 70 se aprobaron la incorporacion de jaulas para cultivo de truchas.
En las primeras estapas del cultivo artesanal no existian grandes regulaciones respecto
al manejo del pienso o de los desechos, que motivé el uso, por su bajo costo y gran
disponibilidad, de especies autoctonas, como por ejemplo O. ispi y otras de pequefio

tamano (O. mulleri, O. imarpe, etc.), para alimentar las trucha.

A la introduccion de salménidos y aterinidos siguié una epizootia del parasito protozoo
Ichtyophthirius multifiliis, que, segun las estimaciones, en diciembre de 1981 causoé la
muerte de 18 millones de Orestias spp. El 93 por ciento de los peces muertos que se
recogieron eran ejemplares adultos de O. agassii, que es una especie importante desde

el punto de vista comercial que abunda en la zona litoral (Wurtsbaugh y Tapia, 1988).

Un gran numero de personas dependen directa o indirectamente de la pesca del lago y
aproximadamente dos tercios de las capturas totales del lago Titicaca corresponden al
género Orestias. Por tales razones, es necesario caracterizar genéticamente las
especies nativas del lago Titicaca y conocer el estado actual de las poblaciones icticas,
sus ciclos biolégicos y estrategias alimentarias para implementar medidas de
conservacion que eviten la extincion de las especies nativas y ayuden a solucionar la
problematica ambiental y social relacionada con la pesca mediante el uso sostenible de

los recursos.

El fragil ecosistema del lago Titicaca, como se ha comentado, ha sufrido diversos
impactos. Uno de los principales factores de éste desequilibrio fue la comentada
introduccién de la trucha y el pejerrey. La trucha tuvo su apogeo en la década del 60,
en la que los volimenes de produccion sustentaron el funcionamiento de 5 plantas
conserveras en la regién; actualmente, la poblacion de truchas en estado silvestre es
insignificante; mientras que los pejerreyes sembrados en el lago Poopd, ingresaron al

lago Titicaca aproximadamente en 1955-56, llegando a ocupar todos los afluentes de la



cuenca, esta especie en los ultimos afios ha tenido un valor ambivalente, ya que al
mismo tiempo que afecta gravemente a la biodiversidad ictica nativa, es una especie
gue brinda beneficios significativos a los pescadores, aunque actualmente las capturas

han decrecido mucho.

La pesca en la cuenca del lago Titicaca, tiene una gran importancia en la vida y la
economia de la region, constituyendo una fuente de trabajo o de recursos para un
importante sector de pobladores circunlacustres peruano-bolivianos, quienes obtienen
con ello alimento de bajo costo, rico en proteinas y de facil acceso. La explotacion de
los recursos hidrobiol6gicos esta expuesta a una serie de problemas que limitan el
normal desarrollo de una actividad pesquera sostenible y respetuosa con la
conservacion de la biodiversidad. El presente trabajo pretende a corto plazo mejorar
sensiblemente el conocimiento que se tiene sobre la taxonomia de las especies nativas
del lago Titicaca y aportar informacién sobre el estatus de las comunidades de peces.
Mientras que a medio plazo se abordara el estudio de los ciclos biolégicos de algunas
de las principales especies de uso pesquero, asi como su ecologia poblacional, redes
troficas, niveles de contaminacién por metales pesados y efectos sobre su estado

sanitario y conservacion.



Los objetivos propuestos para el presente trabajo son los siguientes:

1.2.1. OBJETIVOS GENERALES

>

Completar el estudio genético de los géneros Orestias y Trichomycterus

recolectados.

Realizar nuevas camparfas de recoleccién en las localidades no muestreadas

anteriormente.

Capturar representantes de todas las especies nativas de peces que habitan el

lago Titicaca.

Caracterizacion taxonémica mediante ADN-mitocondrial las diferentes especies

de los géneros Orestias y Trichomycterus del lago Titicaca.

Caracterizacion y estructura poblacional de las comunidades de peces litorales

del lago Titicaca.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.2.1. Caracterizacion genética de las especies nativas

Llevar a cabo un muestreo de la diversidad ictica representativa tanto de las
especies descritas como de los morfotipos presentes en el lago Titicaca

Elaborar una coleccion de tejidos y especimenes de referencia

Caracterizar mediante el uso de marcadores moleculares las relaciones

filogenéticas de las especies presentes en el lago Titicaca



> Realizar una propuesta taxonémica

1.2.2.2. Caracterizacién y estructura poblacional

» Ampliar el nimero de localidades muestreadas a todo el lago y a los diferentes
habitats presentes.

» Caracterizacion de las comunidades y distribucion batimétrica.

» Realizar una coleccion de escamas de las especies comunes para estudios de la
edad y crecimiento para posteriores estudios.

» Recoleccion de tejidos gonadales para el estudio de la reproduccion de las
especies representativas para posteriores estudios.

» Estudio de las redes tréficas mediante el uso de is6topos estables.



Ademas de las localidades muestreadas en el afio 2000 (Coata, Bahia de Puno, Islas
de Uros, Laguna de Umayo (Sillustani), Rio Ramis, Capachica; zona Chiflon-llata, llave,
Cajje, Juli, Pusi, Amantani, Laguna de Alonso, Santa Lucia, Laguna de Arapa, Saman,
Rio de San Bartolomé, Llanchon, Laguna Saracucho, Cuyo-Cuyo), en el presente
proyecto y en las campafias de noviembre de 2008 y septiembre de 2009 se han

muestreado 71 localidades de la cuenca del lago Titicaca (Mapa 1):

Achacachi, UTM: 527912, 8236108

Ajllata, UTM: 522804, 8228578

Amacati

Atuncolla, UTM: 377533, 8265616

Bahia de Cohana, UTM: 534339, 8191987

Bahia de Moho, UTM: 444179, 8299858

Bahia de Taméan (Peninsula de Capachica), UTM: 412672, 8272784
Bahia de Uruni, UTM: 413808, 8271223

Barco (Chucuito), UTM: 404219, 8243928

Charcas (Nueva Alianza), UTM: 420927, 8241139
Coata, UTM: 402749, 8275194

Conima, UTM: 450963, 8291034

Copancara, UTM: 539968, 8209021

Cotos (Peninsula de Capachica). UTM: 412791, 8271348
Escoma, UTM: 482727, 8264926

Estrecho de Tiquina, UTM: 516577, 8205963
Guaqui, UTM: 515071, 8166857

Huancané, UTM: 407503, 8306875

Huatajata, UTM: 531681, 8207514

Huatta, UTM: 404582, 8271472

Huencalla (Nueva Alianza), UTM: 422599, 8240311
Inka-Chaka (Copacabana), UTM: 490798, 8218168
Iscata, UTM: 432255, 8235130

Iscaya, UTM: 506167, 8204600

Isla de Amantani, UTM: 422935, 8269378

Isla de Anapia, UTM: 514764, 8196041

Isla de Jamithi, UTM: 516198, 8200807

Isla de Pariti, UTM: 527938, 8192891

Isla de Taquile, UTM: 427436, 8255149

Isla de Taquiri, UTM: 519026, 8199234

Isla de Uros, UTM: 396675, 8248544

Isla del Sol, UTM: 481004, 8231522

Kazani

Laguna de Arapa. UTM: 381334, 8325343

Laguna de Saracocha, UTM: 434389, 8396525



Ojherani. UTM: 398767, 8245901

Ojelaya. E. de Tiquina

Peninsula de Soto (Copacabana)

Pilcuyo. UTM: 447018, 8217410

Pomata. UTM: 467731, 8203022

Puerto Acosta. UTM: 467305, 8280012

Puerto Carabuco (Chayapata). UTM: 493134, 8255176
Puerto Pérez. UTM: 542985, 8199808

Quejoén. Laguna de Arapa

Rio Coata UTM 401629, 8278519

Rio Desaguadero. UTM: 496053, 8167256

Rio llave (desembocadura). UTM: 452790, 8229943
Rio Lampa, UTM: 372047,8291787

Rio Zapatilla, UTM: 44681,8214984

Rio Ramis, UTM: 3900441, 8309279

Saman, UTM: 390630, 8309701

Santa Ana, Copacabana, UTM: 490280, 8213207
Santa Clara, Copacabana, UTM: 489402, 8211913
Santiago de Huata, UTM: 517767, 8225071
Santiago de Ojje, UTM: 512991, 8201759

Siale, UTM: 412991, 8271777

Sillustani (lago Umayo), UTM: 376450, 8260805
Socca, UTM: 424951, 8242003

Sorejapa, UTM: 537623, 8206748

Sotalaya, UTM: 504551, 8241708

Sucuni, UTM: 458369, 8289223

Tejepe, UTM: 489527, 8223198

Titicachi, UTM: 486792, 8222926

Tito Yupanqui. UTM: 505246, 8209309

Tilali. UTM: 459629, 8284583

Umasuyo, Bolivia

Vilguechico, UTM: 426199, 8314753

Vilurcuni, UTM: 501284, 8201986

Visalaya, Bolivia

Yampupata, UTM: 486116, 8224031

Yapura (Peninsula de Capachica), UTM: 416828, 8260962
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Mapa 1. Localidades muestreadas en la cuenca del lago Titicaca entre noviembre de 2008 y septiembre de 2009.

11



Claudia Patricia Ornelas-Garcia*
Carlos Pedraza-Lara*

Ignacio Doadrio*

Orieta Flores**

Adolfo de Sostoa***

*Museo Nacional de Ciencias Naturales (CSIC)

**Proyecto Especial Binacional Lago Titicaca
***Universidad de Barcelona

12



2.1. Introducciodn

2.1.1. SITUACION GEOGRAFICA

Océano Pacifico

Figura 1. Localizacién de las
cuencas de Titicaca (Lago Titicaca y
cuerpos adyacentes) y del Altiplano
Central; el Altiplano Central forma
una cuenca endorreica que incluye el
lago Poopo, Salar de Coipasa, Salar
de Uyuni y otras planicies salinas. La
linea punteada indica el limite actual
entre la cuenca del Titicaca y la del
Altiplano Central (tomado de Fornari
et al., 2001).

El Altiplano andino es una cuenca
hidrolégica endorreica de ~200,000
km? localizada entre las cordilleras
andinas del Este y Oeste (Figura 2).
Con una altitud por arriba de 3,800 m
se caracteriza por un clima de arido a
semiarido, la precipitaciéon anual va
de 700 mm en el Norte a menos de
10 mm en el Sur. La temperatura
aérea va de -20°C por las noches en
invierno a 20°C durante el dia en

verano. Hoy en dia, el Altiplano

contiene un conjunto de cuencas
evaporiticas. La parte Central del
Altiplano estd dominado por dos
grandes segmentos salinos: el Salar
de Uyuni (10,000 km?) y el Salar de
Coipasa (2,500 km?). Al norte, el lago

Titicaca (8,560 km?) se encuentra a

una elevacion de ~3,806 m, con una profundidad maxima alrededor de 285 m,

lo que lo hace el punto mas bajo del altiplano.
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Varios estudios han sido llevados a cabo por mas de un siglo y han
documentado que el Altiplano ha sido cubierto en distintas ocasiones por
extensos paleolagos. Estos lagos se han caracterizado por episodios
alternativos de expansion y desecacion, comunmente relacionados con
cambios climéaticos (como cambios en la circulacién atmosférica y deglaciacion)
(Hastenrath y Kutzbach, 1985; Blodgett et al., 1997; Sylvestre et al., 1999).
Entre los paleolagos andinos el lago Ballivian en el Altiplano Norte (Cuenca del
Titicaca) y el lago Minchin en el Altiplano Central (Cuencas de Uyuni, Coipasa y

Poopo) han sido descritos (Minchin 1882) y datados (Fornari et al., 2001).

Se ha llevado a cabo un estudio de datacion de las capas lacustres del
Altiplano Central (y se han identificado dos episodios llamados lago Tauca
(12,000-10,000 C34 afios; 14,100-11,400 cal afios AP) (Fornari et al., 2001). Un
episodio posterior, correspondiente con el lago Escara fue observado en el
Altiplano, pero no datado. En el Altiplano Norte, Sevant y Fontes (1978)
identificaron tres episodios lacustres, Titicaca-Tauca (~3,815 m),
Titicaca_Minchin (~3,825 m) y Ballivian (~3,960 m). Lavenu et al. (1984),
describi6 dos paleolagos previos a Ballivian en la cuenca de Titicaca,
nombrandolos Cabana (~3,900 m) y Mataro (3,950 m). Los trabajos de
investigacion recientes se han enfocado en el estudio de los sedimentos del
lago Titicaca (Wirrmann y Mourguiart, 1995; Rowe et al., 1998) y en
reconstrucciones paleocliméticas y modelos climéticos (Hastenrath y Kutzbach,
1985; Blodgett et al., 1997). El Salar de Uyuni también ha sido estudiado a

detalle (Rettig et al., 1980; Risacher y Fritz, 1991).
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El lago Tauca se divide hoy en dia en tres fases lacustres llamadas Tauca
(19100-15600 afios AP), Ticafa (15600-13400 afios AP) y Coipasa (13400-

12300 afios AP) (Sylvestre et al., 1999) (Figura 2).

N Titicaca rainage basin Central Allilano drainage basin S
4000 - 6000 m

E awsoMARRD_

S a0 \ CABANA_____. Ry

T 3860 :

o 3825

i-rl 815

Nevth TAUCA TAUCA 3780 m (1)

MINCHIN 3730 m (2)

POOPO /YOIPASA UYUNI
3658 3853 m

3685 m }\
3520 m B satcrust ] hefrrs

lacustrine sediments 100 km

Figura 2. Seccidén esquematica NS del Altiplano mostrando una reconstruccion
de los niveles de los paleolagos en las cuencas del Norte y del Centro (tomado
de Fornari et al., 2001).

2.1.2. DIVERSIDAD iCTICA DEL ALTIPLANO

Las cuencas hidrograficas del Altiplano son en su mayoria endorreicas y
algunas de ellas presentan una alta salinidad. Estas también presentan una
marcada diferenciacién en los biotipos disponibles, siendo desde pantanosos a
rios y lagos profundos. Algunos de estos sistemas hidrolégicos han
permanecido aislados desde el ultimo levantamiento de los Andes en el
Mioceno (Antonelli et al., 2009). Es posible aislamiento geografico aunado con
la diversidad de habitats ha influenciado en la alta tasa de especiacion en el
género Orestias descrita para Pert y Bolivia. Desde el establecimiento del

género por Valenciannes, 1846 cuando describi6 10 especies hasta Parenti
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(1984) que reconoce 43, la taxonomia del grupo ha estado en una constante
modificacion, siendo el lago Titicaca el sitio de mayor diversificacion para el

género (Vilay Pinto, 1986).

2.1.3. ICTIOFAUNA PRESENTE EN EL LAGO TITICACA

o B ] Laictiofauna del lago Titicaca

PERU BOLIVIA

(Figura 3) esta representada

principalmente por dos

155

Laguna

géneros: Orestias y
Trichomycterus, siendo el

primero el mas diverso

br:’!:u ’
. (Lauzanne, 1992). Sin
B | embargo, la caracterizacion
de la diversidad de estos dos
,ﬁ géneros dista mucho de estar
- e completa. En particular la
- taxonomia dentro del género
|-2 To'w ,-Jr 83w ™
Figura 3. Mapa del Lago Titicaca tomado de Orestias ha sido objeto de
Parenti (1984). La linea punteada indica de . ) o
division entre Pert y Bolivia. Las principales multiples estudios y revisiones
islas estan indicadas por letras. A) Soto, B) )
Chiquipa, C) Amantani, D)Taquile, E) por diversos grupos de

Titicaca, F) Coati, G) Taquiri y H) Paco. L _ _
ictidlogos y lo sigue siendo

hoy en dia.

Desde su descripcion por Valenciennes (1839), el numero de especies

reconocidas dentro del género Orestias ha ido en aumento, comenzando con

16



Tchernavin (1944) que reconoce 20 especies (16 para el lago Titicaca), Parenti,
1984 reconoce 43 especies (28 para el lago Titicaca) y Lauzanne 1992 que

reconoce 24 para el lago Titicaca (Figura 4 y Tabla 1).

16 No. Especies

) 0 Especies nuevas descritas
Tchernavin, 1944 m Subespecies
& hibridos

NHH

(rrzZZZZZZ&

Parenti, 1984 ||

=K

Lauzanne, 1992

0 10 20 30

Figura 4. Relacién historica del numero de especies reconocidas para el
género Orestias en el lago Titicaca.

La dltima revisidén taxondmica extensiva en el género Orestias llevada a cabo
en el lago Titicaca fue por Lauzanne (Lauzanne, 1992), que deja de manifiesto
que la plasticidad fenotipica del género Orestias en el lago ha derivado en una

mala determinacion de las especies.
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Tabla 1. Especies reconocidas por diferentes autores para el Altiplano y el

lago Titicaca dentro del género Orestias.

Autor No. de especies Especies reconocidas
Tchernavin 20 en el Altiplano O. cuvieri Valenciennes, 1846
(1944) 5 subespecies O. pentlandii Valenciennes, 1846

2 hibridos

2 especies nuevas

16 en el lago Titicaca
3 subespecies
1 hibrido

2 especies nuevas

O. agassii tschudii Castelnau,
1855

O. agassii pequeni Tchernavin,
1944

O. jussiei Valenciennes, 1846

. jussiei puni Tchernavin, 1944
. olivaceus Garman, 1895

. luteus Valenciennes, 1846

. albus Valenciennes, 1846

. uruni Tchernavin, 1944

. minutus Tchernavin, 1944

. minimus Tchernavin, 1944

. gilsoni Tchernavin, 1944

. tutini Tchernavin, 1944

. taquiri Tchernavin, 1944

. mulleri Valenciennes, 1846
. cf. incae Garman, 1895

. crawfordi Tchernavin, 1944
. mooni Tchernavin, 1944
.sp. 1

.Sp. 2

O OO O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0ODO0OO0OO0OOoOOo

. cuvieri X O. pentlandii

Parenti (1984)

43 en el Altiplano

14 especies nuevas
28 en el lago Titicaca
6 especies nuevas

1 hibrido

cuvieri complex

O. cuvieri Valenciennes, 1846
O.pentlandiiValenciennes,1846
O. ispi Lauzanne, 1981

O. forgeti Lauzane, 1981
mulleri complex

O. gracilis Parenti, 1984
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O.
0.
O.
0.

mulleri Valenciennes, 1846
crawfordi Tchernavin, 1944
tutini Tchernavin, 1944
incae Garman, 1895

gilsoni complex

O 0O OO O0OO0OO0OO0oOOoOOo

. gilsoni Tchernavin, 1944

. taquiri Tchernavin, 1944

. mooni Tchernavin, 1944

. uruni Tchernavin, 1944

. minimus Tchernavin, 1944

. minutus Tchernavin, 1944

. tchernavini Lauzanne, 1981
. tomcooni Parenti, 1984

. imarpe Parenti, 1984

. robustus Parenti, 1984

agassii complex

O OO O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0ODO0ODO0OO0ODO0

. agassii Valenciennes, 1846
. empyraeus Allen, 1942

. frontosus Cope, 1876

. polonorum Tchernavin, 1944
. elegans Garman, 1895

. jussiei Valenciennes, 1846

. puni Tchernavin, 1944

. parinacotensis Arratia, 1982
. laucaensis Arratia, 1982

. tschudii Castelnau, 1855

. gymnotus Parenti, 1984

. hardini Parenti, 1984

. ctenolepis Parenti, 1984

. ascotanensis Parenti, 1984
. cf richersoni Parenti, 1984

. multiporis Parenti, 1984

. mundus Parenti, 1984

. ututo Parenti, 1984

. Silustani Allen, 1942
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O. luteus Valenciennes, 1846
O. rotundipinnis Parenti, 1984
O. farfani Parenti, 1984

O. albus Valenciennes, 1846

O. olivaceus Garman, 1895

O. rospigliosii Eigenmann and
Allen, 1942

O. pentlandi var. fuscus Garman,
1895

?0. cuvieri X O. pentlandii

Lauzanne (1992)

24 en el lago Titicaca

cuvieri complex

O. cuvieri Valenciennes, 1846

O. pentlandii Valenciennes, 1846
O. ispi Lauzanne, 1981

O. forgeti Lauzane, 1981

mulleri complex

O. gracilis Parenti, 1984

O. mulleri Valenciennes, 1846
O. crawfordi Tchernavin, 1944

O. sp. (O. olivaceus sensu
Lauzanne, 1982)

O. tutini Tchernavin, 1944

O. incae Garman, 1895
gilsoni complex

. gilsoni Tchernavin, 1944

. taquiri Tchernavin, 1944

. mooni Tchernavin, 1944

. uruni Tchernavin, 1944

. minimus Tchernavin, 1944
. tchernavini Lauzanne, 1981
. tomcooni Parenti, 1984

. imarpe Parenti, 1984

. robustus Parenti, 1984

agassii complex

O 0O O O0OO0OO0OO0OO0oOOo

O. agassii Valenciennes, 1846
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O. jussiei Valenciennes, 1846
O. luteus Valenciennes, 1846
O. albus Valenciennes, 1846
O. olivaceus Garman, 1895

Por lo anterior propone que algunas de las especies han sido asignadas a
formas juveniles o ligeras variaciones morfolégicas poblaciones como es el
caso de los O. agassii tschudii Castelnau, 1855, y O. agassii pequeni, las
cuales propone considerarlas como sin6bnimos de O. agassii. Asi mismo
cuestiona la validez de otras especies debido a que su descripcidon ha sido
basada en un muestreo escaso, como O. minutus Tchernavin, 1944, del que
s6lo se conocen dos ejemplares y por lo tanto propone que deberia ser incluida
dentro O. minimus Tchernavin, 1944. Por ultimo Lauzanne (1992), no reconoce
a O. jussiei puni Tchernavin, 1944, propone que debe ser incluida en O. jussiei
y cuestiona el reconocimiento de O. tutini, O. taquiri, O. uruni y O. inace debido

a que no habian sido colectadas desde 1984, a pesar de un intenso muestreo.

En la revision llevada a cabo por Parenti (1984), no reconoce a O. jussiei
Valenciennes, 1846 para el lago Titicaca, esto es debido a que habia un error
en la localidad de procedencia de dicha especie cuya localidad era el rio
Guasacona del Pera. Sin embargo y en contraparte con Lauzanne (Lauzanne,
1982), Parenti (1984), si reconoce a O. cf. puni y no como subespecie de O.

jussiei, como inicialmente habia sido descrita por Tchernavini, 1944.

Ademas también reconoce a O. frontosus Cope, 1876 como especie valida,

dicha especie habia sido sinonimizada por Tchernavini 1944 con O. agassii
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tschudii y por el contrario no reconoce a O. pequeni Tchernavin 1944, misma

gue sinonimizo6 con O. frontosus Cope 1876.

El otro componente de la ictiofauna autoctona del lago Titicaca esta
conformado por los peces del género Trichomycterus (llamados comunmente
suches y mauris de acuerdo generalmente a su tamafio). Siendo el género mas
extenso de la familia, con mas de 100 especies, es un grupo de especial
dificultad taxon6mica y reconocido como no monofilético. Perteneciente a la
familia Trichomycteridae, el género Trichomycterus agrupa a buena parte de
las especies con relaciones filogenéticas menos claras de la familia ya que ha
sido conformado por aquellas que no cuentan con los carateres diagnéticos del
resto de géneros reconocidos (generalmente géneros monotipicos con
caracteres especializados), pero que tampoco comparten caracteres
apomorficos que les unifique en un grupo concreto (Costa y Bockmann, 1993,
de Pinna y Wosiacki, 2003). Si bien los esfuerzos de colecta recientes han
resultado en la descripcion de varias especies del género especialmente en
localidades de alta elevaciéon, su conocimiento en el altiplano es aun
insuficiente (Fernandez y Vari, 2002, Fernandez y Schaefer, 2003, Fernandez y
Vari, 2009). Es por lo anterior que toda aseveracion al respecto de la posicion
taxonémica de las especies de la cuenca del lago Titicaca debe ser tomada con
especial cautela hasta no contar con una revision detallada de la variacion
morfologica poblacional y como ésta se corresponde con las especies descritas

para el género.
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Dos especies han sido reportadas para el lago desde los primeros estudios
faunisticos en la zona: T. dispar y T. rivulatus (Tschudi 1845, Cuvier y
Valenciennes 1846), al dia de hoy sin embargo, no hay un estudio que
caracterice adecuadamente la variacion morfologica y haga posible la
asignacion de los ejemplares colectados en el lago a una de ambas especies, 0
la posible identificacion de otros grupos. Desde sus respectivas descripciones,
T. dispar y T. rivulatus han experimentado constantes cambios taxonémicos en
los diferentes estudios del género, identificando diferentes caracteristicas
diagnosticas muchas veces solapantes, contradictorias o incluso opuestas
(Gunther 1864, Garman 1875, Pellegrin 1907). El presente trabajo esta basado
en el listado taxondmico mas reciente de la familia (de Pinha y Wosiacki, 2003)
mismo que reconoce las especies aceptadas por Eigenmann y Allen (1942),
quienes a su vez encuentran a T. dispar y T. rivulatus entre muestras

provenientes del lago Titicaca (Figura 5).

Figura 5. Figura de las especies de Trichomycterus reportadas para el lago

Titicaca. 2: T. rivulatus, 5: T. dispar. Modificado de Eigenmann (1918) PI. XLV.
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2.1.4. RELACIONES FILOGENETICAS DEL GENERO ORESTIAS

El género Orestias esta incluido, sensu

ORESTIAS
KOSSWIGICHTHYS
APHANIUS
APHANIUS
CYPRINODONTINI

27
26
25
24
23
22

Parenti, (Parenti 1981) en la Tribu Orestiini,

la cual incluye cuatro géneros Aphanius,

O~C-0-0-8-0—T

7 “Aphanius”, Kosswigichthys y Orestias

O-O=0=0=0=4

0000~ 00— 00
F

15 (Figura 6). Todos, a excepcion de las

|
é__i';’ Orestias estan distribuidos a lo largo del
by

: Mediterrdneo y Anatolia (Figura 7).

2 La Tribu Orestiini se caracteriza entre otras

Figura 6. Relaciones ]
filogenéticas basadas en
caracteres morfolégicos

dentro de los Orestiini. en la superficie dorsal de cabeza muy distintivo.
Tomado de Parenti (1984).

cosas, por presentar un patron de neuromastos

Segun Parenti (1981), Orestias, Anatolichthys y
Kosswigichthys forman un grupo monofilético. Aphanius fasciatus es

considerado como un miembro primitivo de los Cyprinodontinos.

M/ y

Figura 7. Distribucion de los Ciprindontiformes de Anatolia, imagen tomada de
Parenti (1981) p.458, figura 86.
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Los peces de la subfamilia Cyprinodontinae forman, por los siguientes
caracteres, un grupo monofilético, 1) el segundo faringobranquial esta
superpuesto al tercero, 2) el cartilago de Merkel esta expandido
posteriormente, 3) el proceso transversal de las vértebras esta reducido y tiene
forma de taza, 4) los parietales estan ausentes y 5) la linea externa de dientes
generalmente esta formada por una sola fila. El caracter 3 se encuentra en toda
la subfamilia con la excepcién de algunas especies de Orestias, por lo que la
presencia de un proceso transversal alargado en las vértebras se considera un
caracter derivado. Parenti determiné que el estado mas primitivo del quinto
caracter era la presencia de dientes tricuspides en la tercera fila, lo cual se
encuentra en todos los Cyprinodontinii y dentro de los Orestinii, excepto en dos
especies de Kosswigtchys y en Orestias. En las Orestias la fila externa de
dientes puede ser unicuspide o bicuspide y estar dispuestos de forma irregular,
lo que ha sido errébneamente interpretado como diferentes filas en algunas
especies y constituye un caracter derivado para ambos géneros. El género
Orestias presenta los siguientes caracteres derivados: carecen de aletas

pélvicas, no tienen vomer, ni el primer postcleithrum.

La reducciébn o pérdida de caracteres es un fenOmeno comun entre los
Cyprinodontidae y dentro de los Orestinii en particular se presentan
reducciones en la escamacion, en el numero de cuspides en los dientes y en el
desarrollo de alteas pélvicas. Por ejemplo se ha reportado para Aphanius que
viven en cuerpos de agua lénticos y con altos contenidos de sulfatos, un alto
grado de reduccion en la escamacion y alteraciones en los radios de las aletas

0 incluso ausencia total de aletas pélvicas y la reduccion parcial de las
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cuspides de los dientes. La reduccién en la escamacion o ausencia de las
aletas pélvicas ha sido propuesta por Parenti (1984) como un caracter

derivado.

Las Orestias comparten con los Cyprinodontiformes de Anatolia el tener
expandido el proceso medio del dentario que en Orestias forma un escudo
0seo en la mandibula inferior. Esta caracteristica da la apariencia de una
mandibula inferior robusta. Ademas presentan un caracter sinapomorfico que
es la presencia de glandulas genitales Unicas. El mesetmoide es cartilaginoso
en todos los Cyprinodontiformes de Anatolia y osificado en Orestias. Las
especies de Orestias presentan un patron caracteristico de poros de la cabeza
arreglados en series de neuromastos diminutos formando la silueta de una lira.
Los neuromastos cefalicos dorsales estan en una o dos lineas a lo largo del
hocico y contindan posteriormente en posicion media a los orificios nasales a lo
largo de la superficie dorsal de la cabeza y laterales a las escamas dorsales. La
serie de neuromastos contintan lateralmente a lo largo del preopérculo y la
mandibula. No presentan poros preorbitales, en cambio presentan una serie de

neuromastos que circulan el ojo.
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2.2. Objetivos

2.2.1. OBJETIVOS GENERALES

» Caracterizacion genética de especies del género Orestias Valenciennes
(1839) del lago Titicaca.
» Caracterizacion genética del género Trichomycterus Valenciennes

(1832) del lago Titicaca

2.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Llevar a cabo un muestreo de la diversidad ictica representativa tanto de
las especies descritas como de los morfotipos presentes en el lago
Titicaca.

» Elaborar una coleccion de tejidos y especimenes de referencia.

» Caracterizar mediante el uso de marcadores moleculares las relaciones
filogenéticas de las especies presentes en el lago Titicaca.

» Realizar una propuesta taxonémica.
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2.3. Métodos

2.3.1 COLECTA DE MATERIAL BIOLOGICO

Se efectuaron dos campafias de muestreo durante los meses de Noviembre de
2008 y Febrero de 2009 para la colecta de material biolégico, considerando
prioritario la colecta en aquellas localidades tipo reportadas previamente por
Parenti (1984), con el fin de tener una representatividad taxondmica de las
especies descritas para el género Orestias en el lago Titicaca. Las artes de
pesca utilizadas para las capturas de los organismos fueron redes

multifilamento de diferentes aperturas de malla.

El reconocimiento taxonémico de los ejemplares colectados se llevd a cabo en
las instalaciones prestadas por el PELT, mediante el uso de las claves
taxonomicas de Parenti (1984). Las muestras para la extracciéon de ADN fueron
obtenidas de trozos de aletas (pectorales o pélvicas), los cuales se preservaron
en alcohol al 70%, y posteriormente la mayoria de los peces fueron devueltos
al lago, en los casos en donde no fue posible su identificacion cuando fue
requerido con fines de la verificacion taxonémica, se fijaron individuos de
referencia en formol al 10% y se ingresaron a la coleccion ictiolégica del Museo
de Ciencias Naturales de Madrid, Espafia (MNCN). En los casos cuando la
obtencion de peces fue en mercados o con pescadores de la zona éstos fueron

fijados en Formol a 10%, e incorporados a la coleccion del MNCN.
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Con el fin de corroborar la determinacion taxonémica fueron solicitados los
tipos de las especies del género Orestias al Museo de Historia Natural de
Londres (Natural History Museum) 122 individuos la mayoria tipos para
diferentes especies fueron proporcionados en 24 lotes en préstamo al Museo

Nacional de Ciencias Naturales en Madrid, Espafia (Tabla 2).

Tabla 2. Individuos solicitados en préstamo al Museo de Historia Natural de
Londres

No. Individuos Especie Localidad Descripcion
7 O. tschudii Bahia de Puno
9 O. agassii
1 O. albus Lago Titicaca
1 O. albus Ojherani
2 O. crawfordi Bahia de Sintipos
Taman
10 O. crawfordi Ojherani
5 O. cuvieri Capachica,
Bahia de Puno
1 O. gilsoni Taquiri Lectotipo
8 O. gilsoni Taquiri Paralectotipos
1 O. gilsoni Taquiri Paralectotipo
1 O. cf. incae Moho Sintipo
10 O. ispi Isla Taquile
orilla Este
1 O. cf. puni Bahia de Puno | Sintipo
2 O. cf. puni Bahia de Puno | Sintipos
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O. luteus Lago Titicaca

O. minimus Sucune Paratipo
O. minimus Molinopampa Holotipo
O. minutus Bahia de Urune | Sintipo
O. mooni Bahia de Puno | Holotipo
O. mooni Taman Paratipos
O. mooni Bahia de Puno | Paratipos
O. mulleri

O. olivaceus Lago Umayo Sintipo
O. olivaceus Lago Umayo

O. pentlandi Bahia Puno

O. cf. robustus Ojherani Paratipos
O. rotundipinnis Lago Titicaca

O. taquiri Taquiri Paratipos
O. taquiri Taquiri Paratipo
O. taquiri Taquiri Holotipo
O. tutini Taquiri Paratipos
O. tutini Taquiri Holotipo
O. uruni Bahia de Urune | Paralectotipos
O. uruni Bahia de Urune | Lectotipo
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2.3.2. EXTRACCION DE ADN Y AMPLIFICACION DE GENES
MITOCONDRIALES Y UN GEN NUCLEAR

Previo a la extraccion del ADN, los tejidos fueron lavados con agua destilada
para retirar restos de etanol. Para la extraccion de ADN se utilizé el método

estandar del fenol — cloroformo de Sambrook et al. (1989).

El ADN extraido fue almacenado a 4°C. Para los andlisis de ADN se
amplificaron via reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Saiki et al., 1988)
dos genes mitocondriales: el gen completo del Citocromo b (con un total de
1140 pb) y la region control D-LOOP (928 pb). También se amplificaron 759 pb
del gen nuclear Rodopsina (Rho) (Tabla 3), el cual ha sido indentificado como

relevante en especies que presentan patrones de coloracién compleja.

La reaccion de amplificacion fue llevada a cabo en un volumen final de 25 pl,
conteniendo: 1 pl de DNA, Buffer 10 X, MgCl; 2 mM dNTP 0.2 mM, 0.2 mM de
cada uno de los cebadores correspondientes para cada gen, Taq Polimerasa

0.06 U/ul (Promega) y H,O para ajustar el volumen final.

Para obtener mayor resolucién taxonémica dentro del género Orestias fueron
amplificados dos genes Rodopsina (DNA nuclear) y Citocromo b (DNA
mitocondrial) y de la region Control (D-LOOP DNA mitocondrial). Para el
género Trichomycterus se llevo a cabo la amplificiacion y sequenciacion del
gen Cytb. Las condiciones de amplificacion para la mayoria de los cebadores
fueron las siguientes: una temperatura inicial de 94° C (5 min.), 35 ciclos de 94°

C (45 seg.), Tm° C (1 min.) y 72° C (90 seg.) y una extension final a 72° C (10
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min.) y 4° C oc. Los productos de PCR fueron visualmente analizados en geles
de agarosa al 1.5%, y los positivos fueron purificados con EXOSAP-IT PCR
Product Clean — Up (Usb) o precipitados con etanol. Las secuencias fueron
obtenidas utilizado el kit de secuenciacion Big Dye Deoxy Terminator cycle
(Applied Biosystems), cuyos cebadores especificos para cada gen se describen
en la tabla 3. El secuenciador utilizado para todas las muestras fue Applied

Biosystems 3700, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 3. Cebadores utilizados para la amplificacion (a) y secuenciacion (s) de
los genes: Cytb, Region Control y Rodopsina.

Gen Cebadores Secuencia (5"~ 3") z;rg) Ta(r;;)no Referencia
CNT ATG AAT AYC CTC AGT
Rodopsina Rh193 (a, s) ACT ACC 55 759 (Chen et al.,
(Rho) Rh1073r (a,s) CCR CAG CAC ARC GTG GTG 2003)
ATC ATG
Region Control | LN20 (a, s) ACCACTAGCACCCAAAGCTA 50 928 (Suarez et
(D-LOOP) HN20 (a, s) GTGTTATGCTTTAGTTAAGC al., 2001)
Citocromo b GIU-F (a, 5) GQ,:\GAACCACCGTTGTTATT . 1 (Zardo_ya y
(Cytb)* Thr-R (a, 5) C 8 0  Doadrio,
ACCTCCRATCTYCGGATTACA 1998)

* Para el género Trichomycterus se llevé a cabo la secuenciacion para el gen
mitocondrial Cytb

2.3.3.ANALISIS DE LOS DATOS

Los cromatogramas fueron visualmente revisados y verificados y los
alineamientos fueron llevados a cabo con el programa MEGA v4. La saturacion
de nucledtidos considerando los cambios de transiciones y transversiones fue
revisada graficando el nUmero de cambios absolutos para cada posicion por

cododn contra las distancias patristicas para todos los genes.

Las reconstrucciones filogenéticas fueron llevadas a cabo mediante Inferencia

Bayesiana utilizando el programa Mr.Bayes version 1. 3.01 (Huelsenbeck y
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Ronquist, 2001). Se utilizé el Modeltest 3.07 con el fin de encontrar el modelo
evolutivo que mejor se ajustaba a la matriz de datos utilizando la Informacién
del Criterio Bayesiano (Bayesian Information Criterion, BIC) (Posada y
Crandall, 1998). Para el analisis bayesiano del “set” de datos combinado del
género Orestias utilizando dos genes Rho y Cytb y la region control D-LOOP,
se calcul6 el modelo evolutivo que mejor que se ajustaba para cada uno (Cytb,
D-LOOP y Rho) utilizando el BIC (Tabla 4). Para llevar a cabo el analisis
bayesiano dentro del género Trichomycterus el modelo elegido fue GTR+I+T,

sin particionar por codones.

Tabla 4. Parametros de Likelihood y caracterizacion del conjunto de datos
considerando el criterio de Parsimonia para cada codon para el gen Cytb y por
fragmentos para el D-LOOP y Rodopsina en el andlisis del género Orestias.

Gen Tamafio  Modelo* Gamma SV  CPI
(pb)

Cytb 1ras | 380 K80+G  0.3159 56 29

2das 380 K81uf Igual 25 8

3ras 380 GTR+G 1.3009 136 137

D-LOOP | 928 HKY+G 0.6015

Rho 759 HKY+G 03125 28 9

SV= Sitios Variables y CPI = caracteres parsimoniosamente informativos.
*Modelo que mejor se ajustaba al “set” de datos utilizando el Criterio de
Informacion Bayesiana (BIC) en el Modeltest 3.7 (Posada y Crandall, 1998).

Para la identificacion de patrones en la variacion genética se estimé una red de
haplotipos del Cytb, D-LOOP y Rho. Se determinaron los distintos haplotipos
con el programa DnaSP v4.20.2 y se estimd una red de distancias con el

programa NetWork 4.5.
2.3.4. ANALISIS DE CLADOS ANIDADO

Para probar la hipétesis de posibles patrones geograficos asociados a la

diversidad genética observada, se llevé a cabo la inferencia de clados anidados
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con soporte estadistico, estimando una red de haplotipos basada en el criterio
de Parsimonia (P=95%). Este esquema permite identificar posibles
asociaciones geograficas en los datos de variacion haplotipica cuando la
estructura resultante es proyectada geograficamente (Garrick et al., 2008). Se
utilizé el programa TCS para la estimacion de los haplotipos y la agrupacion de

los clados anidados con base en la matriz del gen Cytb.

2.3.5. DATACION DE LA CLADOGENESIS CON RELOJ
MOLECULAR RELAJADO

Se propuso un esquema de reloj molecular relajado para inferir las fechas de
separacion de los diferentes clados en el arbol filogenético utilizando métodos
coalescentes con la matriz de datos combinada. Este modelo fue preferido
debido a que se ha mostrado que los modelos de reloj relajado no
correlacionado son més adecuados que los relojes estrictos, al permitir que las
tasas de mutacion varien entre los taxa dentro de ciertos parametros
(Drummond et al.,, 2006). Un método de Inferencia Bayesiana de reloj
molecular log-normal no correlacionado fue implementado en el programa
BEAST v 1.5.1 (Drummond y Rambaut, 2007). Se utilizaron los diferentes
modelos de evolucion para cada particion (Tabla 4) con los parametros
correspondientes como priors y se permitio que las tasas de mutacion fueran
estimadas por el método de coalescencia. En el caso del Cytb, se determiné
una tasa de mutacién media de un 1% para las primeras posiciones, 0.8% para
las segundas y 1.2% para las terceras posiciones (Zardoya y Doadrio, 1999),
en un espacio muestral con distribucion normal y determinados intervalos de

varianza. Se corrieron 20 millones de simulaciones en Cadenas de Markov
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Monte Carlo tras lo cual se observo la convergencia y el comportamiento de los
parametros estimados. La obtencién de valores de Tamafio Efectivo de
Muestra (ESS) superiores a 200 se consider6 como minimo para estimar que
un parametro estaba siendo muestreado adecuadamente. El programa Tracer
v1.4.1 fue utilizado para resumir y visualizar el efecto de las simulaciones y el
burning. De esta forma, en todos los casos fue observado que un burning de
10% de las generaciones era adecuado para estabilizar las estimas. El

programa FigTree v.1.2.3 fue utilizado para la visualizacion del arbol resultante.

2.3.6. RELACIONES HAPLOTIPICAS

Las redes de haplotipos a menudo son mas adecuadas que los arboles
filogenéticos para observar relaciones intraespecificas o de especies muy
cercanas porque el flujo génico puede dar lugar a estructuras reticuladas mas
que estructuras jerarquicas. Ademas, en una red de haplotipos los nodos
internos tienen un sentido biolégico mas claro como haplotipos ancestrales
persistentes hoy en dia (Posada y Crandall, 2001). En el caso de genes
mitocondriales, en los que por lo general la recombinacién no toma lugar, la
reticulaciobn se interpreta como vias evolutivas alternativas originadas por
sefales filogenéticas contrastantes. El método de Median Joining (MJ) (Bandelt
et al., 1999) se aplica particularmente en estos casos. El programa Network

v4.5.1 (www.fluxus-enginereeing.com) se utilizé para inferir la solucion mas

probable de la red median joining con las matrices de los genes Cytb, D-loop y

Rodopsinas.
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2.4. Resultados y Discusion

Durante las dos campafas, noviembre de 2008 y febrero de 2009, fueron
colectados un total de 2,160 tejidos para llevar a cabo la reconstruccion
filogenética de las especies de los géneros Orestias y Trichomycterus en el

lago Titicaca.

2.4.1. CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GENERO
ORESTIAS

En la figura 9 se muestra la distribucion de la frecuencia de los tejidos
colectados por especie para el género Orestias (Figura 8, representantes de los
complejos dentro del género Orestias). La identificacion de estas especies esta
basada en las caracteristicas morfol6gicas mediante la utilizacién de las claves
y caracteres diagnosticos mencionados por Parenti (1984), asi como su
comparacion con ejemplares de series tipo facilitados por el Museo Britanico de

Historia Natural (Tabla 2).

Algunas de las especies aceptadas por Parenti no fueron encontradas en estos
dos campafias de muestreo, entre ellas estan las siguientes: Orestias olivaceus
Garman 1895, O. tutini Tchernavin, 1944, O. minutus Tchernavin, 1944, O.
tchernavini Lauzanne, 1981, O. tschudii Castelnau, 1855 y O. mooni
Tchernavin, 1944. En el presente estudio retomamos la propuesta de Parenti,
(1984) de considerar O. cf. puni Tchernavin, 1944, O. farfani Parenti, 1984, O.
rotundipinnis y O. frontosus como especies validas para el lago Titicaca, con la
finalidad de evaluar la correspondencia entre de la variacion morfol6gica y

filogenética.
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En caso de especies conocidas a partir de un namero muy limitado de
ejemplares tipo, es posible que como ha sido mencionado por varios autores
(Lauzanne, 1992; Mduller, 1993), estas especies no representen grupos
taxonémicos discretos. Tal es el caso de O. minimus y O. minutus, ambas
especies han sido descritas a partir de dos ejemplares y no han vuelto a ser

colectadas. En este estudio reportamos la presencia de O. minimus.

Complejo cuvieri Complejo agassii
O. ispi O. agassii

Complejo gilsoni
O. gilsoni

Complejo agassii Complejo mulleri
O. albus O. mulleri

Figura 8. Fotos de las especies representativas de los complejos reconocidos
por Parenti (1984).
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Figura 9. Distribucion de la frecuencia de especies para las dos campafias de
colecta, Noviembre 2008 y Febrero 2009.

Como se observa en el gréafico las especies con una mayor representacion en
la coleccion de tejidos llevada a cabo corresponden a cuatro: O. agassii, O.
gilsoni, O. luteus y O. mulleri, las cuales también presentaron una mayor
distribucion y abundancia en el lago, junto con O. ispi. Estas cuatro especies
alcanzan un 56% del total de tejidos colectados. En contraparte cinco especies
fueron muy poco abundantes, registrando sélo un ejemplar en algunos casos

(O. minutus, O. pentlandii).
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2.4.1.1. Especies estudiadas del género Orestias en el lago

Titicaca

Se llevé a cabo la determinacién de los ejemplares con la utilizacion de las
claves taxonOmicas de Parenti (1984), a continuacibn se enumeran las
especies encontradas en el lago, enumerando aquellos caracteres diagnosticos

para cada especie Tabla 5.

En la tabla 5 se muestra tanto si las especies descritas para el lago fueron
colectadas durante las dos campafias de colecta, asi como si una vez con los
andlisis llevados a cabo, fue posible su recuperacion como especie valida
taxonémicamente, o si seria necesario llevar a cabo estudios particulares para

cada caso.
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Tabla 5. Especies reconocidas en las principales revisiones y su comparacion con la propuesta taxonémica derivada de este

estudio

Especies descritas Tchernavin, Parenti, Lauzanne, Colectada Valida Nombre propuesto
1944 1984 1992

O. cuvieri Valenciennes, 1846 Si Si Si No Si O. cuvieri Valenciennes, 1846

O. pentlandii Valenciennes, 1846 Si Si Si Si Si O. pentlandii Valenciennes, 1846

O. ispi Lauzanne, 1981 - Si Si Si Si O. ispi Lauzanne, 1981

O. forgeti Lauzane, 1981 - Si Si Si Si O. forgeti Lauzane, 1981

O. gracilis Parenti, 1984 - Si No Si Si O. gracilis Parenti, 1984

O. mulleri Valenciennes, 1846 Si Si Si Si No Morfotipo generalista

O. crawfordi Tchernavin, 1944 Si Si Si Si Si O. crawfordi Tchernavin, 1944

O. tutini Tchernavin, 1944 Si Si Si No ? O. tutini Tchernavin, 1944

O. incae Garman, 1895 Si Si Si Si Sl O. cf. incae Garman, 1895

O. gilsoni Tchernavin, 1944 Si Si Si Si Si O. gilsoni Tchernavin, 1944

O. taquiri Tchernavin, 1944 Si Si Si Si No O. gilsoni Tchernavin, 1944

0. mooni Tchernavin, 1944 Si Si Si No ? O. mooni Tchernavin, 1944

O. uruni Tchernavin, 1944 Si Si Si Si Si O. uruni Tchernavin, 1944

O. minimus Tchernavin, 1944 Si Si Si Si No O. minutus Tchernavin, 1944

O. minutus Tchernavin, 1944 Si Si No No ? O. minutus Tchernavin, 1944

O. tchernavini Lauzanne, 1981 - Si Si No ? O. tchernavini Lauzanne, 1981

O. tomcooni Parenti, 1984 - Si Si Si Si 0. tomcooni Parenti, 1984

O. imarpe Parenti, 1984 - Si Si Si No Morfotipo generalista

O. robustus Parenti, 1984 - Si Si Si No Morfotipo generalista



Especies descritas Tchernavin, Parenti, Lauzanne, Colectada Valida Nombre propuesto
1944 1984 1992
O. agassii Valenciennes, 1846 - Si Si Si Si O. aff. agassii Valenciennes, 1846
O. frontosus Cope, 1876 No Si No Si No Posibles hibridos
O. jussiei Valenciennes, 1846 Si No Si No ? O. jussiei Valenciennes, 1846
O. puni Tchernavin, 1944 Si Si No Si No O. aff. agassii Valenciennes, 1846
(subespecie)
O. tschudii Castelnau, 1855 No Si No No ? O. tschudii Castelnau, 1855
O. ctenolepis Parenti, 1984 - Si No Si No Caracteres de la descrpcién no
validos probablemente O. aff. agassii
Valenciennes, 1846
O. richersoni Parenti, 1984 - Si No Si No Caracteres de la descrpcion no
validos probablemente O. aff. agassii
Valenciennes, 1846
O. multiporis Parenti, 1984 - Si No Si No Caracteres de la descrpcién no
validos probablemente O. aff. agassii
Valenciennes, 1846
O. silustani Allen, 1942 No Si No No ? O. silustani Allen, 1942
O. luteus Valenciennes, 1846 Si Si Si Si Si O. luteus Valenciennes, 1846
O. rotundipinnis Parenti, 1984 - Si No Si No Caracteres de la descrpcion no
vélidos probablemente O. luteus
Valenciennes, 1846
O. farfani Parenti, 1984 - Si No Si No Caracteres de la descrpcién no
véalidos probablemente O. luteus
Valenciennes, 1846
0. albus Valenciennes, 1846 Si Si Si Si Si 0. albus Valenciennes, 1846
0. olivaceus Garman, 1895 Si Si Si No ? O. olivaceus Garman, 1895

aff = Una especie muy relacionada a la descrita pero que muestra caracteres que son de una entidad distinta. cf = El espécimen se
asemeja muy cercanamente a los tipos pero carece de alguno o algunos de los caracteres de los especimenetes tipo.
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Orestias aff. agassii Valenciennes 1846

b

Orestias aff. agassii, a) Sintipo MCZ 27698 Puno, lago Umayo Garman, S.
Determiné: L. Parenti, 1981. b) Ejemplar colectado en las camparfias de
muestreo de este proyecto.

Segun Parenti 1984 esta especie es una de las mas ampliamente distribuidas
del género Orestias, la cual se encuentra en Urubamaba, la cuenca del Titicaca
y el region norte de Chile. La diversidad morfoldégica en tal intervalo de
distribucion es muy amplia y es posible que dentro de esta especie se
encuentren incluidas mas unidades taxondmicas del complejo aun por
reconocer. A espera de un estudio que integre la variacion morfologica de O.
agassii en conjunto, por ahora parece razonable concluir que las formas del

grupo agassii encontradas en el lago son similares pero con rasgos no
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necesariamente conferibles a O. agassii. Es por esto que se adopta el término

Orestias aff. agassii.

En el presente estudio O. aff. agassii fue una de las especies con distribucion
mas amplia en el lago, ademas de ser una de las mas abundantes. Si bien es
cierto que O. agassii fue descrita para una localidad fuera del lago, la especie
gue puede ser colectada en el lago presenta muchos caracteres que coinciden
con los de ésta, si bien hay que considerar que presenta una plasticidad que no
esta incluida en su descripcion. Lauzanne (1982), determind que las especies
O. tschudii Castelnau, 1855 y O. pequeni Tchernavin, 1944 son parte de la
plasticidad fenotipica de O. agassii, dentro del lago. De forma similar, en este
estudio consideramos que otras especies del grupo agassii como O. ctenolepis,
O. frontosus, O. multiporis, O. puni y O. richersoni bien pueden estar incluidas
en la plasticidad fenotipica de la especie, en todo caso se requiere llevar a
cabo una revision taxonomica que redefina los intervalos de variacion de la

especie.
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Orestias albus (Valenciennes 1846)

b

Orestias albus a) Ejemplar colectado en las campafias de muestreo de este
proyecto en Tilali, lago mayor. b) Radiografia BMNH 19446651.

La especie O. albus se distingue del resto por presentar tres autopomorfias:
una mandibula inferior robusta, una cabeza relativamente larga que alcanza
cerca del 40% de la longitud estdndar y una forma corporal Unica caracterizada
por un perfil dorsal del cuerpo sin una transicion abrupta de la parte anterior de
la aleta dorsal a la base de la caudal. Esta especie ha sido generalmente
reconocida como valida, aunque en este trabajo no se recupera como grupo
monofilético y la forma O. albus se observa en diferentes linajes del Clado |

(Figura 11).

Parte de la singularidad de esta especie puede estar relacionada con la
ecologia tréfica de la misma, siendo previamente reportado un cierto grado de

diferenciacion de la dieta para la especie (Maldonado et al., 2009).
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Orestias crawfordi Tchernavin 1944

b

Orestias cf. crawfordi a) Ejemplar colectado en las campafias de muestreo de
este proyecto T1749. b) Radiografia del sintipo BMNH 19446651.

Las caracteristicas mas distintivas de esta especie son un cuerpo alto,
lateralmente comprimido y dentro del complejo mulleri esta completamente
escamada, ademas de manera similar a O. cf. incae presenta un elevado
namero de radios en la aleta dorsal (15-18), con un pedunculo caudal ancho y
dientes faringeos molariformes. Con cuspides redondeadas, y con cuatro
huesos epibranquiales con una fuerte proyeccién posterior y asociado un

abductor VI largo.

De manera similar a la especie O. albus, O. crawfordi no fue recuperada como

monofilética en el Clado | (Figura 10).
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Orestias ctenolepis Parenti, 1984

Orestias ctenolepis. Ejemplar colectado en las campafias de muestreo de este
proyecto T1637.

Es una de las especies mas delgadas del complejo agassii, en la cual los
machos presentan un extremado numero de cteni en las escamas (10 cteni por
escama) para la mayor parte del cuerpo, incluyendo la superficie dorsal de la
cabeza y el eje medio dorsal, solamente las escamas inmediatamente
posteriores a la base y media de la aleta pectoral son estrictamente cicloides y
no se ha observado que presenten cteni. Todas las aletas, en ambos hembras
y machos, son delicadas y no estan cubiertas por una membrana gruesa. Los

margenes de la mandibula inferior estan cubiertos por delicadas papilas.

La especie fue descrita para el rio Zapatilla en Perd, y no ha sido reconocida
como valida por algunos autores (Lauzanne, 1992). En el presente estudio la
especie no fue recuperada como monofilética y en cambio fueron encontrados
diferentes linajes para morfotipos del complejo agassii en simpatria para el rio

Zapatilla.
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Orestias farfani Parenti, 1984

b

Orestias farfani a) Ejemplar colectado en las campafas de muestreo de este
proyecto T2442. b) Radiografia del mismo ejemplar.

O. farfani ha sido una especie cuestionada por algunos autores (Lauzanne,
1992; Miiller, 1993)debido a su gran similitud con O. luteus y O. rotundipinnis,
la cual se distingue de estas dos especies por presentar un perfil ventral recto y
por lo tanto el cuerpo no es tan alto como en O. luteus, O. albus y O.

rotundipinnis.

En el presente estudio la especie no fue recuperada como monofilética en el

Clado | (Figura 11).
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Orestias forgeti Lauzane, 1981

b

Orestias forgeti a) Ejemplar colectado en las campafias de muestreo de este
proyecto T2158. b) Radiografia del mismo ejemplar.

La especie O. forgeti esta incluida en el complejo cuvieri y es una de las
especies mas pequefas, junto con O. ispi. Como es caracteristico en el
complejo presenta un patrén de escamacion irregular en el delgado vientre. Se
distingue del resto de las especie del complejo por unas largas aletas
pectorales con un incrementado nimero en los radios de las aletas pectorales
19, con un intervalo entre 18 y 20 mientras que el resto de las especies

presentan una moda de 17 y un intervalo de 15 a 20.

Esta especie en conjunto con el resto del complejo cuvieri fueron recuperadas
en la topologia obtenida dentro del Clado | (Figura 11), siendo todas

monofiléticas; O. ispi, O. pentlandi y O. forgeti.
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Orestias frontosus Cope, 1876

b

Orestias frontosus a) Ejemplar colectado en las campafas de muestreo de este
proyecto T961. b) Radiografia del mismo ejemplar.

La especie O. frontosus esta incluida en el complejo agassii y
morfologicamente esta relacionada con O. tschudii y O. cf richersoni pero
difiere de estas dos especies por presentar una cabeza muy redondeada y un

hocico muy abrupto.

En el presente estudio la especie O. frontosus no fue recuperada como
monofilética dentro del Clado Il (Figura 11). En adiccién la mayoria de los
ejemplares analizados que presentaron este morfotipo eran de naturaleza

hibrida entre el Clado | y II.
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Orestias gilsoni Tchernavin 1944

b

Orestias gilsoni a) Ejemplar colectado en las campafas de muestreo de este
proyecto en Titihue, Huancané T1084. b) Radiografia del ejemplar T1084.

La especie O. gilsoni esta comprendida en el complejo que lleva su nombre, y
O. taquiri es la especie mas cercana. Esta especie se distingue del resto de las
especies del complejo por una ancha cabeza que alcanza cerca del 23% de la
longitud estdndar y la cual esta aplanada dorsalmente. Otra de las
caracteristicas distintivas del grupo es su pedunculo caudal estrecho, el cual no

alcanza 10% de la longitud estandar.

La especie O. gilsoni fue una de las mas abundantes en el lago Titicaca y
también una de las mas ampliamente distribuida. En el presente estudio la
especie no fue recuperada como monofilética, ni tampoco las especies que

comprenden el complejo (Clado I, Figura 11).
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Orestias gracilis Parenti, 1984

b
Orestias gracilis a) Ejemplar colectado en las campafias de muestreo de este

proyecto en Inca Chaka, Copacabana T1431. b) Radiografia del ejemplar
T1431.

Orestias gracilis es una de las especies mas delgadas del complejo mulleri, con
la base de las aletas dorsal y anal proyectadas ligeramente por encima del
perfil primario corporal. Con melandforos dispersos siendo mas abundantes en
la superficie dorsal. Las aletas van de relativamente transparentes a
ligeramente moteadas. Las aletas pectorales son pequefias en su base, con
radios alargados. Ademas presenta un nimero modal de radios de las aletas
pectorales menor 15, con un rango entre 14 a 15, a diferencia de una moda de

19 para otras especies del complejo mulleri.

En el presente estudio la especie es considerada como valida, alun asi es
necesario llevar a cabo una revision de la misma, dado que se incluye dentro

del complejo cuvieri en el analisis filogenético.
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Orestias imarpe Parenti, 1984

b

Orestias imarpe a) Ejemplar colectado en las campafias de muestreo de este
proyecto en Chucuito, Sector Barco T517. b) Radiografia del ejemplar T517.

Orestias imarpe es una de las especies mas robustas del complejo gilsoni, la
cual se distingue del resto de especies por presentar labios gruesos y
carnosos, con una aleta dorsal pequefia con 11 radios de moda y con un
intervalo de 10 a 14. Con las orbitas oculares grandes y proyectadas por
encima del perfil dorsal primario de la cabeza extendiéndose mas que para las

especies O. cf. robustus, O. tchernavini, y O. uruni.
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Orestias cf. incae Garman 1895
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d
Orestias cf. incae a) Sintipo MCZ 3948 Bahia de Moho, lago Titicaca Garman,

S. Determind: L. Parenti, 1981. b) Radiografia del ejemplar MCZ 3948. c)
Ejemplar BMNH 19397172. d) Radiografia, BMNH 19397172.

O. cf. incae es miembro del complejo mulleri, porque las aletas dorsal y anal
estan ligeramente proyectadas del perfil primario corporal, la especie O.
crawfordi es la especie mas cercana morfolégicamente, de la cual se distingue
por la presencia de dos caracteres derivados: el primero es la especie mas
comprimida lateralmente, con la superficie ventral casi en forma de quilla en los
adultos. Ademas es una especie con dimorfismo sexual, ya que los machos
adultos presentan de cuatro a cinco barras verticales medias de color marrén
obscuro, en un fondo marrén claro, las cuales en las hembras son apenas

perceptibles.

En la reconstruccion filogenética no fue posible recuperar a esta especie en la

topologia como monofilética (Clado I, Figura 11).
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Orestias ispi Lauzanne 1981

d

Orestias ispi a) Ejemplar BMNH 1982.12.6.51 de la localidad de Isla Taquile,
lago Titicaca. b) Radiografia del ejemplar BMNH 1982.12.6.51. c) Ejemplar
colectado en las campafas de muestreo de este proyecto en la localidad de
Estrecho de Tiquina, Camacati T2163. d) Radiografia del ejemplar T2163.

Orestias ispi junto con O. forgeti corresponden a las dos especies mas
pequefas dentro del complejo cuvieri. Esta especie se distingue del resto del
complejo por presentar un patron de escamacién complejo, con escamas muy
pequefias y delgadas. Un caracter diagnosticos mas es su mandibula inferior a

90° del eje principal del cuerpo.

55



Orestias luteus Valenciennes 1846

b

Orestias luteus a) BMNH, lago Titicaca. b) ejemplar colectado en las campafas
de muestreo de este proyecto. c) Radiografia, BMNH 194466425.

Orestias luteus fue incluido por Parenti (1984) en el complejo agassii, cuya
especie mas cercana morfolégicamente y difiere de esta en que los radios
medios de las aletas pectorales estan alargados. Se define principalmente
porgue el ancho de la cabeza alcanza un 40% de la longitud estandar, y de

manera similar el largo de la cabeza alcanza un 40% de la longitud estandar.

En el presente estudio O. luteus no pudo ser recuperada como del complejo

agassii, sino en un linaje independiente, mas cercano a las especies de los

complejos mulleri, gilsoni y cuvieri (Clado I, Figura 11).
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Orestias minimus Tchernavin 1944
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g

Orestias minimus a) Holotipo BMNH 1944.6.6.532 de la localidad Molinopampa.
b) Radiografia del Holotipo BMNH 1944.6.6.532 de la localidad Molinopampa.
c) Sintipo de la localidad de Urune BMNH 1944.6.6.159, lago Titicaca. d)
Radiografia del Sintipo de la localidad de Urune BMNH 1944.6.6.159. e)
Radiografia del ejemplar Paratipo BMNH 194466533 de la localidad de Sucuné.
f) Ejemplar colectado en las campafias de muestreo de este proyecto en
Sucuné T1851, lago Titicaca. g). Radiografia del ejemplar T1851.

O. minimus es una de las especies mas diminutas del complejo gilsoni,
conocida sélo por dos ejemplares de 23 y 28 mm de longitud estandar. La

especie con la que esta mas relacionada morfolégicamente es O. minutus, sin
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embargo Tchernavin 1944 propone que tanto O. minutus como O. minimus
sean incluidas en la misma especie. Por otro lado hemos observado que tanto
para el holotipo BMNH 1944.6.6.532 como el sintipo BMNH 1944.6.6.159 se
pueden observar rastros de presencia de escamas, una aseveracion similar ya
se habia hecho en una revision relativamente reciente (Muller 1993) Por lo
tanto siendo esta una de las diferencias con O. minutus posiblemente sea
necesario llevar a cabo un andlisis mas exhaustivo de la validez de la especie

O. minutus y también de las caracteristicas diagnésticas de O. minimus.

El ejemplar que hemos colectado coincide con todas las caracteristicas
diagnésticas para la especie sin embargo uno de los caracteres que no se
cumplia era que nuestro individuo si que presentaba escamas, aun asi es
evidente que presenta una considerable reduccion en la escamacion siendo
mucho méas escasa para esta especie. Otra de las caracteristicas que sirve
para diferenciar entre las dos especies es el niumero de vértebras, siendo 30

para O. minimus y 31 en O. minutus.
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Orestias minutus Tchernavin 1944

Orestias minutus. Radiografia, Sintipo BMNH 194466159. Bahia de Uruni, lago
Titicaca.

A pesar del esfuerzo de colecta no fue posible obtener ejemplares de O.
minutus. Esta especie esta incluida en el complejo gilsoni y s6lo se conocen
dos ejemplares para la misma, dos hembras adultas de 24 a 28 mm de longitud
estdndar, entre las diferencias mencionadas previamente otra de las
caracteristicas de la distinguen se su especie mas cercana (O. minimus) es el
incremento en el numero de radios de la aleta anal de 16 a 17, mientras que
para O: minimus que van de los 14 a 15. Sin embargo como se ha mencionado
previamente parte de las caracteristicas aqui propuestas como diagndésticas
deben tomarse con cautela debido al escaso numero de ejemplares colectados
para la especie y aun mas porque el caracter de la escamacion (ausentes en
O. minimus) no ha sido posible verificarla porque al menos para el holotipo y el

sintipo de O. minimus existen evidencias que contradicen este caracter.
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Orestias mooni Tchernavin 1944

Orestias mooni. Radiografia, Paratipo BMNH 194466504. Bahia de Uruni, lago
Titicaca.

Esta especie esta caracterizada por estar completamente escamada, esta
incluida en el complejo gilsoni cuya especie mas cercana es O. tomcooni,
presenta una mandibula en 90° con respecto al eje corporal. Ademas de la
escamacion es distinguible por presentar un incremento en el nimero de
vértebras de 32 a 33, con un intervalo observado entre los 32 a 34, en

contraparte de 31 vértebras para O. tomcooni.

En el presente estudio no fue posible colectar individuos que correspondieran

con esta especie.
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Orestias mulleri Valenciennes 1846

Orestias mulleri a) BMNH 1862111532, lago Titicaca. b) Radiografia, BMNH
1862111532. c) Ejemplar colectado en las campafias de muestreo de este
proyecto en Puerto Acosta, lago Mayor T2401.

O. mulleri es la especie mas larga dentro del complejo mulleri, alcanzando
92mm de longitud estandar, estd completamente escamado, con un patron de
escamacion irregular cubriendo el vientre. Se distingue del resto de especies
del complejo, debido a que estd comprimido lateralmente, ademas tiene un

incremento en el niUmero de escamas en una serie lateral de 36, con un
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intervalo de 33 a 38, mientras que para el resto de las especies dentro del
complejo presentan una moda de 31 a 32 con un intervalo de 30 a 36. Asi
mismo presenta un decremento en la moda del nimero de radios de la aleta
anal siendo de 13, con un intervalo de 12 a 15, opuesto a los 15 para el resto

de especies del complejo, con un intervalo de 13 a 18.

En el presente estudio los ejemplares identificados como O. mulleri no pudieron

ser recuperados como monofiléticos en la topologia (Clado I, Figura 11).
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Orestias multiporis Parenti, 1984

b
Orestias multiporis.a) espécimen colectado en el rio Lampa T1785. b)
Radiografia del mismo individuo.

O. multiporis representa una especie robusta del complejo agassii, con labios
gruesos y carnosos, Orbitas cercanas a la superficie dorsal de la cabeza y el
perfil dorsal presenta una sutil pendiente desde la punta del hocico hasta la
base anterior de la aleta dorsal. Se distingue del resto de especies de Orestias
por su patrén unico de neuromastos, el cual esta caracterizado por series de
dos 0 mas neuromastos agrupados en las escamas de la linea lateral y de la

parte media de la cresta dorsal.
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Orestias olivaceus Garman 1895

b

Orestias olivaceus. a) Sintipo MCZ 3946, determinado por: L. Parenti, 1981. b)
Radiografia de Sintipo BMNH 19397171.

O. olivaceus pertenece al grupo luteus. Se distingue del resto de especies por

gue sus Orbitas estan claramente orientadas dorso-lateralmente, de modo que

desde la vista dorsal las dos son completamente visibles.

En el presente estudio no fueron colectados ejemplares que coincidieran con

las caracteristicas de esta especie.
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Orestias pentlandii Valenciennes 1839

_ a

b
Orestias pentlandii. a) Individuo colectado en Laguna Saracocha (T1578). b)

Radiografia de BMNH 19397171. Cuenca de Puno, lago Titicaca. Determiné: L.
Parenti, 1981. b) Radiografia, BMNH 19397171.

O. pentlandi esta incluida en el complejo cuvieri y se caracteriza por estar
completamente escamado. La especie mas cercana morfolégicamente es O.
ispi, y como este ultimo, O. pentlandi presentan un cabeza pequefa y cénica
sin una fila de dientes externos en la mandibula inferior en los adultos. Una de
las caracteristicas distintivas de esta especie es su gran tamafio siendo una de
las mas grandes dentro del género Orestias alcanzando hasta 200 mm de
longitud estandar. Presenta mayor niamero de vértebras en el género con una
moda de 37 con un rango observado de 36 a 38, asi mismo presenta el nimero
mas elevado de escamas en una serie lateral, con un numero modal de 57 y

con un intervalo observado entre 51 a 60.

En el presente trabajo se pudo recuperar O. pentlandi como monofilética dentro
del complejo cuvieri (Clado I, Figura 11). Asi mismo se pudo comprobar
genéticamente la existencia de un hibrido entre O. pentlandi y O. aff. agassii, el
cual ademas tiene un fenotipo intermedio entre ambas especies (ver apartado

de hibridos).
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Orestias cf. puni Tchernavin 1944

c
Orestias cf. puni a) Paratipo O. jussiei puni BMNH 194466179, Bahia de Puno,
lago Titicaca. b) Radiografia, BMNH 194466179. c) Radiografia de ejemplar
colectado en este proyecto T1033.
O. puni fue en un principio descrita como una subespecie de O. jussiei, sin

embargo debido a que O. jussiei fue originalmente descrita para una localidad

distinta del lago, Parenti (Parenti, 1984), determina que esta (O. puni) es una

67



especie valida para el lago. Las principales caracteristicas de la especie es que
presenta un peddnculo caudal ancho alcanzando un 22% de la longitud
estandar, solamente O. luteus presenta un pedunculo caudal tan ancho.
Tchernavin 1944, incluye la subespecie O. jussiei puni en O. jussiei
Valenciennes, 1846, en la revision de Parenti (1984), O. puni se eleva a la
categoria de especie valida para el lago y deja a O. jussiei como especie valida
fuera del lago. Finalmete Lauzane (1992), no reconce la validez de O. puni

COMO una especie y propone que sea incluida dentro de O. jussiei.

Aunque para el presente estudio hemos colectado individuos que han sido
asociados con este morfotipo (O. cf. puni), la especie no fue ser recuperada
como monofilética en la topologia obtenida dentro del Clado Il (Figura 11), por
lo que no podemos considerarla como valida. En cuanto a la discusién
taxonémica de la especie no podemos descartar ni apoyar la inclusion de O.
puni en O. jussiei debido a que no contamos con ejemplares tipo de O. jussiei,
aun asi consideramos que O. cf. puni puede estar incluida en la variaciéon

fenotipica de O. aff. agassii.
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Orestias cf. richersoni Parenti 1984

b

Orestias cf. richersoni. a) Individuo de Huatajata, lago Titicaca T1393. b)
Radiografia del espécimen T1393.

Esta especie se caracteriza del resto de las del complejo agassii, por un patron
de pigmentacion unico, el cual presenta una mancha obscura en la base de la
aleta pectoral, ademas de una coloracion azabache en el margen dorsal del
opérculo y en el margen de la mandibula. Por dltimo presenta una banda
obscura en la base de los radios de las aletas pectorales que se extiende

dorsalmente en el escudo lateral de escamas.

Debido a que la principal distincion de esta especie corresponde con patrones
de coloracion y estos pueden estar afectados por diversos factores, hemos
reconocido ejemplares de esta especie, sin embargo tomamos con cautela esta

identificacién ya que no ha sido posible recuperarla en la topologia obtenida.
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Orestias cf. robustus Parenti, 1984

d
Orestias cf. robustus a) Paratipo de Ojherani, lago Titicaca. BMNH
1982.12.6.122 b) Radiografia del mismo espécimen. c) Ejemplar colectado en
las camparfias de muestreo de este proyecto en la localidad de Sucuni, T1857.
d) Radiografia del ejemplar T1857.
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Esta es una de las especies mas robustas del género Orestias, el ancho de la
cabeza corresponde a un 23% de la longitud estandar, y la forma del cuerpo
esta caracterizada por un gentil incremento en el perfil dorsal desde la punta
del hocico a la base de la aleta dorsal; asi como un gentil incremento convexo
del perfil ventral desde la punta de la mandibula inferior a la base de la aleta
anal. Esta especie no se recupera en la topologia obtenida en el presente

estudio.
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Orestias rotundipinnis Parenti, 1984

c

Orestias rotundipinnis a) Ejemplar del lago Titicaca. BMNH 1944.6.6.434. b)
Radiografia del espécimen BMNH 1944.6.6.434. c) Radiografia del ejemplar
colectado en las campafas de muestreo de este proyecto en la localidad de
Kella Ahuyo Huancané T753.

72



La especie Orestias rotundipinnis ha sido cuestionada previamente (Lauzanne,
1992) debido a que es una especie fuertemente relacionada con Orestias
luteus pero difiere de esta por presentar unas aletas pectorales redondeadas,

en lugar de tener los radios medios alargados.
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Orestias taquiri Tchernavin, 1944
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e
Orestias taquiri a) Holotipo BMNH 1944.6.6.534 de la Localidad de Taquiri lago

Pequefio, b) Paratipo BMNH 1944.6.6.536 de la Localidad Taquiri, lago
Pequefio lago Titicaca. ¢) Radiografia del paratipo BMNH 1944.6.6.536. d)
Ejemplar colectado en las campafas de muestreo de este proyecto en la
localidad de Isla Taquire T2203. e) Radiografia del ejemplar T2203.

Una especie cercana a O. gilsoni, con quien comparte un incremento en el
namero de radios de las aletas pectorales a 17 6 18 y un patrén de coloracion
de plateado con de seis a nueve bandas irregulares. Se diferencia de O. gilsoni
por una reduccion en el numero modal de radios de la aleta dorsal a 12 (de 11-
14) y una reduccion en el niumero modal de vértebras a 30 (de 30 a 31). Esta
especie fue colectada en el presente trabajo y en muchas ocasiones en las

mismas localidades que O. gilsoni. Esta especie no se recupera como grupo

monofilético en el andlisis filogenético.

75



Orestias tomcooni Parenti, 1984

b

Orestias tomcooni confer. a) Individuo de Inca-Chaca, Copacabana, lago
Titicaca T1937. b) Radiografia del espécimen T1937.

Orestias tomcooni es una especie alargada del complejo gilsoni, identificable
por una forma corporal caracteristica al tener una cabeza relativamente alta y
estrecha asi como una transicion abrupta entre la parte anterior del cuerpo y el
pedunculo caudal. En este proyecto se pudieron identificar algunos individuos
de la especie, pero en este trabajo no ha sido posible recuperarla como grupo
monofilético. Ya Lauzanne propone su relacién con O. gilsoni, al igual que
algunas otras especies del complejo, al considerarla parte de la variacion
existente en la especie, lo cual requiere de un estudio de caracterizacion

morfologica adecuado.
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Orestias tschudii Castelnau, 1855

b

Orestias tschudii. a) Individuo BMNH 1844.6.6.162 de Puno, lago Titicaca. b)
Radiografia del espécimen BMNH 1844.6.6.162.

Se trata de una especie del complejo agassii caracteristica por poseer escamas
de gran tamafio y gruesas. Los caracteres diagndsticos son: un incremento en
el numero modal de radios de la aleta pectoral (17) y de vértebras (34). En el
presente proyecto esta especie no fue encontrada para el lago, pero la
variacion morfolégica observada en el grupo de O. aff agassii, hace pensar que
es muy posible que especies como ésta puedan en realidad corresponder a

variaciones individuales de un mismo linaje evolutivo.
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Orestias tutini Tchernavin, 1944

b

Orestias tutini. a) Holotipo BMNH 1944.6.6.544 Taquiri, lago Pequefio, lago
Titicaca. b) Radiografia del espécimen BMNH 1944.6.6.544.

Se trata de la especie mas pequefia del complejo gilsoni distinguible porque la
superficie dorsal de la cabeza de los machos esté cubierta por proyecciones
con forma de tubérculos que cubren los ctenii, asi como por carecer de
escamas en la base de las aletas pectoral, dorsal y anal y a lo largo de la
cresta dorsal. La validez de la especie es controversial al basarse en una serie
de cuatro tipos parcialmente descamados y en un muy pobre estado de
conservacion. Miiller (1993) argumenta que los tubérculos observados son en
realidad un artificio de la preservacion. En el presente trabajo ésta especie no
ha sido encontrada a pesar de haber intentado su obtencién en la localidad

tipo.
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O. uruni Tchernavin, 1944
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Orestias uruni a) Lectotipo BMNH 1944.6.6.174 de la Localidad de Uruni, lago
Titicaca b) Radiografia del Lectotipo BMNH 1944.6.6.174. d) Ejemplar
colectado en las campafas de muestreo de este proyecto en la localidad de
Taman T1729. e) Radiografia del ejemplar T1729. e) Ejemplar colectado en las
campafias de muestreo de este proyecto en la localidad de Bahia de Uruni
T1740. f) Radiografia del ejemplar T1740.

O. uruni es una de las especies relativamente robustas dentro de complejo
gilsoni, la cual presenta un patron de coloracion jaspeado y se distingue del

resto de especies del complejo debido a que la base de la aleta pectoral

practicamente se encuentra con el margen posterior del opérculo.
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2.4.1.2. Anélisis filogenético del género Orestias basado en la

secuencia del Cytb

La secuencia completa del gen Cytb (1140 bp) fue obtenida para 350 individuos
de las diferentes especies identificadas (Anexo 1.1). En el conjunto de datos
analizados para el Cytb se observo que 435 sitios fueron variables y 254 fueron
parsimoniosamente informativos. Las terceras posiciones fueron las mas
informativas (137 caracteres parsimoniosamente informativos), seguidos de las
primeras posiciones (29 caracteres parsimoniosamente informativos). La mayor
parte de las diferencias entre pares de nucleotidos fueron detectadas en las

terceras posiciones (Tabla 3).

La reconstruccion filogenética utilizando el Cytb no presentd una
correspondencia con las especies determinadas con base en las caracteristicas
morfologicas (Figura 10). Los cuatro complejos reconocidos por Parenti (1984)
no fueron recuperados. Basados en la reconstruccion filogenética del Cytb
fueron obtenidos dos grupos, en el Grupo | se incluyeron morfotipos de los
cuatro complejos propuestos anteriormente por Parenti (1984) (Figura 8). El
Grupo Il agrupa siete morfo-especies de “carachi negro” distribuidas alrededor
del lago: O. aff. agassii, O. ctenolepis, O: frontosus, O. cf. puni, O. multiporis y
O. cf. richersoni. Las divergencias genéticas no corregidas (distancias “p”),
entre ambos grupos son de entre 7 y 8% y dentro de los grupos son entre el 1y
1.5%. Con la excepcion dentro del Grupo Il en donde algunos linajes

presentaron divergencias mayores al 2%.
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. Complejo cuvieri

Complejo mulleri

Complejo gilsoni

' Complejo agassii
sin luteus, albus, farfani y rotundipinnis

luteus/ rotundipinnis / farfani

. albus

Figura 10. Arbol filogenético basado en andlisis bayesianos para los 350
individuos analizados del género Orestias, basado en las secuencias del gen

mitocondrial Cytb.

El Grupo | a su vez se conformd por varias politomias, el primero de los linajes
agrupa en su mayoria a especies del complejo gilsoni, sin embargo en este
grupo también se pudo observar morfotipos del complejo mulleri, y del grupo

luteus. El segundo linaje de la politomia y el que mas alto soporte presenta
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incluye casi exclusivamente individuos del grupo luteus, acompanados por
unos cuantos del complejo mulleri. El resto de linajes de la polotomia

corresponden a especies de los complejos cuvieri y mulleri (figura 10).

2.4.1.3. Andlisis filogenético del género Orestias basado en la

secuencia de tres genes Cytb, D-LOOP y Rho (2,851 pb)

En la reconstruccion filogenética utilizando los tres genes Cytb, D-LOOP y Rho
(2,851 pb) la mayoria de los linajes presentaron mejores soportes y se pudo
resolver, de forma considerable, un mayor niumero de relaciones entre éstos
(Geles de agarosa 1.5% para cada gen, Figuras 11-13). Hacia la base de la
topologia se observan, de manera similar que para los genes por separado,
dos clados bien soportados (Clados | y I, Figura 14), estos grupos separan en
términos generales a los “carachis negros” del resto de las especies colectadas

en el lago.

Figura 11. Gel de electroforesis de la amplificacion de la region control
mitocondrial (D-loop, 928 bp). Marcador molecular de 1000 bp.
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Figura 12. Gel de electroforesis de la amplificacion del gen Cytb (1140 bp).
Marcador molecular de 1000 bp.

Figura 13. Gel de electroforesis de la amplificacién del gen de la rodopsina
(759 bp). Marcador molecular de 1000 bp.

El Clado I, incluye a los complejos gilsoni, mulleri, cuvieri y algunas especies
gue habian sido incluidas por Parenti y Lauzane en el grupo agassii (Parenti,
1982; Lauzanne, 1992), que son O. luteus, O. albus, O. rotundipinnis y O.
farfani. ElI Unico complejo que en el presente estudio fue recuperado como
monofilético fue el cuvieri el cual incluye a las especies O. cuvieri, O. pentlandi,
O. forgeti y O. ispi. En este grupo fue posible observar un organismo hibrido
entre O. aff. agassii y O. pentlandi. Un ejemplar identificado como O. uruni
también fue incluido dentro de este grupo, sin embargo debido a que dentro del
Clado | la diferenciacién con el gen nuclear Rho (ver mas abajo red de
haplotipos), es muy baja es posible que no sea posible detercar posibles
hibridos dentro del mismo clado o también puede deberse a ejemplares
juveniles de forgeti, alugnos caracteres como el nimero de vertebras (31), y 12
y 14 radios de la aletas dorsales y anal respectivamente solapan entre ambas

especies y fueron observados en el ejemplar de O. uruni.
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Clado |

Clado Il

Figura 14. Arbol de Inferencia Bayesiana resumido para 110 individuos
utlizando el gen mitondrial Cytb, D-LOOP y un gen nuclear Rho, con un total de
2,851 pb. Se indican los individuos cuya informacién nuclear y mitocondrial es
contradictoria corrspondiendo con hibridos entre diferentes clados.
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El resto de los complejos gilsoni y mulleri no fueron recuperados como
monofiléticos, por el contrario se encuentran distribuidos en todo el clado, salvo

en algunas excepciones donde ciertas especies del complejo estan agrupadas.

Por altimo dentro del Clado I, no fue posible recuperar a las especies O. luteus,
0. albus, O. rotundipinnis y O. farfani como monofiléticas. O. albus y O. luteus
presentaron dos diferentes linajes dentro del Clado |, por lo tanto se puede
considerar que posiblemente parte de la diversidad encontrada no sea

suficiente para poder distinguir entre estos dos morfotipos.

Por dltimo consideramos que las especies O. rotundipinnis y O. farfani,
descritas por Parenti, 1984 deberian ser revisadas, ya que muy posiblemente
no se traten de especies validas. Consideramos esto debido a que durante la
colecta del material fue posible observar una amplia gradacion de los
caracteres que las distinguen de su especie mas cercana O. luteus, ademas no

ha sido posible recuperarlas en la topologia.

En el Clado Il se agruparon la mayor parte de las especies del complejo agassii
sin embargo la agrupacion fue mas a nivel geogréafico que morfologicos, por lo
gue ninguna de las especies fue recuperada como monofilética. Asi mismo
dentro Clado Il fueron identificados un mayor namero de hibridos que dentro
del Clado I. Es por esto que basados en nuestros resultados la mayor
caracterizacion dentro del Clado Il esta originada por su distribucion en el lago,
siendo mas diferentes los que se presentan en los rios que llegan al lago como

son el Rio Lampa y Coata. Asi como el lago Umayo el cual no se encuentra
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conectado al lago Titicaca. En la figura 14, se muestran cuales son esas
localidades que fueron agrupadas de forma significativa en comparacion con el

resto de linajes encontrados dentro del lago sin estructura.

Estos resultados resaltan una vez mas la controversia generada por la
consideracion de algunas de las especies descritas en el lago como validas.
Por un lado para el caso de algunos morfotipos resulta evidente su asociacion
a caracteristicas tréficas y ecologicas distintivas, como O. frontosus, donde es
posible que los marcadores utilizados no tengan resolucién para distinguirlos.
Sin embargo otras especies como O. cf. richersonii, la cual se diferencia del
resto por el patron de coloracién pueden representar variaciones poblacionales

que deberian ser revisadas para corroborar su validez.

Auln asi debido a que muchas de las especies descritas dentro del complejo
agassii (incluyendo s6lamente los carachis negros), han sido cuestionadas con
aterioridad por otros autores (Lauzanne, 1992; Muller, 1993), sefialando que

muchas de ellas presentan un alto grado de solapamiento entre los caracteres.

Ademas no puede ser descartado una falta de definicion de los marcadores
utiizados para poder identificar las diferentes especies o0 posibles
introgresiones que puedan estar interfiriendo en la interpretacion y asociacion

de linajes a especies validas.
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Figura 15. Red Red de haplotipos gen de la Rodopsina los 350 individuos
analizados del género Orestias.

La red de haplotipos del gen de la rodopsina (Figura 15) muestra una
estructura correpondiente a los dos principales linajes evolutivos de Orestias,
observandose un haplotipo comun rodeado de varios haplotipos diferentes en
muy pocas mutaciones, lo que se corresponde a una estructura en estrella.
Este tipo de estructura es comun en estudios en las que las especies o
poblaciones son muy cercanas y existen en las poblaciones algunos haplotipos
ancestrales en baja frecuencia. Por tratarse de un gen nuclear es dificil

establecer que estas variaciones puedan estar relacionadas con un proceso
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reciente de radiacion, pero una estructura similar puede observarse en la red

del Cytb.

En un extremo de la red tenemos las poblaciones relacionadas con O. aff.
agassii. No se observa una estructura geografica, aunque la mayoria de los
haplotipos diferentes al comdn se encuentran al sureste del lago Mayor/lago

Menor.

El segundo grupo de haplotipos se corresponde con el clado 1 en los carboles
filogenéticos que agrupa a los complejos cuvieri, mulleri y gilsoni, ademas de
las especies del grupo luteus sensu Parenti (1984). Algunos haplotipos que se
separan por una 0 escasas mutaciones del haplotipo comin pueden ser

localizados relacionados con la zona sur del lago Grande.

2.4.1.4. Evidencia genética de hibridacion entre diferentes

especies de Orestias

Varios haplotipos intermedios de la red del gen nuclear se recuperan entre los
dos principales grupos, mismos que son identificados como hibridos y que
ademas se corresponden con morfotipos que comparten caracteristicas de
ambos grupos. Es en este grupo de haplotipos en donde se encuentra el

hibrido O. aff. agassii x O. pentlandii, entre otros.

Se pudieron identificar diferentes secuencias hibridas del gen de la rodopsina.

En algunas ocasiones este resultado fue corroborado con la observacion de un
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individuo colocado en clados diferentes en el andlisis mitocondrial y nuclear.
Los individuos con caracteristicas genéticas hibridas son (entre paréntesis la
identificacidon en campo): 2105 (O. aff. agassii), 2147 (O. frontosus), 2233 (O.
aff. agassii), 2236 (O. mulleri), 2487 (O. aff. agassii), 2511 (O. aff. agassii),
2512 (O. aff. agassii), 2568 (O. aff. agassii), 1798 (O. sp.), 1621 (O. cf.
richersoni), 2589 (O. cf. richersoni), 1520 (O. sp.), 1596 (O. aff. agassii),
1521(0. sp.), 1568 (O. aff. agassii), 1617 (O. cf. richersoni), 1574 (O. aff.
agassii) y 2451 (hibrido O. aff. agassii x O. luteus). Se observé de igual manera
evidencia de la presencia de un hibrido entre O pentlandii y O. aff. agassii, en
la laguna Saracocha (individuo 1594, hibrido entre O. pentlandii 1578 y O. aff.
agassii 1597, ver figura 14), fenbmeno no reportado hasta ahora y que podria
ser frecuente en los sitios en que ambas especies conviven. La mayoria de los
hibridos se recuperaron con mitocondrial del clado de O. aff. agassii y suelen
tener una apariencia mas relacionada con un fenotipo de ese grupo, al haber

sido indentificados en campo como tales.
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2.4.1.5. Hibridos dentro del género Orestias

2.4.1.5.1. Identificacion de haplotipos nucleares

Los haplotipos fueron observados en los cromatogramas de las secuencias

forward y reverse de cada individuo. Los haplotipos generados con la

informacion nuclear se compararon con los obtenidos en la filogenia

mitocondrial con lo que se pudo determinar su asignacion a un linaje en

especifico.

De esta forma se pudo asociar la presencia de un haplotipo determinado para

cada uno de los dos grandes linajes recuperados en la filogenia mitocondrial.

Se identificaron siete posiciones variables en el gen de la rodopsina.

En

caracteristico que normalmente se relaciona como indicativo de hibridacién.

1) Haplotipo nuclear del clado 1:

Posicion 1)

GGCTTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTCTAMGTCACTATC GAACACAAGAAGCTGCGALACCCL
GGC:TTCCCTGTCALCTTCCTCACCCTCTA

GTCALCTATCGALCACAAGALGCTGCGALCCCC

I1a0 l1is0 l1s0 l170 l1s0 l1s0

GGCTTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTC TAMGTCACTATC GAACACALAGAAGCTGCGAACCCL

2140-RH1073R Fragment baze #165. Base 165 of 932

=~

A& C CCc71 7 AME@G T C & C T A
T d d d A d AT ARARIAOTdAT

=
L ]
L b

2140-RH193 Fragment base #88. Base 88 of 951
C C T C T & G T C A T C
ccT1T¢CTATSGTT CRCTATT LCTGA HHA

L
LI}
==
LI}
Tl
=

las posiciones variables se observd un patron de cromatograma
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Posicién 2)

Posicion 3)

Posicion 4)

TTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTCTATGTCACMATCGAACACAAGAAGCTGCGAACCCCCCTALATT
s TTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTCTATGTCACIA TCOAACACAAGAAGC TGCGAACCCCCCTALATT

TTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTCTATGTCACMATCGAACACAAGAAGCTGCGAACCCCCCTALATT

I1an Iis0 Iisn Ihxn Iiao Iian Tznn

#140-RH1073R: Fragment base #171. Base 171 of 032
T G T C & C T C G A A C
ATA 4T dATART ITTTCA

C C T C T A& A C 4 & G
d d A 44 AT T 4T T 1

7140-RH183 Fragment base #04. Base 04 of 851
C C T C T A T G T CA C A T LC G A A C & C & A G A&
CCTCTATTGTT CARCTATT LCT GARACALCAARMGA

MWL

TACACCTCCATGAACGGCTACTTTGTCCTTGGMCGCCTCGGCTGOALTGTOGGAAGGATTCTTTGCTACCCT
TACACCTCCATGAACGGCTACTTTGTCCTTGGRCGCCTCGGCTGOAATGTGGAAGGATTCTTTGCTACCCT

270 Izs0 | EED] Is0 | R Isz20 Is30 I
TACACCTCCATGAACGGCTACTTTGTCCTTGOMCGCCTOGOOTOCARTETOEAAGGATTCTTTGCTACEE

2140-RH1073R Fragment base #303. Base 303 of 932
C 1T 1 TG T C Cc T 71 GGcECGC CT C G GELEC T G C 4
d A A ATA d d AA 1T 1T T d 1 d d A d 1 1T d AR T dT
FTA0-RH183 Flzgmem basa ma Base 216 of 051
2 T T T G 1T C C T T G C C T C G G C T G C A
. T TGTTCELECTT G G H I: G CCTTCGGTCTTGTCA

W\/\A/WWW\A/\/\/\/\/\/\MM/W

IGCTACCCTTGETGGTGARATCGGTCTNTGGTCACTGGTTGTTCTGGCTATTGAAAGGTGGCTGGTTGTL
IGCTACCCTTGGTGGTGARATCGGTCTYTGGTCACTGGTTGTTCTGGOTATTGAAAGGTGGCTGGTTGTL

il
TGCTACCCTTGETGGTGARATCGGTCTMTGGTCACTGGTTGTTCTGGCTATTGALAGGTGGCTGETTGTL

I540 | E] Esu Is70 Is50 500 Tac

2140-RH1073R Fragment base #360. Base 360 of 933

A A A T C G G T T T G G T C A C T G G T T G T T

T TTA 4 1 1 A dAAAT ITA I T d AT TA AT AR
ZT40-RHID7 Fragment base 186 Base 92 of 951

A 4 08 T C G G T C T T G G G T T

ARARATCG GTCT TG G T G TT

/\/\/\/\/\/\/\A/\N\MN\/\/\/\/\/\/\/\
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Posicion 5)

LTCGEGGECCGCCGECTGTGCTGTCCCCCCTCTT )T C GG TGGTCTCGTTACATCCCAGAGGGCATGOAGT
LTCGCGGECCGCCGCCTGTGCTGTCCCCCCTCTT T C GG TGGTCTCGTTACATCCCAGAGGGCATGRAGT

la70 lago Tag0 Isoo Isio Isz0 Isao
\TCGCGRCCECCGCCTGTECTETCCCCCCTCTTTCEG0TGGTCTOGTTACATCCOAGAGEGCATGCAGT

140-RH1DT3 R Fragment base #502. Base 02 of 932
T THl T C G G C T
A d A A TR @ 1 1 d A

H
C
d

]
L]
ol
L ]
=1
L]
]

G T C C C C C
TR d d d 4 d

7140- RHT33 Fragment baze A4Z5. Base 425 of 951
c CcCc 17 C 1 THRT C G G C T
C CCTCTTZGTCGEGT C T

C
C

3] [y
[ iny]
==
Ol
==
o]
3!ty

G T C C
G T C C

Posiciones 6y 7)

GTTGTCTACATGTTCGTCTGCCACTTCTCATTCCTCTCGTCGTTGTGTTCTTCTGCTACGGECGTE
CETTGTCTACATGTTCGTCTGCCACTTCTCATTCCTCTCGTCGTTGTGTTCTTCTGCTACGGCCGTC

2140-RH1073R Fragment baze #6233, Base 623 of 932
T C THlC & T T

- T G C C A C T C C T C T C G T C G

I A Td 4 T dA A d A 1T d TAAJdIdA A/ d TAH d 1
IT90-RHTS2 Fragment baze #5905, Baze 590 of 831

DT GoL oA C T T C THRC A T T £ C T C T C G T C G

T 6 C CAC T TCTOGCARTTTELCTCTTE ECTTC GTTELC G

VYA AN YN AANA
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2) Haplotipo nuclear del clado 2:

Posicion 1)

ITTCTTGTCGGCTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTC TAM
MGTCACCATCGAACACAAGAAGCTGCGAACCCCCCTAAATTAL

MCTCACCATCGAACACAAGAAGCTGCGAACCCCCCTALATTAC
TTCTTGTCGGCTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTC TAN

Tiio Tizo0 Ti30 Tiao

T70 Tso Tao Tio
I‘TCTTGTCGGCTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTCTA&GTCACCATCGAACACAAGAAGCTGCGAACCCCCCTAAATTAC

1983-RH1073R Fragment base #103. Base 103 of 868
C a CcCcC CcT1 C 1T s+#WGT C A CC A& TC
d T dd df d AT d 17 d T dd T Ad

=
e
=
L )
e
L )
i

T~
=)
=)o
=)o
=~

1955 RAT95 Fragment base 465 Base 85 of 047
C T A G T C A C C A& T C G A A C & C A
ACCATC G AACATCHA

T 1. C C 1T CaC C C
T T CCTC CRARCCCTTCTACLCGTTC

Posicion 2)

SGCTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTCTACGTCAC

SGCTTCCCTGTCALCTTCCTCACCCTCTACGTCAC

TCGAACACAAGAAGCTGCGAACCCCCCTALATTA
TCGAACACAAGAAGCTGCGAACCCCCCTALATTA

lzn lan Iian Ii10 | FET Iiz0 I140
3GCTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTCTACGTCACHATCGAACACARGAAGCTGCGAACCCCOCTALATTA

=l
=l
=l
|-
Sl
|-

1983-RH193 Fragment base #91. Base 91 of 947
C C C 1 Cc 1T 4 CG T CaA CHEA T C G
ccc T 1TCTACGTT CRARCT CRATTELC G

/\/\/W\/\N\/\/\

A A C A C A A G A
ARCACAAG A

Posicién 3)

GCCTCGGCTGCAATGTGGAAGGATTCTTTGCTAC
CGCCTCGGCTGCAATGTGGAAGGATTCTTTGLTAC

ATGTACACCTCCATGAACGGCTACTTTGTCCTTG
ATGTACACCTCCATGAACGGCTACTTTGTCOTT GG

Tze0

10 Tzzo Tz30 T:40

Tzso Tz70
AACGGCTACTTTE CGCCTCGGCTGOA ATTCTTTGCTAC

1B
ATGTAC

1033-RH1073R Fragment base #341. Base 241 of 22
C T 1 G GECGC CTCG

d AR T T 1 dTd dnA d

=
-
e
o
o
e
E-
o
e

953 RH163 Fmgmem base ﬂzza Basa 733 of 847
T T C C T

A C T T T G T C C
HETTTGTEETTGGGEGEET

A A A

C G G C T G C A
CGGCTGTCA
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Posicion 4)

"TCTTTGCTACCCTTGGTGGTGALATCGGTCTMIGETCACTGETTGTTCTGECTATTGALAGGTGGLT
TCTTTGCTACCCTTGGTGGTGALATCGGTCT T GGTCACTGGTTGTTCTGGCTATTGALARAGGTGGCT

lz70 1250 lza0 I500 510 I520 530
TCTTTGCTACCCTTERTEETEARATCGETCTHTG6TCACTG6TTATTCTRGOTATTRALLGGTRGET

1852-RH1073R Fragment base #202. Base 203 of 962
AT C G G T C T T G G T C A C
TAJ 1T 1T A dAd AT TR 3T d

=~/
i
=y
-l
o
]

A A
17 71

TBE3-RH145 Fragment base #2380 Base 260 of 947
G & & A T C G G T C T T G G T C A C T G
G ARARATCOGGTTE ECTT CTUG G6GTCATCLCTG

M AR AN

T T G
T T G

3] im)

Posicién 5)

-
ATCGCGGCCGCCGCCTGTGCTGTCCCCCCTETT CGGCTGGTCTCGTTACATCCCAGAGGGCATGLAGTGET
ATCGCGGCCGCCGCCTGTGCTGTCCCCCCTCTT T CGGCTGGTCTCGTTACATCCCAGAGGGCATGCAGTGET

Tain Tazn Tazo aan Taso Tacn Tasn
ATCGCEGECECCECETETRCTETCCCCCCTCTTWICGBCTGETCTCGTTACATCCCAGAGGGCATGCAGTGCT

1983-RHI073R Fragment base #440. Base 440 of 365
G T cccCc cc 7 Cc 7T THAMT CG G C TG G T C T C G T
1A d d d d d d A d A A A & 31 1T d AT TA d A d 1A
T955-RH193 Fragment base #4477, Base 422 of 047
G T Cc ccCc Cc Cc T C T THAT CG GLC TG 6 T C T C G T
G TccccccTCTTTECTCGGC TG G TCTTCLCTGT

Posiciones 6y 7)

AGTCCTTTGTTGTCTACATGTTCGTCTGCCACTTCTGATTCCTCTCGTCGTTGTGTTCTTCTGCTACGGOCE
AGTCCTTTGTTGTCTACATGTTCGTCTGCCACTTCTWGATTCCTCTCGTCGTTGTGTTCTTCTGCTACGGOCE

Tsz0 Tsa0 Tss50 Tzeo Ts70 Tseo Tss0
AGTCCTTTGTTETCTACATGTTCGTCTGCCACTTCTEATTCCTCTEGTCGTTETETTCTTETGCTACGGCCE

1983 RHID'BR Flagmem base #561 Base 561 of 263
C T T C C T C T C
1983 RHIES Fmgmem base #643 Base 543 of 94?

T

C C C 1T C T C
ETTETTGHTTEETCTE

i
|~
e

il
=
e
-/
Lin)
=i
o

Do
=~
Lx ]
—

5]
o
o
T
Qo
=
o
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3) Deteccion de hibridos:

Las posiciones variables en este gen son intermedias en sefial cromatografica,

mostrando

el aporte de los dos diferentes haplotipos nucleares.

Posicién 1)

—
CTTGTCGGCTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTCTAMGTCACTATCGAACACAAGAAGCTGCGAACCCCCCTA
CTTGTCGGCTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTCTAYGTCACCATCGAACACAAGAAGCTGCGAACCCCCCTA

Tiao Tiso Tiso Ti7o Tiso Tioo Tzoo Tz
CTTGTCGGCTTCCCTETCAACTTCCTCACCCTCTARTCACYATCGAACACAAGAAGCTGCEAACCCCCCTA
K
2233-RHID73R Fragment base #1745, Base 175 of 937
T CC T C acC CCT C T ABMEGT CACTATCLCTGAAC
A dd A @ Tdddnand AT AITATTJdAT AT TTT d
2133-RH193 Fragment base #24. Base 84 of 951

7 cC T cacccCc T Cc 7T AMB@G T CAC C AT LG oA AC

T £t 1T CACGCGCTGEL 1TAT 6T CALCCAITCGCGARMELT
Posicion 2)

SGTCGGCTTCCCTGTCAACTTCCTCACCCTCTATGTCALD

TCGAACACAAGAAGCTGCGAACCCCCCTAAATTACATCC]

-
‘GTEGGETTEEETGTEAAETTEETEAEECTETATGTEAEEﬁTEGAAEAEAAGAAGETGEGAAECEEEETAAATTAEATEE"I

+2233-RH1073R Fragment base #181. Base 181 of 937 =

4 C C C T C T & T G T C A C i. A T C G oA A C A C & A G A A G

Td ddA d AT ARTAdTdATAID TTT & TdTTITTT 1
~ZZ33-RH193 Fragment base #90. Gase 90 of 952 +

C A C C C T C T AT G T C & C ig A T C G A & C A C & A G A A G

CARCCECTCTATGTC CRCCATTC G AACACA A G ARG
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Posicién 3)

LCACCTCCATGAACGGCTACTTTGTCCTTGGMCGOCTCGGCTECAATGTGOALGGATTCTTTGCTACCCTTGG.
LCACCTCCATGAACGGCTACTTTGTCCTTGGCGCCTCGGCTEGCAATGTGOAAGGATTCTTTGCTACCCTTEG.

30 LEED Iz00 | ER Isz0 | EED | EET Iz50
WCACCTCCATGAACGGECTACTTTGTCOTTGGMCGOCTCGGCTACAATGTRGAAGGATTCTTTGOTACCCTT GG

1233-RH1073R Fragment baze #313. Baze 313 of 937

C T T 1T GT £ccCc T 1 6GMCGC CT CGGCTGELC A& AT
1 AAAITA 4ddAATIT T d 31 d dA d T 1Td A T dTTA
2233 RHIQG Fmgment base #222. Base 232 of 952
T 1 G G C G CC T CG G C TG C & & T
T T G T T G GG CGCCTTCTGGC G CAAT

Posicion 4)

-
LGGATTCTTTGCTACCCTTGGTGOTGAALTCGGTC TMT GG TCACT GG TTGTTCTGGCTATTGAALGGTGGLTGE
LGGATTCTTTGCTACCCTTGO TGO TGAAATCGGTC T YT GGTCACTEGTTGTTCTGGCTATTOAAAGGTGGCTGE

Tz40 Tas0 | EEE: ég?o |EEE |EEE] Tann

LGGATTCTTTGCTACCCTTGO TGO TGAAATCGGTCTMTGGTCACTEGTTGTTCTGGCTATTOAAAGGTGGCTGE

2233-RH1073R Fragment baze #370. Base 370 of 937

G T G & & &7 C G G T C THEM TG G T €& C TG GT T G

1A1TTT TR d 1T ITA A 4 AT TA 4T 4 AT TA AT
2233 RH193 Fmgmem base #2?9 Base 2?9 of 952

G T G & & A G T T G

G T G AA A G T I: T T T G G T G T T G

B e




Posicién 5)

-
ICTGGATCGCGGCCGECGCCTGTGCTGTCCCCCCTCTTYTCGGCTGGTCTCGTTACATCCCAGAGGGCATGCAGTGE
ICTGGATCGCGGCCGCCGCCTGTGCTGTCCCCCCTCTTTCGGCTGGTCTCGTTACATCCCAGAGGGCATGCAGTGC

5 .0 Tszo Tss0 Tsa0 I
CGECTGETCTCGTTACATE GLAGTGEC

Taso Tso00
CCGCCTETGE

2233-RH1073R Fragment baze #512. Base 512 of 937
C 1T 71 T C G G

cC T 61 Cc C C C C C T G C T 6 6 17T C 1T C G T
d A TA dd dddd A dA/AAITA T T Td AT TA T AT TA
2233-RH193 Fragment baze #421. Base 421 of 952
C_ T &6 1 C C CccCc £ Cc 1 C 7 THTCG G C G G T C T C G T
CTGGTCOCCCCCTCTT CTTGTCG GO TGEGEGTTCTCOCGT

Posiciones 6y 7)

WGTCCTTTGTTGTCTACATGTTCGTCTGCCACTTCTRICATTCCTCTCGTCGTTGTGTTCTTCTGCTACGGCCGTETGET
WGTCCTTTGTTGTCTACATGTTCGTCTGCCACTTCTCATTCCTCTCGTCGTTGTGTTCTTCTGCTACGGCCGTETGET

Teoo Te1o Tezo I Tcan Teso Teeo Te70
\GTCCTTTGTTAETCTACATGTTCATCTGCCACTTCTCATTCCTCTCATCETTETETTOTTCTGCTACGGCCGTCTGOT

2233-RH1073R Fragment base #633. Base 633 of 837
C T T C &4 T T £ C T £ T € G T C G T
d AA d A1 1 TAAdJdA dAfF d 31 A d 1A

i)
=r] B
1]
-/
[y}
Sl
Sl

ZZ33-RAUG Fragment baze A543, Bese 542 of 052
THl C A T T C C

T C T G C CA C T . 7T C G T CG T
G T CTOGCTCAECTTCTOGCARAT TCOCTECTTECGTTCLCGTI

A continuacion presentamos una serie de fotografias de algunos ejemplares

reconocidos como hibridos en el andlisis genético.
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Hibrido entre O. aff. agassii y especie no identificada de Clado |

Hibrido entre O. aff. agassii y especie no identificada de Clado |

Hibrido entre O. aff. agassii y especie no identificada de Clado |
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Hibrido entre O. aff. agassii y O. luteus

Hibrido entre O. aff. agassii y especie no identificada de Clado |

Hibrido entre O. aff. agassii y especie no identificada de Clado |
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Hibrido entre O. mulleri y O. aff. agassii

Hibrido entre O. aff. agassii y especie no identificada de Clado |

Hibrido entre O. aff. agassii y especie no identificada de Clado |
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Hibrido entre O. aff. agassii y especie no identificada de Clado |

Hibrido entre O. aff. agassii y especie no identificada de Clado |
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O. pentlandii (arriba), O. aff. agassii (abajo) e hibrido entre ambas especies
(medio). Es posible identificar el morfotipo intermedio entre ambas especies,
observacién corroborada genéticamente en este estudio. Individuos colectados

en la Laguna Saracocha.
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2.4.1.6. Redes de haplotipos del Cytb y su correspondencia

morfologicay geografica

Figura 16. Red de haplotipos de los 350 individuos analizados del género
Orestias, basado en las secuencias del gen mitocondrial Cytb

La red de haplotipos mitocondriales muestra la separacion de dos complejos
distintos que se corresponden con el andlisis filogenético, por una parte los
morfotipos aff. agassii y el resto de los morfotipos por separado (Figura 16).
Dentro del grupo agassii (Figura 17), se pueden indentificar un primer grupo de
haplotipos con una congruencia geogréfica y que corresponde a la cuenca del
Rio Coata (incluyendo a poblaciones del rio Lampa y el propio Coata). En el

otro grupo de haplotipos se pudo observar la separacion de haplotipos
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individuales asociados a islas, particularmente de las islas de Anapia y Pariti, a
su vez también de la parte Este del lago desde Puerto Pérez a Santiago de
Huata, presentdé una mayor cantidad de haplotipos Unicos. Es importante
destacar que un individuo de O. aff. agassii de la Laguna de Saracocha
presenté una alta diferenciacién con respecto al resto de O. agassii del lago
Titicaca, debido a ser de naturaleza hibrida (con mitocondrial de O. pentlandii).
A excepcion de O. multiporis, parcialmente correspondiente a los haplotipos
provenientes del rio Coata junto con los rios Lampa y el lago Umayo, el resto
de especies del grupo agassii no fueron recuperadas en la estructura obtenida

con las secuencias del Cytb.

Rios del norte del Lago

1

Figura 17. Sub-red de haplotipos para el grupo agassi, basado en las
secuencias del gen mitocondrial Cytb. 1) Isla de Anapia, 2) Isla Pariti.
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En la red correspondiente al grupo luteus (Figura 18) se observa una estructura
en forma de estrella, cominmente asociada a procesos de radiacion recientes.
En ella se pueden observar todos los morfotipos del grupo luteus: O. albus, O.
farfani, O. luteus, O. olivaceus y O. rotundipinnis. Grupos morfolégicos
pertenecientes a las especies O. mulleri y O. crawfordi se observan asociados
a los haplotipos del grupo luteus, mostrando ademas una mayor riqueza

haplotipica.

Figura 18. Sub-red de haplotipos para el grupo luteus, basado en las
secuencias del gen mitocondrial Cytb.
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Figura 19. Sub-red de haplotipos para el grupo luteus, basado en las
secuencias del gen mitocondrial Cytb.

El tercer grupo de haplotipos (Figura 19), muestra con una estructura
fragmentada en la que se presentan muchos haplotipos individuales en los
cuales sin una correpondencia taxondmica. Aun asi es posible observar
haplotipos del complejo gilsoni mas cercanamente asociados. Es también
dentro de este tercer grupo de haplotipos donde se encuentran algunos
morfotipos del grupo luteus, sobretodo correspodientes a O. albus y O. luteus
de la zona Este del lago. Las especies pelagicas como O. ispi u O. forgeti son
observadas en mdltiples partes de la red sin una asociacién aparente. Esto se

observa de igual manera en las especies del complejo mulleri.
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2.4.1.7. Datacion molecular de la cladogénesis dentro del

género Orestias

Linaje |
Clado |
Linaje Il
Linaje IlI
Clado Il
Linaje IV

Millones de afios

Figura 20. Reloj Molecular utilizando tres genes; Cytb, D-LOOP y Rho.
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La datacion molecular mostré que la division entre los dos Clados principales
ocurrié durante el Mioceno Tardio, entre 4.4 y 5.5 millones afios (Figura 20).
Estas fechas coinciden con una época de fuerte actividad geolégica en la

cordillera de los Andes (Antonelli et al., 2009).

Debido a que las fechas reconocidas para la formacion de los diferentes
Paleolagos en el Altiplano Medio son relativamente recientes (entre hace
12,000 a 20,000 afios) (Sylvestre et al., 1999), es posible que la separacién
entre ambos Clados preceda a las modificaciones en los niveles de agua en los
Paleolagos. El resto de cladogénesis han ocurrido de manera mucho mas
reciente, y posiblemente han estado vinculadas a esos eventos climaticos. La
variacion genética encontrada puede ser explicada por eventos de introgesion
genética entre diferentes linajes, o una incompleta separacién evolutiva de los

marcadores utilizados.
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2.4.2.
TRICHOMYCTERUS

CARACTERIZACION MOLECULAR DEL

GENERO

En la figura 21 se muestra la distribuciébn de la frecuencia de los tejidos

colectados para el género Tricomycterus en las diferentes localidades dentro

del lago Titicaca.

Titihue, Huancané |
Tejepe, Copacabana |
Taman |
Sotalaya
Sorejapa, Huarina |
Santiago de Ojje |
Sabina, Copacabana
Rio Ramis |
Puerto Pérez |}
Puerto Acosta

Ojjchi, Escoma
Ojherani |
Nueva Alianza, Plateria |}
Moho
Lojarcachi, Ancora |
Laguna Saracocha |
Lago Umayo

Pocoata, Achacachi, Bolivia | 2

Isla Taquire
Isla Pariti |
Isla Jamithi, Villa Amacari | 1
Isla del Sol, Bolivia |
Isla Amantani #4

Yampopata | ‘
Vilurcuni, Ollaraya
Uros, Capicruz il Pl P P P P A 10
Totojachi, Morocollo ¥,

10

Iscaya, Parque Puquio
Inca Huatta, Copacabana |

Huatajata, Chua, Visalaya
Huatajata |
Guaqui |

Desaguadero
Coata, Carata |}

Chucuito, Sector Barco
Carabuco, Chayapata |
Ajyata |

Acohuaya, Cerca de Puerto Pérez

15

0

5

10

15

20

Figura 21. Distribucion de la frecuencia de individuos para las campafias de
colecta, Noviembre 2008 y Febrero 2009.

Como se observa en el grafico la abundancia de los ejemplares del género

Trichomycterus en el lago es mucho menor que lo del género Orestias. En total

se tienen incluidos en la coleccion un total de 134 tejidos en 38 localidades. La

poblacion que presenté una mayor abundancia en la coleccion de tejidos

corresponde a la de Chucuito, Sector Barco, seguida de la Laguna Saracocha.
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2.4.2.1. Andlisis filogenético del género Trichomycterus basado

en la secuencia del gen Cytb

En la reconstruccion filogenética utilizando el gen Cytb (Figura 22), se
observaron tres linajes con alto soporte, sin embargo dentro de cada uno de
estos linajes la diversidad observada fue baja. Hacia la base de la topologia el
primer linaje que se separa presenta una gran divergencia del resto (7%
aproximadamente, distancias del modelo méaxima verosimilitud) y corresponde
a un ejemplar colectado en la localidad de Yampupata (Clado lll, figura 22),
este linaje presente un alto soporte (97% de probabilidad posterior).
Posteriormente se presentan dos grupos hemanos, el Clado | y Il que se
separan con un alto valor de probabilidad posterior 98%. El Clado Il (figura 22)
incluye a las poblaciones del lado este del lago (localidad de Huancane y
Carabuco) y del Rio Ramis. Asi mismo en este grupo esta incluida la laguna de
Saracocha. Este grupo se separa de su grupo hermano (Clado 1)
aproximadamente con un 1 % de divergencia (distancias del modelo de

maxima verosimilitud).

En cuanto a la diversidad haplotipica (entendida como el nimero de haplotipos
presentes), cabe destacar que ésta fue nula para el Clado Il, presentando solo
un haplotipo (H3, Figura 22b) para las poblaciones antes mencionadas. Esta
observacion resulta interesante desde el punto de vista biogeografico ya que es
posible que la conexion entre los rios y la laguna de Saracocha haya sido
interrumpida posteriormente a la interrupcién con el lago, haciendo posible que

se pueda compartir el mismo haplotipo.
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Clado |

Clado Il

Clado Il

|_| I T. areolatus cytb

g8l T. areolatus cyth(2)

0.005

b

Figura 22. a) Arbol filogenético basado en andlisis bayesianos para los
individuos 34 analizados del género Trichomycterus, basado en las secuencias
del gen mitocondrial Cyth. b) Red de haplotipos para el gen Cytb. En ésta
ltima se indican los pasos mutacionales entre los haplotipos en niimeros rojos
de acuerdo a su posicion en el gen.
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Las poblaciones del Clado | se encuentran ampliamente distribuidas en el lago,
donde no parece haber una estructura geografica. La diferenciacion haplotipica
fue muy baja, siendo muestreados Unicamente tres haplotipos. El haplotipol
fue el mas abundante incluyendo a la mayor parte de los ejemplares, a
excepcion de las localidades de Ojerani (T675) y Moho (T1071) presentaron

diferentes haplitipos (H2 y 4 respectivamente, Figura 22b).

2.4.2.2. Implicaciones filogeograficas del género

Trichomycterus en el lago Titicaca

Basados en la divergencia genética entre ambos clados (Clado | y II, Figura
22), su separacion es muy reciente y pudo llevarse a cabo alrededor de 1
millon de afios atras. Estas fechas son coherentes con las encontradas para el
complejo cuvieri de Orestias en este mismo trabajo, lo que puede
corresponderse con un proceso de separacién dentro de la cuenca del Titicaca,

entre el lago y algunos de sus alrededores como la Laguna Saracocha.

Probablemente, esta separacién habria tenido lugar como resultado de
movimientos en los niveles de agua de los diferentes paleolagos descritos para
el Altiplano Medio, que habrian mantenido algunas poblaciones tanto de
Orestias como de Trichomycterus, aisladas de las del resto del lago y su
influencia. Este escenario explicaria el hallazgo de diferentes linajes cercanos
en la cuenca del Titicaca en diferentes grupos como los peces incluidos en este

trabajo y las ranas del género Telmatobius (Benavides, 2005), en las cuales se
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ha encontrado un patrén Filogeografico muy similar, con un linaje (o clado)
basicamente “lacustre” y otro asociado a poblaciones riparias / Lagunas
circundantes como la de Saracocha. Es posible que un parte de la cuenca del
Titicaca situada al norte del actual lago se mantuviera aislada durante algun
tiempo, el suficiente para permitir cierta diferenciacibn genética de los

organismos acuaticos.

Un proceso similar también explicaria la diferenciacion de algunas especies de
Orestias del lago Umayo (O. olivaceus sensu Parenti, O. cf. puni sensu Parenti
y O. silustani) posiblemente extintas hoy en dia. Una posterior unién de al
menos parte de ambos sistemas explicaria la actual configuracion en la que en
el lago se encuentran representantes del linaje previamente separado. Es
posible que la Laguna Saracocha no se haya unido de manera natural y seria
entonces vestigio de ese sistema temporalmente separado del lago. Es
entonces importante considerar la diferenciacion evolutiva de la fauna acuética

de la Laguna Saracocha en futuras medidas de conservacion.

2.4.2.3 Implicaciones taxondémicas respecto el género

Trichomycterus en el lago Titicaca

La labor de identificacion ha permitido corroborar la presencia de la especie
Trichomycterus rivulatus para la gran mayoria de los ejemplares colectados en
el lago. Entre los caracteres diagnosticos de la especie, que ademas la

permiten distinguir de T. dispar, se encuentran:
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1) La aleta caudal situada al menos parcialmente sobre la aleta anal en linea

transversal al cuerpo, que en T. dispar se encuentra enteramente por delante.

2) La longitud de la cabeza es menor o igual a la altura maxima del cuerpo

mientras que en T. dispar es al menos tanto mayor como el diametro del ojo.
3) La aleta caudal es redonda, mientras que en T. dispar es emarginada.

4) En comparacion, la aleta dorsal estan situadas en posicion posterior con
respecto a T. dispar, ya que el origen de la dorsal se encuentra equidistante del
“occiput” y la punta de la aleta caudal y en T. dispar el origen de la dorsal se

encuentra equidistante del margen anterior de los ojos y la punta de la caudal.

Llevar la identificacion taxonémica al analisis filogenético de este estudio
permite establecer que los clados | y Il estan conformados por individuos
identificados como T. rivulatus y que ninguno de los individuos analizados
corresponden morfolégicamente con T. dispar. El clado Il lo conforma un
individuo de una especie distinta a T. dispar, pero determinar si corresponde a
una de las especies descritas para el género o se trata de una especie nueva
para la ciencia requiere de un estudio morfolégico posterior enfocado a la
caracerizacion de la variacion poblacional y su comparacion con las especies
taxon6micamente mas relacionadas. Su divergencia genética
(aproximadamente 7%) da evidencia de que se encuentra por encima de los
valores tipicos para diferenciar especies en grupos de peces (normalmente
alrededor del 2%) pero su determinacion requerird de trabajos taxonémicos

especializados en ello.
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2.5. Conclusiones

1. La evidencia genética sustenta un patron de radiacién reciente que se
observa en los diferentes linajes de Orestias presentes en el lago, sobre todo
en el clado |. Existen sin embargo eventos cladogenéticos antiguos que
posiblemente se relacionen mas con eventos biogeograficos vicariantes, como
la formacién de los dos grandes clados observados en la filogenia
(conformados por un lado del clado de linajes afines a O. aff. agassii y por otro
del resto de especies). Se ha encontrado de igual manera, evidencia de
eventos cladogenéticos que al estar compartidos entre diferentes linajes
podrian relacionarse con sucesos climaticos mas recientes (como las

variaciones en los niveles de los paleolagos antecesores al lago Titicaca).

2. Los resultados obtenidos no muestran una asociacion entre las diferentes
especies reconocidas morfoldégicamente y los linajes recuperados. Lo anterior
puede ser debido a: 1) que muchas de las especies descritas pueden
representar variaciones poblacionales o estadios del desarrollo durante su ciclo
de vida. Il) que el fendmeno observado en el lago esté relacionado con un
proceso de especiacién incipiente asociado a caracteristicas ecoldgicas y por
tanto sea necesario un analisis mucho mas detallado a nivel poblacional para

cada especie.

3. El Clado I incluye a los complejos gilsoni, mulleri, cuvieri y algunas especies

que habian sido incluidas por Parenti y Lauzane en el grupo agassii (Parenti
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1984; Lauzanne 1992), que son O. luteus, O. albus, O. rotundipinnis y O.

farfani.

4. El complejo cuvieri, dentro del Clado I, es el Unico que se recupera como

monofilético e incluye a las especies O. pentlandi, O. forgeti y O. ispi.

5. El Clado Il incluy6 ejemplares del complejo agassii sensu stricto (incluyendo
s6lamente los carachis negros). De manera similar al Clado |, no se observé
una correlacion de la variacion genética con la morfologia, sino mas parece
relacionarse con la distribucion geografica, de manera particular los ejemplares
de los rios del Norte y Este del lago (rio Coata, rio Lampa, Rio Ramis y de

Puerto Acosta a Puerto Pérez).

6. Fue posible la identicacion de diversos procesos de hibridacion entre el
Clado 1 y Il, siendo en algunos casos posible la determinacién de las especies
parentales potenciales. Es posible que este fenbmeno sea frecuente y la
evidencia surgida de este estudio permitiria su identificacion en estudios

posteriores.

7. Se corrobora que la gran mayoria de los individuos de “suche” y “mauri”
corresponden a la especie Trichomycterus rivulatus, si bien existen al menos
dos linajes mitocondriales evolutivamente cercanos de esta especie en el lago
y sus alrededores. El primero se encuentra ampliamente distribuido por el lago

y el segundo es registrado en menor abundancia principalmente en la Laguna

117



Saracocha y en el Norte y Este del lago (rio Ramis, Huancané y Carabuco). La
divergencia genética entre ambos no justifica su consideracion como diferentes
especies pero el linaje de la Laguna Saracocha deberia considerarse en un
futuro en el caso de llevar a cabo un manejo de sus poblaciones, asi como la
poblacion del rio Ramis para futuras medidas de conservacion. Una
diferenciacion morfolégica entre ambos linajes tampoco es evidente.
Adicionalmente, se encontré un linaje mitocondrial altamente divergente en el
lago (localidad de Yampupata) cuya identidad necesita corroboracion mediante

un estudio taxondmico pertinente.
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3.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Dentro de los lagos altoandinos, el lago Titicaca es uno de los mas profundos,
con valores méaximos de 150 a 285 m de profundidad y una media en gran
parte del lago cercana a los 100 m. A lo largo del afio posee en su mayor parte
luz y condiciones de temperatura constantes (Dejoux e lltis, 1991). Respecto a
su ictiofauna el género mas representativo es Orestias (Teledsteo,
Cyprinodontidae) que a su vez, es el mas extendido por los Andes, con 45
especies endémicas (Parenti, 1984; Vila et al., 2007). Ya que su origen se
remonta a unos 5 millones de afios, presenta una alta diversidad fenotipica y
ecoldgica, debido a que las especies componentes habitan diferentes nichos y
juegan un importante papel en la cadena trofica (Lauzanne, 1982; Dejoux e

lltis, 1991).

Esquematizando podemos caracterizar tres tipos de macrohabitats en el lago:
1. zonas pelagicas, ricas en claddceros; 2. zonas bénticas, ricas en moluscos y
anfipodos; y 3. zonas litorales, ricas en macrdfitas y anfipodos (Dejoux e lltis,
1991). Debido a los habitos alimenticios de cada especie, existe una division
de los recursos y una adaptacion fenotipica y genotipica especializada
(Lauzanne, 1982; Dejoux e lltis, 1991; Maldonado et al., 2009). Aunque, la
zona pelagica del lago Titicaca presenta pocas especies de peces en
comparacion con las de la zona litoral, como sucede en otros lagos tropicales

(Vaux et al., 1988), pueden ser abundantes como es el caso de O. ispi u O.

122



agassii, entre otras. Estas se caracterizan por presentar una forma del cuerpo
mas fusiforme que las especies bénticas o litorales (Lauzanne, 1982; Parenti,

1984).

La introduccién de especies exoticas, como algunos salmonidos y del pejerrey
argentino Odontesthes bonariensis han cambiado la dindmica poblacional de
muchas especies y actualmente se desconoce en gran parte el alcance de sus
impactos (Hall y Mills, 2000; Vila et al., 2007). Ademas, la introduccion de
nuevas especies produjo la aparicion de algunas enfermedades como el
protozoo parasito Ichthyophthirius multifilis (Ich), que como se ha comentado
anteriormente, causé mortalidades masivas de peces en 1981, afectando a 7
especies, en especial a adultos de O. agassii que en ese entonces
representaba el 70% del total de la pesca del lago (Wurtsbaugh y Tapia, 1988).
También debe tenerse en cuenta la reduccién de algunos de los habitats mas
importantes para algunas especies litorales, como las macrdfitas, en especial

Schoenoplectus californicus ssp. tatora (totora), debido a la explotacion local.

Ademas del vacio de informacion sobre el estado poblacional, pocos estudios
proveen evidencia sobre el tipo de dieta de algunas de las especies mas
abundantes de este género en el lago Titicaca (Lauzanne, 1982; Vaux et al.,
1988; Maldonado et al., 2009) dejandose de lado las menos representativas.
Debido al insuficiente conocimiento que se tiene sobre las relaciones
ecolégicas y a la composicion actual de la comunidad de peces del lago
Titicaca, este capitulo pretende aportar una primera aproximacioén al estudio de

la ecologia poblacional que se completara en una fase posterior.
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3.2. METODOS

Para capturar los peces se utilizaron artes de tipo pasivo del tipo agalleras
monofilamento, que consisten en una red formada por varios pafios de red de
nylon de diferentes luces de malla, combinados al azar con la finalidad de
armonizar la capturabilidad en toda la red. Las capturas posteriormente se
expresaron en CPUE por especie (Capturas por Unidad de Esfuerzo) en
funcién del tiempo de pesca y la superficie de la red. Las redes se colocaron a
diferentes profundidades en diversas localidades y habitats para conocer la
composicion faunistica y la estructura poblacional. Las redes fueron puestas en
cada sitio de muestreo durante la noche (ya que en premuestreos se observé
una mayor capturabilidad) y fueron colectadas después de 12 horas de faena,

para estandarizar las CPUEs.

Las redes utilizadas son:

- Redes de captura cientifica benténicas multiflamento estandarizadas
(MULTIFILAMENTO NORDEN BENTIC) (Lundgrens Fiskredskapsfabrik AB,
Stockholm, Sweden), compuestas por una multimalla de monofilamento de
nylon (tipo “NORDEN BENTIC"). Tienen una longitud de 30 my 1.5 m de altura
y estdn armadas con 12 pafios de red (de 2.5 m) con luces de malla

combinadas al azar de 5, 6.25, 8, 10, 12.5, 15.5, 19.5, 24, 29, 35, 43 y 55 mm.

- Redes de captura cientifica de muestreo pesquero (PELT) de multimalla de

monofilamento de nylon. Tienen 300 m de longitud y 3 m de altura y estan
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armadas con 8 pafios de red con luces de malla: 8, 15, 17, 20, 22, 23, 25y 30

mm.

- Redes tradicionales de pesca artesanal (ARTESANAL) de 100 m de longitud
y 3 m de altura y luces de malla selectiva en funcion de las especies a

capturar.

3.2.1. ANALISIS DE DATOS

Para conocer la rigueza de las especies por localidad, tres indices de
diversidad alfa (Shannon, H’; Margalef, Dvgy y Berger-Parker, d), fueron
calculados para obtener una mejor caracterizacién de la diversidad (Moreno,
2001). El indice de Shannon mide el grado promedio de incertidumbre en
predecir a qué especie pertenecerd un individuo escogido al azar de un
conjunto de muestras. Este indice considera la abundancia relativa de cada
especie y es fuertemente influenciado por la presencia de especies raras. El
indice de Margalef mide la relacion entre la riqueza de las especies y el
namero total de individuos capturados. Cuando el indice es mas alto, existe
una mayor diversidad. El indice de Berger-Parker mide la dominancia
calculando el ratio entre el niumero de las especies mas abundantes y el

numero total de individuos en la muestra.

Para caracterizar las comunidades de peces en el lago se realizaron
dendrogramas de agrupacién por medio del programa SPSS 15.0 para
Windows, el cual consistié en andlisis “cluster” utilizando la distancia euclidea
para crear la matriz de similitud y el enlace simple como método de

agrupacion.
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Para realizar comparaciones de captura media en las localidades se tomé
como variable dependiente las CPUE y como factor el tipo de red o la luz de
malla, realizandose ambos analisis de manera independiente. Para tal fin, se
comprobé la normalidad y homogeneidad de varianzas de las CPUEs mediante
el test de Kolmogorov-Smirnov y Levene respectivamente. Ya que los datos no
presentaban normalidad, se hicieron diversas transformaciones tales como raiz

cuadrada, logaritmo natural y logaritmo en base 10 (Sokal y Rohlf, 1995).

Dado que no se cumplieron los postulados de la estadistica paramétrica se
decidio utilizar el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, para detectar
diferencias en el conjunto de datos y cuando éste dio significativo, se utilizé el
test de U Mann-Withney para detectar diferencias entre cada una de las
parejas de datos. Debido a que se realizaron comparaciones mudltiples se
corrigio el p-valor mediante el procedimiento de Benjamini y Hochberg (1995),
implementado en la funcién “ajuste de p” del paquete estadistico R. A
diferencia de otros métodos de ajuste como la correccién de Bonferroni, éste

método balancea los errores tipo ly Il y tiene mas poder estadistico.

Tanto para la realizacion de los indices de diversidad como para los analisis
estadisticos s6lo se tuvieron en cuenta los datos cualitativos obtenidos por la
red multimalla de tipo PELT y la red multiflamento NORDEN BENTIC. Ademas
se estandarizaron por intervalos las profundidades y las luces de malla para

hacer comparables los datos de capturabilidad.
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Para comparar las tallas medias de las especies mas abundantes en las
distintas localidades se realizaron ANOVAs de una via. Sin embargo, se debe
tener en cuenta, que las comparaciones se hicieron sélo con las especies
abundantes y que estuvieran presentes en todas las estaciones. Para los
individuos del complejo imarpe obtenidos en el mes de septiembre, se realizd
una transformacion de las longitudes furcales con Lgio para tratar de
normalizarlos. Ya que se mejoré la normalidad y se comprobo que los los datos
presentaban homocedasticidad de varianzas (test de Levene) se optd por
aplicar analisis paramétrico, en concreto ANOVA de una via, por ser una
prueba mas robusta, aun asumiendo la no normalidad de los datos. Los
valores de ANOVA fueron evaluados mediante una prueba de Tukey y se

aceptaban diferencias estadisticamente significativas cuando el p<0,05.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. DIVERSIDAD DE LAS ESPECIES

Un total de 4010 ejemplares distribuidos en 30 estaciones (2752 en febrero y
1258 en septiembre), fueron capturados para caracterizar la comunidad de
peces del lago Titicaca. El género Orestias fue el de mayor riqueza de
especies con un 81,25% (11 especies y 2 complejos) seguidas de los géneros
Trichomycterus, Odontesthes y Oncorhynchus representado cada uno con el

6,25% (con 1 especie).

Las especies con mayores CPUE fueron el complejo mulleri (51,3%), O. gilsoni
(25,6%) y O. ispi (6%) (Figura 23). O. mulleri, O. gilsoni y O. ispi son especies
pelagicas generalmente de aguas interiores, aunque es probable que ocupen

zonas litorales en épocas de alevinaje y reproduccion. Ya han sido reportadas
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como dominantes cerca del fondo (Vaux et al., 1988). La CPUE de O. agassii
puede ser debida a sus habitos benténicos y a que esta especie en su etapa
de alevinaje habita zonas someras del litoral con gran presencia de vegetacion
acudtica (donde fueron colocadas la mayoria de redes suecas). Ademas ha
sido descrita su capacidad de adaptacion a colonizar diversos medios ya que

tiene una variada dieta alimenticia (Lauzanne, 1982).

@ Complejo mulleri

O Orestias gilsoni

@ Orestias ispi

W Complejo imarpe
W Orestias aff. agassii

O Orestias luteus

W Trichomycterus rivulatus
O Odontesthes bonariensis
O Orestias sp.

m Otras

Figura 23. CPUE de las especies dominantes en el lago Titicaca.

En las localidades muestreadas con la red de muestreo pesquero tipo PELT en
el mes de septiembre, se forman claramente 3 grupos principales de especies.
Uno de ellos estda formado por las especies de habitos demersales y
benténicos O. aff. agasii, T. rivulatus y un grupo conformado por diferentes
especies pertenecientes al género Orestias, algunas de ellas hibridos que

pueden presentar caracteristicas diferentes de los parentales. (Figura 24).
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Figura 24. Dendrograma de agrupacion de las principales especies del lago
Titicaca capturadas (CPUE), con la red de muestreo pesquero tipo PELT en el
mes de septiembre.

El otro grupo mas estructurado y con afinidades mayores entre las especies,
como tener habitos pelagicos es el formado por el complejo imarpe, O. albus y
O. mulleri. Estas especies, por lo general, son unas de las especies mas
dominantes del lago y de mayor explotacion por parte de los pescadores
(Alfaro et al., 1982). Sin embargo, O. albus es una de las pocas especies del
género que incluye peces en su dieta, y habita en fondos méas profundos, lo
gue puede relacionar su distribucién con una preferencia por especies de

menor tamafio y habitos litorales como O. mulleri y el complejo imarpe o

simplemente que comparten sus habitats.

El otro grupo esta conformado por O. luteus. Esta especie posiblemente esta
separada de las demds por vivir en la zona bentdnica y posiblemente debido a
sus habitos alimenticios, ya que se alimenta principalmente de pequefios
moluscos (Maldonado et al., 2009). Estos mismos autores han demostrado que
la distribucion espacial de peces como O. luteus se separa de otras especies

con habitos alimenticios tales como algas y cladéceros.
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En las localidades muestreadas con la red sueca ubicada en el totoral se
distinguen 4 grupos dominantes (Figura 25). EI compuesto por O. albus, O.
gilsoni, O. luteus, T. rivulatus y O. aff. agasii, especies demersales y
bentonicas que posiblemente busquen alimento o refugio en la zona litoral. Los
tres grupos restantes son el complejo mulleri e imarpe y O. ispi, los cuales son
unas de las especies con menor talla asociadas con el totoral ya que ademas

de obtener alimento se benefician del refugio que este habitat ofrece.

Distancia Cluster

0 3
Especie Num +--------- t---—-————- t---—-———— +--——————- +------

Figura 25. Dendrograma de agrupaciéon de las principales especies del lago
Titicaca capturadas (CPUE), con la red multiflamento NORDEN BENTIC en el
mes de septiembre.

Las estaciones con mayor presencia de especies fueron Inka-Chaka, Barco
(Chuchito) y Charcas (Nueva Alianza) (con 13, 10 y 10 especies
respectivamente) (Tabla 6). Estas estaciones se caracterizan por ser bahias
con variedad de sustratos lo que proporciona muchos refugios para los peces y

zonas de alimentacion y resguardo dadas por los diferentes tipos de habitats,

en especial el totoral.
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Por el contrario las estaciones con menor presencia de especies en el lago
Titicaca fueron Amacati, Sucuni e Isla de Anapia (con una especie cada una),
debido posiblemente a la relacidén existente entre las bajas diversidades de las

localidades y la poca profundidad donde se colocaron las redes lo que limitaba

las especies de mayor tamaiio.

Tabla 6. Distribucién de las especies en las estaciones de muestreo del lago Titicaca.

(x= Presencia de la especie).

Localidad

Amacati

Bahia de Moho

Bahia de Tamén (Pen. Capachica)

Bahia de Uruni

Charcas, Nueva Alianza

Chucuito (Barco)

Estrecho de Tiquina

Guaqui

Huancane

Huatajata

Huencalla, Nueva Alianza

Inka-Chaka

Isla de Anapia

Isla de Taquiri

Isla del Sol

ltzcata

Ojherani

Pomata (Villa Santiago)

Puerto Acosta

Puerto Carabuco (Chayapata)

Puerto Perez

Rio Coata

Rio Zapatillas

Santiago de Huata

Santiago de Oje

Silustani (lago Umayo)

Socca

Sucuni

Vilguechico

Yapura (Capachica)
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En cuanto a los indices de diversidad alfa obtenidos con las capturas del mes
de febrero, las estaciones de Chuchito (Barco), Viquechico e Inka-Chaka
fueron las que tuvieron los valores mas altos de diversidad (H'= 1,59; 1,47 y
1,38 respectivamente), coincidiendo con unos de los valores mas bajos de
dominancia dados por el indice de Berger-Parker (Tabla 7).

Tabla 7. indices de diversidad y dominancia de las especies capturadas en
cada estacion de muestreo en el mes de febrero.

Localidad Shannon_H Margalef Berger-
Parker
Bahia de Moho 0,6396 0,2042 0,6567
Bahia de Taman (Pen. Capachica) 0,8169 0,3599 0,6757
Bahia de Uruni 1,115 0,7703 0,5667
Charcas, Nueva Alianza 1,123 0,6382 0,4636
Chucuito (Barco) 1,593 1,801 0,4235
Guaqui 1,22 0,9966 0,5828
Huatajata 0,8558 0,8562 0,657
Inka-Chaka 1,386 1,129 0,4778
Isla de Taquiri 0,7697 1,149 0,7856
Isla del Sol 1,23 2,731 0,7778
Ojherani 0,518 1,056 0,8947
Puerto Acosta 0,9756 1,189 0,5346
Puerto Carabuco (Chayapata) 0,3022 0,3699 0,9238
Puerto Perez 0,6963 0,5567 0,7808
Santiago de Huata 0,8521 0,6604 0,4824
Santiago de Oje 1,168 0,8477 0,6071
Sucuni -0,1171 0 1
Vilquechico 1,472 1,321 0,3864
Yapura (Capachica) 0,7309 0,8257 0,7638

Del mismo modo, los valores de Isla del Sol de la relacion que existe entre el
nuamero de especies y el total de individuos capturados son los mas altos (Dug=
2,731), al igual que los de las estaciones de Chucuito (Barco) y Vilquechico
(Dmg= 1.801 y 1,321). Ya que los valores inferiores o cercanos a 2 son
considerados con zonas de baja diversidad y los cercanos a 5 de alta, se
puede concluir que, en general, las localidades de muestreo presentaron una

baja diversidad. A excepcion de Isla del Sol (la cual esta influenciada por la
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cercania al estrecho de Tiquina que separa el lago Mayor del Menor, ademas
de ser un sitio bastante expuesto dentro del lago), la baja diversidad puede ser
debida a la accion antropogénica, la introduccion de especies exéticas y la
destruccién de hébitats, en especial el totoral. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que la diversidad taxonémica de lo peces de los Andes es baja, pero

con un alto grado de endemismos (Chocano, 2005).

Los indices alfa de diversidad en las dos épocas de muestreo se mantuvieron
similares. Los mayores indices de diversidad obtenidos en el mes de
septiembre se presentaron en las estaciones de Huancane e Inka-Chaka
(H'=1,467 y 1,135 respectivamente) lo cual coincide con los mas altos valores
obtenidos con el indice de riqueza (Dug= 1,446 y 1,512 respectivamente) y la

mas baja dominancia observada en Huancane (d= 0,585) (Tabla 8).

Tabla 8. indices de diversidad y dominancia de las especies capturadas en
cada estacion de muestreo en el mes de septiembre.

Berger-
Localidad Shannon H| Margalef Parker
Charcas, Nueva Alianza 1,054 1,202 0,5956
Chucuito (Barco) 0,6153 1,057 0,866
Huancane 1,467 1,446 0,585
Inka-Chaka 1,135 1,512 0,639
Pomata (Villa Santiago) 0,9918 1,196 0,7351

El factor de condicion se utiliza como biomarcador para indicar el estado
nutricional de los peces y para inferir su estado de salud (Van der Oost et al.,
2003, Neff y Cargnelli, 2004). No obstante, esta relacionado con muchos
factores que dificultan su interpretacion tales como sexo, madurez sexual,
contaminacion, disponibilidad de alimento, etc. En el mes de febrero las

estaciones con mas bajos coeficientes del factor de condicion fueron la
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estacion de Inka-Chaka para los individuos de O. mykiss, O. aff. agassii, O.
gracilis, O. luteus y T. rivulatus (k= 0,0005; 0,0007; 0,0004; 0,001; 0,0004
respectivamente) y Santiago de Huata para O. bonariensis y O. ispi (k= 0,0003
0,0002 respectivamente) (Anexo 2.1). En general en este mes, la localidad que
present6 los mejores factores de condicion fue Chucuito (Barco) para especies

como O. aff. agassii y O. albus.

En el mes de septiembre la estacion de Inka-Chaka volvié a tener los mas
bajos coeficientes del factor de condicién para individuos del complejo imarpe,
O. aff. agassii, O. ispi (k= 0,0006; 0,001; 0,00005 respectivamente) junto a
Charcas (Nueva Alianza) para individuos del complejo mulleri, O. albus y T.
rivulatus (k= 0,015; 0,001 y 0,0008 respectivamente) (Anexo 2.2). Los mayores
factores de condicion se observaron en Huancané para O. albus, O. ispiy T.
rivulatus (k= 0,002; 0,0002; 0,001 respectivamente) y nuevamente en Chucuito
(Barco) para el complejo imarpe (k= 0,001), O. mykiss (k= 0,001) y O. luteus
(k= 0,002). Por lo tanto, estaciones como Santiago de Huata, Charcas (Nueva
Alianza) y en especial Inka-Chaka, deben estar influenciadas por algun tipo de
impacto ambiental que afecte negativamente las especies icticas. Ya que los
datos del presente trabajo no permiten aclarar que tipo de factor es el que esta
influyendo sobre las especies encontradas, se recomienda realizar un estudio

de impacto ambiental en estas zonas.

Al comparar las longitudes medias de cada especie por localidad, los analisis
muestran que para el complejo imarpe, los peces de las localidades de Pomata
y Chucuito (Barco) son de talla mas pequefia que el resto de localidades (test

de Tukey, p<0,05). Por otra parte, la localidad de Huancané presenta los
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individuos de O. aff agassii con tallas mas grandes con respecto a las demas
localidades (test de Tukey, p<0,05). Dicha variabilidad poblacional puede ser
debida a diferencias intraespecificas, ya que algunas especies presentan una
gran plasticidad fenotipica que puede dar lugar a subpoblaciones o a

diferencias de tipo taxonémico.

3.3.2. SELECTIVIDAD DE LOS ARTES DE PESCA

La selectividad de los artes de pesca tiene importancia, tanto desde un punto
de vista cientifico (conservacion de la ictiofauna) como de sostenibilidad de los
recursos pesqueros de la region. La instalacion simultanea de redes red
multimalla de tipo PELT en aguas abiertas y de las redes de captura cientifica
multifilamento NORDEN BENTIC en la zona de totoral, en cinco localidades,
permiti6 comparar las capturas de cada una de las luces de malla por arte de
pesca y también las capturas entre localidades. Por el contrario, no pudieron
ser comparadas las capturas entre tipo de redes puesto que los artes de pesca

utilizados en totoral y en zonas de aguas abiertas fueron diferentes.

A continuacioén se detallan las capturas obtenidas por cada uno de los artes y
zona muestreada, tanto en términos de capturas medias para el conjunto de
las especies como en capturas por especie. Con el fin de facilitar la
comprension al lector, se ha estructurado el presente apartado por zona de
muestreo (totoral y aguas abiertas) para el estudio detallado y se reserva un
apartado especial para la explicacién de las medidas de conservacion que se

derivan de los resultados obtenidos.
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3.3.2.1. Zona de totoral

Las cinco localidades muestreadas en totoral no presentaron diferencias
significativas en cuanto a capturas (CPUEs) (p>0,05) (Figura 26). Por este
motivo, se utilizé el conjunto de los datos en el analisis de luz de malla sin
considerar cada localidad como una unidad independiente. Dicho andlisis puso
de manifiesto la existencia de diferencias estadisticamente significativas en las
luces de malla utilizadas, obteniéndose mayores capturas con una luz de malla
inferior a 10 mm y no detectdndose captura alguna a partir de la luz de malla
superior a los 16 mm (p<0,05) (Figura 27). La luz de malla de 8 mm es la que
presenta mayor captura de todas las utilizadas, seguida de la luz de malla 6,25

y 5 mm.

En términos de captura por especie, se vuelve a poner de manifiesto que las
las redes con luz de malla inferior a 10 mm son las que presentan mayores
CPUEs (Figura 28). No obstante, este analisis permite conocer cuéles son las
especies que estan representadas en cada una de las luces de malla. Asi
pues, se observa claramente como O. ispi y los complejos imarpe y mulleri son
las especies que presentan mayores capturas con una luz de malla inferior a

10 mm.
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Figura 26. Capturas medias (CPUEs) de peces en las cinco localidades
muestreadas en la zona de totoral del lago Titicaca. Se muestran los intervalos
de confianza para la media.
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Figura 27. Capturas medias (CPUEs) de peces en las diferentes luces de
malla utilizadas durante los muestreos de la zona de totoral del lago Titicaca.
Se muestran los intervalos de confianza para la media.
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Figura 28. Capturas medias (CPUES) por especie en las diferentes luces de
malla utilizadas durante los muestreos de la zona de totoral del lago Titicaca.

La redes con luz de malla superior a 10 mm contindan capturando algunas de
las especies anteriores (complejos mulleri e imarpe), si bien las capturas son
muy inferiores. En cambio, se capturan otras especies como O. aff. agassii, O.
albus u O. luteus, si bien las CPUEs son muy inferiores. Otras especies de
captura minoritaria en la zona de totoral son T. rivulatus y O. gilsoni y se

capturarian preferentemente con redes con luz de malla inferior a 6 mm.

3.3.2.2. Zona de aguas abiertas

Las cinco localidades muestreadas en aguas abiertas tampoco presentaron
diferencias significativas en cuanto a capturas (CPUESs) (p>0,05) (Figura 29).

No obstante, si puede observarse desde un punto de vista gréfico, que la
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localidades de Huancané y Pomata son las que presentaron mayores y

menores capturas en promedio, con respecto al resto de localidades.

Sin embargo, como desde un punto de vista estadistico no se detectaron
diferencias entre estaciones de muestreo, se utilizd el conjunto de los datos en
el analisis de luz de malla, sin considerar cada localidad como una unidad
independiente. Dicho andlisis puso de manifiesto también la inexistencia de
diferencias estadisticamente significativas en las luces de malla utilizadas

(p>0,05) (Figura 30).
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Figura 29. Capturas medias (CPUEs) de peces en las cinco localidades
muestreadas en la zona de aguas abiertas del lago Titicaca. Se muestran los
intervalos de confianza para la media.
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Figura 30. Capturas medias (CPUEs) de peces en las diferentes luces de
malla utilizadas durante los muestreos de la zona de aguas abiertas del lago
Titicaca. Se muestran los intervalos de confianza para la media.
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Figura 31. Capturas medias (CPUES) por especie en las diferentes luces de
malla utilizadas durante los muestreos de la zona de aguas abiertas del lago
Titicaca.
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Debe destacarse que las capturas por especie no fueron muy elevadas (rango
0,01-0,03 CPUESs), hablando por tanto de diferencias minimas en términos de
CPUEs. Este hecho puede deberse a las luces de malla utilizadas, al margen
de la presencia o no, de las especies estudiadas en aguas abiertas (Figura 31).
AuUn asi, las luces de malla que presentaron mas capturas fueron las de 16 y

26 mm, seguidas de la de 21 mmy, finalmente, la de 31 mm.

Por especie, cabe destacar la mayor captura de T. rivulatus, de los complejos
mulleri e imarpe en la luz de malla de 16 mm. Es resaltable también, la mayor
captura de las dos especies introducidas (O. bonariensis y O. mykiss) y la
escasa captura de especies autdctonas en la luz de malla de 21 mm a
excepcion O. aff. agassii. Si bien, esta Ultima presenta una mayor captura en la

luz de malla de 26 mm.

3.3.2.3. Medidas de conservacion

La zona de totoral se comporta como nursery o refugio de peces en el lago, de
modo que debieran evitarse o0 minimizarse al maximo las actividades
pesqueras en la zona, declararse periodos de veda y establecer un control de
capturas en cuanto a los artes de pesca permitidos. La comparacion entre
artes de pesca y el impacto de los mismos se escapa de los objetivos del

presente trabajo, aun pudiéndose extraer unas primeras conclusiones.

El estudio de selectividad de redes llevado a cabo en la zona de totoral pone
de manifiesto que la mayoria de los individuos se capturaron con redes de luz
de malla pequefia y son, por tanto, los juveniles o las especies de escasa talla
las mas amenazadas. Las mayores capturas obtenidas son de especies de
habitats litorales generalmente bentdnicos o demersales asociados a la costa.
Este patrén de mas baja riqgueza en la comunidad de los peces pelagicos es
bastante comun en lagos templados y tropicales, aunque muchas veces la

biomasa pelagica sea mas alta (Moyle y Cech, 1982).
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En caso que, por motivos sociales o econdémicos, deba seguir siendo explotada
dicha zona, la recomendacion seria la utilizacién de luces de malla superiores
a 10 mm. Aungue seguiran habiendo capturas con esta luz de malla, se
minimizaria el impacto sobre las poblaciones de la mayoria de especies, ya
gue presentan picos de capturas en luces de malla inferiores. De reducirse un
poco mas la luz de malla a los 8 mm, debe tenerse en cuenta que las especies
mas afectadas serian los complejos mulleri e imarpe, pero especialmente el
primero, dado que el Unico pico de captura que presenta la especie se da en

esta luz de malla.

Por otro lado, dicha luz de malla tiene un especial interés desde el punto de
vista de rendimiento pesquero, ya que el volumen de capturas aumenta
notablemente en comparacion con la luz de malla de 10 mm. Dado que no se
detectaron diferencias significativas en cuanto a volumen de capturas entre
localidades, una posibilidad seria la explotacion rotatoria de las localidades de
pesca, no explotdndose todas a la vez y estableciendo refugios de pesca o
zonas protegidas. Por motivo de sostenibilidad de la pesca en el lago, debieran
evitarse las capturas con artes demasiado selectivos para especies de
pequefio tamafio como las “isperas” que ejercen una presidn pesquera
demasiado fuerte sobre especies de pequefio tamafio, pero también sobre los

juveniles y reclutas de otras muchas especies.

En el caso de aguas abiertas, no se observan diferencias significativas en
cuanto a las redes de pesca utilizadas ni en cuanto a las localidades
muestreadas. Asi mismo, dado el reducido namero de capturas obtenido, es
dificil extraer conclusiones. Sin embargo, es posible que las capturas

realizadas no representen la composicion de la comunidad pelagica del lago.
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4. Anexos

Anexo 1. Estudio genético de las especies icticas nativas del

lago Titicaca

Anexo 1.1. Relacién de Individuos de Orestias analizados.

Especies

0000000000000 00000000000000000000000000000000000

aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
aff.
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agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii
agassii

albus
albus
albus
albus
albus

. crawfordi

crawfordi

. crawfordi
. crawfordi
. ctenolepis
. ctenolepis

farfani
farfani
farfani
farfani
farfani
farfani
forgeti
forgeti
forgeti
forgeti

. frontosus
. frontosus
. frontosus
. frontosus
. frontosus
. gilsoni

Localidad

Laguna Saracocha
Sillustani

Bahia de Uruni

Rio Lampa

Rio Ramis

Isla del Sol

Isla Taquiri
Santiago de Ojje
Amacati Corpacitca
Isla de Anapia
Sotalaya

Puerto Acosta
Ojjchi - Escoma
Carabuco-Chayapata
Isla Pariti

Puerto Pérez
Cuyahue-Kumara-Coana
Acohuaya

Bahia de Coata
Santiago de Huata
Lojarcachi-Ancora
Huencalla, Nueva Alianza
Tilali

Rio Ramis

Puerto Acosta
Carabuco-Chayapata
Bahia de Taméan
Bahia de Taméan
Bahia de Uruni
Bahia de Uruni

Rio Zapatilla
Acohuaya

Isla del Sol

Amacati Corpacitca
Estrecho de Tiquina
Guaqui

Isla Pariti

Sillustani

Japiasi

Isla del Sol
Yampupata
Estrecho de Tiquina
Isla del Sol

Isla Taquiri

Amacati Corpacitca
Isla de Anapia
Lojarcachi-Ancora
Iscata

No.
Individuos
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. gilsoni
. gilsoni

. gilsoni

. gilsoni
. gilsoni
. gilsoni
. gilsoni

gilsoni
gilsoni
gilsoni

. gracilis
. gracilis
. gracilis

. gracilis

. grupo gilsoni
. grupo gilsoni
. grupo luteus
. grupo mulleri

. Sp. grupo mulleri

imarpe

incae
ispi
ispi
ispi
ispi
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
luteus
minimus
mulleri
mulleri
mulleri
mulleri
mulleri
mulleri
mulleri
mulleri

. mulleri
. mulleri
. mulleri
. mulleri

Huencalla, Nueva Alianza
Bahia de Uruni

Bahia de Moho-Muelle
Cariquita

Peninsula Soto
Copacabana

Estrecho de Tiquina
Isla Taquiri

Ajllata

Puerto Acosta

Puerto Acosta

Puerto Pérez
Incachaca- Copacabana
Tepeje Copacabana
Puerto Acosta
Peninsula Soto
Copacabana

Yapura

Yampupata

Tilali

Yapura

Peninsula Soto
Copacabana

Ojherani, Puno

Bahia de Moho-Muelle
Cariquita

Bahia de Taman
Tepeje Copacabana
Estrecho de Tiquina
Ajllata

Rio Ramis

Isla Taquiri

Santiago de Ojje
Amacati Corpacitca
Estrecho de Tiquina
Sotalaya

Puerto Acosta

Guaqui

Ojjchi - Escoma
Carabuco-Chayapata
Lojarcachi-Ancora

Isla Pariti
Cuyahue-Kumara-Coana
Sillustani

Bahia de Coata
Sucuni

Iscata

Huencalla, Nueva Alianza
Yapura

Cotos Capachica
Incachaca- Copacabana
Yampupata

Santiago de Ojje
Estrecho de Tiquina
Isla Taquiri

Santiago de Huata
Ajllata

Puerto Acosta
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O. mulleri Guaqui

O. mulleri Puerto Pérez

O. mulleri Cuyahue-Kumara-Coana
O. mulleri Tepeje Copacabana
O. mulleri Puerto Acosta

O. multiporis Rio Lampa

O. pentlandi Laguna Saracocha
O. puni Sillustani

O. puni Bahia de Uruni

O. puni Guaqui

O. richersoni Rio Coata

O. richersoni Uros

O. robustus Sucuni

O. rotundipinnis Tilali

O. rotundipinnis Guaqui

O. rotundipinnis Lojarcachi-Ancora
0. sp. Sillustani

0. sp. Rio Lampa

O. sp. Coacia-Vilquechico
O. sp. Guagqui

O. sp. Grupo gilsoni  Ajllata

O. taquiri Isla Taquiri

O. taquiri Santiago de Huata
O. taquiri Ajllata

O. taquiri Puerto Pérez

O. toomcooni Inka-Chaka- Copacabana
O. toomcooni Tepeje Copacabana
O. tutini Isla Taquiri

O. uruni Bahia de Taman

O. uruni Bahia de Taman

O. uruni Bahia de Uruni

Anexo 1.2. Campafia de muestreo noviembre del 2008.

R NWRFRWOWDMNWORRPRARRPREPRPRREPREPNORNREPRLRUREREDNOU

ACTIVIDAD DESARROLLADA FECHA
Llegada a Lima. 05.11.2008
Llegada al aeropuerto de Juliaca, traslado a Puno 07.11.2008
Muestreo en rio Desaguadero 08.11.2008
Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion de

20 individuos* de especies nativas del género Orestias, incluyendo la

especie O. agassii. Ademas de llevarse a cabo el registro geografico y

fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,

toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

Muestreo en Ojherani y en Chuchito, Sector Barco 10.11.2008
Actividades de gabinete: identificacion, medicién, etiquetado y fijacion de y

208 individuos* de especies nativas del género Orestias, incluyendo las 15.11.2008
especies: O. agassii, O. albus, O. farfani, O. imarpe, O. ispi, O. puniy

O. luteus. Del género Trichomycterus: T. rivulatus. Ademas de llevarse

a cabo el registro geografico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,

toma de muestra de aleta y observaciones morfoldgicas.

Muestreo en Kella-Ahuyo, Huancané y Arapa. 11.11.2008

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion de
22 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo del género Orestias las especies: O.
agassii, O. albus, O. farfani, O. frontosus, O. luteus, O.
rotundipinnis, y una especie del género Trichomycterus: T. rivulatus.
Ademés del registro geografico y fotogréafico del sitio.
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Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

Muestreo en Huencalla (Nueva Alianza) y Socca

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion de
110 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo del género Orestias las especies: O.
agassii, O. albus, O. luteus, O. robustus, O. rotundipinnis, O.
tschudii y una especie del género Trichomycterus: T. rivulatus.
Ademas del registro geografico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

12.11.2008

Muestreo en diferentes punto cercanos a las comunidades de Uros, asi
como Isla de Taquile e I. de Amantani

Actividades de gabinete: identificacion, medicidn, etiquetado vy fijacion de
71 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo del género Orestias las especies: O.
agassii, O. albus, O. frontosus, O. gilsoni, O. luteus, O. olivaceus, O.
puni, O. robustus, O. rotundipinnis, O. sp., y una especie del género
Trichomycterus: T. rivulatus. Ademas del registro geografico y
fotogréfico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

13.11.2008

Muestreo en Atuncolla, lago Umayo, Huatta, Coata y Capachica.
Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado vy fijacion de
72 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo del género Orestias las especies: O.
agassii, O. frontosus, O. luteus, O. olivaceus, O. puni, O. richersoni,
O. sp., y una especie del género Trichomycterus: T. rivulatus. Ademas
del registro geogréfico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

14.11.2008

Muestreo en Huancané, Moho, Vilquechico, Iscatay Conima
Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion de
174 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo del género Orestias las especies: O.
agassii, O. albus, O. crawfordi, O. ctenolepis, O. frontosus, O.
gilsoni, O. luteus, O. mulleri, O. olivaceus, O. rotundipinnis, O. sp.
(complejo mulleri), O. sp. (complejo gilsoni) y una especie del género
Trichomycterus: T. rivulatus. Ademas del registro geografico y
fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

16.11.2008

Muestreo en Pilcuyo, Iscata y varias localidades en el distrito de
Yunguyo

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion de
23 individuos* de especies nativas del género Orestias, incluyendo del
género Orestias las especies: O. agassii, O. farfani, O. luteus, O.
albus. Ademas del registro geografico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

17.11.2008

Muestreo en Vilurcuni. Traslado a Bolivia. Muestreo en Titoyupanqui e
Iscaya en Parque Unguyo.

Actividades de gabinete: identificacion, medicién, etiquetado vy fijacion de
59 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo del género Orestias las especies: O.
agassii, O. gilsoni, O. luteus, O. mulleri, O. sp. (complejo mulleri) y
una especie del género Trichomycterus: T. rivulatus. Ademas del
registro geografico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfoldgicas.

18.11.2008
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Muestreo en Visalaya, Huatajata, Ojelaya en el estrecho de Tiquina, 19.11.2008

Sorejapa y Copancara en Huarina, e Inka Chaka, Inca Huata,

Titicachi y Sicuani en Copacabana, Bolivia.

Actividades de gabinete: identificacion, medicién, etiquetado y fijacion de

172 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y

Trichomycterus, incluyendo del género Orestias las especies: O.

agassii, O. crawfordi, O. farfani, O. forgeti, O. frontosus, O. gilsoni,

O. gracilis, O. imarpe, O. ispi, O. luteus, O. mulleri, O. puni, O.

richersoni, O. rotundipinnis, O. sp. (grupo luteus) y una especie del

género Trichomycterus: T. rivulatus. Ademas del registro geografico y

fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,

toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

Muestreo en Kazani, Log’a, Sabina, Isla Jamithi, Santiago de Ojje, 20.11.2008

Chicharro, Compuri y Umasuyo.

Actividades de gabinete: identificacion, medicién, etiquetado vy fijacion de

24 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y

Trichomycterus, incluyendo del género Orestias las especies: O.

agassii, O. farfani, O. frontosus, O. ispi, O. luteus y una especie del

género Trichomycterus: T. rivulatus. Registro geografico y fotografico

del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,

toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

Muestreo en diversas localidades en Morrocollo, Achacachi, 21.11.2008

Carabuco, Saypampa, Sotalaya, Escomay Puerto Acosta.

Actividades de gabinete: identificacion, medicién, etiquetado vy fijacion de

72 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y

Trichomycterus. Incluyendo del género Orestias las especies: O.

agassii, O. albus, O. ctenolepis, O. farfani, O. forgeti, O. ispi, O.

luteus, O. mulleri, O. rotundipinnis, O. sp. (grupo luteus) y una

especie del género Trichomycterus: T. rivulatus. Registro geografico y

fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,

toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

Muestreo en Desaguadero. 22.11.2008

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion de

19 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y

Trichomycterus. incluyendo del género Orestias las especies: O.

agassii, O. luteus, O. puni, O. sp. (grupo luteus) y una especie del

género Trichomycterus: T. rivulatus. Registro geogréafico y fotogréafico

del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,

toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

Embalaje de muestras para traslado 23.11.2008

Traslado a Aeropuerto y viaje a Lima 24.11.2008

Viaje y llegada a Madrid 25-

26.11.2008

Anexo 1.3. Trabajo de colecciones y laboratorio 2008.

Procesamiento y determinacion de los ejemplares colectados en la 1-

Coleccion de Peces del Museo Nacional de Ciencias Naturales, Madrid 12.12.2008

y planeacién metodoldgica del andlisis genético

Ensayo de condiciones de amplificacion y secuenciacion 15-
19.12.2008

Extraccion, amplificacion y  secuenciacion  de muestras 22.12.2008-

(aproximadamente 150 muestras representativas de morfotipos y de 9.01.2009

las distintas zonas del lago)

Alineacion de secuencias y analisis filogenético 10-
30.01.2009

Identificacion de linajes y de zonas a cubrir en el siguiente muestreo 01-
03.02.2009
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Anexo 1.4. Campafa de muestreo febrero 2009.

ACTIVIDAD DESARROLLADA

FECHA

Llegada a Lima

05.02.2009

Llegada al Aeropuerto de Juliaca y traslado a Puno

07.02.2009

Estandarizaciéon de condiciones de pesca y toma de parametros
ecoldgicos

08.02.2009

Muestreo en Barco y Chuchito.

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion
de 15 individuos* de la especie Orestias imarpe, ademas de llevarse
a cabo el registro geografico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfoldgicas

09.02.2009.

Muestreo en Iscata, Socca y diferentes puntos en Nueva Alianza
Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado vy fijacion
de 30 individuos* de especies nativas del género Orestias, incluyendo
las especies: O. albus, O. gilsoni, O. ispi, O. luteus, O. mulleri y O.
rotundipinnis. Ademas de llevarse a cabo el registro geografico y
fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfoldgicas

10.02.2009

Procesamiento del muestreo en la Bahia de Tamén, Rio Coata y lago
Umayo

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion
de 42 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo del género Orestias las especies: O. sp.
(complejo mulleri), O. sp. (complejo gilsoni), O. agassii, O. albus, O.
crawfordi, O. ispi, O. mulleri, O. multiporis, O. puni, O. uruni, y una
especie del género Trichomycterus: T. rivulatus. Ademas del registro
geografico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotogréfico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfoldgicas

11.02.2009

Muestreo y procesamiento de las localidades: Bahia de Uruni y Cotos
Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion
de 25 individuos* de especies nativas del género Orestias incluyendo
las especies: O. sp. (complejo mulleri), O. sp. (complejo gilsoni), O.
agassii, O. crawfordi, O. gilsoni, O. mulleri, O. puni y O. uruni.
Ademas del registro geografico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas

12.02.2009

Muestreo en Tilali, Sector Amsta Watasani y rio Lampa

Actividades de gabinete: identificacién, medicién, etiquetado vy fijacién
de 50 individuos* de especies nativas del género Orestias incluyendo
las especies: O. sp. (grupo luteus), O. sp. (complejo agassii), O.
agassii, O. albus, O. luteus, O. mulleri, O. multiporis, O. olivaceus
y O. rotundipinnis. Ademas del registro geogréfico y fotografico del
sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotogréfico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

13.02.2009

Muestreo en Sucuni, Conima, Vilquechico, Moho, rio Ramis y rio
Zapatilla

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion
de 91 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo en el género Orestias las especies: O. sp.
(complejo gilsoni), O. sp. (grupo agassii), O. agassii, O. albus, O.
ctenolepis, O. forgeti, O. gilsoni, O. incae, O. ispi, O. luteus, O.
minimus, O. mulleri, O. robustus, O. rotundipinnis, y una especie
del género Trichomycterus: T. rivulatus. Ademas de llevar a cabo el
registro geografico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotogréfico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

14.02.2009
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Traslado a Bolivia y muestreo en InKa Chaka, Copacabana
Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion
de 51 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo en el género Orestias las especies: O. sp.
(complejo mulleri), O. agassii, O. albus, O. frontosus, O. gilsoni, O.
gracilis, O. ispi, O. luteus, O. mulleri, O. olivaceus, O.
rotundipinnis, O. tomcooni y una especie del género Trichomycterus:
T. rivulatus. Ademas de llevar a cabo el registro geogréafico y
fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

16.02.2009

Muestreo en Isla del Sol

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion
de 69 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo en el género Orestias las especies: O. sp.
(complejo gilsoni), O. sp. (complejo mulleri), O. agassii, O. ctenolepis,
O. farfani, O. forgeti, O. frontosus, O. gilsoni, O. ispi, O. luteus, O.
mulleri, O. rotundipinnis, O. tomcooni y una especie del género
Trichomycterus: T. rivulatus. Ademéas de llevar a cabo el registro
geografico y fotogréafico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

17.02.2009

Muestreo en Inka Chaka, Soto, Yampupata y Tejepe, peninsula de
Copacabana

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion
de 74 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo en el género Orestias las especies: O. sp.
(complejo gilsoni), O. sp. (complejo mulleri), O. agassii, O. crawfordi,
O. forgeti, O. gilsoni, O. gracilis, O. ispi, O. mulleri, O. tomcooni y
una especie del género Trichomycterus: T. rivulatus. Ademas de llevar
a cabo el registro geografico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfoldgicas.

18.02.2009

Muestreo en Isla Taquiri, Isla de Anapia, Santiago de Ojje, Amacati
y en el Estrecho de Tiquina en Camacati

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado vy fijacion
de 133 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo en el género Orestias las especies: O.
agassii, O. farfani, O. forgeti, O. frontosus, O. gilsoni, O. ispi, O.
luteus, O. mulleri, O. taquiri, O. tutini y del género Trichomycterus:
T. sp. y T. rivulatus. Ademas de llevar a cabo el registro geografico y
fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

19.02.2009

Muestreo en Santiago de Huata, Ajllata y Huatajata

Actividades de gabinete: identificacion, medicién, etiquetado y fijacién
de 100 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo en el género Orestias las especies: O. sp.
(complejo gilsoni), O. sp. (complejo mulleri), O. agassii, O. forgeti, O.
frontosus, O. gilsoni, O. ispi, O. luteus, O. mulleri, O. taquiri y del
género Trichomycterus: T. rivulatus. Ademéas de llevar a cabo el
registro geografico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotogréfico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

20.02.2009

Muestreo en Sotalaya, Puerto Acosta, Ojjchi en Escoma, Carabuco
y Lojarcachi

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion
de 167 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo en el género Orestias las especies: O. sp.
(complejo gilsoni), O. agassii, O. albus, O. farfani, O. frontosus, O.
gilsoni, O. gracilis, O. ispi, O. luteus, O. mulleri, O. olivaceus, O.
puni, O. rotundipinnis, O. taquiri y del género Trichomycterus: T.
rivulatus. Ademas de llevar a cabo el registro geografico y fotografico

21.02.2009
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del sitio.
Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotogréfico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

Muestreo en Guaqui, Isla Pariti y varios puntos dentro de la bahia de
Puerto Pérez

Actividades de gabinete: identificacién, medicién, etiquetado vy fijacién
de 167 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo en el género Orestias las especies: O.
agassii, O. ctenolepis, O. farfani, O. gilsoni, O. ispi, O. luteus, O.
mulleri, O. taquiri y del género Trichomycterus: T. sp y T. rivulatus.
Ademas de llevar a cabo el registro geografico y fotogréafico del sitio.
Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotogréfico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfolégicas.

22.02.2009

Muestreo en Uros, Bahia de Coata y lago Umayo

Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion
de 94 individuos* de especies nativas de los géneros Orestias y
Trichomycterus, incluyendo en el género Orestias las especies: O.
agassii, O. ctenolepis, O. farfani, O. gilsoni, O. ispi, O. luteus, O.
mulleri, O. richersoni, O. taquiri, y una especie del género
Trichomycterus : T. sp y T. rivulatus. Ademas de llevar a cabo el
registro geogréfico y fotografico del sitio.

Actividades para el estudio genético (por individuo): registro fotografico,
toma de muestra de aleta y observaciones morfoldgicas.

23.02.2009

Procesamiento y embalaje de muestras

24.02.2009

Traslado a Aeropuerto de Juliaca viaje a Lima

25.02.2009

Viaje a Madrid

26.02.2009

Anexo 1.5. Trabajo de colecciones y laboratorio.

Procesamiento y determinacion de los ejemplares colectados durante
la Ultima campafa en Coleccion de Peces del Museo Nacional de
Ciencias Naturales, Madrid y planeacion metodologica del andlisis
genético restante

2-
31.03.2008

Ensayo de condiciones de amplificacion y secuenciacion de genes
mitocondriales y nucleares

01-
10.04.2008

Extraccion, amplificacion y secuenciacion de muestras (447 muestras
en total del lago y rios afluentes)

13.04.2009-
31.06.2009

Alineacion de secuencias y analisis filogenéticos

01.07.2008-
31.08.2009
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Anexo 2. Caracterizacion y estructura poblacional de las
comunidades de peces litorales del lago Titicaca.

Anexo 2.1. Parametros biométricos por localidad en relacion a la longitud
furcal de las especies capturadas en el mes de febrero (DS= Desviacion
estandar; K= Factor de condicion).

Localidad Especie Promedio| DS | Minimo [ Maximo K
Amacati Orestias luteus 130,8333 | 20,124 95 147 0
Bahia de Moho Complejo mulleri 61,7619 |13,382 40 82 0
Orestias gilsoni 56,825 |3,5582 50 66 0
Bahia de Taméan (Pen.
Capachica) Complejo mulleri 67,26316 | 14,904 37 88 0
Orestias gilsoni 68,8 18,301 40 100 0
Orestias ispi 73,8 9,7616 56 90 0
Bahia de Uruni Complejo mulleri 64,5 9,8469 40 85 0
Orestias aff. agassii 80 0 80 80 0
Orestias gilsoni 58,25 7,6463 46 70 0
Orestias ispi 60,47059 |9,3148 50 77 0
Charcas, Nueva Alianza | Complejo mulleri 715 7,2938 54 84 0,00192
Odontesthes bonariensis 61,5 18,253 40 90 0,00051
Orestias gilsoni 56,73913 | 4,07 52 70 0,00177
Orestias ispi 82 0 82 82 0,00071
Chucuito (Barco) Complejo imarpe 56,2 4,9699 53 65 0,00144
Complejo mulleri 79,06667 |6,3072 68 92 0,00223
Odontesthes bonariensis 215 0 215 215 0,00063
Oncorhynchus mykiss 157,4 7,5697 149 165 0,00064
Orestias aff. agassii 98,14286 |9,1183 85 110 0,00165
Orestias albus 53,5 55,861 14 93 0,32905
Orestias gilsoni 59,3 7,2426 52 75 0,00144
Orestias ispi 83,33333 |0,5774 83 84 0,00071
Orestias luteus 98,5942 |15,318 70 125 0,00232
Trichomycterus rivulatus 148 0 148 148 0
Estrecho de Tiquina Orestias forgeti 62,6 1,8166 60 65 0
Orestias gilsoni 40,18182 |4,0452 34 48 0
Guaqui Complejo mulleri 70 7,4833 60 78 0,00136
Odontesthes bonariensis 80 0 80 80 0,00039
Orestias aff. agassii 94,14286 | 19,566 55 142 0,0016
Orestias gilsoni 52,23077 | 7,7153 41 70 0,00122
Orestias luteus 96,46667 | 20,154 74 133 0,002
Trichomycterus rivulatus 147 9,654 136 157 0,00096
Huatajata Complejo mulleri 58,58621 |6,5922 40 76 0,00155
Odontesthes bonariensis 186,25 17,056 162 200 0,00063
Orestias aff. agassii 80 19,842 45 105 0,00121
Orestias gilsoni 51,70833 | 5,7507 40 75 0,00115
Orestias ispi 62 0 62 62 0,00084
Orestias sp. 72,85714 128,614 45 145 0,00146
Trichomycterus rivulatus 133,6667 [12,915] 111 153 0,0009
Huencalla, Nueva
Alianza Complejo mulleri 82,44444 | 6,307 70 91 0,00179
Odontesthes bonariensis 290 77,405| 218 422 0
Oncorhynchus mykiss 201,2 27,344 154 222 0
Orestias aff. agassii 163 0 163 163 ]0,00143
Orestias albus 124,5556 | 25,53 84 167 |0,00204
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Orestias gilsoni 94,14286 |8,9149 81 105 0,00152
Orestias luteus 136,1111 [9,6753| 115 145 [0,00281
Inka-Chaka Complejo mulleri 66,12195 | 13,895 35 97 0,00162
Odontesthes bonariensis 114,9231 [11,558 95 134 0,00052
Oncorhynchus mykiss 2135 |77,075] 159 268 ]0,00051
Orestias aff. agassii 111,1667 [27,448 92 149 ]0,00077
Orestias crawfordi 59 1,4142 58 60 0,00167
Orestias gilsoni 49,89189 |5,3892 39 62 0,00112
Orestias gracilis 52,86207 |2,9728 47 58 0,00044
Orestias ispi 68,77419 |5,4081 60 78 0,00052
Orestias luteus 129 0 129 129 0,001
Orestias sp. 141,25 21,73 108 168 [0,00067
Trichomycterus rivulatus 129,4286 | 33,11 65 159 0,00041
Isla de Anapia Complejo mulleri 55,43396 |6,8423 40 77 0,0015
Odontesthes bonariensis 198,5 32,338 172 270 0,00056
Oncorhynchus mykiss 158 0 158 158 ]0,00127
Orestias aff. agassii 96,71429 | 35,86 57 147 0,00129
Orestias gilsoni 41,14286 |5,2894 34 52 0,00109
Orestias luteus 117,3333 [8,7369| 110 127 [0,00253
Orestias sp. 138,7368 [29,053 96 195 0,0011
Trichomycterus rivulatus 144,2222 |34,095 95 176 ]0,00094
Isla de Taquiri Orestias gilsoni 44,3125 |6,6805 31 55 0,00118
Isla del Sol Complejo mulleri 83,5 2,1213 82 85 0,00171
Odontesthes bonariensis 190,6667 | 16,773 180 210 0,00067
Orestias aff. agassii 106,1628 | 14,467 87 172 0,0016
Orestias gilsoni 74,5 2,1213 73 76 0,00217
Orestias luteus 121,9 17,535 85 162 0,00176
Orestias sp. 138,6 21,732 99 158 0,00077
Orestias tomcooni 50,5 0,7071 50 51 0
Trichomycterus rivulatus 159 0 159 159 0,00051
Itzcata Complejo mulleri 76 0 76 76 0,00131
Odontesthes bonariensis 261 16,823 | 248 280 0,00089
Orestias gilsoni 56 0 56 56 0,00147
Ojherani Complejo imarpe 51,1 2,5144 47 54 0,0019
Odontesthes bonariensis 101,7 5,5588 93 109 0,00055
Orestias ispi 83,8 2,8983 80 90 0,00078
Puerto Acosta Complejo mulleri 77,9403 |[8,6074 56 95 0,00182
Orestias aff. agassii 114 12,356 102 130 0,00153
Orestias albus 129,6 35,118 90 183 0,00186
Orestias gilsoni 78,85981 | 19,296 36 112 0,00137
Orestias gracilis 49 2,8284 47 51 0,00062
Orestias ispi 72,2 10,183 56 83 0,00079
Orestias luteus 130 0 130 130 0,00234
Trichomycterus rivulatus 1454 [14,792] 121 159 ]0,00113
Puerto Carabuco
(Chayapata) Complejo mulleri 69,41935 |6,9585 48 82 0,00188
Orestias albus 83 0 83 83 0,00157
Orestias ispi 76,14286 |3,2878 70 80 0,00079
Puerto Perez Complejo mulleri 52,71429 |6,6646 36 66 0,00168
Orestias aff. agassii 64,73333 | 7,4687 55 84 0,0014
Orestias gilsoni 46,66667 |5,0859 40 55 0,00111
Trichomycterus rivulatus 75 0 75 75 0,00119
Rio Zapatillas Orestias aff. agassii 67,7 15,6 47 88 0,00147
Santiago de Huata Complejo mulleri 60,8125 |5,9583 40 81 0,00154
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Odontesthes bonariensis 84 0 84 84 0,00034
Orestias aff. agassii 66,4 17,897 52 94 0,00123
Orestias gilsoni 51,55556 |5,9337 38 67 0,00109
Orestias ispi 61 0 61 61 0,00022
Santiago de Oje Complejo mulleri 60,45455 [4,5905 54 70 0,00182
Odontesthes bonariensis 106,6667 [25,146 78 125 ]0,00059
Orestias aff. agassii 73,25 |7,1822 69 84 0,00142
Orestias gilsoni 52,03226 |5,5826 40 68 0,00142
Sillustani (lago Umayo) [ Orestias aff. agassii 120,1667 [5,1153| 115 128 0
Socca Oncorhynchus mykiss 229 8,4853| 223 235 0
Orestias luteus 141 9,8995 134 148 0,00248
Sucuni Complejo mulleri 81l 0 81 81 0
Vilquechico Complejo mulleri 64,57143 | 16,44 53 89 0
Odontesthes bonariensis 101 0 101 101 0
Orestias aff. agassii 87 0 87 87 0
Orestias gilsoni 51,125 |2,6959 46 55 0
Orestias ispi 80 0 80 80 0
Orestias sp. 41,66667 |4,7258 38 47 0
Yapura (Capachica) Complejo mulleri 67,90909 |9,6276 55 90 0
Odontesthes bonariensis 175 0 175 175 0
Orestias aff. agassii 90 0 90 90 0
Orestias gilsoni 70,34091 | 12,05 40 92 0
Trichomycterus rivulatus 154 0 154 154 0
Anexo 2.2. Parametros biométricos por localidad en relacion a la longitud
furcal de las especies capturadas en el mes de septiembre. (DS= Desviacion
estandar; K= Factor de condicion).
Localidad Especie Promedio| DS |Minimo |Maximo K
Charcas, Nueva Alianza | Complejo imarpe 54,74163 | 6,7168 35 78 0,00148
Complejo mulleri 64,20492 | 11,939 45 96 0,00151
Odontesthes bonariensis 219 63,64 174 264 0,00061
Orestias aff. agassii 77,3 26,575 44 119 0,0015
Orestias albus 89,75 13,401 73 102 0,0016
Orestias ispi 59,5 4,3984 53 69 0,00073
Orestias luteus 117,75 120,176 93 156 0,00219
Orestias sp. 104 0 104 104 0,00107
Trichomycterus rivulatus 95,75 142,492 70 159 |0,00082
Chucuito (Barco) Complejo imarpe 48,93515 |7,9725 34 82 0,00154
Complejo mulleri 70,25 14,9917 66 77 0,00159
Odontesthes bonariensis 196 30,177] 153 247 [0,00056
Oncorhynchus mykiss 287 67,506| 210 336 |0,00117
Orestias aff. agassii 55,05263 | 18,504 37 100 0,00138
Orestias albus 79,57143 132,217 47 145 0,00162
Orestias luteus 93,80556 27,495 18 134 0,00246
Trichomycterus rivulatus 137 9,8995| 130 144 0,00091
Huancane Complejo imarpe 55,18182 |4,8336 44 62 0,00149
Complejo mulleri 85,71429 | 18,898 36 113 0,00162
Odontesthes bonariensis 256,25 |45,881| 185 314 0,0006
Orestias aff. agassii 139,4815 |12,289| 120 167 0,00148
Orestias albus 137 11,269 130 150 ]0,00228
Orestias ispi 58,1791 |5,4242 49 68 0,00077
Orestias luteus 128,3529 | 14,309 88 146 |0,00227
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Orestias sp. 148,625 |10,295| 135 169 0,00155
Trichomycterus rivulatus 150,2727 115,389 115 192 0,00111
Inka-Chaka Complejo imarpe 54,05556 |8,9388 33 75 0,0006
Complejo mulleri 75,11538 [ 13,756 49 110 ]0,00179
Oncorhynchus mykiss 224,25 |55,187| 148 278 [0,00106
Orestias aff. agassii 109,7273 |42,261 40 152 10,00114
Orestias albus 113,25 [24,185 84 140 ]0,00204
Orestias gilsoni 36 0 36 36 0
Orestias ispi 54,09174 14,9676 46 74 5,3E-06
Orestias luteus 124,35 [14,887 78 145 [0,00232
Orestias sp. 166,5 12,021| 158 175 0,00153
Trichomycterus rivulatus 183,6 54,178 | 154 280 0,00108
Pomata (Villa Santiago) | Complejo imarpe 47,86 |5,5033 36 59 0,0015

Complejo mulleri 57,66667 [4,0415 53 60 0,00173
Oncorhynchus mykiss 208 32,527 185 231 0,00104
Orestias aff. agassii 88,91667 |22,968 69 138 0,0014
Orestias albus 83,83333 [ 17,023 68 115 ]0,00172
Orestias luteus 88 15,242 74 116 0,00203
Trichomycterus rivulatus 150 12,394 131 166 |0,00106

Anexo 2.3. Campafa de muestreo febrero 2009.

ACTIVIDAD DESARROLLADA FECHA

Llegada a Lima 05.02.2009

Coordinaciéon AECID- Fonchip 06.02.2009

Llegada al Aeropuerto de Juliaca y traslado a Puno 07.02.2009

Muestreo en Ojherani. 08.02.2009

-Estandarizacién de condiciones de pesca y toma de parametros ecolégicos.

-Primeros muestreos cuantitativos. Localidad Ojherani. Especies: Odontesthes

bonariensis, Orestias ispi y Orestias imarpe. Total 30 muestras.

- Muestreo en Barco y Chuchito. 09.02.2009.

- Actividades de gabinete: identificacion, medicion, etiquetado y fijacion de 15

individuos* de la especie Orestias imarpe, ademas de llevarse a cabo el registro

geogréfico y fotogréafico del sitio.

- Muestreo en Iscata, Socca y diferentes puntos en Nueva Alianza (Charcas y 10.02.2009

Huencalla) y Ojherani.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Ojherani,
recoleccion de 24 ejemplares de las especies O. agassii, O. luteus, O. mulleri, O. ispi
y T. dispar.

- Muestreo para estudio de Is6topos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Nueva Alianza (Charcas). Recoleccion de macrdfitas, algas
filamentosas, zooplancton, perifiton y muestras de peces (Odontesthes bonariensis,
Oncorhynchus mykiss, O, gilsoni, O. mulleri, O. agassii, O. albus y O. luteus ). En
total se tomaron 63 muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de
Barcelona.

-Muestreo para estudio de biologia y ecologia de las principales especies icticas.
Localidad Nueva Alianza (Huencalla). 35 ejemplares de las siguientes especies:
Odontesthes bonariensis, Oncorhynchus mykiss, O, gilsoni, O. mulleri, O. agassii,
O. albus, O. rotundipinnis y O. luteus ).

-Muestreo para estudio de biologia y ecologia. Localidad Iztcata. 5 ejemplares de las
siguientes especies: Odontesthes bonariensis, O, gilsoniy O. mulleri.
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-Muestreo para estudio de biologia y ecologia. Localidad Iztcata. 4 ejemplares de las
siguientes especies: O. luteus y Oncorhynchus mykiss. Extraccién de gonadas,
digestivos y escamas para su posterior estudio. Toma de datos biométricos.

-Muestras para el estudio de la biologia de la reproduccion y tréfica, edad y crecimiento
de O. imarpe. Localidad Ojherani. 30 ejemplares. Extraccion de gbénadas, digestivos y
escamas para su posterior estudio. Toma de datos biométricos.

Procesamiento del muestreo en Barco (Chucuito), Huencalla (Nueva Alianza), Bahia
de Taman, Rio Coata y lago Umayo.

- Muestreo para estudio de Isotopos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Huencalla (Nueva Alianza). Recoleccion de macrdfitas, algas
filamentosas, zooplancton, macroinvertebrados, moluscos, perifiton y muestras de peces
(Oncorhynchus mykiss, T. rivulatus, O, gilsoni, O. mulleri, O. agassii, O. puni, O.
crawfordi y O. uruni ). En total se tomaron 48 muestras que se congelaron y
trasladaron a la Universidad de Barcelona.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Bahia
Taman (Peninsula de Capachica), recoleccion de 137 ejemplares de las especies: O.
agassii, O. albus, O. gilsoni, O. crawfordiy O. ispi.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Barco
(Chucuito) recoleccion de 172 ejemplares de las especies Oncorhynchus mykiss,
Trichomycterus rivulatus, O. imarpe, O.mulleri, O. luteus, O. agassii, O. albus, O.
gilsoni, O. crawfordi y O. ispi.

-Muestreo para estudio de biologia y ecologia. Localidad Silustani (lago Umayo). 13
ejemplares de las siguientes especies: O.puni y O. agassii.

-Muestras para el estudio de la biologia de la reproduccion y tréfica, edad y crecimiento
de O. agassii. Localidad Huencalla. 30 ejemplares. Extraccién de gonadas, digestivos y
escamas para su posterior estudio. Toma de datos biométricos.

11.02.2009

Muestreo y procesamiento de las localidades: Barco (Chucuito), Huencalla (Nueva
Alianza), Bahia de Uruni y Cotos.

- Muestreo para estudio de Isotopos Estables en relacion a la estructura de las redes
tréficas. Localidad Barco (Chucuito). Recoleccién de macrdfitas, algas filamentosas,
zooplancton, macroinvertebrados, moluscos, planarias, perifiton y muestras de peces
(Odontesthes bonariensis y Oncorhynchus mykiss ) En total se tomaron 21
muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de Barcelona.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Barco
(Chucuito) recoleccion de 39 ejemplares de las especies Oncorhynchus mykiss, O.
luteus, O. agassii, O. albus y O. ispi.

-Muestreo para estudio de biologia y ecologia. Localidad Huencalla (Nueva Alianza). 10
ejemplares de las siguientes especies: Oncorhynchus mykiss y Odontesthes
bonariensis.

-Muestras para el estudio de la biologia de la reproduccion y tréfica, edad y crecimiento
de O. albus y O. luteus. Localidad Huencalla. 30 ejemplares. Extraccion de gonadas,
digestivos y escamas para su posterior estudio. Toma de datos biométricos.

12.02.2009

Muestreo en Tilali, Sector Amsta Watasaniy rio Lampay rio Coata.

- Muestreo para estudio de Is6topos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Rio Coata. Recoleccion de muestras de peces (O. agassii) En total
se tomaron 2 muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de Barcelona.

- Muestreo para estudio de Is6topos Estables en relacion a la estructura de las redes

13.02.2009
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troficas. Localidad Rio Lampa. Recoleccién de muestras de peces (O. multiporis) En
total se tomaron 10 muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de
Barcelona.

-Muestreo para estudio de biologia y ecologia. Rio Coata. 10 ejemplares de las
siguientes especies: O. agassii y O. multiporis.

Muestreo en Ojherani, Barco (Chucuito), Sucuni, Conima, Vilquechico, Huancané,
Bahia de Moho, rio Ramis y rio Zapatilla.

- Muestreo para estudio de Isotopos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Bahia Moho. Recoleccion de muestras de peces (O.agassii, O.
luteus y O. incae) En total se tomaron 7 muestras que se congelaron y trasladaron a la
Universidad de Barcelona.

- Muestreo para estudio de Isotopos Estables en relacion a la estructura de las redes
tréficas. Localidad Bahia Moho. Recoleccién de muestras de peces (O.ctenolepis) En
total se tomaron 10 muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de
Barcelona.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Bahia de
Moho, recoleccion de 68 ejemplares de las especies: O. agassii, O. mulleri, O. gilsoni,
O.incaey O.rotundipinnis.

-Muestreo para estudio de biologia y ecologia. Localidad Rio Zapatilla. 10 ejemplares de
las siguientes especies: O. ctenolepis.

-Muestreo para estudio de biologia y ecologia. Localidad Sucuni. 1 ejemplar de O.
mulleri.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Bahia de
Moho, recoleccién de 22 ejemplares de las especies: O. agassii, O. mulleri, O. gilsoni,
O.ispi y Odontesthes bonariensis.

-Muestras para el estudio de la biologia de la reproduccion y tréfica, edad y crecimiento
de O. ispi. Localidad Ojherani. 30 ejemplares. Extraccion de gdnadas, digestivos y
escamas para su posterior estudio. Toma de datos biométricos.

-Muestras para el estudio de la biologia de la reproduccion y tréfica, edad y crecimiento
de O. mulleri. Localidad Barco (Chucuito). 30 ejemplares. Extraccion de gonadas,
digestivos y escamas para su posterior estudio. Toma de datos biométricos.

14.02.2009

Traslado a Bolivia y muestreo en Inka Chaka, Copacabana.

- Muestreo para estudio de Is6topos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Inca Chaka. Recoleccion de muestras de peces (Oncorhynchus
mykiss, T. rivulatus, O. gracilis, O. frontosus, O. agassii, y O. rotundipinnis) En
total se tomaron 26 muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de
Barcelona

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Inca Chaka,
recoleccion de 111 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis,
Oncorhynchus mykiss, T. rivulatus, O. gracilis, O. frontosus, O. agassii, O. ispi, O.
mulleri, O. gilsoni, O.incaey O. rotundipinnis.

-Muestreo para estudio de biologia y ecologia. Localidad Inca Chaka. 21 ejemplar de
Oncorhynchus mykiss, Trichomycterus rivulatus, O. gracilis, O. frontosus, O.
agassii, y O. rotundipinnis.

16.02.2009

Muestreo en Isla del Sol.

- Muestreo para estudio de Isotopos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Isla del Sol. Recoleccién de muestras de peces (O. tomcooni, O.

17.02.2009
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farfani, O. frontosus, y O. rotundipinnis) En total se tomaron 21 muestras que se
congelaron y trasladaron a la Universidad de Barcelona.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Isla del Sol,
recoleccion de 78 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis,
Oncorhynchus mykiss, T. rivulatus, O. gracilis, O. frontosus, O. agassii, O. ispi, O.
mulleri, O. gilsoni, O. incae, O. luteus, O. farfani, O. tomcooni, O. ctenolepis y O.
rotundipinnis.

Muestreo en Inka Chaka, Soto, Yampupata y Tejepe, peninsula de Copacabana.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Inca Chaka,
recoleccion de 96 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis, T. rivulatus,
O. ispi, O. gracilis, O. frontosus, O. gilsoni y O. crawfordi.

18.02.2009

Muestreo en Isla Taquire, Isla de Anapia, Santiago de Ojje, Amacati y en el Estrecho
de Tiquina en Camacati .

- Muestreo para estudio de Is6topos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Estrecho de Tiquina. Recoleccion de muestras de peces (O.taquiri y
O. forgeti). En total se tomaron 16 muestras que se congelaron y trasladaron a la
Universidad de Barcelona.

- Muestreo para estudio de Isotopos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Amacati. Recoleccion de muestras de peces (O. farfani). En total se
tomaron 6 muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de Barcelona.

- Muestreo para estudio de Isotopos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Isla de Anapia. Recoleccion de muestras de peces (O. frontosus).
En total se tomaron 5 muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de
Barcelona.

- Muestreo para estudio de Isétopos Estables en relacion a la estructura de las redes
tréficas. Localidad Santiago de Ojje. Recoleccion de muestras de peces (O. tutini) En
total se tomaron 3 muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de
Barcelona.

- Muestreo para estudio de Isotopos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Estrecho de Tiquina. Recoleccion de muestras de peces (O.taquiri,)
En total se tomaron 10 muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de
Barcelona.

-Muestreo para estudio de biologia, ecologia. Localidad Amacati. 6 ejemplares de O.
farfani.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Anapia,
recoleccion de 236 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis, T.
rivulatus, O. mykiss, O. agassii, O. taquari, O. luteus, O. frontosus, O. mulleri, O.
gilsoni.

-Muestreo para estudio de biologia, ecologia. Localidad Estrecho de Tiquina. 16
ejemplares de O. forget y O. taquari.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Santiago de
Ojje, recoleccion de 52 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis, O.
agassii, O. mulleri, O. gilsoni y O. tutini.

19.02.2009

Muestreo en Santiago de Huata, Ajllata y Huatajata.

- Muestreo para estudio de Is6topos Estables en relacion a la estructura de las redes
troficas. Localidad Santiago de Huata. Recoleccién de muestras de peces (O.taquiri,)
En total se tomaron 4 muestras que se congelaron y trasladaron a la Universidad de
Barcelona.

20.02.2009
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-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Huatajata,
recoleccion de 511 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis, T.
rivulatus, O. agassii, O. frontosus, O. mulleri, O. taquari, O. gilsoni, O. ispi y O.
tutini.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Santiago de
Huata, recoleccion de 197 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis, T.
rivulatus, O. agassii, O. frontosus, O. mulleri, O. taquiri, O. gilsoni y O. ispi.

Muestreo en Sotalaya, Puerto Acosta, Ojjchi en Escoma, Puerto Carabuco y 21.02.2009
Lojarcachi.

- Muestreo para estudio de Is6topos Estables en relacion a la estructura de las redes

troficas. Localidad Puerto Acosta. Recoleccion de muestras de peces (O.gilsoni,

grupo,) En total se tomaron 10 muestras que se congelaron y trasladaron a la

Universidad de Barcelona.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Puerto

Acosta, recoleccion de 261 ejemplares de las especies: T. rivulatus, O. agassii, O.

mulleri, O. gilsoni, O. ispi, O. luteus, O. gracilis, O. albus,

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Puerto

Carabuco (Chayapata), recoleccion de 261 ejemplares de las especies: O. mulleri, O.

ispiy O. albus,

Muestreo en Guaqui, Isla Pariti y varios puntos dentro de la bahia de Puerto Pérez. 22.02.2009
-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Guaqui,

recoleccion de 198 ejemplares de las especies: T. rivulatus, Odontesthes

bonariensis, O. farfani, O. agassii, O. mulleri, O. gilsoni, O. luteus y O. albus.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad Puerto

Perez, recoleccion de 99 ejemplares de las especies: T. rivulatus, O. agassii, O.

mulleri, O. gilsoni, O. taquiri y O. ctenolepis.

Muestreo en Uros, Bahia de Coata y lago Umayo. 23.02.2009
Procesamiento y embalaje de muestras 24.02.2009
Traslado a Aeropuerto de Juliaca viaje a Lima 25.02.2009

Viaje a Madrid y Barcelona

26/27.02.2009

Anexo 2.4. Trabajo de colecciones y laboratorio.

Trabajos sobre datacion y crecimiento de una seleccidon de las especies dominantes del
género Orestias (O. imarpe, O.agassii, O. albus, O. luteus, O. ispi y O. mulleri. (180
muestras).

2-31.03.2008

Preparacién de las muestras y andlisis de Is6topos Estables (Carbono, 13C/12C; Nitr6geno
(15N/14N). Estudio de las redes tréficas.(290 muestras

01-10.04.2008

Anexo 2.5. Campaia de muestreo septiembre 2009.

ACTIVIDAD DESARROLLADA FECHA

Llegada a Lima 06.09.2009
Reunion coordinacion AECID- Fonchip 07.09.2009
Llegada al Aeropuerto de Juliaca y traslado a Puno 08.09.2009
Muestreo en Barco (Chucuito). 08.09.2009

-Estandarizacién de condiciones de pesca y toma de pardmetros ecoldgicos.
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-Primeros muestreos cuantitativos. Localidad Barco, colocacién de redes.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad: Barco
(Chucuito), recoleccion de 66 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis, O.aff.
agassii, O. mulleri (complejo mulleri), O.imarpe (complejo imarpe), O. luteus y O. albus.

-Muestreo cuantitativo con redes tradicionales (PELT). Localidad de Barco (Chucuito),
recoleccion de 16 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis, Oncorhynchus
mykiss y O. luteus.

09.09.2009

-Muestreo cuantitativo con redes tradicionales (PELT). Localidad: Charcas (Nueva Alianza),
recoleccion de 110 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis, O. mulleri
(complejo mulleri) y O. luteus.

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad: Charcas (Nueva
Alianza), recoleccién de 30 ejemplares de las especies: Trichomycterus rivulatus,
Orestias aff. agassii, O. ispi, O. mulleri (complejo mulleri y O.imarpe (complejo imarpe).

10.09.2009

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad: Pomata (Villa
Santiago), recoleccion de 64 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis, O.aff.
agassii, O. mulleri (complejo mulleri), O.imarpe (complejo imarpe), O. luteus y O. albus.

-Muestreo cuantitativo con redes tradicionales (PELT). Localidad: Pomata (Villa Santiago),
recoleccion de 22 ejemplares de las especies: Oncorhynchus mykiss, O. luteus, O.albus,
O. aff. agassii y Trichomycterus rivulatus.

11.09.2009

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad: Huancané,
recoleccion de 93 ejemplares de las especies: O. ispi, , O.aff. agassii, O. mulleri (complejo
mulleri), O.imarpe (complejo imarpe), O. luteus y Trichomycterus rivulatus.

-Muestreo cuantitativo con redes tradicionales (PELT). Localidad: Huancané, recoleccion de
102 ejemplares de las especies: O. luteus, O.albus, O. aff. agassii, O. mulleri (complejo
mulleri), Odontesthes bonariensis y Trichomycterus rivulatus.

12.09.2009

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad: Barco
(Chucuito), recolecciéon de 267 ejemplares de las especies: O. ispi, O.aff. agassii,
O.imarpe (complejo imarpe), O. luteus. O. luteus y Trichomycterus rivulatus.

-Muestreo cuantitativo con redes tradicionales (PELT). Localidad: Barco (Chucuito),
recoleccion de 22 ejemplares de las especies: Odontesthes bonariensis y O. luteus.

13.09.2009

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad: Inka- Chaka,
recoleccion de 161 ejemplares de las especies: O. ispi, . gilsoni, O.aff. agassii, O. mulleri
(complejo mulleri), O.imarpe (complejo imarpe).

-Muestreo cuantitativo con redes tradicionales (PELT). Localidad: Inka- Chaka, recoleccion
de 61 ejemplares de las especies: Oncorhynchus mykiss, O. luteus, O.albus, O. aff.
agassii, O. mulleri (complejo mulleri), O.imarpe (complejo imarpe). y Trichomycterus
rivulatus.

15.09.2009

-Muestreo cuantitativo con redes multimalla de captura cientifica. Localidad: Charcas (Nueva
Alianza), recoleccion de 314 ejemplares de las especies: O. ispi, O.aff. agassii, O. mulleri
(complejo mulleri), O.imarpe (complejo imarpe), O. luteus, O.albus, O. sp. y
Trichomycterus rivulatus.

-Muestreo cuantitativo con redes tradicionales (PELT). Localidad: Charcas (Nueva Alianza),
recoleccion de 29 ejemplares de las especies: O. luteus, O.albus, O. aff. agassii, O. mulleri
(complejo mulleri), O. sp. y Trichomycterus rivulatus.

17.09.2009

Procesamiento y embalaje de muestras

18-19.09.2009

Traslado Puno-Lima

19.09.2009

Viaje a Madrid y Barcelona

21-22/09-2009
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Anexo 3. Asesoria. Protocolo sobre cultivos de algas verdes
(Chlorella vulgaris) y rotiferos (Brachionus calyciflorus) para su
uso en la cria de especies de los géneros Orestias vy
Trichomycterus.

*Alberto Maceda, Mario Monroy y Adolfo de Sostoa
*Universidad de Barcelona

1. Caracteristicas del género Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris, es un alga verde, unicelular, con forma esférica y de unas 2-10
um de diametro. Presenta una membrana celular bastante dura, que le permite
proteger su material genético y adaptarse con facilidad a diversos ambientes. Posee
un rapido crecimiento y una extraordinaria habilidad reproductiva, pudiendo una
célula multiplicarse por 4 aproximadamente cada 20 horas. Contiene una gran
concentracion y variedad de nutrientes esenciales para la vida, especialmente
proteinas (45%), 18 aminoacidos (incluidos aminoacidos esenciales), vitaminas y
minerales. Ademas, constituye la mayor fuente de clorofila que se pueda encontrar
en un vegetal.

1.1. Parametros técnicos y fisicoquimicos para el cultivo de Chlorella vulgaris

Existen tres formas de hacer un cultivo de fitoplancton controlado, dependiendo de
la metodologia y densidad a la que se siembre y de la cantidad de algas
necesitadas, éstas son: cultivo estatico, continuo y masivo (a gran escala y con
volumen no controlado). El primero se refiere al desarrollo del cultivo hasta fase de
crecimiento exponencial y la utilizacion del volumen total del mismo, generalmente
con fines de bioensayo para transferencia a volumenes mayores. Dentro de esta
forma de cultivo, el tipo de cultivo batch es una de las técnicas mas usadas y
consiste en llevar un indculo de algas hasta que alcancen la maxima poblacion de
forma escalada. Por ejemplo, se siembra en bolsas o cilindros de metacrilato de 30
l, luego que se tenga una buena densidad y calidad del alga se pasa a bolsas de
230 | y por ultimo a tanques de 1000 | o mas dependiendo del volumen final de
microalgas que se quiera obtener.

El cultivo continuo es un sistema de flujo en el cual cada cierto tiempo hay una
renovacion del cultivo y adicion de medio nutritivo. Cuando se requiere de grandes
cantidades de células a intervalos frecuentes para alimentar especies en cultivo
(peces, crustaceos, moluscos), los cultivos semicontinuos o continuos proveen una
gran biomasa algal con mayor consistencia en forma uniforme y constante. En estos
cultivos es importante determinar la concentracién Optima de los nutrientes por
unidad de tiempo en relacion a la tasa de dilucion o cosecha del cultivo. Para el
caso de Chlorella vulgaris se debe cosechar cada vez que la concentracion de
células alcance los 2,5 x 10° cel/ml (concentracion ideal a la cual debe mantenerse
el cultivo) y se debe dejar un 50 % del volumen inicial y se rellenard con agua a la
misma temperatura y parametros a los que se encuentre el medio de cultivo, asi
como con la correspondiente dosis de nutrientes, con el fin de evitar un colapso del
cultivo por el cambio brusco en sus condiciones.

162



Para realizar el cultivo en general, se deben tener unas condiciones de agua
Optimas a través de diferentes tipos de filtracién, buena iluminacion y fuerte
agitacion mecénica, asi como se deberdn mantener las condiciones de esterilidad
en el cultivo. Se recomienda para cultivos en bolsas de mas de 50 | que van a
soportar un peso grande, tengan un ancho cercano a las 800 um y que sus
extremos se amarren con bridas plasticas ajustables, haciéndose un pliegue de
forma de abanico para evitar perdidas de agua.

También se pueden utilizar cilindros de metacrilato que son mucho mas resistentes,
aungue tienen mayor coste a corto plazo. Es posible que con el paso del tiempo, se
forme una capa de algas en la pared del cilindro que debera limpiarse con cierta
frecuencia, ya que ésta puede llegar a impedir el paso de la luz. No deben utilizarse
materiales abrasivos en dichas labores de limpieza, puesto que el metacrilato se
raya con suma facilidad.

1.1.1. Calidad del agua

El agua a emplear debe ser obligatoriamente agua de filtrada para evitar que
cualquier elemento disuelto dafie el cultivo. La temperatura 6ptima en la cual se
desarrolla es de aproximadamente unos 25°C (termotolerancia entre 15-30°C).
Niveles de pH entre 7,8 y 8 seran los adecuados, aunque se recomienda manejar el
mismo pH de la zona donde se trabaja.

1.1.2. Filtracion

El agua antes de llegar a los tanques o bolsas, debe pasar por diferentes tipos de
filtros para evitar contaminacién por microorganismos y para suministrar un agua de
calidad optima al cultivo. Dentro de los més faciles de usar y adquirir se recomienda
el uso de un filtro de arena, uno o dos filtros de malla de diferentes diametros y
finalmente un filtro de luz ultravioleta. A continuacién se describen las
caracteristicas de estos filtros:

Filtro de Arena: Es especialmente efectivo para la eliminacién de las particulas
organicas (bacterias, algas, etc.) que se encuentran en el agua de riego. Este filtro
estd compuesto por un depdsito generalmente metélico (también existen de plastico
reforzado) lleno de arena o grava de un determinado tamafo. El agua entra al
depodsito por la parte superior y atraviesa la arena, de forma que las particulas
guedan retenidas por ésta. La salida del agua se encuentra en la parte inferior. La
arena ha de ser de un tamario igual al del paso del agua por el emisor, para filtrar
todas las particulas mayores o0 iguales a este paso, que podrian causar
obstrucciones. Estos filtros tienen la ventaja de que pueden retener una gran
cantidad de particulas antes de ser limpiados.

Filtro de malla: Formados por un cuerpo metalico cilindrico que contiene en su
interior un soporte perforado recubierto con una malla de orificios de tamafio
variable. Se recomienda un ojo de malla entre 10 a 50 um. El soporte puede ser
metalico o de plastico y la malla suele ser de acero inoxidable o de nylon. El tamafio
del orificio de paso del agua por la malla ha de ser como maximo una décima parte
del tamafio del conducto del emisor en goteo por lo cual, el filtro retendra la mayor
parte de las particulas que podrian obstruir el emisor. El filtro de malla se colmata
con rapidez, por lo que no resulta indicado para aguas con muchos sedimentos.
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Filtro de luz ultravioleta (UV): El filtro de luz ultravioleta es un aparato que posee
un tubo de luz ultravioleta germicida el cual estda en contacto con el agua. Con los
rayos ultravioletas (UV) emitidos por el tubo que hay en el filtro, se modifica el ADN
de losmicro-organismos expuestos matandolos y evitando que se multipliquen sin
alterar las caracteristicas fisico-quimicas del agua.

1.1.3. lluminacién

Se debe manejar una temperatura de color cercana a los 6000 y 6500° K
(temperatura de color), entre los 30 y 60 w con fluorescentes T8 (también pueden
utilizarse fluorescentes T5 o lamparas PL que generan mucha mas intensidad de luz
a igual potencia), para potenciar los procesos fotosintéticos. La luz puede ser
constante las 24 h del dia para acelerar el desarrollo de las microalgas, aunque a
partir de las 16 h no se observan mejoras significativas en el cultivo. Las lamparas a
emplear pueden ser fluorescentes que debido a su forma cubren todo el volumen
del recipiente empleado para el cultivo. En lo posible, el montaje debe de estar
algunos centimetros por encima del suelo para evitar riesgo de cortocircuito. Hay
que tener en cuenta que si se exceden los 30 cm de didmetro de la bolsa debera
incrementarse la intensidad luminica.

1.1.4. Aireacioén

Debido a que esta microalga carece de cilios o flagelos para su locomocién,
necesita agitacion mecénica para mantenerse en suspension. El empleo de
aireadores dentro de los recipientes de cultivo es una practica bastante extendida
para favorecer el movimiento permanente del cultivo. No obstante, se debe tener
cuidado con la cantidad de aire que se suministra al cultivo ya que hay
determinadas especies de microalgas que pueden llegar a dafarse con una
agitacion muy severa. Por lo tanto, cada tanque o bolsa debe tener una entrada de
aire regulada, que permita mantener en continuo movimiento la totalidad del cultivo.
El tubo de aireacién no debe tener difusor, ya que convertiria el tanque de cultivo en
un skimmer. Cada manguera debe tener un peso o lastre para que la aireacion
parta del centro de la base del tanque y sea homogénea para la totalidad del
volumen de agua. El sistema de aire debe tener un filtro que evite la entrada de
microorganismos patogenos al cultivo, el cual debe limpiarse peridodicamente
dependiendo del grado de taponamiento.

1.2. Montaje del cultivo

Es importante que el cultivo se realice en un recinto cerrado para facilitar las
condiciones asépticas. Durante el cultivo se deben adoptar medidas de precaucion
en este aspecto, tales como:

» Usar ropa y botas exclusivas para el laboratorio.

» Colocar en la entrada de la sala de cultivo un lava pies con lejia para no
introducir microorganismos. La lejia debe ser cambiada minimo una vez
a la semana.

» Desinfectar material antes de usarlo y si es posible tener una manguera
marcada para cada tanque. Las desinfecciones se hacen con lejia a una
dosis cercana a 0,25 ml por cada litro de agua.
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Lavarse las manos antes de utilizar cualquier objeto dentro de la sala.

El suelo debe, en lo posible, mantenerse seco.

Las bolsas o tanques de cultivo deben permanecer cerradas y sin
goteos.

Rellenar el formato de seguimiento, para llevar un control diario sobre
cada tanque de cultivo.

YV VVYVY

La dosis y frecuencia de abonado del cultivo de fitoplancton no puede
estandarizarse a menos que las condiciones de cultivo sean idénticas y se utilice no
sblo la misma especie de alga sino también la misma cepa. Dado que el
cumplimiento de todas estas premisas no siempre es posible, es recomendable
realizar un pequefo experimento para conocer las necesidades reales de nutrientes
del cultivo con el fin de maximizar su rendimiento.

Los nutrientes necesarios se dividen en dos grandes grupos: macronutrientes y
micronutrientes. Existen varias posibilidades. Puede adquirirse un abono comercial
especifico para el cultivo de fitoplancton, también puede utilizarse un abono para
plantas terrestres o bien uno para plantas de acuario (p.e.: Sera Florena) o bien, se
puede optar por preparar la mezcla en laboratorio siguiendo recetas estandarizadas
para la especie de alga que sea de nuestro interés. Si se desea preparar el
enriquecimiento, se recomienda el método de Winokur (1948), que tiene la siguiente
composicion:

0.0251 M KNO3

0.018 M de K2HPO4

0.02 M MgSO,4 H20

0.44 ppm Mn,

0.08 ppm Zn

0.002 ppm Cu

0.02 ppm Mo

7 x 10° M Fe citrato, a un pH de 5.6

Una manera sencilla de calcular la dosis y frecuencia de abonado consiste en
monitorizar alguno de los macro o micronutrientes que se suministra al cultivo a lo
largo del tiempo. La mejor opcién es monitorizar varios a la vez, por ejemplo, nitrato,
fosfatos y hierro. Es importante conocer la concentracion de dichos nutrientes en la
disolucién stock que se va a utilizar como abono. En caso de haber sido preparada
en el propio laboratorio, esta labor serd muy sencilla.

En primer lugar, se afiadird una dosis tal al cultivo que permita alcanzar una
concentracion de 20 mg/l, por ejemplo, de nitrato. La concentraciéon del resto de
macro y micronutrientes vendra determinada por la proporcién que tengan éstos en
la mezcla. De acuerdo con los estudios realizados, se recomienda que la proporcion
de nitrogeno (N), fésforo (P), potasio (K) sea de 0.75:0.25:1, utilizando como fuentes
de NPK: nitrato potasico, dihidrégeno fosfato de potasio y sulfato potasico. Aun
habiendo calculado la dosis, es importante asegurarse que dicha concentracion ha
sido alcanzada mediante un test colorimétrico de los comUnmente utilizados en
acuariofilia. Se recomienda filtrar la muestra de agua a través de papel de filtro
antes de realizar el test con el fin de facilitar la lectura (las algas en suspension
dificultan mucho esta labor). Por otro lado, también puede dejarse la muestra unos
minutos en reposo y tomar el sobrenadante para realizar el analisis. Al ser Chlorella
vulgaris una microalga sin mecanismos de locomocion, precipitara al poco tiempo
tras el cese de la agitaciébn mecanica.

Este proceso debera repetirse como minimo una vez al dia en los dias sucesivos a
la adicion de nutrientes. De este modo, podra conocerse cuando las algas han
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agotado por completo la dosis de nutrientes que se ha suministrado y no sélo eso,
sino que también podra estudiarse la tasa de consumo que tienen en las diferentes
fases de cultivo. En resumidas cuentas, se podra calcular la dosis y frecuencia para
la etapa de crecimiento del cultivo, pero también una dosis para el mantenimiento
del mismo en fase estacionaria.

Monitorizando varios parametros al mismo tiempo no solo podra conocerse cuanto
tiempo han tardado en asimilar todo el nitrato que se ha suministrado, sino que
también podra detectarse si aun quedando nitrato en el medio de cultivo, las algas
ya agotaron todo el fosfato presente o si, por el contrario, ha sido el hierro el que ha
guedado deficitario y se podra adecuar la mezcla de nutrientes a juicio personal. Es
costoso y dificultoso monitorizar muchos parametros a la vez a lo largo de toda esta
fase experimental y, mucho mas, hacerlo como rutina en todos los cultivos de algas.
Sin embargo, el analisis de nitratos, fosfatos y hierro permite hacerse una idea de
los requerimientos nutricionales del cultivo y optimizar todo el proceso.

Se debe determinar la densidad del cultivo mediante la técnica de hemocitometro
(conteo manual en placa de Neubauer y la turbidez a través de un
espectrofotometro. El conteo se debe hacer diariamente, tratando de realizarlo a la
misma hora del dia. Consiste en colocar con una pipeta un poco de la muestra en
una placa de Neubauer que tiene una profundidad de 0,1 mm y un volumen por
cuadro de 0,004 mm 2 tapada con un cubreobjetos. Se cuentan 5 cuadros grandes
de la placa a través del microscopio, tratando de situar el conteo en diferentes sitios
de la placa para homogenizar la muestra. Al tener los 5 conteos se saca un
promedio de la densidad, expresado en cel/ml. Para saber cuantos in6culos hacen
falta para obtener una bolsa con un volumen determinado a una densidad de 2,5 x
10° cel/ml, se debe aplicar la férmula:

Volumen 1 * Concentracion 1= Volumen 2 * Concentracion 2

Lo ideal es que el cultivo se mantenga en crecimiento exponencial de un color verde
intenso. Cuando las células alcanzan una densidad muy grande para seguir
creciendo o se ponen viejas, entran en una fase de decaimiento del cultivo, donde
se debe tirar la bolsa y volver a sembrar. Esto se evidencia con cambios de
coloracion a verde amarillento o pardo y la formacién de grumos.

En caso que un cultivo esté contaminado o se quiera empezar un cultivo nuevo es
primordial conocer el procedimiento para aislar una cepa. Por consiguiente, se debe
poner una alicuota del cultivo en una placa de Neubauer, donde se realizarda un
conteo de la densidad de cel/ml y se sacara un promedio. Ya que cada cuadro de la
placa de Neubauer mide 0,004 mm 3, se divide el promedio de la densidad de cel/ml
entre 4 para expresar el resultado en ml.

Hay que tener en cuenta los macro y micro nutrientes que debemos ofrecer al
cultivo. Para este fin, se prepara una solucion 1 de nitratos y metales traza a una
concentracion de 0,2 ml/l de cultivo y una solucion 2 de vitaminas y fosfatos a una
concentracion de 0,05 ml/l. A 0,1 ml de la solucién 1y 2 se deben afiadir 9,9 ml de
agua destilada para llegar a 10 ml. Esto es lo mismo que decir que se disolvié 100
veces la solucién 1y 2. Entonces,

1l - 5ml 11— 20ml
0,41 —x 0,41— x
x=2ml x=8 ml

Entonces a 400 ml de agua destilada se le afiaden los 2 ml de solucién 1y los 8 ml
de solucién 2. De esta solucion enriquecedora, que va a servir como medio de
cultivo, se ponen 9 ml en varios tubos de ensayo. Asi, en el primer tubo de ensayo
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con 9 ml de enriquecedor se pone 1 ml del cultivo, se revuelve y se saca 1 ml de
muestra y se pone en el siguiente tubo de ensayo que ya tiene los 9 ml de
enriquecedor y se continua el procedimiento sucesivamente hasta llegar a 1 cel/ml.
En sintesis, se debe disminuir un orden de magnitud cada vez que se va cambiando
de tubo, hasta aislar la cepa. Los tubos se tapan y se dejan crecer con luz durante
24 horas tiempo en el cual se ven los primeros resultados de crecimiento en la base
del tubo.

La siembra con cepas de Chlorella vulgaris se realiza en geles de agar preparados
con anterioridad. La técnica consiste en poner el asa de siembras en el mechero
durante unos segundos para esterilizar, trabajando siempre cerca del calor de la
llama. Se coloca el asa dentro del gel unos segundos para que se derrita un poco y
el asa se enfrie unos cuantos grados. Luego se roza una de las cepas y se hace
una siembra en el agar, en forma de zigzag continuo, en tres partes, para tratar de
abarcar la maxima area de la caja de Petri. Cada caja se marca por el revés, para
evitar que las letras tapen la entrada de luz y se pone a incubar a 20 °C con aire
pasado por un filtro de 0,2 um para evitar contaminacion y a luz constante. Luego
de que se tiene los geles con cepas nuevas se pueden almacenar en nevera, para
posteriormente comenzar la siembra en el momento requerido. Durante el cultivo,
es importante mantener un pequefio volumen alterno con microalgas, en balones de
vidrio o matraces bien iluminados.
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2. Caracteristicas de Brachionus calyciflorus

Los rotiferos son una de las principales fuentes de alimento vivo usadas para
alimentar larvas de peces y crustaceos debido a su pequefio tamafo
(aproximadamente 250 um de longitud total), forma de vida pelagica, relativa baja
motilidad, alta tasa de reproduccion, facil cultivo a altas densidades y la posibilidad
de manipulacion bioquimica. Ademas, en la actualidad los rotiferos sirven como
biocapsulas o vehiculos para transferir agentes terapedticos a las larvas. La especie
de rotiferos de agua dulce mas cultivada es Brachionus calyciflorus. Presenta
simetria bilateral y estan cubiertos por una cuticula protectora. Su cuerpo esta
dividido en 4 partes: cabeza con corona, cuello, cuerpo y pie. Este dltimo es un
apéndice retractil y posee 2 dedos. La cabeza lleva el érgano rotatorio o corona,
gue es reconocido facilmente por sus cilios anulares. La corona retractil asegura la
locomocién y un movimiento del agua en forma de remolino que facilita la captacion
de pequefias particulas de alimento tales como microalgas, levaduras, protozoos,
etc. El tronco contiene el tracto digestivo, con una estructura denominada mastax
gue muele las particulas ingeridas.

La longevidad de B. calyciflorus es de 3.4 a 4.4 dias y se estima que las hembras
producen hasta diez generaciones de progenie antes de morir. Tienen dimorfismo
sexual y su ciclo de vida presenta dos modos de reproduccién. Su modo primario de
reproduccién asexual es la partenogénesis, por lo que no necesita de fecundacién
interna para reproducirse, pudiendo una hembra de rotifero producir cerca de 7
huevos simultaneamente sin necesidad de la presencia del macho. Estos huevos
son idénticos genéticamente y pueden tener descendencia a las 18 horas tras la
eclosion.

Durante la partenogénesis las hembras amicticas producen huevos amicticos
(diploide, cromosomas 2n) los que se desarrollan nuevamente en hembras
amicticas. Esta es la manera mas rapida de reproduccion y por lo tanto la mas
importante para la produccién intensiva de rotiferos. Sin embargo, cuando las
condiciones ambientales son desfavorables, pueden reproducirse de forma sexual
donde son producidas hembras micticas y amicticas. Aunque ambas no son
morfolégicamente diferentes, las hembras micticas producen huevos haploides (n
cromosomas). Las larvas que son incubadas fuera de estos huevos micticos
infértiles se desarrollan en machos haploides. Estos machos son aproximadamente
un cuarto del tamafio de la hembra; ellos no poseen tracto digestivo ni vesicula,
pero tienen un sobredimensionado testiculo lleno de esperma. Los huevos micticos
gue eclosionaran en machos son significativamente menores en tamafio, mientras
gue los huevos micticos fertilizados son mas grandes y poseen una capa externa
gruesa y débilmente granulada. De estos huevos llamados latentes, Unicamente
eclosionaran hembras amicticas bajo cambios repentinos en las condiciones
ambientales como la temperatura, salinidad o en las condiciones alimenticias lo que
les permite asegurar la supervivencia de la poblacién en condiciones adversas.

Los machos tienen menor valor nutricional que las hembras debido a que su gran
movilidad les reduce la posibilidad de ser consumidos por las larvas y la ausencia
del sistema digestivo impide su enriquecimiento con los nutrientes que son
esenciales para las larvas de peces o crustaceos. EI nimero de huevos de
resistencia producidos por una hembra de forma sexual (1-8) es significativamente
menor que los que produce una de forma asexual (18-23) y los huevos que
producen no eclosionan inmediatamente, lo que significa que con la reproduccion
sexual los rotiferos resultan menos adecuados. Si se tienen en cuenta todos estos
factores los costes de un huevo de larga duracion sera superior al menos en un 20-
30% que los producidos de forma asexual. Se debe resaltar que la densidad de la
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poblacién del rotifero juega también un papel importante en la estrategia del modo
de reproduccion.

2.1. Pardmetros técnicos y fisicoquimicos para el cultivo de rotiferos
2.1.1. Calidad del agua

Antes de comenzar el cultivo, el agua debe ser clorada con cloro activo a 5 ppm
durante 1 hora y neutralizada con tiosulfato de sodio de 5-6 ppm. Se deben tener
controles bastante estrictos, sobre todo cuando las siembras son a altas densidades
ya que el tanque donde se tiene el cultivo de rotiferos se ensucia facilmente. Por tal
razén diariamente se debe purgar una parte del volumen, sobre todo al fondo del
tanque, para recoger rotiferos muertos o materia organica que al descomponerse
puede generar la aparicibon de microorganismos nocivos para el cultivo. Este
volumen de agua debe ser repuesto todos los dias afiadiendo cada dia agua
dependiendo de la densidad de los rotiferos.

Los rotiferos pueden tolerar temperaturas entre 15 a 31°C, siendo 25°C la
temperatura optima de desarrollo. EI pH O6ptimo para ésta especie se encuentra
entre 6 y 8. En caso de una caida de acidez, se pueden minimizar sus efectos
utilizando bicarbonato sédico. Tienen una gran tolerancia al hacinamiento, asi como
a las condiciones ambientales que de él se derivan, tales como incremento de la
concentracion de compuestos nitrogenados toxicos (amoniaco, nitritos), descenso
en la concentracion de oxigeno, etc. No obstante, siendo el objetivo optimizar la
produccion, se debe evitar que tales condiciones se den en el cultivo. Con tal fin, se
deberan realizar renovaciones parciales del medio de cultivo, intentando eliminar la
mayor cantidad de materia organica en suspension posible, al ser ésta un foco de
microorganismos oportunistas no deseados y también una fuente de los
compuestos nitrogenados anteriormente comentados. Para esto, se debe parar la
aireacion del tanque para que la materia orgéanica se decante y pueda ser eliminada
mediante una purga del sistema (apertura de la llave de paso de la base del
tanque).

2.1.2. Filtracion

Se requiere que el agua pase por un filtro de arena (para que decante el
sedimento), uno o dos filtros de cartucho de 50 y 10 um para atrapar particulas y
microorganismos y un filtro de luz ultravioleta para erradicar hongos, bacterias y
virus.

2.1.3. lluminacién

Para el cultivo de rotiferos no es necesaria una gran instalacion de luz, ya que solo
necesitan ver el alimento. En pequefias instalaciones con un tubo fluorescente T5 o
T8 entre los 30 y 60 W, ubicado a 1 m del tanque es suficiente para este fin. Sin
embargo, hay que tratar de mantener un fotoperiodo de 24 h de luz en el caso que
se vaya a alimentar el cultivo de rotiferos con microalgas para que estas puedan
realizar la fotosintesis.
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2.1.4. Aireacion

Se debe airear el tanque con el fin que haya suficiente oxigeno disuelto (2-5 ppm)
debido a la gran cantidad de alimento (microalgas) y al consiguiente aumento de la
poblacion de rotiferos. El aireador debe ubicarse en el centro del tanque a una
altura de unos 15 cm del fondo, con un tamafio de burbuja grande para mantener en
constante movimiento toda la masa de agua. Es importante resaltar que para
tanques de volumenes grandes se necesita un compresor industrial para generar la
aireacion necesaria.

2.2. Montaje del cultivo

El cultivo de rotiferos se divide en dos fases: mantenimiento de un stock (cultivo en
volumenes pequefios) y cultivo a gran volumen.

2.2.1. Mantenimiento de los rotiferos

Se inoculan tubos de ensayo de 20 ml con una densidad de 20 rotiferos (la
densidad no debe ser mayor a 1 rot/ml de cultivo). Estos deben ser alimentados con
1 ml de Chlorella sp., a una densidad de cultivo de 2,5a 5 x10° cel/ml, durante 2 o 3
semanas, hasta que alcancen una densidad de 10 rotiferos/ml. Posteriormente se
filtran con una malla de 50 um enjuagando abundantemente con agua sin mucha
presion para no dafar sus estructuras y se transfieren a una fiola o erlenmeyer de
1000 ml donde se siembran con Chlorella sp., a una densidad de 1 rot/ml. Luego de
unos dias, cuando alcancen la densidad de 10 rot/ml se cosecha y se utiliza la
cantidad requerida de rotiferos para re-inocular en tubos de ensayo y comenzar el
ciclo nuevamente. Debido a que estas cepas son las de reserva del cultivo, se
deben mantener unas condiciones asépticas muy estrictas para que no haya
contaminacion y deben almacenarse en un cuarto cerrado, con luz y temperatura
constante. Otra manera de garantizar un stock futuro, es guardar los huevos de
resistencia producidos por los rotiferos en el tanque de produccion. La cantidad de
estos huevos variard en funcion de las condiciones de cultivo. Para su
conservacion, se recogeran con una pipeta Pasteur y se dejaran secar en una placa
de Petri. Después se colocaran en viales y se guardaran en nevera o a temperatura
ambiente. Es recomendable que pasen por un periodo de bajas temperaturas para
incrementar la tasa de eclosion.

2.2.1.1. Método de contaje

Se toman 100 ml del tanque de cultivo, se homogenizan (agitando) y se saca una
alicuota de 5 ml y se coloca en una camara de contaje de zooplancton. Para contar
los rotiferos se hacen 3 conteos en los que se agrega una gota de lugol a la alicuota
para tefirlos y facilitar la visualizacion en el microscopio 6ptico y se anota la
cantidad de rotiferos presentes en la alicuota. En base a la media de la cantidad de
rotiferos contados, conociendo el volumen de la alicuota puesta en el campo de la
camara, se calcula el volumen del cultivo que se necesita para obtener la cantidad
de rotiferos deseada, a través de la formula:

Volumen 1 * Concentracion 1= Volumen 2 * Concentracion 2
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2.2.2. Cultivo masivo de rotiferos

Existen 3 sistemas de produccion de rotiferos a gran escala; 1. Cultivos batch, 2.
Cultivos semi-continuos y 3. Cultivos continuos (tipo quemostato).

2.2.2.1. Cultivos tipo batch

Este tipo de cultivo consiste en sembrar los rotiferos a bajas densidades en “agua
verde” que se ha producido por fertilizacion previa de los tanques o estanques. De
los Erlenmeyer de 1000 ml se inoculan tanques de plastico de 50 | y se alimentan
con Chlorella sp., (enriquecida con vitamina B1,), hasta que alcancen una densidad
aproximada de 150 rot/ml. Luego deben ser transferidos a tanques de 200, 500
litros, etc, segun la cantidad de rotiferos que se necesiten y por un lapso de 4 dias
en cada fase. Los tanques deben ser preferiblemente cénicos con una vélvula
situada en la parte inferior central del tanque que permita la extraccion total del
cultivo.

Diariamente, se debe purgar la llave por unos segundos para limpiar el cultivo ya
gue la materia organica en descomposicién se precipita en el fondo del tanque. El
mismo volumen de agua que se saca, debe ser repuesto nuevamente para renovar
y mantener la calidad del agua.

Al cabo de 4-5 dias de cultivo el volumen final del tanque es alcanzado y se procede
a filtrarlos y concentrarlos en un recipiente ya que se recomienda sumergirlos
brevemente (15 seg aproximadamente) en lejia diluida en agua con el fin de
eliminar ciliados y otros organismos indeseados. De igual modo, el tanque y los
accesorios (tamices, tubos de aireacion) se deben introducir en lejia comercial (10
ppm) durante 24 h y enjuagarlos muy bien para poder volver a reutilizarlos. Los
rotiferos concentrados deben ser enriquecidos con acidos grasos esenciales y
proteinas antes de suministrarlos a las larvas. Una pequefa fraccion de estos, se
utiliza para inocular el tanque nuevo. La importancia del enriquecimiento variara en
funcién de la especie de pez a cultivar. Se pueden hacer aproximaciones de estos
requerimientos con especies marinas u otras especies continentales que requieran
de este tipo de alimento en sus primeras fases de su desarrollo larvario si bien, lo
mas recomendable es la puesta a punto de un protocolo exclusivo para la especie
de interés en cuestion.

En un cultivo de rotiferos sano se dobla su nimero cada 4 dias y como minimo un
25% de ellos debe poseer huevos. Por lo tanto, si los animales no llevan huevos,
presenta movimientos lentos y su cuerpo es translicido, son claros sintomas de
falta de alimento. De igual forma, se ha sugerido que cuando los cultivos de
rotiferos muestran una tasa de huevos menor que 15% de hembras con huevos, se
puede colapsar el cultivo debido al envejecimiento de los mismos, por lo que se
recomienda vaciar y limpiar el tanque y comenzar nuevamente el cultivo con una
cepa nueva. A su vez, si se presentan machos en el cultivo a una tasa mayor al 30
% del cultivo, se sugiere empezar el cultivo nuevamente.

2.2.2.2. Cultivos semi-continuos

Este sistema de cultivos permite realizar cosechas periddicas (casi a diario) de
rotiferos extrayendo una parte del medio y reemplazando con agua. El volumen
extraido depende de la tasa de reproduccién de los rotiferos y se cosecha
extrayendo sélo el nimero de rotiferos ganados por la reproduccion desde la Ultima
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cosecha. En general estos sistemas suelen requerir un gran nimero de tanques con
rangos de volumen desde 3.000-30.000 I.

Estos cultivos se caracterizan por sus bajas densidades (100-300 rot/ml) y su
alimentacion es a base de levadura de pan. Los cultivos se mantienen varios dias o
semanas, pero eventualmente los productos procedentes de la excrecion (restos
sélidos y productos nitrogenados) que se acumulan en el fondo de los tanques
pueden colapsar los cultivos. La renovacion de estos restos solidos aumenta la
reproduccién de los rotiferos y las densidades pueden llegar hasta 400 individuos/mli
y los cultivos son mas estables durando mas de 30 dias con cosechas diarias. En
estos cultivos los restos solidos son transferidos a tanques de descomposicion y
después de la mineralizacidon se transfieren para cultivos de algas. Ademas, estos
grandes tanques tienen otros organismos que pueden competir por la comida con
los rotiferos (p.e. ciliados, copépodos, etc) o dafarlos, como virus, bacterias u
hongos.

Una alta densidad en cultivos semi-continuos se pueden lograr, usando dietas
comerciales modificadas con una recirculacion media del cultivo. EI método
consiste en disponer de tanques de cultivo de 100 I, un tanque para establecer la
materia particulada, un skimmer y un biofiltro. La cantidad de alimento que se
suministra en este sistema se ajusta al flujo de agua y a las perdidas de alimento
por el skimmer. Los rotiferos iniciales estan a una concentracion de 250 rot/ml
aproximadamente, la densidad se incrementa después de 8 dias de cultivo hasta
cerca de 3000 /ml y se mantiene a esta concentracion un mes. Alrededor del 20%
(30-60 millones de rotiferos) del stock de cultivo se cosecha diariamente.

La calidad del agua se mantiene con una tasa de renovacion diaria del 500%. A
pesar de que es posible obtener densidades de 8.000 rot/ml a los 8 dias de la
inoculacion, se recomienda que la produccion de rotiferos se mantenga a menores
densidades cuando el sistema es estable. El nUmero total de rotiferos producidos
por este sistema es de alrededor de 1,7x10° durante 32 dias de cultivo.

2.2.2.3. Cultivos continuos

Estos cultivos se basan en modelos de microorganismos como quemostatos o
turbidostatos y en un control muy riguroso (temperatura, pH, oxigeno suministrado y
densidad de los organismos cultivados). Permiten una facil manipulacion fisiologica
y calidad nutritiva de los rotiferos, que alimentados con Chlorella vulgaris, supone
densidades de cultivo (por encima de 10.000 rot/ml). En la fase de crecimiento
pueden ser cosechados continuamente y su calidad nutritiva se mantiene afiadiendo
los alimentos adecuados.

Parte de la eficiencia en la produccion de los rotiferos con este método intensivo se
atribuye al crecimiento de bacterias y al consumo de ellas por los rotiferos, las
cuales pueden llegar a alcanzar aproximadamente un 20% de la materia organica
nitrogenada ingerida por los rotiferos. Este sistema necesita grandes instalaciones y
dependen constantemente del suministro de microalgas condensadas.

2.3. Preparacién del alimento

Si se alimenta con microalgas en este caso Chlorella vulgaris, se alimenta una vez
al dia, a una concentracion de 2,5 a 5x10° cel/ml (agua verde). También se puede
alimentar con algas liofilizada disolviéndose la cantidad requerida en 500 ml de
agua y licuandose por 3 minutos con una batidora de cocina.
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Si se alimenta con levadura la racién diaria es de 1 g por cada millén de rotiferos y
de levadura manipulada es de 300 a 550 mg por cada millbn de rotiferos,
manteniendose el mismo procedimiento que con el alga liofilizada. Es importante,
homogeneizar muy bien el alimento evitando dejar grumos porque seran particulas
muy grandes que los rotiferos no pueden comer y por lo tanto se convertirdn en
material organico en descompaosicion.

2.4. Cosecha del cultivo

La cosecha se divide en dos partes: Aproximadamente un 20 % de la cosecha total
se inocula en un nuevo cultivo, con la técnica descrita anteriormente. Al 80%
restante, se aconseja agregarle enriquecedores comerciales para potenciar el valor
nutritivo de este alimento vivo. Cada casa comercial tiene su propia receta
dependiendo del producto. Por lo tanto, una vez hecho el calculo del enriqguecedor
dependiendo de la densidad del cultivo, se pesa en un beaker con 1 | de agua y se
licua con una batidora de cocina por 3 minutos hasta homogenizar la solucién. Esta
se divide en 2 tomas con intervalo de tiempo de 3 horas. A las 6 horas de haber
dado la primera toma se puede cosechar los rotiferos para alimentar los peces o
crustaceos. El tanque cosechado sera limpiado y desinfectado con lejia y agua
abundante. Antes de reutilizar un tanque se debe dejar un dia secandose. Se debe
realizar un seguimiento diario del cultivo anotando los parametros mas relevantes.
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