Zur Systematik, Phylogenie und Biogeographie
chilenischer Arten der Gattung
Orestias VALENCIENNES, 1839 (Teleostei, Cyprinodontidae):

Morphologische, biochemische und molekularbiologische Befunde.

DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades des Fachbereiches Biologie
der Universitiat Hamburg

vorgelegt von

Arne Liissen

Hamburg
2003






Genehmigt vom
Fachbereich Biologie der
Universitat Hamburg

auf Antrag von Herrn Professor Dr. W. VILLWOCK
Weitere Gutachter der Dissertation:
Herr Professor Dr. L. RENWRANTZ

Tag der Disputation: 30. Mai 2003

Hamburg, den 16. Mai 2003

Professor Dr. A. Frihwald
Dekan




Danksagung

Herrn Prof.Dr. W. Villwock danke ich herzlich fiir die Uberlassung des Themas, die
Gesamtbetreuung meiner Arbeit sowie fiir die zahlreichen Anregungen und langjahrige
Zusammenarbeit.

Ein Grofiteil der Laborversuche wurden in den Rdumen der Arbeitsgruppe Immunbiologie
von Herrn Prof.Dr. L. Renwratz durchgefiihrt, fiir deren Nutzungsmoglichkeit ich mich
bedanke.

Herrn Prof.Dr. H. Kausch danke ich fiir seine gutachterliche und beratende Tatigkeit.

Dem Zoologischen Institut und Zoologischen Museum danke ich fiir die Bereitstellung des
Arbeitsplatzes sowie der Hélterungsanlagen fiir die Versuchstiere.

Mein besonderer Dank gilt

Herrn Dr. T.M. Falk fiir die fachliche Unterstiitzung und methodische Anleitung sowie fiir die
ungezéhlten stimulierenden Diskussionen,

Frau V. Wagschal fiir Ihre unschétzbare technische Hilfe sowie fiir ihre unermiidliche Geduld.
Herrn Dr. Y. Fermont und Herrn M. von Harling danke ich fiir die Unterstiitzung bei der
Analyse der morphometrischen und meristischen Datensétze.

Herrn Dr. P.Rab danke ich fiir seine fachliche Beratung im Zusammenhang mit
cytogenetischen Fragen und seine hilfreichen methodischen Anregungen.

Mein Dank gilt ebenso

Herrn Dr. F. Buck und Frau A. Wever fiir ihre Unterslitzung bei der Sequenzierung
mitochondrialer DNA Fragmente,

Frau H. Possenheim fiir die zeitweilige Versorgung der Versuchstiere,
Herrn M. Griebel fiir die Beschaffung und den Transport zusétzlichen
Untersuchungsmaterials.

AulBlerdem gilt mein Dank

der Gesellschaft fiir Technische Zusammenarbeit (GTZ) die meine Arbeiten innerhalb eines
interationalen Forschungsprojektes finanziell unterstiitzte,

und nicht zuletzt dem Referat fiir die Férderung des wissenschaftlichen und kiinstlerischen
Nachwuchses der Universitit Hamburg fiir die Férderung meiner Arbeit im Rahmen eines
Stipendiums.



INHALTSVERZEICHNIS

Seite

1. Einleitung 1-30
1.1  Neotropische Diversitdt und ihre geologischen Grundlagen 1-5
1.2 Der Altiplano und seine Gewisser 5-10
1.3 Die Gattung Orestias 11-13
1.3.1 Beschreibung der untersuchten Arten 13-22
1.3.2 Intra- und intergenerische phylogenetische Beziehungen der Orestiini  22-27

1.4  Einfiihrung in alternative und erginzende Methoden zur Studie systematischer

und phylogenetischer Beziehungen 28-30
1.5  Zielsetzung fiir die vorliegende Studie 30
2. Material & Methoden 31-51
2.1 Herkunft, Hilterung und Nachzucht der untersuchten Arten 31
2.2 Betdubung und Fixation des Lebendmaterials 32
23 Morphologische Untersuchungen 33-38
24 Biochemische Analysen 38-46
24.1 Herstellung der Muskelextrakte 38
2.4.2 Blutprobenentnahme und Hamolysataufbereitung 39
243 Isoelektrische Fokussierung (IEF) der Himoglobine 39-40
2.4.4 Elektrophoretische Auftrennung der Hamolysate unter disozzierenden
Bedingungen 40-41
24.5 Isoelektrische Fokussierung (IEF) von Parvalbuminen (PA) 42
2.4.6 Elektrophoretische Untersuchungen von Muskelproteinen und

Héamolysaten in Polyacrylamid-Gradientengelen und Stirkegel

(Allozymmusteruntersuchungen) 42-44

2.4.6.1 Enzymnachweise 44-46

2.5 Molekularbiologische Untersuchungen 46-51
2.5.1 DNA Extraktion aus Muskelgewebe 46

252 Cytochrom-b Sequenzierungen 46-47

2.5.2.1  Amplifikation von Cytochrom-b Fragmenten 48-49

253 Kontrollregions-Sequenzierungen 49-51



3.

3.1
3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14
3.1.5

3.2
3.2.1

322
323
324

33
3.3.1
332

Ergebnisse

Morphologische Untersuchungen

Darstellung und Charakterisierung der Basisdaten

Darstellung und Charakterisierung der meristischen Variablen
Darstellung und Charakterisierung der morphometrischen Variablen
Diskriminanzanalysen

Hauptkomponentenanalysen

Biochemische Untersuchungen

Darstellung und Charakterisierung von Orestias Himoglobinen und
monomeren Globinkettenvarianten

Parvalbuminanalysen

Allozymmusteruntersuchungen

Genetische Beziehungen der in dieser Arbeit beriicksichtigten

Orastias Taxa basierend auf biochemischen Charakteristika

Molekularbiologische Untersuchungen

mtDNA-Kontrollregions-Sequenzierungen

Cytochrom-b Sequenzierungen

4. Diskussion

4.1
4.1.1
4.1.2

4.2
4.2.1
422
423
4.2.4

Morphologische Charakteristika

Meristische Merkmale

Morphometrische Merkmale

Biochemische Charakterisierungen

Orestias Hamoglobine
Monomere Orestias-Globinketten

Parvalbumine und Allozymmuster

Seite

52-89

52-67
52-55
55-58
59-67
59-60
61-67
67-77

67-69
70-71
71-75

75-77
77-89
77-83
83-89

90-115

90-95
90-93
93-95
95-102
96-97
98
99-101

Genetische Beziehungen basierend auf biochemischen Charakteristika 101-102



4.3  Mitochondriale DNA-Sequenzanalysen

43.1 Kontrollregions-Sequenzanalysen
43.1.1 Systematik und Phylogenie des ,,Agassii Komplexes*
43.1.2 Biogeographische Beziige
43.13 Limitierungen der Kontrollregions-Sequenzanalysen
4.3.2 Cytochrom-b Sequenzanalysen
43.2.1 Die phylogenetische Stellung des Genus Orestias

innerhalb der Cyprinodontiformes
4.4  Potentielle Migrationswege in das Altiplanohochland
4.5  Schlulbemerkung

5. Zusammenfassung

6. Literatur

Anhang

Seite
102-112
103-106
103-105
106-108
108
109-111

111-112
112-113
114-115

116

117-128

129-180



Abb.1

Abb.2

Abb.3

Abb.4

Abb.5

Abb.6

Abb.7

Abb.8

Abb.9

Abb.10
Abb.11
Abb.12
Abb.13
Abb.14
Abb.15
Abb.16
Abb.17
Abb.18
Abb.19
Abb.20
Abb.21
Abb.22
Abb.23
Abb.24
Abb.25
Abb.26
Abb.27
Abb.28
Abb.29
Abb.30
Abb.31
Abb.32

ABBILDUNGVERZEICHNIS

Wesentliche FluBsysteme Stidamerikas und Paldogeographie

Lage des Altiplanos und des Titicacasees; Titicacasee mit Tiefenlinien
Der Altiplano und seine Gewisser

Plio-Pleistozidne Gewdsser und Wasserstinde der Paldoseen
Verbreitungsgebiet der Gattung Orestias

Orestias Formen

Systematik innerhalb des Genus Orestias nach PARENTI (1984)

Verwandtschaftliche Beziehungen chilenischer Taxa nach THOMANN (1990)

Grof3systematische Verwandtschaftsverhiltnisse nach PARENTI (1984)
GroBsystematische Verwandtschaftsverhdltnisse nach COSTA (1997)
Geographische Herkunft der untersuchten Populationen

Darstellung der 33 morphometrischen Messungen

Darstellung der 9 meristischen Zahlungen

GroBenklassen und prozentuale Anteile der Populationen am Gesamtmaterial

GroBenabhéngigkeit der Variablen (Korrelationsanalyse)
Geschlechtsspezifische Unterschiede (Varianzanalyse)

ANOVA der meristischen Variablen in O. agassii Populationen
ANOVA der meristischen Variablen aller chilenischen Taxa

ANOVA der meristischen Variablen (O. agassii und O. luteus)
ANOVA der meristischen Variblen (O. agassii, O. luteus und O. ispi)
Ergebnisse der Diskriminanzanalyse

Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse (PC1/PC2) aller Merkmale
Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse (PC2/PC3) aller Merkmale
Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse (PC1/PC2) Flossenmerkmale
Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse (PC1/PC2) Kopfmerkmale
Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse (PC1/PC2) Rumpfmerkmale
Darstellung der Variationen der Himoglobine (IEF)
Globinkettenvariationen im 8 M Harstoffgel

IEF von Orestias-Parvalbuminen (pH 3,0-5,0)

Allelische Variationen an verschiedenen enzymcodierenden Genorten
Darstellung der genetischen Bezeihungen (biochemische Analysen)

Sequenzsittigungsanalyse von 22 Kontrollregions-Haplotypen

Seite

2-3

8-9
11
14
24
25
26
27
31
36
37
53
54
55
56
57
58
58
60
62
63
64
65
66
68
69
70
74
76
80



Seite
Abb.33 NJ-Phylogenie und geographische Verteilung (Kontrollregions-Haplotypen) 81
Abb.34 Phylogenie und Verteilung der Kontrollregions-Haplotypen (inkl. Referenzen) 83
Abb.35 NJ-Phylogenie und geographische Verteilung (Cytochrom-b-Haplotypen) 86
Abb.36 Sequenzsittigungsanalyse von 35 Cytochrom-b-Haplotypen 88

Abb.37 NJ-Phylogenie und rdumliche Verteilung der Orestias Cytochorm-b 89
Haplotypen und potentiell ndchstverwandter Cyrinodontiformes

TABELLENVERZEICHNIS

Tab.1  Auflistung aller Orestias Arten und Artenkomplexe nach PARENTI (1984) 23
Tab.2  Anzahl und Herkunft der untersuchten Individuen 32
Tab.3 Benotigte Losungen fiir die elektrophoretische Auftrennung der Himolysate
unter dissoziierenden Bedingungen 41
Tab.4 Gelzusammensetzung fiir 8§ M Harstoffgele nach FALK ef al. (1996, 1998) 41
Tab.5 Benoétigte Losungen fiir elektrophoretische Untersuchungen von
Muskelproteinen und Himolysaten in Polyacrylamid-Gradientengelen 43
Tab.6  Gelzusammensetzung fiir Polyacryl-Gradientengele in Hoefer-
Vertikalkammersystemen nach FALK ef al. (1996, 1998). 43
Tab.7 Material der Cytochrom b Sequenzanalyse inkl. Haplotypenbezeichnungen
und GenBank Zugangsnummern 47
Tab.8 Material der Kontrollregions-Sequenzanalyse inkl. Haplotypenbezeichnungen
und GenBank Zugangsnummern 51
Tab.9 Allelenfrequenztabelle der Allozymmusteruntersuchung 72-73
Tab.10 Genetische Distanzen (NEI 1978) basierend auf Allelenfrequenzverschiebungen
zwischen allen Arten und Populationen 75
Tab.11 Genetische Distanzen (NEI 1978) basierden auf Allelenfrequenzverschiebungen
zwischen der ,,Agassii Gruppe®, O. luteus und O. ispi 75
Tab.12 Substitutionelle Variationen des Kontrollregions-Sequenzabschnitts 78
Tab.13 Genetische Distanzen (KIMURA 1980) basierend auf Substitutionen des
Kontrollregions-Sequenzabschnitts 79
Tab.14 Substitutionelle Variationen des Cytochrom-b Sequenzabschnitts 85
Tab.15 Genetische Distanzen (KIMURA 1980) basierend auf Substitutionen des

Cytochrom-b Sequenzabschnitts 85



Tab.A1
Tab.A2
Tab.A3
Tab.A4
Tab.AS
Tab.A6
Tab.A7

TABELLEN IM ANHANG

Seite
Datenmatrix der morphometrischen und meristischen Daten 129-148
Basisstatistik der morphometrischen und meristischen Daten 149-157

Log.transformierte Matix der morphometrischen und meristischen Daten 158-172

Regressionskoeffizienten (R?) der Korrelationsanalyse 173
Diskriminazfunktionswerte und Hauptkomponentenwerte 174-178
Funktionswerte der Gruppenzentroide der Diskriminanzanalyse 179

Funktionswerte der Komponentenmatrix der Hauptkomponentenanalyse 180



AAT
Abb.
A.bidest.
AD
A.demin.
ADH
ANOVA
AP

BL

bp

Dis1, Dis2, Dis3

DSchSt(Lau)
dNTP

EST

FLBAn
FLBDor
FLStAn
FLStCau
FLStDor
FLStPec

Hb
HSchSt(Lau)
HSchSt(Tch)
HT

IDH

IEF

IEP

10

KB(Lau)
KB(Tch)
kDa
KH(Par)
KH(Tch)
KL(Lau)
KL(Par)
KL(Tch)
KoB(Lau)
KoB(Tch)
konz.

LDH

Lsg.
LSchSt(Lau)
LSchSt(Tch)
M

MB

MDH

ME

MH

MJ

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Aspartat Aminotransferase

Abbildung

zweifach destilliertes Wasser
Augendurchmesser

demineralisiertes Wasser

Alkohol Dehydrogenase

Analysis of Variance (Varianzanalyse)
Allgemeine Proteinfarbung

Bauchlénge

Basepairs

Diskriminanzfunktion 1, 2 und 3

Dorsale Schwanzstielldnge nach Tchernavin
Nucleotid-Desoxynucleosid-Triphosphat
Esterase

Flossenbasis der Anlais

Flossenbasis der Dorsalis

Flossenstrahllainge und Anzahl in der Analis
Flossenstrahllinge und Anzahl in der Caudalis
Flossenstrahllange und Anzahl in der Dorsalis
Flossenstrahllinge und Anzahl in der Pectoralis
Héamoglobin

Hohe des Schwanzstiels nach LAUZANNE (1982)
Hohe des Schwanzstiels nach TCHERNAVIN (1944)
Haplotyp

Isocitrat Dehydrogenase

Isoelekrische Fokussierung

Isoelektrischer Punkt

Interorbitalraum

Korperbreite gemessen nach LAUZANNE (1982)
Korperbreite gemessen nach TCHERNAVIN (1944)
Kilo Dalton

Korperhdhe gemessen nach PARENTI (1984)
Korperhohe gemessen nach TCHERNAVIN (1944)
Kopflinge gemessen nach LAUZANNE (1982)
Kopfldnge gemessen nach PARENTI (1984)
Kopfldnge gemessen nach TCHERNAVIN (1944)
Kopfbreite gemessen nach LAUZANNE (1982)
Kopfbreite gemessen nach TCHERNAVIN (1944)
konzentriert

Lactat Dehydrogenase

Losung

Lange des Schwanzstiels gemessen nach LAUZANNE (1982)
Lange des Schwanzstiels gemessen nach TCHERNAVIN (1944)

Molar

Maulbreite

Malat Deydrogenase
Mercaptoethanol
Maulhéhe

Millionen Jahre



ML
ML(Lau)
ML(Par)
ML(Tch)
MLR
mmol
mOsm
MP
mtDNA
MTT
NAD
NADP
NJ

NN
OpSp
PBS
PCA
PCR
PGI
PGM

pl

PMS

PO

RL
SchCau
SchHoHo

SchMLR
SDH

SL

SOD
Tab.
TCA
Temed
TL

TR
tRNA™
Tris

Ts

Tv

Vol.
VR

Maximum Likelihood

Maullédnge gemessen nach LAUZANNE (1982)
Maulldnge gemessen nach PARENTI (1984)
Maullédnge gemessen nach TCHERNAVIN (1944)
Mittlere Léngsreihe

millimolar

milliosmolar

Maximum Parsimony

Mitochondriale Desoxyribonukleinsidue
3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Neighbor Joining

Normal Null

Operculumspalte

Phosphatpuffer

Principal Component Analysis (Hauptkomponentenanalyse)
Polymerase Cain Reaction (Polymerase Kettenreaktion)
Phosphoglucoisomerase

Phosphoglucomutase

Isoelektrischer Punkt
N-Methyldibenzopyrazinmethylsulfat
Postorbitalraum

Schuppen auf der Riickenlinie

Schuppenreihen auf der Caudalis

Schuppen vom Hinterrand der Orbita zum Hinterrand des
Operculums

Schuppen in der mittleren Léngsreihe
Sorbitoldehydrogenase

Standardlénge

Superoxid Dismutase

Tabelle

Trichloressigsdure

Tetramethylethylendiamine

Totalldnge

Schuppenreihen in der Transversalen
Transfer-Ribonukleinsdure des Prolins
Tris-Hydroxyl-Aminomethan

Transitionen

Transversionen

Volumen

Lange des vorderen Riickenbereichs









Einleitung

1. Einleitung

1.1 Neotropische Diversitit und ihre geologischen Grundlagen

Mit mehr als 24tausend bislang beschriebenen Arten (NELSON, 1994) stellen die Teleostier die
bei weitem artenreichste Gruppe innerhalb der Vertebraten dar. Neotropische
SiiBwasserfische Stid- und Zentralamerikas bilden mit geschitzten 8.000 Arten (SCHAEFER
1998), die sich auf ca. 60 Familien verteilen, allein etwa 30 % aller weltweit verbreiteten
Fischarten (GERY 1969, 1977, BURGESS 1989, MAGO-LECCIA 1994, LUNDBERG 1998). Damit
weist diese Gruppe etwa 1/8 aller Vertebratenarten auf (VARI & MALABARA 1998).
Gleichzeitig sind sie aber nur in 0,003 % der weltweiten Wasserressourcen beheimatet. Diese
Befunde begleitend, kann man eine bemerkenswerte Diversitit an Morphen feststellen.
Insbesondere die Ostariophysi und speziell die Characiformes und Siluriformes haben in der
Neotropis eine weltweit einzigartige Formenfiille entwickelt. Die Frage, warum ein so grof3er
Anteil der ichtyofaunistischen Diversitdt auf dem siidamerikanischen Kontinent versammelt
ist, ist bislang im Detail bei weitem nicht abschlieend geklart. Da die Biogeographie und
Evolution zumindest der SiiBwasserformen oft untrennbar an die Genese der Gewdisser
gebunden sind, lassen sich allerdings Beziige zwischen der Entwicklung biologischer
Diversitit und paleolimnologischen und geologischen Befunden herstellen.

Geologisch gesichert erscheint die Separation Stidamerikas von Afrika vor etwa 118
Millionen Jahren und die Andenhebung im Zuge einer Ost-West Kompression des Kontinents
in mehreren Phasen im Verlauf der letzten 90 Millionen Jahre (LUNDBERG ef al. 1998).
Parallel zum Prozess der Andenhebung entwickelte sich im Osten das siidamerikanische
Flachland mit den wesentlichen Drainageabfliissen vom Amazonas bis zum Parana
(Abbildung 1a). Das Bild dieses Tieflandes war aullerdem lange Zeit durch grofle Seen und
marine Transgressionen geprigt. Sie bildeten sich sowohl im Osten als auch im Westen und
Norden des Kontinents und fiihrten mehrfach zu massiven Einbriichen mariner
Wassermassen, die sich von der Karibik bis nach Argentinien ausbreiteten (Abbildung 1b-g).
Die wesentlichen slidamerikanischen Flusssysteme dnderten ebenfalls mehrfach ihre
Drainagewege. Die Trennung des Amazonas-Orinoco Systems vom Paranad erfolgte vor

ungefdhr 30 Millionen Jahren (Abbildung 1g).
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Im Zuge der letzten Hebungsphase der Ostkordilliere der Anden beginnend vor etwa
10 Millionen Jahren bildete sich die heutige Situation des Amazonas-Orinoco Systems heraus,
die seit ca. 8 Millionen Jahren besteht (Abbildung 1la). Seit dieser Zeit entwéssert der
Amazonas vollstindig in den Atlantik. Ereignisse, die fiir die Entstehung der Formenvielfalt
und des Endemismenreichtums auf dem siidamerikanischen Kontinent verantwortlich
gemacht werden konnen, ergeben sich insbesondere aus der phasenweisen Andenhebung.
Diese schuf u.a. neue Hochlandhabitate, wie z.B. das als Altiplano bezeichnete Hochplateau
zwischen West- und Ostkordilliere und verdnderte die Drainagewege von Fliissen. Schon
EIGENMANN (1920) und viele nach ihm (LUNDBERG et al. 1986, 1988, LUNDBERG 1997; VARI
& WEITZMANN, 1990; RETZER, 1994; REIS 1998) erkannten die Bedeutung der Andenhebung
fiir die Evolution neotropischer Fische und postulierten, dass viele monophyletische
Gruppierungen mindestens so alt sein miissten, wie die trennenden Bergketten zwischen
thnen. Da sich die Andenhebung iiber einen sehr langen Zeitraum erstreckte und phasenweise
ablief, stellt sie kein singuldres Ereignis dar, sondern muss als stindig wirkender Faktor
beriicksichtigt werden, der eine Fiille von Fragmentations- und Isolationsereignissen
induzierte. Starke Hebungsphasen konnten auf Zeiten vor 89 MJ, 73 MJ, 59 MJ, 43 MJ, 30
MJ und 11 MJ datiert werden (MARSHALL & SEMPERE, 1993; SEMPERE ef al. 1997). Ferner
wurde die stirkste Hebungsphase fiir die zentralen Anden auf ca. 20-30 MJ datiert (Abbildung
1g). Starke Hebungen fanden auerdem in den ndrdlichen Anden vor 5 MJ bis 3 MJ statt. Im
Zusammenhang mit diesen Hebungen wurde das zentrale Andenhochland (Altiplano) isoliert
und die Ostlichen Kordilleren der Anden Ecuadors und Kolumbiens aufgefaltet. Neben der
Verianderung der Abflusswege der groBen siidamerikanischen Fliisse spielten vermutlich auch
marine Wassermassen fiir die Entwicklung der Ichtyofauna eine Rolle, die infolge des
Absinkens von Flachlandgebieten zu mehreren Zeitpunkten eindringen konnten und grof3e
Teile des slidamerikanischen Tieflandes {iiberfluteten. Derartige marine Transgressionen
stellen potentielle Migrationsrouten dar. Die Auffiillung des Tieflandes durch Sedimente
verursachte letztendlich wiederum Vikarianzereignisse, die ebenfalls fiir die phylogenetische
Entwicklung der Fischfauna Siidamerikas von Bedeutung gewesen sein diirften. Im
Zusammenspiel der tektonischen Prozesse kam es so wiederholt zur Isolation peripherer
limnischer Systeme. Diese Isolationsszenarien bilden aus heutiger Sicht die Grundlage fiir
derartige Speziationsprozesse und liefern Erkldrungen fiir das Vorkommen isolierter,

teilweise endemischer Teleosteer.
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Aus der direkten fossilen Dokumentation (LUNDBERG 1998, GAYET & MEUNIER 1998)
ist bekannt, dass sich die neotropische Fischfauna in bezug auf hoherrangige Taxa bis zum
Ende des Miozéns weitestgehend diversifizierte. Obwohl es in der Geschichte oft zu lokalen
Extinktionen einzelner Gruppierungen gekommen sein diirfte, zeigen Vergleiche zwischen
fossilen und rezenten SiiBwasserfischfaunen der Neotropis keine Hinweise auf die
Extinktionen wesentlicher Linien. Paleozoische Fische (primitive Agnatha, Chondrichtyes,
Placodermata, Acanthodier, Actinopterygier und Sarcopterygier) sind insbesondere aus
Bolivien bekannt, triassische Fische (primitive Neopterygier) aus Argentinien und zahlreiche
gut erhaltene jurassische Formen (Teleostei, Pycnodontiformes, Semionotiformes und
Pachycormiformes) aus Chile (ARRATIA & CIONE 1996). Aus der Kreidezeit und dem
Kénozoikum sind ferner Faunen bekannt, die Chondrichtyes, primitive Actinopterygier,
Halecostomen und zahlreiche Teleostier sowie wenige Sarcopterygier umfassen.

Die Formation der bolivianischen Anden isolierte vor etwa 30 Millionen Jahren eine
urspriinglich im Flachland beheimatete Gruppe cyprinodonter Teleostier in einer Art
"vertikaler Arche Noah" (sensu MCKENNA 1973). Im Zuge der Andenhebung radiierte diese
Gruppe, die heute im Genus Orestias (VALENCIENNES 1839) zusammengefasst wird, in den
Gewissern des Altiplano, deren Ausdehnung im historischen Verlauf im folgenden Abschnitt

ndher beschrieben werden soll.

1.2 Der Altiplano und seine Gewisser

Als "Altiplano" wird das siidamerikanische Hochgebirgsplateau in den zentralen Hochanden
von Peru, Bolivien, Chile und Argentinien bezeichnet, das sich etwa zwischen 66° und 71°
westlicher Linge sowie 15° und 22° siidlicher Breite ausdehnt und auf 3700 - 4600 Metern
Hohe tiber NN liegt. Die Hebung der Anden, die zur Bildung des Altiplano-Hochplateaus
fiihrte, begann vor etwa 60 Millionen Jahren (Abbildung le) und isolierte vor ca. 30
Millionen Jahren das Gebiet (Abbildung 1g). Wihrend dieser Periode wurde das Altiplano-
Hochplateau um mehr als 3.000 Meter gehoben (MARSHALL & SEMPERE 1993, LUNDBERG et
al. 1998). Es erstreckt sich von Norden nach Siiden auf einer Lidnge von etwa 2.000
Kilometern und besitzt eine Fliche von etwas mehr als 200.000 km? (Abbildung 2).
Eingefasst wird das Hochplateau durch die beiden Gebirgsketten der Anden, im Osten durch
die Cordillera Real und im Westen durch die Cordillera Occidental, die sich beide parallel in

Nord-Siid Richtung ausdehnen (Abbildung 3).
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Abbildung 2

Lage des Altiplanos und des Titicacasees; verdndert nach Villwock 1966. Ausschnittsvergrof3erung des
Titicacasees mit Tiefenlinien verdndert nach Wirrmann 1992.
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Abbildung 3

Der Altiplano und seine rezenten Gewdsser,
verandert nach Villwock et al. 2000.

Ferner ist der gesamte Altiplano
von einem sogenannten strukturellen
Bogen eingefasst (Structural Arch sensu
LUNDBERG et al. 1998). Strukturelle
Bogen resultieren aus Kompressionen
innerhalb  tektonischer Platten, die
parallel zur Auffaltung der Anden
Barrieren fiir Drainagesysteme von
Flissen bilden und so zur Isolation
weiter Landstriche fiihren (z.B. Serra do
Moa und Serra do Divisor bei Iquitos).
Strukturelle Bogen  stellen  aktive
Systeme dar, die immer noch in Hebung
- begriffen sind. Bei Iquitos haben diese
Hebungen in jlingster Zeit zur

Ausbildung von Terrassen gefiihrt, die

30 Meter iiber dem umliegenden Niveau

\ liegen. Uber den Ursprung und die
\:

60 km L)
Lago d'Ascotan!

Lokalisation dieser Bdgen ist noch
relativ wenig bekannt.

Im Norden des Altiplano liegt der Titicacasee (Abbildung 2 und 3), das
Diversititszentrum des Genus Orestias. Es befindet sich auf 3810 Meter Hohe {iber dem
Meeresspiegel im Grenzgebiet zwischen Bolivien und Peru. Der See erstreckt sich zwischen
15°13'19" und 16°35'37" siidlicher Breite sowie zwischen 68°33'36" und 70°02'13" westlicher
Lange. Mit mehr als 8500 km? ist er der grofte schiffbare Hochgebirgssee der Erde. Die
Kiistenlinie umfasst etwa 915 Kilometer und die grofite Langenausdehnung betriagt etwa 178
Kilometer. Der See weist neben zentralen Tiefenzonen mit einer maximalen Tiefe von 284
Metern ausgedehnte Flachwasserzonen im stark gebuchteten Uferbereich auf. Neben dem
Titicacasee existieren auf dem Altiplano noch einige weitere groflere Seen, z.B. Lago Poopo,
Lago Chungara, Salar d’Coipassa, Salar d’Uyuni, sowie kleinere Gewisser und Salare
(Salzseen) mit teilweise nur tempordrer Wasserfilhrung, z.B. Salar d’Huasco, Lago

d’Ascotan. Der Titicacasee selbst besteht aus zwei Teilen, einem nordlichen grofen
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Abbildung 4a

Paleogewisser verdndert nach Lavenu 1992, Wirrmann et al. "Lago Grande" und
1992 und Villwock et al. 2000. ) ) ]
einem  kleineren siidlichen

"Lago Pequeno". Beide Teile
sind durch eine 850 Meter
breite und nur 21 Meter tiefe
Gewisserenge (Strae von
Tiquina) miteinander

verbunden. Der Lago Pequefio

ist nicht nur wesentlich
I.'\Lago Chungara \ X kleiner als der Lago Grande -
/ < e R er nimmt nur 16 % der Fldche
' ‘ des gesamten Titicacasees ein

- sondern ist auch wesentlich

0O
\ e : S
fk e ™ = flacher (maximal 41 Meter).
Salar..diCoibés_s"éﬂ/ - | Im Siiden des Lago Pequefio
NG - bildet der Rio Dessaguadero
1
Mataro- & Cabanasee | Salar d'Uyuni | & den einzigen Abfluss des

1,8 - 1,0 Mio. Jahre

Balliviansee Titicacasees. Er verbindet den
J 0,7 Mio. Jahre

Minchinsee 11 1

o Titicacasee mit dem 200
Taucasee

19.000 - 10:000 Jaiie Kilometer siidlich gelegenen

Lago Poopo.
0 40  80km

Die heutige Situation

der Gewisser auf dem
Altiplano ist jedoch relativ jung (Abbildung 3). Aufgrund der tektonischen und vulkanischen
Aktivitdt des Gebiets und infolge radikaler Verdnderungen der Umweltbedingungen wéhrend
der plio- und pleistozdnen Glazialperioden wurden weite Teile des Altiplanos zu
verschiedenen Zeiten weitgehend tiberschwemmt (LAVENU 1992, WIRRMANN ef al. 1992).
Den Darstellungen mehrere Autoren folgend, die eine Synthese der limnologischen und
geologischen Kenntnisse in DEjoux & ILTIS (Eds. 1992) geben, ldsst sich die
Gewissersituation wihrend der letzten 1,8 Millionen Jahre in fiinf paleolimnologischen

Perioden zusammenfassen (Abbildung 4a und 4b).
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Abbildung 4b

Wasserstiinde dr Paleoseen des nordlichen und zentralen Altiplanos. Im frithen Pleistozén

Verindert nach Lavenu 1992. . .
entwickelte sich der

Mataro . .
Matarosee mit  einem
Cabana P L 4000 m
Elilvisn s950m ! Wasserstand von 140
Minchin
 Tauca o (™ Metern  oberhalb  des
Titicaca 3860 m |
o 3825 ml 3840 MYy uayorn” . o .

serom] 015 "\\ ..o | heutigen Titicacasee-
niveaus (3810 Meter). Er

3950 .

m Mataro 3980m) bedeckte zum Zeitpunkt
3900 m Cabana ss00m| seiner maximalen
3860m — Ballivian - Ausdehnung nach  der

=/ . . .
- 009!900 Calvario Eiszeit (vor rund
3825m — Minchin — ke, &
815m — Tauca - 1,8 Millionen Jahren) den
3810m — Titicaca —
N, Escara — a780m | gesamten nordlichen und
~ Minchin— 3760 m .
C zentralen Altiplano und
9,
&) .
%, — Tauca —3720m| reprisentiert das
- Poopo — 3686 m | ausgedehnteste bekannte
Paleogewdssersystem. Der
nérdlicher Altiplano Ulloma-Callapa zentraler Altiplano | 4.0 f folgende Paleosee
Cabana  erschien im

mittleren Pleistozdn. Auch er umspannte den nordlichen und zentralen Altiplano. Beide
historische Seen, Mataro und Cabana, schlossen das gesamte rezente Verbreitungsgebiet der
in dieser Arbeit beriicksichtigten Taxa ein. Sedimente des folgenden Paleosees, bekannt als
Balliviansee, aus dem oberen Pleistozdn wurden nach der Sorata Eiszeit gebildet, die vor
700.000 Jahren endete. Sie reichen bis in eine Hohe von 3860 Metern. Die Verbindung
zwischen dem nordlichen und siidlichen Teil des Altiplano wurde in diesem Gewéssersystem
allerdings durch den sogenannten Ulloma-Callapa Riicken unterbrochen (100 Kilometer
stidlich des heutigen Titicacasees). Wahrscheinlich korrespondierten die beiden ausgedehnten
Gewisserteile aber iiber einen Vorldufer des heutigen Rio Desaguadero. Das Ende des
Pleistozdns wird markiert durch den Minchinsee, der bis in eine Hohe von 3825 Metern
reichte. Auch dieser altertlimliche See war durch den Ulloma-Callapa Riicken in zwei grof3e

Wasserkorper geteilt und im Siiden deutlich grofer als im Norden.
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Die Sedimentterrassen des Minchinsees wurden auf ein Alter zwischen 72.000 -
32.200 Jahren datiert (FORNARI et al. 2001, SERVANT & FONTES 1978). Obwohl es so
aussieht, als ob eine Liicke von 600.000 Jahren zwischen den beiden letztgenannten Paleoseen
klafft, haben Untersuchungen aus jiingster Zeit (FORNARI et al. 2001) altertiimliche See-
sedimente dokumentiert, die innerhalb des heutigen Salar d'Uyuni in 46 Metern Tiefe
unterhalb des Wasserspiegels liegen. Diese Sedimente, die sowohl vulkanische Asche als
auch biologische Riickstinde enthalten, wurden zu dem sogenannten Escarasee in Beziehung
gesetzt. Das Alter der Sedimente wurde auf 190.000 Jahre datiert. Stratigraphisch scheint es
so, als ob der Escarasee mit dem nordlichen Balliviansee in Beziehung stand und aus dessen
Uberfluss entstanden ist. FORNARI et al. (2001) schlagen deshalb vor, dass die Seesedimente
aus der Escara Zeit auf Beziehungen zwischen groBen Wasserkorpern im Norden und Siiden
des Altiplano hinweisen. AbschlieBend markiert der jiingste Paleosee, der am Ende der letzten
Eiszeit gebildet wurde und vor ca.19.100 - 10.000 Jahren existierte, den Beginn des Holozédn
auf dem Altiplano. Dieser Taucasee hatte anndhernd dieselbe Ausdehnung wie der
Minchinsee. Zusammenfassend kann die Situation fiir die Paleoseen Ballivian, Minchin und
Tauca so beschrieben werden, dass sie grundsétzlich aus zwei voneinander getrennten
Wasserkorpern bestanden haben: Einem Nordlichen, das heutige Ausbreitungsgebiet des
Titicacasees umfassenden und einem Siidlichen, das Gebiet des zentralen und stidlichen
Altiplanos bedeckenden. Die einzig mdgliche Verbindung zwischen den Gewdssern bestand
im Rio Dessaguadero, der auch heute noch den Titicacasee mit dem Lago Poopo verbindet.
Zwischen den isoliert auf dem zentralen und siidlichen Altiplano liegenden Gewaissern sind
allerdings durch die angesprochenen Sedimentuntersuchungen Verbindungen bis zum Beginn
des Holozéns nachgewiesen. Ferner ergeben die Untersuchungen von FORNARI ef al. (2001),
dass die paleolimnologische Entwicklungsgeschichte der altertiimlichen Seen des siidlichen
und zentralen Altiplano zumindest teilweise durch den Uberfluss der im ndrdlichen Altiplano
gelegenen Gewdsserteile gepragt wurde.

Die hier detailliert skizzierte Entwicklungsgeschichte der Gewisser des Altiplano
besal mit grofter Wahrscheinlichkeit einen entscheidenden Einfluss auf die
Speziationsphdnomene innerhalb des Genus Orestias und ist ebenso fiir die Biogeographie
der hier untersuchten Taxa von nicht zu unterschitzender Bedeutung. Die Gattung wird im

folgenden Abschnitt ndher charakterisiert.

10



Einleitung

1.3  Die Gattung Orestias

Die Arten der Gattung Orestias (VALENCIENNES 1839) besiedeln, sieht man einmal von
Vertretern der Siluridengattungen 7Trichomycterus und Astroblepus sowie einigen
eingefiihrten Salmoniden ab, als weitgehend einzige Vertreter der Ichtyofauna nicht nur den
Titicacasee selbst sondern auch viele andere Hochgebirgsgewésser auf dem Altiplano
(EIGENMANN & ALLEN 1942, ARRATIA 1982, PARENTI 1984, VILLWOCK & THOMANN 1987).
Abbildung 5 zeigt das bislang bekannte Verbreitungsgebiet der Gattung, das sich von der
Ancash Provinz im Norden Perus bis zur Antofagasta Provinz im Norden Chiles erstreckt
(PARENTI 1984).

Die Gattung ist gekennzeichnet durch das Fehlen der Ventralflossen, des ersten
Postcleithrums sowie des Vomers, wobei TCHERNAVIN (1944) allerdings den Vomer als
diinne, runde Platte unterhalb des Parasphenoids beschreibt. Die Existenz des Vomers wird
spater von SETHI (1960) und PARENTI (1981) bestritten. Supra-, Sub- und Postorbitale fehlen
den Orestias ebenso wie das Orbitosphenoid, das Basisphenoid sowie das Metapterygoid
(TCHERNAVIN 1944).

Abbildung 5
Die Parietalia sind nicht paarig (nach

Verbreitungsgebiet der Gattung Orestias (Altiplano),
TCHERNAVIN 1944 sogar fehlend) und das verdndert nach Parenti (1984) und Reis (1998).
Parasphenoid verfiigt iiber keine lateralen
Fortsdtze zum Alisphenoid (MYERS 1931).
Zusétzlich konnen vier weitere potentielle
Synapomorphien angegeben werden. Diese
beziechen sich auf die knorpelige
Auspriagung der mittleren Dorsal- und ¢
Analflossenstrahlen, eine bauchseitige

Trennung des posterioren und anterioren

Ceratohyales, eine einzigartige

Titicacasee

Beschuppungs- und  Kopfporenanlage
sowie das Fehlen einer ventralen  Aliplano
Verldangerung auf dem Anguloarticulare
(PARENTI 1984). Die Beschuppung ist bei
der Mehrzahl der Arten teilweise reduziert.
Reduktionszonen finden sich insbesondere

im Bauchbereich, auf dem Riicken cranial

11
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der Dorsalis sowie ventral direkt hinter dem Operculum. Die Schuppen fehlen in diesen
Bereichen vollstindig oder sind verkleinert, liegen isoliert und iiberlappen einander nicht.
Insbesondere die Kopfschuppen sowie die Schuppen der cranialen Korperhélfte sind bei
einigen Arten verdickt und glatt oder weisen granulidre Tuberkelstrukturen auf. AuBerdem
werden bei geschlechtsreifen Individuen von verschiedenen Autoren kamm- oder
hakendhnliche Zéhne auf den Schuppen und an den Flossenstrahlen beschrieben (VILLWOCK
1964, CLAUSEN 1967, WILEY & COLLETTE 1970, LAUZANNE 1982). Neben
morphometrischen Merkmalen spielen insbesondere derartige qualitative und quantitative
Beschuppungsmerkmale eine Rolle in der taxonomischen Literatur (TCHERNAVIN 1944,
PARENTI 1984).

Die Gattung Orestias ist nicht nur endemisch auf dem Altiplano sondern bildet auch
vor dem Hintergrund, dass sie weitgehend konkurrenzfrei eines der grofiten
zusammenhdngenden SiiBwasserseegebiete der Erde besiedeln konnte, ein vielleicht
einzigartiges Studienobjekt (ARRATIA 1982, PARENTI 1984, VILLWOCK 1986, VILLWOCK &
THOMANN 1987, VILLWOCK et al. 2000). Dariiber hinaus ist die Ichtyofauna, sieht man
einmal von eingefiihrten Salmoniden innerhalb des Titicacasees ab, in einem weitgehend
natiirlichen, unverfilschten Zustand. Als kaltstenotherme, langsam wachsende Fische von
geringer Grofle haben die Orestias keine iiberregionale Bedeutung und Verbreitung erfahren.
Die wirtschaftliche Bedeutung ist als gering einzuschétzen. Zwar spielen die Fische fiir die
regionale Fischerei und insbesondere als Eiweilquelle fiir die am Titicacasee ansdssige
Indiobevdlkerung eine Rolle (942t von insgesamt 6.000t des jahrlichen Fischereiertrags des
Titicacasees entfallen nach FAO' auf Orestias Finge), allerdings sind sie weder in der
Aquakultur noch als Aquarienfisch verbreitet. Anthropogene Einfliisse auf ihre rezente
Verbreitung, konnen somit weitgehend ausgeschlossen werden.

Von besonderer Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit ist die Tatsache, dass sowohl
die intragenerischen als auch die groBsystematischen Verwandtschaftsverhiltnisse des Genus
Orestias nur unzureichend untersucht wurden. Dies gilt auch fiir die in dieser Arbeit
beriicksichtigten Taxa. Die meisten Arten und Fundorte von Orestias spp. sind
wissenschaftlich in den letzten 150 Jahren bearbeitet worden. Die Systematik der Gattung
wurde dabei im Laufe der Zeit mehrfach zusammenhingend oder teilweise neu bearbeitet.
VALENCIENNES (1839) beschreibt zunédchst die Gattung und zusammen mit CUVIER (1846)
neun Arten. CASTELNEAU (1855) fiigt anhand von weiterem Material eine neue Art hinzu.

GUNTHER (1866) reduziert die Gattung spiter anhand desselben Materials, welches

12
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Valenciennes und Cuvier bearbeiteten, auf sechs Arten. COPE (1876) beschreibt drei neue
Arten, die allerdings spater von EIGENMANN & ALLEN (1942) bestritten werden.

GARMAN (1876) reduziert die Gattung anhand von eigenem Sammlungsmaterial zundchst auf
fiinf und 1895 auf elf Arten und eine Unterart. Artunterscheidende Merkmale in seinem
Bestimmungsschliissel sind neben der Korperform auch die MaulgroBe, die
Schlundbezahnung und der Beschuppungsgrad. Es folgen einzelne Artbeschreibungen von
BOULANGER (1902), PELLEGRIN (1904) und FOWLER (1916, 1940). Die erste Revision der
Gattung stammt von EIGENMANN & ALLEN (1942) und umfasst 16 Arten. Neben der
Beschreibung der Korperform dienen insbesondere Beschuppungsmerkmale im
Bestimmungsschliissel der Artdiagnose. In einer folgenden Revision der Gattung beschreibt
TCHERNAVIN (1944) 20 verschiedene Arten und fiinf Unterarten. LAUZANNE (1981), ARRATIA
(1982) und VILA & PINTO (1986) beschrieben sechs weitere Taxa aus dem Titicacasee und
dem Norden Chiles. Die jiingste Revision von PARENTI (1984) enthilt 43 Arten, unter ihnen
14 neu beschriebene Taxa. Die Mehrzahl der neu beschriebenen Arten stammt aus dem
Titicacasee oder kleineren isolierten peruanischen und chilenischen Gewassern.

Im Anschluss an die Beschreibung der in dieser Arbeit beriicksichtigten Species wird
auf die wesentlichen Beitrdge zur Taxonomie und Systematik innerhalb der Orestiini, sowie
auf die wesentlichen Beitrdge zu intra- und intergenerischen phylogenetischen Beziehungen
einzugehen sein. Im Hinblick auf die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit wird insbesondere

die Revision PARENTIS (1984) detailliert erortert.

1.3.1 Beschreibung der untersuchten Arten

In der vorliegenden Studie stehen insbesondere die chilenischen Populationen der Art
Orestias agassii (Rio Isluga, Rio Collacagua, Salar d' Huasco) sowie Arten aus den isolierten
Gewdssern Nordchiles im Mittelpunkt der Analysen. Folgende Taxa wurden vergleichend
untersucht: O. agassii, O. chungarensis, O. parinacotensis, O. laucaensis, O. ascotanensis,
O. tschudii, O. luteus und O. ispi.

Im Folgenden werden sie ndher beschrieben (siche auch Abbildung 6). Bis auf O. ispi
(,,Cuvieri Komplex*) zdhlen alle iibrigen hier untersuchten Taxa zum ,,Agassii Komplex*.
Auf diese von PARENTI (1984) aufgestellten monophyletischen Gruppierungen innerhalb des

Genus, wird spéter im Detail eingegangen.
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Abbildung &

Drestige &rpi Lauzanne 1981; aus dem Titicacasee nach L aumatme 1992
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Arten des ,,Agassii Komplexes:

Orestias agassii (CUVIER & VALENCIENNES 1846)

Synonyme:

Aussehen:

Obwohl der Name nach den internationalen Regeln fiir die zoologische
Nomenklatur eigentlich O. agassizii lauten miisste, hat sich der Originalname
O. agassii in der Literatur durchgesetzt und wird auch in der vorliegenden
Arbeit benutzt. Synonym treten dariiber hinaus folgende Namen fiir die Art
auf: O. ortinii (COPE 1876); O. frontosus (COPE 1876), O. agassizii (GARMAN
1876), O. agassizii affinis (GARMAN 1895); O. tirapatae (BOULANGER 1902);
O. agassizi crequii (PELLEGRIN 1904); O. agassizi inornata (PELLEGRIN 1904);
O. agassizi senechali (PELLEGRIN 1904); O. agassizi typica (PELLEGRIN 1904);
O. uyunius (FOWLER 1940); O. rospigliossii (EIGENMANN & ALLEN 1942);
O. langui (TCHERNAVIN 1944); O. agassi (PARENTI 1981).

Siehe Abbildung 6. O. agassii wird als relativ schlanke Art mit hohem
Schwanzstiel und deutlich kleinerem Kopf als z.B. O. luteus beschrieben
(TCHERNAVIN 1944, PARENTI 1984). Die Tiere erreichen eine Totallinge von
ca. 10 cm. Die Farbgebung ist sehr variabel (LAUZANNE 1982). Die jlingeren
Individuen haben einen gelblich-griinen Riicken und gelbliche Seiten, die
dlteren Individuen sind dagegen iiberwiegend grau. Die Beschuppung ist im
adulten Zustand weitgehend vollstindig. Schuppenfrei oder nur unvollstindig
beschuppt bleibt der Bauchbereich cranial der Analis sowie der Bereich
riickenseitig cranial der Dorsalis (rechts und links einer medianen

Schuppenreihe, die sich von der Dorsalis bis zum Kopf erstreckt).

Sexuelle Dimorphismen: Bei O. agassii ist der Grofenunterschied zwischen gleich alten

adulten Tieren beider Geschlechter grofler, als z.B. bei O. luteus. Die
Mainnchen sind von O. agassii deutlich kleiner als die Weibchen und haben
teilweise eine kraftig gelb gefdarbte ventrale Schwanzstielhélfte. Die Weibchen
sind dagegen iiberwiegend grau. Ferner sind sowohl die Basen der Flossen
(Dorsalis, Analis, Pectoralis) als auch deren Strahlen bei minnlichen Tieren
langer als bei weiblichen (TCHERNAVIN 1944). LAUZANNE (1982) beschreibt
dariiber hinaus kammartigen Dornen auf den Schuppen sowie an den

Flossenstahlen der Dorsalis, Analis und Pectoralis. Diese sind besonders
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Biologie:

Verbreitung:

deutlich bei den Minnchen ausgepréigt, finden sich aber auch bei reifen
weiblichen Tieren. Die Riicken- und Afterflossen der Mannchen sind deutlich
grofer als jene der Weibchen.

O. agassii ist ein benthopelagischer, halotoleranter SiiBwasserfisch (LAUZANNE
1992). Er kommt sowohl in reinem SiiBwasser als auch in Salaren mit hohem
Salzgehalt vor (Leitwert im Salar d' Huasco ca. 590 pS/cm nach THOMANN
1990). Geschlechtsreif sind die Tiere ungefdhr ab einer Lange von 6 cm in
beiden Geschlechtern (LOUBENS & SARMIENTO 1985, LOUBENS 1989). Die
Nahrungskomponenten sind {iberwiegend Zooplankton (Crustaceen), Insekten
und deren Larven, Mollusken, sowie pflanzlicher Nahrung (Algen). Sowohl
O. agassii als auch die hier beriicksichtigten chilenischen Orestias Taxa (s.u.)
sind als trophische Generalisten anzusprechen (LOUBENS 1989), die sich in
ihrer Erndhrung kaum voneinander unterscheiden. (THOMANN 1990).

O. agassii ist sowohl innerhalb des Titicacasees als auch in kleineren
bolivianischen und chilenischen Gewédssern auBlerhalb des Titicacasees
verbreitet. Referenzen innerhalb des Titicacasees stammen aus der Puno Bucht
(Peru), Cumana (Lago Pequeiio / Bolivien) und Huatajata (Lago Pequefio /
Bolivien). Referenzen auBlerhalb des Titicacassees stammen aus Regionen
nordlich des Titicacasees (Ulla Ulla, La Paz), dem siidlichen Abfluss des
Titicacasees (Rio Dessaguadero), sowie bolivianischen Gewissern des
zentralen Altiplanos wie z.B. aus dem Lago Poopo, Oruro (nordwestlich des
Lago Poopos) und chilenischen Gewéssern (Rio Isluga, Rio Collacagua, Salar
d'Huasco). Die Art ist die nach heutigem Wissensstand am weitesten

verbreitete Orestias Art.

In dieser Studie beriicksichtigte Populationen: Titicacasee - Puno Bucht (Peru); Rio Isluga

(Chile); Rio Collacagua (Chile); Salar d'Huasco (Chile).

Orestias ascotanensis (PARENTI 1984)

Synonyme:

Aussehen:

Keine

Siehe O. agassii .

Sexuelle Dimorphismen: Siehe O. agassii

Biologie:

Siehe O. agassii.
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Verbreitung:

O. ascotanensis ist endemisch im Lago d'Ascotan (Chile). Weitere
Vorkommen sind aus Cebollar (Chile) in der Ndhe des Lago d'Ascotan
beschrieben (PARENTI 1984). Der Salar d'Ascotan liegt bei 21°30' siidlicher
Breite und 61°15' westlicher Lange auf etwa 3.700 Meter {iber NN und verfiigt,
wie die meisten Salare {iber mindestens eine eigene Quelle (THOMANN 1990).
Salare sind topographische Senken in ariden oder semiariden Klimaten, die
regelhaft keinen Abfluss besitzen. Sie zeichnen sich insbesondere durch die
Tatsache aus, dass sich in ihnen Salze ablagern, die aufgrund der hohen
Verdunstung auskristallisieren. Salare konnen permanent wasserfithrend sein
oder zeitweilig vollstindig austrocknen, so dass sie krustenartige Salzpfannen
bilden. Die Zusammensetzung der Ablagerungen und Salze schwankt von
Gewisser zu Gewisser. Regelhaft findet man Borax, Gips, Natrium- und
Kaliumkarbonate, Natriumjodat und Natriumsulfat. Neben O. ascotanensis
beinhaltet die vorliegende Arbeit eine zweite Population (O. agassii ) aus

einem Salar (Salar d'Huasco).

In dieser Studie berticksichtigte Populationen: Typuslokalitdt aus dem Lago d'Ascotan

Orestias chungarensis (VILA & PINTO 1986)

Synonyme:

Aussehen:

Keine

Siehe O. agassii .

Sexuelle Dimorphismen: Siehe O. agassii

Biologie:
Verbreitung:

Siehe O. agassii.

O. chungarensis ist endemisch im Lago Chungara (Chile), der bei 18°15'
stidlicher Breite und 69°10' westlicher Lange auf 4520 m iiber NN liegt. Er ist
etwa 21 km? gro und maximal 38 Meter tief. Entstanden ist der heute
endorheische See vor etwa 13,500 Jahren infolge eines Ausbruchs des
Parinacota Vulkans, nachdem Lawinen ecinen vorher existierenden Fluss

aufstauten (SCHWALB et al. 1999).

In dieser Studie beriicksichtigte Populationen: Typuslokalitit aus dem Lago Chungara

Anmerkung:

Die Art O. chungarensis konnte in der Revision von PARENTI (1984) keine
Beriicksichtigung finden, da sie erst zwei Jahre spiter beschrieben wurde. Sie

wird hier trotzdem innerhalb des ,,Agassii Komplex“ vorgestellt, da die
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geographisch néichstliegenden Populationen (O. laucaensis, O. parinacotensis)

ebenfalls dem ,,Agassii Komplex* angehdren.

Orestias laucaensis (ARRATIA 1982)

Synonyme:

Aussehen:

Keine

Siehe Abbildung 6 und vgl. O. agassii .

Sexuelle Dimorphismen: Siehe O. agassii. Ferner besitzen die Mannchen nach ARRATIA

Biologie:

Verbreitung:

(1982) 52 Chromosomen, die Weibchen 50 oder 51. Der Chromosomensatz
aller iibrigen untersuchten Orestias Arten (LUEKEN 1962) besteht dagegen aus
48 Chromosomen (2n).

Siehe O. agassii.

O. laucaensis ist endemisch im Flusssystem des Rio Lauca (Nordchile). Der
Rio Lauca stellt zusammen mit der Bofedale d'Parinacota (s.u.) ein

zusammenhdngendes hydrographisches System dar (THOMANN 1990).

In dieser Studie beriicksichtigte Populationen: Rio Lauca

Orestias parinacotensis (ARRATIA 1982)

Synonyme:

Aussehen:

Keine

Siehe O. agassii .

Sexuelle Dimorphismen: Siehe O. agassii

Biologie:

Verbreitung:

Siehe O. agassii .

O. parinacotensis ist endemisch in Nordchile (Bofedale d'Pariancota). Die
Bofedale d'Parinacota ist ein von Béchen durchzogenes
Uberschwemmungsgebiet etwa 12 km nordwestlich des Chungarasees, zu dem
es keine Verbindung hat. Es liegt auf 4.300 bis 4.390 Meter iiber NN und wird
aus mindestens 9 Quellen gespeist, die ein netzwerkartiges System aus
kleineren Béchen versorgen. Diese bilden gleichzeitig den Oberlauf des Lauca

Flusses (THOMANN 1990).

In dieser Studie beriicksichtigte Populationen: Typuslokalitdt aus der Bofedale d'Parinacota
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Orestias luteus (CUVIER & VALENCIENNES 1846)

Synonyme:

Aussehen:

O. cypho (FOWLER 1916)

Siehe Abbildung 6. O. luteus wird als eine vergleichsweise groBwiichsige Art
mit einer adulten Totalldnge bis etwa 17 cm beschrieben (TCHERNAVIN 1944,
PARENTI 1984). Die Art ist von gedrungener Gestalt (hochriickig) und zeichnet
sich gegeniiber O. agassii durch einen groBen, breiten Kopf aus (LAUZANNE
1982). Dieser ist insbesondere im Opercularbereich soweit verbreitert, dass
sich hier immer die breiteste Stelle des Korpers befindet. Die Korperbreite fallt
hinter den Operculae und den Brustflossenansitzen stark ab. Ferner ist der
Schwanzstiel besonders kurz und gleichzeitig hoch (TCHERNAVIN 1944). Die
Riickenlinie bildet cranial der Dorsalis eine Art Kiel aus, der besonders bei
dlteren Tieren ausgepragt ist (LAUZANNE 1982). Ungefidhr ab dem dritten
Lebensjahr (LUSSEN 1998) entwickeln sich auf den Kopfschuppen
tuberkelartige Strukturen (TCHERNAVIN 1944, LAUZANNE 1982), die den
Kopfschuppen eine, mit bloBem Auge sichtbar, raue Oberflache verleihen. Die
Tuberkelstruktur dehnt sich mit zunehmendem Alter der Tiere auch auf die
vordere Korperbeschuppung aus. Der Bauch bleibt auch bei adulten Tieren in
weiten Bereichen unbeschuppt. In der Schuppenanlage unterscheidet sich
O. luteus von O. agassii durch die ontogenetische Anlage der
Seitenlinienschuppen (LUSSEN 1998). Ferner sind die Schuppenzahlen in der
Transversalen sowie der Riickenlinie cranial der Dorsalis verringert
(TCHERNAVIN 1944). Die Farbvariationen der Tiere reichen von einheitlich
grauen Tieren iiber Varianten mit gelbem Bauch bis hin zu Tieren mit sehr

dunklen Riickenpartien.

Sexuelle Dimorphismen: Die Geschlechter lassen sich auBerordentlich schwer anhand der

Biologie:

dulleren Morphologie unterscheiden. LAUZANNE (1982) beschreibt fiir die
méinnlichen Tiere kammartige Dornen am Hinterrand der Korperbeschuppung
sowie an den vorderen Strahlen der Analis und Dorsalis sowie den oberen
Strahlen der Pectoralis.

O. luteus wird als benthopelagischer Fisch mit {iberwiegend bodennaher
Lebensweise beschrieben (LAUZANNE 1982). Die Art erndhrt sich nach
LOUBENS (1989) liberwiegend von Pflanzen sowie tierischen Organismen auf

den Pflanzen (Insekten, Amphipoden, Mollusken), nach LAUZANNE (1982,
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Verbreitung:

1992) dagegen vor allem von Mollusken und Zooplankton. Geschlechtsreift ist
O. luteus im ménnlichen Geschlecht ab einer Linge von 7,5 cm, im weiblichen
Geschlecht ab ca. 8,2 cm (LOUBENS & SARMIENTO 1985, LOUBENS 1989).

Im Titicacasee gibt es Referenzen aus Capachica (Peru), Chucuito / Puno
Bucht (Peru), Juliaca (Peru), Calacoto (Peru), Calata (Peru), Villa Cacachi
(Bolivien). Im Lago Pequefio (Bolivien) existieren Referenzen aus Huatajata
(Bolivien), Huancané¢ (Bolivien), Guaqui (Bolivien). AuBerhalb des
Titicacasees kommt O. luteus im Arapasee (nordlich des Titicacasees) sowie

im Lago Umayo vor (westlich der Punobucht).

In dieser Studie beriicksichtigte Populationen: Puno Bucht (Peru), Villa Cacachi (Bolivien).

Orestias tschudii (CASTELNAU 1855)

Synonyme:

Aussehen:

O. owenii (GUNTHER 1866), O. agassizii (GARMAN 1876), O. agassii tschudii
(TCHERNAVIN 1944), O. ortoni (COPE 1876), O. frontosus (COPE 1876).

O. tschudii erreicht eine Totallinge von ca. 20 cm und zdhlt damit zu den
groBwiichsigen Arten innerhalb des Genus (TCHERNAVIN 1944, PARENTI 1984).
Gleichzeitig lésst sich die Art morphologisch auBerordentlich schwer von
O. agassii unterscheiden (TCHERNAVIN 1944, LAUZANNE 1982). Sowohl in der
Korperform als auch in der Farbung gleichen sie O. agassii, haben aber im
Adultzustand meist einen ausgeprigt dunklen bis schwarzen Riicken und einen
hellen Bauch. Weitere Unterschiede im Vergleich zu O. agassii ergeben sich
durch eine erhohte Zahl an Seitenlinienschuppen und Kiemenreusendornen

(TCHERNAVIN 1944).

Sexuelle Dimorphismen: Die Basen der Flossen (Dorsalis, Analis, Pectoralis) und deren

Biologie:
Verbreitung:

Strahlen sind bei médnnlichen Tieren ldnger als bei weiblichen (TCHERNAVIN
1944).

Siehe O. agassii.

Im Titicacasee sind Referenzen aus der Puno Bucht (Peru) sowie der Region
zwischen der Punobucht und Capachica (Peru) bekannt. Im Lago Pequeno gibt
es Fundorte in Guaqui (Bolivien) und Huatajata (Bolivien). Auflerhalb des
Titicacasees kommt O. tschudii in Taraco (Peru, zwischen Titicacasee und

Arapasee) vor.

In dieser Studie beriicksichtigte Populationen: Huatajata / Lago Pequefio (Bolivien).

20



Einleitung

Arten des ,,Cuvieri Komplexes*:

Orestias ispi (LAUZANNE 1981)

Synonyme: Keine

Aussehen:  Siche Abbildung 6. O. ispi ist eine sehr schmale, silbrig graue Orestias Art, die
insbesondere durch ihre geringe Korperhohe und Korperbreite sowie den
diinnen Schwanzstiel charakterisiert wird. Die Art ist neben O. pentlandii die
schlankste Orestias Form (LAUZANNE 1982). Sie verfiigt dariiber hinaus iiber
einen vergleichsweise kleinen Kopf. Adulte Tiere erreichen eine Totallénge
von bis zu 9 cm. Geschlechtsreif wird O. ispi ab ca. 5,5 cm (LOUBENS &
SARMIENTO 1985, LOUBENS 1989). Der Mund ist sehr protraktil, und der 90°
Winkel, den der Unterkiefer mit der Ventrallinie des Korpers bildet, wird als
charakteristisch fiir die Art beschrieben (LAUZANNE 1982). Die Beschuppung
ist weitgehend vollstindig und die Schuppenzahl in der mittleren Langsreihe
im Vergleich zu allen iibrigen hier berticksichtigten Taxa erhoht.

Sexuelle Dimorphismen: Die Ménnchen sind kleiner als die Weibchen und besitzen gut
sichtbare kammartige Zahnchen auf den Schuppen und den Flossenstrahlen
(LAUZANNE 1982).

Biologie: 0. ispi wird als vorwiegend pelagische Art beschrieben (LAUZANNE 1982,
1992), die sich iiberwiegend von Zooplankton erndhrt (LOUBENS 1989).

Verbreitung: Die Art ist endemisch im Titicacasee (Peru / Bolivien). Innerhalb des Sees sind
Referenzen aus der Punobucht (Peru), der vorgelagerten Isla Taquile, der
Copacabana (Peru) sowie der Strafle von Tiquina (Peru / Bolivien) bekannt.

In dieser Studie beriicksichtigte Populationen: Punobucht und Copacabana (Straf3e von

Tiquina).

Ein Vergleich der Artbeschreibungen der in dieser Arbeit beriicksichtigten Species belegt die
notorischen Schwierigkeiten, anhand allgemeiner Merkmale der &uBeren Gestalt Arten
innerhalb des Genus Orestias zweifelsfrei zu identifizieren. Diese Schwierigkeiten wachsen
unproportional mit abnehmender Individuengroe und fiihren bei Jungfischbestimmungen
dazu, dass nicht einmal O. luteus und O. agassii klar voneinander unterschieden werden
konnen. Auf etwaige morphologische Identifizierungsmdglichkeiten der oben angesprochenen

Arten anhand der wesentlichen systematischen Beitrdge (TCHERNAVIN 1944,
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LAUZANNE 1982, PARENTI 1984, THOMANN 1990, MULLER 1993) wird im Disskussionsteil
ndher einzugehen sein. Von den in dieser Arbeit untersuchten Taxa waren Tchernavin
allerdings nur O. agassii, O. tschudii und O. luteus bekannt. O. parinacotensis konnte in der
Arbeit von Lauzanne nicht berticksichtigt werden, und weder Parenti noch Lauzanne kannten
die erst 1986 von Vila und Pinto beschriebene Art O. chungarensis.

Im folgenden Abschnitt sollen, im Hinblick auf die Zielsetzung der vorliegenden
Arbeit, Hypothesen zu intra- und intergenerischen phylogenetischen Beziehungen der
Orestiini anhand der wesentlichen Literaturbeitrage (PARENTI 1984, THOMANN 1990, PARKER

& KORNFIELD 1995, PARKER 1997, COSTA 1997) erortert werden.

1.3.2 Intra- und intergenerische phylogenetische Beziehungen der Orestiini

Die aktuelle Taxonomie und Systematik, insbesondere die Darstellung der intragererischen
Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb des Genus Orestias basieren fast ausschlieBlich auf
morphologischen Analysen (TCHERNAVIN 1944, LAUZANNE 1982, PARENTI 1984) und sind bis
dato nicht abschlieBend und zweifelsfrei geklart. Die fiir die vorliegende Arbeit wichtigste
Revision der Gattung Orestias durch PARENTI (1984) stellt nicht nur die wesentliche,
international anerkannte Arbeit zur Taxonomie, Systematik und Phylogenie der Orestiini dar,
sondern ist gleichzeitig die wohl umstrittenste Arbeit zu diesem Themenkomplex (MULLER
1993, VILLWOCK et al. 2000). Sie enthélt neben der Beschreibung von 43 Arten, unter ihnen
14 neu beschriebene Taxa, auch die Formulierung von vier Artenkomplexen (Tablelle 1): Der
»Cuvieri Komplex* enthilt vier Arten; Der ,Mulleri Komplex* enthdlt fiinf Arten; Der
,»Qilsoni Komplex* besteht aus zehn Arten und letztlich, der ,,Agassii Komplex*, der sich im
ganzen aus 24 Arten zusammensetzt. Diese Artenkomplexe, die ausschlieBlich durch
morphologische Synapomorphien begriindet werden, stellen monophyletische Einheiten
innerhalb des Genus Orestias dar und dienen der Beschreibung der intragenerischen
Beziehungen (siehe Abbildung 7a).

Alle Arten des ,,Cuvieri Komplexes®, des ,,Mulleri Komplexes* sowie des ,,Gilsoni
Komplexes* kommen endemisch im Titicacasee vor, wihrend der ,,Agassii Komplex“ auch
Arten enthilt, die sowohl im Titicacasee als auch in kleineren peruanischen und chilenischen
Gewissern beheimatet sind. Bis auf O. ispi (,,Cuvieri Komplex*) gehdren alle in dieser Arbeit
beriicksichtigten Taxa dem ,,Agassii Komplex® an. Dies betrifft die Populationen von

O. agassii aus den Titicacassee und Chile, die chilenischen Arten O. chungarensis,
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Tabelle 1

Auflistung aller nach Parenti (1984) bekannten
Orestias Arten nach deren Zugehorigkeit zu

Artenkomplexen ("species complex"). Die in

der vorliegenden Studie

sind markiert (¥).

Artenkomplex

Art

Agassii Komplex

Cuvieri Komplex

Gilsoni Komplex

Mulleri Komplex

O. agassii *
O. ascotanensis *
O. albus

O. ctenolebias
0. elegans

O. empyraeus
O. farfani

O. frontosus
O. gymnotus
O. hardini

O. jussiei

O. laucaensis *
O. luteus *

O. multiporis
O. mundus

O. olivaceus
O. parinacotensis *
O. polonorum
O. puni

O. richersoni
O. rotundipinnis
O. silustani

O. tschudii *
O. ututo

O. cuvieri

O. forgeti

O. ispi *

O. pentlandii
O. gilsoni

O. imarpe

O. minimus

O. minutus

O. mooni

O. robustus
O. taquiri

O. tchernavini
O. tomcooni
O. uruni

O. crawfordii
O. gracilis

O. incae

O. mulleri

O. tutini

0. parinacotensis, 0. laucaensis,
O. ascotanensis sowie die Arten O. tschudii
und O. luteus aus
dem Titicacasee. Die Monophylie des
»Agassii Komplexes* begriindet Parenti mit
drei  Synapomorphien. Diese sind in
Abbildung 7a mit den Markierungen 41, 42
und 43 gekennzeichnet und betreffen neben
vorgroferten Schuppen auf dem Kopf und
der Riickenlinie insbesondere die
vergroferten Schuppen direkt hinter dem
Pektoralflossenansatz. Dieses Merkmal, von
ihr als ,lateral shield bezeichnet, variiert
innerhalb der Gruppe stark. Daneben ist fiir
alle Taxa des ,,Agassii Komplexes* ein hoher
Schwanzstiel charakteristisch. Die Arten des
»Agassii Komplexes® nehmen nach Parenti
eine basale Stellung innerhalb des Genus ein
und sind néchstverwandt mit Arten des
,»Gilsoni Komplexes®.

Die Arten 0. agassii,
O.  chungarensis, O.  parinacotensis,
O. laucaensis, O. ascotanensis, O. tschudii
und O. luteus werden aufgrund von weiteren
morphologischen  Synapomorphien  und
Beschuppungsmerkmalen unterschiedlichen
monophyletischen Gruppierungen innerhalb
des ,,Agassii Komplexes* zugeordnet. Wie
Abbildung 7b zeigt, sind die Arten aus den
kleineren isolierten chilenischen Gewiéssern,

z.B. O. parinacotensis, O. laucaensis und

O. ascotanensis systematisch von O. agassii

und O. tschudii getrennt. O. agassii und O. tschudii werden mit O. [uteus in eine eigene

monophyletischen Gruppierung gestellt. Diese Gruppierung wird von Parenti durch den
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Besitz verdickter und vergroferter Kopf und Korperseitenschuppen sowie verdickter vorderer
Rippen begriindet (siche Abbildung 7b, Markierung 109 und 110). Innerhalb dieser Einheit
stehen sich O. luteus und O. agassii aufgrund einer Synapomophie beziiglich ihrer

Korperhdhe (Markierung 115) ndher als O. agassii und O. tschudii.

Abbildung 7

Darstellung der Systematik innerhalb des Genus Orestias nach Parenti (1984). Synapomorphe Merkmale
sind schwarz markiert, symplesiomorphe Merkmale weif3. Die Zahlen an den Merkmalen korrespondieren
mit denen der Originalarbeit (Parenti 1984) und sind partiell im Text zur vorliegenden Arbeit erklért.

A: Darstellung der Beziehungen zwischen den einzelnen Artenkomplexen.

B: Darstellung der Beziehungen zwischen den Arten innerhalb des Agassii Komplexes.

Die in der vorliegenden Arbeit beriicksichtigten Taxa sind markiert (*)
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Die Revision PARENTIS (1984) wurde in Bezug auf die hohe darin enthaltene Anzahl
neu beschriebener Arten und in Bezug auf die aufgestellten taxonomischen Gruppierungen
mehrfach angezweifelt (MULLER 1993, VILLWOCK & SIENKNECHT 1996, VILLWOCK et al.
2000). Auch PARKER & KORNFIELD (1995) und PARKER (1997) kommen hinsichtlich der
intragenerischen Verwandtschaftsverhiltnisse zu Ergebnissen, die Parentis Hypothesen
deutlich widersprechen. PARKER & KORNFIELD (1995) und PARKER (1997) finden enge
Beziehungen zwischen O. luteus und O. ispi. Beide Arten bilden eine Gruppierung, die
O. agassii gegeniibersteht. Insbesondere die von Parenti dargestellte Positionierung von
O. luteus relativ zu O. ispi und O. agassii erscheint daher duBlerst zweifelhaft. Die Arbeiten
von Parker und Kornfield beriicksichtigen allerdings ausschlieBlich O. luteus, O. ispi und
O. agassii. Es existieren bislang keine weiteren Arbeiten, die die Stellung aller oben
dargestellten Gruppierungen ndher untersuchen. Die einzig bislang bekannte Arbeit zu
Verwandtschaftsbeziehungen der chilenischen Orestias Arten (O. agassii, O. chungarensis,
O. parinacotensis, O. laucaensis, O. ascotanensis) ist die von THOMANN (1990) angefertigte
Dissertationsschrift. Thomann gibt darin allerdings zwei unterschiedliche Beschreibungen der
Beziehungen der drei chilenischen Arten O. chungarensis, O. laucaensis und
O. parinacotensis an, die auf Allozymmusteranalysen einerseits und mophologischen
Analysen andererseits beruhen (Abbildung 8a und 8b). Aufgrund dieser
Widerspriichlichkeiten miissen die intragenerischen Verwandtschaftsbeziehungen folglich

auch weiterhin als bei weitem nicht abschlieBend geklért bezeichnet werden.

Abbildung 8

Darstellung der verwandtschaftlichen Beziehungen chilensicher Orestias Taxa nach
Thomann (1990). A: Genetische Beziehungen aufgrund von
Allozymmusteranalysen. B: Darstellung der Beziechungen aufgrund von
morphologischen Analysen.

A

O. chungarensis
M | O. laucaensis
O. parinacotensis

B O. chungarensis
O. parinacotensis

I 0. laucaensis )

— e 0. ascotanensis

0. agassii
(Salar d'Huasco)
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Weitestgehend ungekért sind aulerdem die phylogenetischen Beziehungen des Genus
Orestias auf hoherer taxonomischer Ebene. Dementsprechend existieren bislang lediglich
Hypothesen  iiber den  Ursprung und  die  nichsten  phylogenetischen
Verwandtschaftsbeziehungen zu anderen Cyprinodontidengattungen. Als ndchstverwandte
rezente Zahnkarpfengattungen werden die nord- und siidamerikanischen Gattungen Fundulus
(VALENCIENNES 1839, CUVIER & VALENCIENNES 1846, GARMAN 1895, REGAN 1911,
MILLER 1948), Empetrichthys (JORDAN & EVERMANN 1896, PELLEGRIN 1906, EIGENMANN
1920) und Cynolebias (FOSTER 1967), sowie die mediterranen Gattungen Aphanius und
Kosswichthys (PARENTI 1981, 1984, PARKER & KORNFIELD 1995, PARKER 1997) diskutiert.
Abbildung 9 Die von PARENTI (1981, 1984)

Darstellung groBsystematischen Verwandtschaftsverhlitnisse vorgestellte ~ Hypothese zu  den
des Genus Orestias innerhalb der Cyprinodontinae aus
Parenti (1984). Synapomorphe Merkmale sind schwarz
markiert, symplesiomqrphe Merkmgle weil. Schvga.rz—weiﬁe Gattung Orestias ist in Abbildung 9
Merkmale (20, 21) sind nicht bei allen Angehdrigen der

terminalen Taxa vorhanden. Die Zahlen an den Merkmalen dagestellt. Innerhalb der Unterfamilie
korrespondieren mit denen der Originalarbeit (Parenti 1984)

und sind partiell im Text zur vorliegenden Arbeit erklart. ~ Cyprinodontinae fasst Parenti die
Von den zwei Gruppierungen innerhalb der Gattung . .
Aphanius ~ steht eine  (“Aphanius®) den  Gattungen mediterranen Gattungen Aphanius und

Kosswigichthys und Orestias nahe.

intergenerischen  Beziehungen der

Kosswigichthys sowie die Gattung

Orestias zu den Orestiini zusammen.

£ IS
m ;g] ig 9 _g Die Monophylie der Orestiini wird
% % _E:E_ _E:E_ 'g durch ein synapomorphes Merkmal die
S X < < S Auspragung eines Prozessus auf dem
26 Dentale betreffend begriindet
(Abbilung 9, Markierung 6). Innerhalb
0 5 @21 der Orestiini stehen sich Orestias und
$ t——%——ﬂ—_—%_-——;:zg Kosswigichthys  nahe.  Gleichzeitig
E E; J[’D %f 1:; findet Parenti innerhalb der Gattung
i ) v E_ :i Aphanius Arten (z.B. A. mento), die
; ! i 5 12 den Gattungen Orestias und
g. l g Kosswigichthys aufgrund von fiinf
_% 99 synapomorphen  Merkmalen  ndher
3 33 stehen als den {ibrigen Aphanius Arten
® (Abbildung 9, Charaktere 7-11). Diese
h__q'i Gruppierung ist in Abbildung 9
Ef‘; gekennzeichnet. Den Orestiini stehen
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die Cyprinodontini gegeniiber, die von den nord- und zentralamerikanischen Gattungen
Cyprinodon, Jordanella, Cualac, Floridichthys und Megupsilon gebildet werden. Diese
phylogenetische Hypothese wird auch durch PARKER & KORNFIELD (1995) und PARKER
(1997) gestiitzt. Im Gegensatz dazu steht die von COSTA (1997) vorgestellte Hypothese,
wonach  sowohl die nord- und zentralamerikanischen Cyprinodontidae (z.B. Gattung
Cypronodon) als auch die mediterranen Cyprinodontidae (z.B. Gattung Aphanius) in einem
gleichberechtigten Schwestergruppenverhéltnis zur Gattung Orestias stehen. Diesen jiingsten
Interpretationen zufolge bilden die Orestias also eine Schwestergruppe zu den auf die
nordliche Hemisphere der alten- und neuen Welt beschrinkten Cyprinodontini (siche

Abbildung 10).

Abbildung 10

Darstellung der grofisystematischen Verwandtschaftsverhldtnisse des Genus Oresfias nach
Costa (19977, A Mediterrane Aphanding, B: Nord wnd zentralam erikandsche Cyprinodonting;
' sitdam erikard sche Orestiird.

Auch die intergenerischen Verwandtschaftsbeziehungen der Gattung Orestias miissen
folglich als weitgehend ungeklirt bezeichnet werden. Im folgenden Abschnitt werden
diejenigen Methoden zur Untersuchung derartiger Beziehungsgefiige vorgestellt, die fiir die

vorliegende Arbeit von zentraler Bedeutung sind.
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1.4  Alternative und erginzende Methoden zur Analyse

phylogenetischer Beziehungen

Die Untersuchungen zur Systematik und die Phylogenie neotropischer Fische und
insbesondere der hier beriicksichtigten Taxa stiitzen sich, wie oben dargestellt, vorwiegend
auf morphologische Untersuchungen (TCHERNAVIN 1944, PARENTI 1984, NELSON 1994;
STIASSNY et al. 1996). Morphologische Methoden haben jedoch vielfach fiir eine exakte
Identifizierung von Individuen nahe verwandter Taxa oft nur eine unzureichende
Aussagekraft. Diese flihrt dazu, dass eine Artidentifizierung insbesondere juveniler
Individuen fast unmoglich wird. Dariiber hinaus sind morphologische Merkmale in ihrer
Auspriagung von duferen- und ontogenetischen Faktoren abhidngig und nicht ohne weitere
Kenntnisse dieser Abhédngigkeiten interpretierbar. Die Beurteilung der Ausprigung
morphologischer Merkmale ist daher im Detail hédufig schwierig (TCHERNAVIN 1944,
PARENTI 1984, MULLER 1993, LUSSEN 1998, VILLWOCK et al. 2000).

Gleichzeitig stehen eine Reihe alternativer und erginzender Methoden zur Analyse
systematischer und phylogenetischer Beziehungen zur Verfiigung, die diese Nachteile nicht
aufweisen. Insbesondere im Zusammenhang mit der Analyse von DNA und ihren
Primérprodukten (Proteinen) konnten in den vergangenen 20 Jahren eine Vielzahl
populationsgenetischer Methoden entwickelt werden, die es heute erlauben, Individuen,
Populationen und hohere Taxa biochemisch und molekularbiologisch zu charakterisieren.
Diese Methoden basieren auf der Untersuchung von Haufigkeitsverteilungen genetischer
Varianten (Polymorphismen) innerhalb von Populationen und liefern so vielfach ein
hochauflosendes, verbessertes Werkzeug fiir die Artdiagnose und die Untersuchung
verwandtschaftlicher Beziehungen.

Eine dieser Moglichkeiten ist die Analyse von Enzymvariationen intrazelluldrer
Proteine, die aus Gewebeextrakten gewonnen werden konnen. Derartige Allozymmuster-
untersuchungen, einschlieflich der Analyse von hitzebestindigen calciumbindenden
Proteinkomponenten (Parvalbuminen), zeigen bei vielen Teleosteern taxonspezifische Muster
(MCANDREW & MAJUMDAR 1983, WHITMORE 1986, REHBEIN & VAN LESSEN 1989,
POUYAUD & AGNESE 1995, FALK et al. 2000). Sie zdhlen deshalb heute auch bei der
Untersuchung zahlreicher Cyprinodontidentaxa (z.B. Oryzias, Aphanius, Cyprinodon) zu den
populationsgenetischen Standardmethoden, mit deren Hilfe eine Abschitzung der

intraspezifischen genetischen Variabilitdit moglich ist und Aussagen {liber artcharakteristische
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Unterschiede und verwandtschaftliche Beziehungen formuliert werden kdnnen (SAKAIZUMI
1985, ECHELLE & ECHELLE 1993, 1993b, MALTAGLIATI 1998c, 1999).

Neben spezifischen enzymatischen Nachweisen haben sich weiterhin insbesondere
Untersuchungen an Himoglobinen und monomeren Globinketten als taxonomisch
auBBerordentlich wertvoll und phylogenetisch hochinformativ erwiesen. Die Komponenten der
roten Blutfarbstoffe der meisten modernen Knochenfische zeichnen sich durch ein hohes Mal3
an Komplexitit und Spezifitit aus. Untersuchungen an Hémoglobinen neotropischer
Teleostei, zeigten dariiber hinaus, trotz der bekannten Funktionalitit der Blutfarbstoffe, eine
bemerkenswerte Unabhéigigkeit der Merkmalsauspragungen von duleren Faktoren (FYHN et
al. 1979, PEREZ & RYLANDER 1985, VAL et al. 1987). Infolgedessen findet man selbst bei
sehr nahe verwandten Arten, die in unterschiedlichen Lebensrdumen vorkommen, hdufig
spezifische Hdmoglobin und Globinkettenspektren (FALK et al. 1998a, 1998b). Sowohl auf
der Ebene von Populationen als auch auf hdoherer taxonomischer Ebene haben
Untersuchungen zur Variabilitit von Hamoglobinen und monomeren Globinketten deshalb
einen wesentlichen Anteil an der Identifizierung taxonspezifischer genetischer Marker sowie
der Aufklarung bislang unbekannter verwandtschaftlicher Beziehungen (FALK et al. 1999).

Mit der Entwicklung geeigneter molekularbiologischer Methoden, insbesondere der
PCR Technik und der Sequenzierung von DNA Fragmenten, gewannen diese neben
biochemischen Methoden an Bedeutung fiir die Analyse systematischer und
evolutionsbiologischer Fragestellungen (MEYER 1994, HILLIS ef al. 1996, STEPIEN & KOCHER
1997). Molekularbiologische Untersuchungen an mitochondrialer DNA beispielsweise zéhlen
heute zu den wichtigsten Methoden zur Analyse intra- und intergenerischer phylogenetischer
Beziehungen (WILSON et. al. 1985, AVISE 1994, SIMON et al. 1994) und stellen dariiber hinaus
das wesentliche Instrument zur Studie phylogeographischer Verbreitungsmuster dar (AVISE et
al. 1987, NIELSEN et al. 1997, BIRMINGHAM et al. 1997, FABER & STEPIEN 1997, AVISE 2000,
FALK et al. im Druck). Einige Sequenzabschnitte der mitochondrialen DNA (z.B. das
Cytochrom-b Gen) eignen sich dabei insbesondere fiir die Analyse divergenter Gruppen auf
hoherrangiger systematischer Ebene (HILLIS & DIXON 1991), hypervariabele Bereiche (z.B.
die mitochondriale Kontrollregion) werden dagegen regelhaft zur Analyse sehr nahe
verwandter systematischer Gruppierungen herangezogen (FABER & STEPIEN 1997, FALK ef al.
im Druck). Die zentrale Bedeutung mitochondrialer DNA Analysen fiir die Aufklarung
intragenerischer Beziehungen und phylogeographischer Verbreitungsmuster innerhalb
einzelner Cyprinodontidengattungen unterstreichen eine Reihe aktueller Studien. Dies sind

insbesondere die an der siidamerikanische Gattungen Rivulus durchgefiihrten Arbeiten von
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MURPHY & COLLIER (1996) und MURPHY et al. (1999), die Studien zu den Artenkomplexen
der nordamerikanischen Gattung Cyprinodon (ECHELLE & DOWLING 1992, ECHELLE et al.
2000) sowie die jiingsten Verdffentlichungen zu den Artenkomplexen der mediterranen
Gattung Aphanius (HRBEK et al. 2002, HRBEK & MEYER 2003). AuBlerdem belegen die
wenigen  verfligbaren Arbeiten zu  Verwandtschaftsverhdltnissen zwischen den
Cyprinodontidengenera den Wert derartiger - und die Notwendigkeit weiterer - Analysen fiir
die Aufklirung bislang ungeklirter phylogenetischer Beziehungen auf hdéherem
taxonomischem Niveau (PARKER & KORNFIELD 1995, MURPHY & COLLIER 1997, MURPHY et
al. 1999).

1.5  Zielsetzung fiir die vorliegende Studie

Die Taxonomie und Systematik innerhalb der Gattung Orestias ist, wie oben dargestellt, bei
weitem nicht abschlieBend gekldrt. Molekulare Studien zu den in der vorliegenden Arbeit
beriicksichtigten Taxa fehlen bislang vollig, und weitere genetische Informationen sind nur
vereinzelt vorhanden (THOMANN 1990). Dariiber hinaus sind nur liickenhafte Informationen
zur Systematik der Gruppe auf hoherer Ebene verfligbar (PARKER & KORNFIELD 1995,
PARKER 1997, MURPHY & COLLIER 1997, MURPHY et al. 1999, HRBEK & LARSON 1999). Aus

dieser mangelhaften Informationslage bezieht die vorliegende Arbeit ihre Zielsetzung.

1. Es sollen Identifizierungsmoglichkeiten fiir die morphologisch  schwer
differenzierbaren chilenischen Orestias Arten des ,,Agassii Komplexes™ gefunden
werden. Zu diesem Zweck wurden hochauflosende statistische Analysen
morphologischer Daten  (Diskriminanzanalysen, = Hauptkomponentenanalysen),
biochemische = Untersuchungen = (Hamoglobin- und  Globinkettenanalysen,
Parvalbumin- und Allozymmusteranalysen) und molekularbiologische Analysen
(mtDNA-Sequenzierungen) eingesetzt.

2. Intragenerische verwandtschaftliche Beziehungen der hier beriicksichtigten Taxa
sollen mit biochemischen und molekularbiologischen Methoden (insbesondere
Kontrollregions-Sequenzierungen) analysiert werden.

3. Die Gesamtuntersuchung vervollstindigend sollen mittels molekularbiologischer
Analysen (Cytochrom-b Sequenzierungen) phylogenetische Beziehungen des Genus

Orestias zu potentiell ndchstverwandten Cyprinodontiden aufgezeigt werden.
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2. Material & Methoden

2.1 Herkunft, Héilterung und

Nachzucht der untersuchten Arten

Material 11 unterschiedlicher Orestias
Populationen aus Peru, Bolivien und
Chile wurde zwischen 1991 und 1995
gesammelt (Abbildung 11). Die
Herkunft der Populationen und die
Anzahl der untersuchten Individuen
sind in Tabelle 2 angegeben. Die
Artbestimmung wurde nach PARENTI
(1984) vorgenommen. Ein Teil des
Materials wurde direkt nach dem Fang
fixiert, oder in gefrorenem Zustand
nach Hamburg transportiert. Die
Lagerung erfolgte zwischen —70°C und
—-30°C. Lebendmaterial wurde ebenso
nach Hamburg exportiert und in der
Aquariennanlage des Zoologischen
Instituts und Zoologischen Museums
nach Populationen getrennt gehéltert.
Die Tiere wurden entsprechend den
Bedingungen in ihren

Heimatgewdssern bei Temperaturen

Abbildung 11

Herkunft der untersuchten Arten und Populationen. Die
Nummerierung der Probenorte (1-11) korrespondiert mit den in
Tabelle 2 angegebenen Lokalitéten.

Bolivien

\
x%

ofe%ale d'Parinacota
{VwLag_o Chungara
5%

Iquique

Chile

Pazifik |
Salar d'Ascotan !

um ca. 13°C (+/- 3°C) in Glas- oder Acrylglasaquarien gehalten. Das Aquarienwasser wurde

tiber Kies-Aktivkohle gefiltert und zusitzlich beliiftet. Salz wurde zeitweilig bis zu einer

Konzentration von etwa 5%o zugesetzt. Durch regelmifige Kontrolle der Pflanzenbesténde in

den Aquarien konnten FEier per Hand ausgelesen werden. Auf diese Weise wurden

Nachzuchten ermoglicht, die teilweise in die Analysen integriert wurden.
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Tabelle 2

Anzahl und Herlunft der untersuchten Idividuen Die Nummerierung der Probenorte korrespondiert mit den in Abbildung 11 angegebenen Lokalitaten.

Allozymmuster- Cyt-b Kontrollregions

Parvalbumin-

Himoglobin
&

Probenort Morphologie

P opulation/L okalitat

At

g
¥
.g =
=
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8
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g
= §
g B
13"
o
=
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Punobtucht, L Titicaca Peru
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13
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O fschnadii
Q. htews
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34
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[ I = g B

Villa Cacachi, L. Titicaca, Bolivien
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O isp
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22

41
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gesamt
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2.2 Betaubung und

Fixierung des

Lebendmaterials
Die Fixierung des
Lebendmaterials erfolgte

durch Einfrieren (-70°C) nach
vorheriger Betdubung (MS
222 / 3-Aminobenzoic acid
ethyl estermethanesulfonate /
CoH;;NO,-CH4SO;5 der Firma
Serva, Heidelberg). Fiir die
morphometrische und
meristische Analyse wurden
sowohl alle verfiigbaren
Wildfangtiere der jeweiligen
Taxa als auch Nachzuchten
verwendet, wobei der Anteil
an nachgeziichteten Tieren
bewusst moglichst gering
gehalten wurde. Dasgleiche
gilt fiir die biochemischen
Analysen. Fiir die

molekularbiologischen

Untersuchungen wurden
ausschlieBlich Wildfange
verwendet
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2.3  Morphologische Untersuchungen

Die morphologischen Untersuchungen bestanden in der einer Erhebung morphometrischer
und meristischer Datensédtze sowie deren anschlieBender Auswertung mit Hilfe der
deskriptiven univariaten Statistik (Varianzanalyse, ANOVA; Kolmogorov Smirnov Test auf
Normalverteilung; Korrelationsanalyse). Ferner wurden die Daten mittels zweier Methoden
der multivariaten Statistik analysiert. Diese Analysen bestanden zum einen in einer
Diskriminanzanalyse und zum anderen in einer Hauptkomponentenanalyse.

DreiunddreiBlig morphometrische Messungen (Abbildung 12) und neun meristische
Zihlungen (Abbildung 13) wurden an insgesamt 151 Individuen aus zehn Populationen, die
acht Arten reprisentieren, vorgenommen (Tabelle 2). Die Messdaten sind in Tabelle A1, die
Mittelwerte der Messungen fiir die einzelnen Populationen sowie die Standardabweichungen
in Tabelle A2 im Anhang zu dieser Studie angegeben. Die Auswahl der erhobenen Daten
orientierte sich an den in der systematischen Literatur verwendeten Merkmalen (TCHERNAVIN
1944, LAUZANNE 1981, PARENTI 1984). Malle, die von den Autoren in unterschiedlicher
Weise genommen wurden, sind gesondert gekennzeichnet. Folgende Messungen und

Zihlungen wurden an jedem Individuum vorgenommen:

Morphometrische Mafe:

1. Totalléinge / TL: Gemessen vom Vorderende des Oberkiefers bei zugeklapptem Maul
zu den mittleren Flossenstrahlen der Caudalflosse.

2. Standardlinge / SL: Gemessen vom Vorderende des Oberkiefers zum distalen Ende
der letzten Schuppen auf dem Schwanzstiel.

3. Korperhohe sensu TCHERNAVIN (1944) / KH(Tch): Gemessen vom Ventrum zur
Riickenline auf Hohe der Mitte der angelegten Pectoralflosse. Von Tchernavin selbst
als fehlerbehaftetes Mall beurteilt, da Fixierungsartefakte und Hungerzustinde das

Maf stark verandern konnen.

4. Korperhohe sensu PARENTI (1984) / KH(Par): Gemessen am Hinterende des
Operculums.
5. Kopflinge sensu TCHERNAVIN (1944) / KL(Tch): Gemessen vom Vorderende des

Oberkiefers zum Hinterende des Operculums in direkter Linie, wobei der hdutige

Ursprung des Operculums nicht mit gemessen wird.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

Kopfliinge sensu LAUZANNE (1982) / KL(Lau): Gemessen vom Vorderende des
Oberkiefers zum Hinterende des Operculums unter Einschluss des hiutigen Ursprungs
des Operculums.

Kopflinge sensu PARENTI 1984 / KL(Par): Gemessen von der Spitze des
Unterkiefers zum Hinterrand des Operculums.

Vorderer Riickenbereich / VR: Gemessen vom Vorderende des Oberkiefers zur
Basis des ersten Flossenstrahls der Dorsalis.

Linge des Schwanzstiels sensu TCHERNAVIN (1944) / LSchSt(Tch): Gemessen auf
der ventralen Mittelline des Schwanzstiels von der hinteren Basis der Analflosse zum
Hinterende der letzten Schuppen auf dem Schwanzstiel, auch wenn diese schon auf der
Caudalflosse liegen.

Ventrale Schwanzstielliinge sensu LAUZANNE (1982) / LSchSt(Lau): Gemessen von
der Basis des letzten Analflossenstrahls zur letzten Schuppe auf dem Schwanzstiel, die
Schuppen auf der Caudalis werden nicht mitgemessen.

Dorsale Schwanzstielléinge sensu LAUZANNE (1982) / DSchSt(Lau): Gemessen von
der Basis des letzten Dorsalflossenstrahls zur letzten Schuppe auf dem Schwanzstiel,
nicht mitgemessen Schuppen auf der Caudalis.

Hohe des Schwanzstiels sensu TCHERNAVIN (1944) / HSchSt(Tch): Gemessen
unmittelbar an der Basis der ersten Flossenstrahlen der Caudalflosse von ventral nach
dorsal.

Hohe des Schwanzstiels sensu LAUZANNE (1982) / HSchSt(Lau): Vertikal gemessen
auf Hohe der Mitte des Schwanzstiels.

Korperbreite sensu TCHERNAVIN (1944) / KB(Tch): Gemessen durch den Korper in
Hohe der Basis der Pectoralflossen.

Korperbreite sensu LAUZANNE (1982) / KB(Lau): Von dorsal horizontal auf Hohe
der Mitte der Pectorale gemessen.

Kopfbreite sensu TCHERNAVIN (1944) / KoB(Tch): Gemessen durch den Korper von
der rechten zur linken Operculummitte.

Kopfbreite sensu LAUZANNE (1982) / KoB(Lau): Gemessen horizontal von dorsal
direkt hinter dem Operculum.

Augendurchmesser / AD: Gemessen in Langsrichtung zur Korperausdehnung.
Maulléinge/Praeorbitaldistanz sensu TCHERNAVIN (1944) / ML(Tch): Gemessen
vom Vorderrand des Oberkiefers, der nicht vorgestreckt ist, zum Vorderrand der

Orbita auf direkter Linie, also nicht in Korperlangsrichtung.
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20.

21.

22,
23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Maulléinge sensu LAUZANNE (1982) / ML(Lau): Gemessen von der

Maulspitze (Oberkiefer) zur Schnittlinie zwischen den Pupillenmittelpunkten.
Maullinge/Praeorbitaldistanz sensu PARENTI (1984) / ML(Par): Gemessen von der
Spitze des Unterkiefers zum Vorderrand der Orbita.

Maulhéhe / MH: Gemessen von lateral unmittelbar vor der Orbita.

Postorbitalraum / PO: Gemessen vom Hinterrand der Orbita auf direkter Linie zum
Hinterrand des Operculums.

Interorbitalraum / Augenabstand / I0: Gemessen von dorsal iiber dem Frontale auf
Hohe der Augenmittelpunkte von einer Seite zur anderen, wobei die Augépfel selbst
nicht in das Mal} eingehen, selbst wenn sie {iber den Kopf hinaus stehen.
Maulspaltenbreite / MB: Gemessen horizontal von einem Maulwinkel zum anderen.
Flossenbasis linge der Dorsal - und Analflosse / FLBDor / FLBAn: Gemessen vom
vordersten zum hintersten Flossenstrahl an der Basis der jeweiligen Flosse.
Flossenstrahlliinge der Dorsalis / FLStDor: Gemessen von der Basis des vordersten
Flossenstrahls der Dorsalis bis zur Spitze des lingsten Flossenstrahls bei angelegter
Flosse.

Flossenstrahllinge der Analis / FLStAn: Gemessen von der Basis des vordersten
Flossenstrahls der Analis bis zur Spitze des lidngsten Flossenstrahls bei angelegter
Flosse.

Flossenstrahllinge der Pectoralis / FLStPec: Gemessen von der Basis des obersten
Flossenstrahls der Pectoralis zur Spitze des ldngsten Flossenstrahls.
Flossenstrahlliinge der Caudalis / FLStCau: Gemessen vom distalen Ende des
langsten Flossenstrahls zum Schwanzstielansatz auf der Hohe der Mitte der
Caudalflosse.

Opercularspaltenlinge / OpSp: Gemessen vom cranialen zum distalen Ende der
Opercularspalte bei geéffnetem Operculum.

Bauchliinge / BL: Gemessen von der Spitze des Oberkiefers zur Basis des ersten
Flossenstrahls der Analis.

Pectoralabstand / PecAb: Gemessen von der Spitze des Oberkiefers zur Basis des

obersten Flossenstrahls der Pectoralis.
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Abbildung 12

Darstellung der 32 morphometrischen Messungen,

vorgenommen wurden. Die Auswahl
systematischen Literatur (Tchernavin 1944, Lauzanne 1981, Parenti 1984). Die

Abkiirzungen der Mafle sind im Text erldutert. Abbildung a Lateralsicht, b Dorsalsicht,
¢ Ventralsicht, d Kopf Frontalsicht, e Kopf Lateralsicht.
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Abbildung 13

Darstellung der 9 meristischen Zdhlungen, die am Orestias Material vorgenommen
wurden. Die Auswahl der Charakteristika orientiert sich an der systematischen Literatur
(Tchernavin 1944, Lauzanne 1981, Parenti 1984). Die Abkiirzungen der Malle sind im
Text erlautert. Abbildung a Lateralsicht, b Dorsalsicht.

FLSt Do

FLSt Cau

FLSt An

Meristische Daten:

L %L 2

Schuppen in der mittleren Lingsreihe / SchMLR: Gezéhlt werden Schuppen vom
Hinterende des Operculums zum Hinterende des Schwanzstiels, wobei die Schuppen
auf der Basis der Caudalis nicht mitgezahlt werden.
Schuppen vom Hinterende der Orbita zum Hinterende des Operculums / SchHoHo
Schuppenreihen auf der Caudalis / SchCau
Schuppenzahl auf der Riickenlinie / RL: Gezihlt werden Schuppen vor der Dorsalis
in Kopfrichtung bis zum Occiput, wo sich die beiden Supaorbitalkanéle treffen.
Schuppenzahl in der Transversalen./ TR: Gezdhlt werden die Schuppenreihen von
der cranialen Basis der Analis zur cranialen Basis der Dorsalis.
Flossenstrahlenzahl der Dorsalis / FLStDor
Flossenstrahlenzahl der Analis / FLStAn
Flossenstrahlenzahl der Pectoralis / FLStPec
Flossenstrahlenzahl der Caudalis / FLStCau
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In einem ersten beschreibenden Schritt wurde die Verteilung der Gro3enklassen sowie
der prozentuale Anteil der Populationen am Gesamtmaterial dargestellt. Anschlieend
wurden die Messungen hinsichtlich ihrer Normalverteilung getestet (Kolmorgorov Smirnov
Test) und die Abhédngigkeit der einzelnen Variablen von der GroB3e der Tiere (Standardlange)
im Rahmen einer Korrelationsanalyse untersucht. In einem zweiten Schritt wurde eine
Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Ziel durchgefiihrt Sexualdimorphismen innerhalb der
Populationen zu detektieren. Weitere Varianzanalysen dienten der Charakterisierung
morphometrischer und meristischer Differenzen zwischen den einzelnen Arten und
Populationen. Die gewonnenen Daten wurden anschliefend logarithmiert und mit zwei
klassischen Methoden der multivariaten Statistik untersucht: a. Diskriminanzanalysen nach
FISHER (1936) weiterentwickelt von TATSUOKA (1971); b. Hauptkomponentenanalyse nach
HUMPHRIES et al. (1981) weiterentwickelt von BOOKSTEIN et al. (1985). Dabei wurde
zunéchst die vollstindige Datenmatrix aller morphometrischer Variablen verwendet. In einem
weiteren Analyseschritt wurden zur Verifizierung der Ergebnisse partielle Datensétze gebildet
und diese separat einer Hauptkomponentenanalyse unterzogen. Insgesamt wurden drei
partielle Datensitze untersucht: a. Datensatz der Flossenmalle; b. Datensatz der Kopfmalie; c.
Datensatz der Rumpfmale.

Die Berechnungen der Basisstatistik wurden mit den Programmen EXCEL (MS Office
2000) und SPSS fiir Windows, Version 7.5.2G (SPSS Inc.) durchgefiihrt. Fiir multivariate
Analysen wurden SPSS und Statistica fiir Windows, Version 5.1B (StatSoft Inc.) eingesetzt.

2.4  Biochemische Analysen

2.4.1 Herstellung der Muskelextrakte

Von jedem Individuum wurden 50 mg bis 1 g Rumpfmuskulatur aus der rechten Korperseite
entnommen. Schuppen und Haut wurden entfernt und die Probe anschlieBend auf Eis mit
einem dquivalenten Volumen (1+1) eisgekiihltem A. bidest. im Morser homogenisiert. Nach
12 stiindiger Inkubation bei —20°C wurden die Homogenate bei 20,000 g und 4 - 5°C fiir 30-
40 Min. zenrifugiert. Der klare Uberstand wurde abgenommen und bei —20°C gelagert (FALK
et al. 1996).
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2.4.2 Blutprobenentnahme und Himolysataufbereitung

Die Blutprobenentnahme sowie die Hdmolysatpridparation wurde nach FALK et al. (1996,
1998) durchgefiihrt: Die Tiere wurden betdubt (0,05% Ethyl-4-aminobenzoat; Merck,
Darmstadt) und das Blut durch Punktierung der Schwanzvenen von ventral entnommen. Als
Gerinnungshemmer wurde Natriumheparinat verwendet (Liquemin 20.000 [.U./ml, Hoffmann
la Roche, Grenzach-Wyhlen). Auf diese Weise konnten 100 pl bis 300 pl Vollblut pro Fisch
gewonnen werden. Die Vollblutproben wurden mit vorgekiihltem PBS Puffer (300 mOsm/kg,
pH 7.4; Zusammensetzung: 1,815 g KH,PO4, 9,496 g Na,HPO,, 5,072 g NaCl, 0,094 g
MgCl,, ad 1000 ml A.bidest.) auf 1 ml aufgefiillt und die Blutzellen durch Zentrifugation
(800 g bei 4 — 5°C fiir 10 Min.) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Nach dem
Pelletieren wurden die Zellen dreimal mit dem zehnfachen Volumen Phosphatpuffer (PBS;
300mOsm/kg, pH 7,4, Zusammensetzung s.0.) gewaschen und anschliefend 1 : 2 in A. bidest.
(4°C) lysiert. Die Zellbestandteile wurden nachfolgend durch Zentrifugation (20,000g bei 4 —
5°C fiir 15 Min.) entfernt und der Uberstand abgenommen. Die so gewonnene Himolysate
wurden 1 + 1 in eine PBS gepufferte 80 %ige Glycerinlosung aufgenommen (pH 7,4). Die
Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C.

2.4.3 Isoelektrische Fokussierung (IEF) der Hiamoglobine

IEF-Auftrennungen der Hadmoglobine erfolgten in einer horizontalen Multiphor I
Elektrophoreseeinheit 2117 (Pharmacia LKB) unter Benutzung von Servalyt Precotes (pH
Gradient 3-10) entsprechend FALK ef al. 1996.

Spezifizierung der Gele: Servalyt Pecotes pH 3-10; Serva Heidelberg, Dimension: 125
x 125 mm; Geldicke: 150 pm; Polymerkonzentration: 5 %; Vernetzungsgrad: 3 %;
Ampholytkonzentration: 5 %.

Elektrodenfliissigkeiten: Anodenfliissigkeit 3 (3,3 g L-Aspartic Acid und 3,7 g L-
Glutamatic Acid /1 A. bidest.); Kathodenfliissigkeit 10 (4 g L-Arginine, 4 g L-Lysine, 120 ml
Ethylenediamine / 1 A. bidest.).

Die Gele wurden bei 6° C auf 500 V vorfokussiert. AnschlieBend wurden die Proben
(10ul) aufgetragen und die Spannung auf 1700 V limitiert. Die Applikatorstreifen wurden
2,75 cm von der Anode entfernt plaziert. Die Auftrennungen wurden nach etwa 3,5 Stunden

Laufzeit bei Erreichen einer konstanten Stromstirke von 2 mA/Gel beendet.
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Die Hamolysate wurden mit 5 % Mercaptethanol versetzt und mit A.demin. auf eine
Konzentration von ca. 15-20 mg/ml eingestellt. Nach Inkubation bei 4°C (15 Min.) wurden 10
ul Probe pro Spur aufgetragen. Zur Bestimmung der isoelektrischen Punkte wurden
Standardproteine verwendet, deren ME Endkonzentration ebenfalls bei 5 % lag. Es wurden
folgende Proteine (Firma Serva Heidelberg) eingesetzt: Cytochrome C pl 10,65; Ribonuclease
A pl 9,45; Lectin pl 8,3 / 8,0 / 7,75; Myoglobin pl 7,35 / 6,9; Carboanhyrase pl 6,0; B-
Lactoglobulin pI 5,3 / 5,15. Hi&m-Gruppen tragende Proteine wurden {iber ihre
Pseudoperoxidaseaktivitit angesprochen. Fiir die Farbung der Gele wurden eine frisch
angesetzte Losung aus 60 ml 4- Chloro-1-Naphthol / Methanol (120 mg Chloro-1-Naphthol;
60 ml Methanol), 340 ml PBS Puffer pH 7,4 (300 mOsm/kg siche Hamolysataufbereitung)
und 1 ml H,O; (30 %) eingesetzt. Die Reaktion erfolgte unter Lichtabschluss innerhalb von
30-60 Minuten. AnschlieBend wurden die Gele in destilliertem Wasser gewaschen und
dokumentiert. Im ungefarbten Zustand waren die einzelnen Himoglobinfraktionen bereits an

ihrer roten Farbe identifizierbar.

2.4.4 Elektrophoretische Auftrennung der Himolysate unter dissoziierenden

Bedingungen

Globinkettenanalysen erfolgten in sauren 12 % Polyacrylamidgelen unter dissoziierenden
Bedingungen nach FALK ef al. 1996 und FALK et al. 1998 (12 % Acrylamid, 8 M Harnstoff,
2 % Triton x-100, 5 % Eisessig). Als Elektrophoreseeinheiten dienten
Vertikalkammergradienten (Hoefer Vertikalkammersysteme), in denen zwei Gele (16 x 18 x
0,15 cm) parallel gestartet werden konnten. Die Hdmolysate wurden zunédchst im Verhiltnis
1:15 mit eine Losung von 600 pl 12 M Harnstoff, 50 ul Eisessig, 80 ul 2-Mercaptoethanol
und 270 pl A. bidest. aufgenommen. Nach Inkubation dieser Proben (30 min.) bei 5 °C
wurde ihnen (10 pl) 4 pl einer Methylgriin/Glycerin Losung (300 pl 1 % Methylgriin, Serva;
700 ul Glycerin) zugesetzt. Fiir die einzelnen Trennungen wurde ein Probenvolumen von 8 pl
verwendet. Als Elektrodenpuffer diente eine 5 %ige Essigsdure. Die elektrophoretischen
Trennungen erfolgten bei 280 V fiir 15,5 Stunden bei 14°C. Nach Fixierung (1h) in 12,5 %
TCA (Trichloressigsdure, Merck, Darmstadt) wurden die Gele fiir 4-6 Stunden in Coomassie
(Coomassie Brilliant Blue, G-1250, Serva, Heidelberg), Methanol und Eisessig (0,25 %
Coomassie, 10 % Essigsdure, 45 % Methanol) gefarbt.
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Tabelle 3
Bendtigte Losungen nach FALK et al. (1996, 1998).

Acrylamid/Bis 30g Acrylamid 0,3g N,N’-Methylen- ad 50 ml A.demin.

(60%.,0,6%) bisacrylamid
Harnstofflosung 18 g Harnstoff ad 25 ml A.demin.
12M
Ammoniumperoxo- 600 mg ad 1 ml A.demin.
disulfat (60%) Ammoniumperoxo-

disulfat (60%)
Tabelle 4

Gelzusammensetzung fiir 8 M Harstoffgele nach FALK et al. (1996, 1998).
Die Angaben entsprechen den benétigten Volumina fiir ein Gel.

Gelkomponenten Volumina der bendtigten Komponenten

3,8 % Sammelgel 12 % Trenngel
Acrylamid/Bis 0,95 ml 6,0 ml
(60%,0,6%)
Harnstofflosung 11,0 ml 20 ml
12M
konz. Essigsdure 0,75 ml 2,5ml
A.demin 2,0ml 0,9 ml
Triton x 100 0,3 ml 0,6 ml
Summe Vol. 15,0 ml 30,0 ml
Temed' 75,0 ul 150,0 pl
Ammoniumperoxo- 75 ul 70 ul
disulfat (60%)

' Temed (Tetramethylethylendiamine), Serva, Heidelberg
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2.4.5 Isoelektrische Fokussierung (IEF) von Parvalbuminen (PA)

IEF-Auftrennungen hitzebestindiger Parvalbumine erfolgten im wesentlichen wie unter 2.5.3
angegeben. Es wurden allerdings Servalyt Precotes mit einem pH Gradienten von 3-5

verwendet. Der Probenauftrag erfolgte 3,75 cm von der Kathode entfernt. Die

Versuchsdurchfithrung entsprach FALK ef al. 1996.

Zur Bestimmung der isoelektrischen Punkte wurden Standardproteine verwendet
(Firma Serva, Heidelberg). Es wurden folgende Proteine eingesetzt: Trypsininhibitor pl 4,5;
Glucoseoxidase pl 4,2. Ferner wurden Parvalbumine von Oreochromis niloticus mit den
bekannten pI’s bei pH 4,0, pH 4,08 und pH 4,40 (FALK ef al. 1996) eingesetzt.

Zur Anreicherung der Parvalbumine wurden die Muskelextrakte (2.5.1) 15 Min. bei
70-75°C inkubiert, anschlieBend auf 5°C gekiihlt und zentrifugiert (25,000 g ; 15 Min.; 5°C).
Die klaren Uberstinde wurden 1 : 2 in A. bidest. aufgenommen. Das Probenvolumen der IEF-
Analysen betrug 15 pl.

Die Parvalbuminkompotenten der einzelnen Individuen wurden nach Fixation in
Trichloressigsdure (12,5 %; 15 Min.) und anschliefender 30 miniitiger Farbung in 0,05 %

Coomassie Brillian Blue sowie Entfarbung (10 % Eisessig; 5 % Methanol) dokumentiert.

2.4.6 Elektrophoretische Untersuchungen von Muskelproteinen und Himolysaten in

Polyacrylamid-Gradientengelen und Stirkegel (Allozymmusteruntersuchungen)

Elektrophoretische Trennungen in Polyacryl-Gradientengelen wurden in
Vertikalkammergeréten (Hoefer-Vertikalkammersystem) durchgefiihrt. Die
Gelzusammensetzungen sowie Puffer und Trennbedingungen entsprechen den in Tabelle 5
und 6 dargestellten Angaben; abweichende Acrylamidkonzentrationen wurden durch

Umrechnung der angegebenen Konzentrationen ermittelt.
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Tabelle 5
Bendétigte Losungen nach FALK ef al. (1996, 1998).

Acrylamid/Bis 29,1 g Acrylamid ~ 0,9g N,N’'-Methylen- ad 50 ml A.demin.

bisacrylamid

Sammelgelpuffer 7,88 g Tris ad 100 ml A.demin.
(pH 6.8)
Trenngelpufter 23,64 g Tris ad 100 ml A.demin.
(pH 8.8)
Elektrodenpuffer 15,15 g Tris 72 g Glycin ad 5,000 ml A.demin.
(pH 8,3)
Probenpuffer 6,25 ml Sammelgel- 2,5 ml 1 % Bromphenol- ad 50 ml A.demin.
(pH 6,8) puffer; 15 ml 66,7% blau

Glycin
Ammoniumperoxo- 600 mg ad 1 ml A.demin.
disulfat (60%) Ammoniumperoxo-

disulfat (60%)
Tabelle 6

Gelzusammensetzung fiir Polyacryl-Gradientengele in Hoefer-
Vertikalkammersystemen nach FALK ef al. (1996, 1998).
Die Angaben entsprechen den benétigten Volumina fiir ein Gel.

Gelkomponenten Volumina der bendtigten Komponenten

Sammelgel 5-30 % Gradientengel

Leichte Schwere
Lsg. Lsg.

Acrylamid/Bis 0,833 ml 1,25 ml 7,50 ml
Trenngelpufter 3,75 ml 3,75 ml
Sammelgelpuffer 2,500 ml

Glycerin (60%) 3,75 ml
A.demin. 6,667 ml 10,0 ml

Summe Vol. 10,0 ml 15,0 ml 15,0 ml
Temed' 7,500 ul 10,0 pl 10,0 pl
Ammoniumperoxo- 15,0 pul 20,0 ul 20,0 pl

disulfat (60%)

' Temed (Tetramethylethylendiamine), Serva, Heidelberg
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Es wurden ausschlieBlich Gele einer Dimension von 16 x 18 x 0,15 cm angefertigt. In
Abhéngigkeit von den zu untersuchenden Enzymsystemen wurden 5-20 %ige, 5-25%, 5-30%,
sowie 10-20% Gradientengele eingesetzt. Endsprechend den jeweiligen zu untersuchenden
Enzymsystemen wurden die Hédmolysate und Muskelextrakte in sehr unterschiedlichen
Konzentrationen mit oder ohne Zusatz von 5 % 2-Mercaptoethanol verwandt. Die Laufzeiten
der Elektrophoresen betrug 19-24 Stunden bei 350-400V (6°C). Die Bestimmung der
Molekulargewichte erfolgte unter Verwendung folgender Eichproteine (Pharmacia,
Erlangen): Thyroglobulin (669 kDa), Ferretin (440 kDa), Catalase (232 kDa),
Lactatdehydrogenase (140 kDa), Rinder Serum Albumin (67 kDa), a-Lactatalbumin (14,2
kDa).

Vergleichende elektrophoretische  Untersuchungen der Muskelextrakte und
Hamolysate erfolgten ebenso in horizontalen 12 %igen Stdrkegelen. Es wurde ein
kontinuierliches Tris/Citrat Puffersystem (pH 8,0) nach MCANDREW und MAJUMDAR (1983)
verwandt. Die Laufzeit der elektrophoretischen Trennungen betrug 4-6 Stunden bei 160 V.
Auch in diesem System wurden die jeweiligen Proben (Hamolysate, Muskelextrakte)
entsprechend den nachzuweisenden Enzymsystemen in sehr unterschiedlichen
Konzentrationen verwandt. Es wurden Gele einer Dimension von 18,5 x 15,5 x 1 cm
eingesetzt. Nach Beendigung eines Laufes standen fiir anschlieBende Enzymnachweise somit

4-5 Kopien ein und desselben Geles zur Verfiigung (Horizontalschnitte eines Geles).

2.4.6.1 Enzymnachweise

Nach elektrophoretischer Trennung wurden Gradienten- wie auch Stirkegele dreimal jeweils
10 Min. im entsprechenden Puffer gewaschen und anschlieBend mit den jeweiligen
Enzymsubstraten und Koenzymen (falls vorhanden) inkubiert. Die Reaktionen erfolgten
innerhalb von 20-90 Minuten. Im folgenden sind die entsprechenden Enzymnachweise nach
MURPHY et al. (1990) aufgelistet. Im Ergebnisteil dieser Arbeit wird fiir die Beschreibung der

jeweiligen Genorte und Allele die Nomenclatur von SHAKLEE et al. (1990) verwandt.
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Enzymnachweise nach MURPHY et al. (1990):

Aspartat Aminotransferase (AAT)
Smg  Pyridoxal-5-Phosphat
20mg L-Cysteinsulfinic acid
20mg a-Ketoglutaric acid
20mg PMS
l4mg MTT
in 30 ml 0,2 M Tris/HCI (pH 8,6)

Alkohol Dehydrogenase (ADH)
Sml  Ethanol
l4mg NAD
10mg PMS
6mg MTT
in 30ml 0,2M Tris/HCI (pH 8,0)

Esterase (EST)
30mg a-Naphthylacetat (in 1ml Aceton vorgelost)
150mg Fast Blue BB
in 60ml 0,2 M Phosphatpuffer (pH 7,0)

Isocitrat Dehydrogenase (IDH)
6mg NADP
100mg Isocitrat
20mg MgCl,
20mg PMS
14mg MTT
in 30ml 0,2M Tris/HCI (pH 8,0)

Lactat Dehydrogenase (LDH)
I15mg NAD
Iml  Sodium-Lactat Lsg.
20mg PMS
14mg MTT
in 30ml 0,2M Tris/HCI (pH 8,0)

Malat Dehydrogenase (MDH)
10mg NAD
150mg L-Malic-acid
14mg MTT
20mg PMS
in 30ml 0,2M Tris/HCI (pH 8,0)

Phosphogluco Isomerase (PGI)
4mg NADP
20mg Fructose-6-phosphat
75u1  Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (666U/ml in bidest)
20mg MgCl,
l4mg MTT
20mg PMS
in 30ml 0,2M Tris/HCI (pH 8,0)
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Phosphogluco Mutase (PGM)

6mg NADP
200mg Glucose-1-Phosphat
75ul  Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (666U/ml in bidest)
20mg MgCl,
l4dmg MTT
20mg PMS
in 30ml 0,2M Tris/HCI (pH 8,0)

Sorbitol Dehydrogenase (SDH)
187mg Sobitol
20mg MgCl,
10mg NAD
l4mg MTT
20mg PMS
in 30ml 0,2 M Tris Citrat

Superoxid Dismutase (SOD)
l4mg MTT
20mg PMS
in 30 ml 0,2 M Tris/HCI (pH 9,0)

Proteinfarbung (AP) - kein spezifischer Enzymnachweis
Stock Lsg: 1% Amidoschwarz in 1:5:5 (Eisessig, Metanol, A.bidest.)
Férb. Lsg: 1:3 Stock mit 1:5:5 (Eisessig, Metanol, A.bidest)
Entférber : 1:5:5 (Eisessig, Metanol, A.bidest).

Abkiirzungen siehe Abkiirzungsverzeichnis

2.5  Molekularbiologische Untersuchungen

2.5.1 DNA Extraktion aus Muskelgewebe

Im Anschluss an einen Proteinase K Verdau des Muskelgewebes 50-100 mg wurden gesamt

DNA Proben der einzelnen Individuen durch Phenol/Chloroform Extraktion isoliert (HILLIS et

al. 1990).

2.5.2 Cytochrom-b Sequenzierungen

Acht verschiedenen Orestias Arten aus Peru, Bolivien und Chile wurde in diesem Teil der

Studie untersucht. Die geographische Herkunft der einzelnen Populationen (vgl. Abbildung

11) und die Anzahl untersuchter Individuen sind in Tabelle 7 aufgelistet. Die Bestimmung der

Arten erfolgte nach PARENTI (1984).
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Tabelle 7

Anzahl und Herkunft der untersuchten Individuen einschlieflich des Referenzmaterials aus GenBank. Die Abkiirzungen der

identifizierten Haplotypen, wie sie in der vorliegenden Studie Verwendung finden, sind ebenfalls angegeben.

- . Haplotypen Anzahl GenBank
Art Lokalitit Nr: Probenorte (Abkiirzungen) unte_rsychter Zugangsnummern
Individuen
0. agassii Punobucht; Peru 4 OTschud2 2
OAgaPun?
Rio Isluga; Chile 8 OAgalsll 2
HT10
Rio Collacagua; Chile 9 OAgaCol5 3
OAgaCol6
0OAgaColl9
Salar d'Huasco; Chile 10 0OAgaCol6 3
HTI10
O. chungarensis Lago Chungara; Chile 5 OChungall 3
OChungal2
O. parinacotensis Bofedale d'Parinacota; Chile 7 OChungall 2
O. laucaensis Rio Lauca; Chile 6 OChungal2 3
OLaucal?7
HT10
O. ascotanensis Salar d'Ascotan; Chile 11 0OAgaCol6 1
O. tschudii Huatajata; Bolivien 2 OTschud2 2
OTschud3
O. luteus Villa Cacachi; Bolivien 1 HT10* 3
Punobucht; Peru 4 OLutPun9 6
HT10
OLutPun21
OLutPun22
O. ispi Punobucht; Peru 4 OlspPun20 1
Copacabana; Peru 3 OIspCopl5 3
OlspCop16
OlspCop18
GenBank Referenzen
O. agassii Titicacasee OAgaTitl3 1 u06180
O. luteus OLuteusTit14 1 U06191
O. ispi OispiTit8 1 U06186
Cyprinodon diabolus Death Valley, Kalifornien; USA 1 u06184
Cyprinodon nevadensis Ash Meadows, Nevada; USA 1 U09107
Floridichthys carpio Tampa Bay, Florida; USA 1 U06189
Megupsilon aporus Aquarienstamm; Mexico 1 U06192
Cualac tesselatus San Luis Potosi; Mexico 1 U06182
Jordanella pulchra Yucatan; Mexico 1 U06188
Kosswigichthys asquamatus Aquarienstamm; vermutl. Tiirkei 1 u06190
Aphanius chantrei vermutl. Tiirkei 1 u06193
Aphanius iberus Alicante; Spanien 1 AF299290
Cynolebias costai vermutl. Brasilien 1 AF002461
Cynolebias antenori vermutl. Brasilien 1 U73298
Roloffia maeseni Aquarienstamm;vermutl. Westafrika 1 AF000712
Roloffia viride Aquarienstamm;vermutl. Westafrika 1 AF000715
Rivulus violaceus Aquarienstamm;vermutl. Brasilien 1 AF002505
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2.5.2.1 Amplifikation von Cytochrom-b Fragmenten

Cytochrom-b Fragmente (307 bp) wurden unter Verwendung spezifischer Primer amplifiziert:
H15149 (5- CCC CTC AGA ATG ATA TTT GTC CTC A - 37); L14841 (5'- CCA TCC
AAC ATC TCA GCA TGA TGA A - 3") (KOCHER et al., 1989). Die PCR Reaktionen wurden
in 50ul Ansétzen folgender Zusammensetzung durchgefiihrt:

I1x Reaktionspuffer (Proof Sprinter kit, Hybaid), 3.5 mM MgCl,, 1.2 uM jedes
Primers, etwa 40-90 ng Gesamt-DNA, 0.4 mM jedes dANTP’s (dNTP-Mix, Hybaid) und 1.5
Einheiten Tag/Pwo Polymerase Mix (Proof Sprinter, Hybaid). Folgendes PCR Profil wurde
verwandt:

1. 94°C/2 Min. (1 Zyklus); 2. 94°C/20 Sek.; 56°C/90 Sek.; 72°C/60 Sek. (35 Zyklen);
3. 72°C/15 Min. (1 Zyklus). Die so amplifizierten PCR Produkte wurden anschlieend
elektrophoretisch gereinigt (1,5% QualexGold Agarosegel (Hybaid); GFX PCR Gelextraktion
Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc)). Die isolierten doppelstringigen mtDNA Produkte
wurden direkt im Cycle-Sequenzing eingesetzt (BigDye Terminator Cycle-Sequencing Mix;
Applied Biosystems). Das Cycle-Sequenzing erfolgte in 20 pl Ansidtzen: 3 pl BigDye, Sul
2.5x Puffer (Applied Biosystems), 10 pl der amplifizierten Cytochrom-b Fragmente (200-350
ng) und 2 pl Primer (1 uM). Es wurde folgendes Reaktionsprofil gewéhlt: 96°C/30 Sek.;
55°C/15  Sek.; 60°C/4 Min. (30 Zyklen). Nach Entfernung iiberschiissiger
fluoreszenzmarkierter Nukleotide (DyeEx, Qiagen) wurden die Cycle-Sequencing Produkte
denaturiert und die Proben automatisch sequenziert (ABI Prims 377 (Applied Biosystems)).

Die auf diese Weise erhaltenen Sequenzen wurden visuell liberpriift und ,,aligned*
(Bio Edit Version 5.0.9 (HALL 1999)). Auch die Alignments wurden im Anschluss visuell
iiberpriift und manuell optimiert. Basisstatistiken sowie genetische Distanzberechnungen
erfolgten mit Hilfe der Programme MEGA2 Version 2.1 (KUMAR ef al. 2001) und PAUP
4.0b.8a (SWOFFORD 1998). Standardabweichungen der genetischen Distanzen wurden iiber
Bootstrapping Verfahren ermittelt. Sequenzséttigungseffekte wurden unter der Verwendung
des Programms DAMBE Version 4.0.75 (XIA & XIE, 2001) analysiert.

Phylogenetische Analysen der Sequenzdaten wurden mit MEGA2 Version 2.1
(KUMAR et al. 2001) und PAUP 4.0b.8a (SWOFFORD 1998) durchgefiihrt. Phenetische
Analysen basierten auf unkorrigierten der genetischen Distanzabschiatzungen (KIMURA 1980),
auf korrigierten genetischen Distanzen nach TAMURA & NEI (1993) sowie auf unkorrigierten

p-Distanzen. Diese Distanzabschitzungen wurden ausschlieBlich in Neighbor-Joining
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(Sartou & NEI, 1987) sowie Minimum-Evolution Analysen phylogenetisch untersucht.
Signifikanztests der erhaltenen Phylogenien umfassten 1000 Replikate des jeweiligen
Datensatzes. Phylogenetische Rekonstruktionen unter Verwendung des Maximum-Parsimony
Algorithmus wurden mit Hilfe der heuristischen Suchoption des Programms PAUP 4.0b.8a
(SWOFFORD 1998) durchgefiihrt. Es wurde die beschleunigte Transformationsoption gewahlt.
Insertionen bzw. Deletionen wurden entweder als Transversionen gewertet oder nicht
berticksichtigt. Die resultierenden Topologien wurden ebenfalls mit Hilfe des Bootstrapping-
Verfahrens (1000 Replikate) getestet. In Maximum-Likelihood Analysen (PAUP 4.0b.8a;
SWOFFORD 1998) wurde das HKY85 Modell (HASEGAWA et al. 1985) gewdhlt. Optimale
Transitions/Transversions Verhéltnisse sowie Basenfrequenzen, und Heterogenitdten der
jeweiligen Sequenzpositionen wurden zuvor berechnet und als Modell-Parameter der
Analysen verwandt. Das Bootstrapping-Verfahren der Maximum-Likelihood Analysen basiert
auf 500 Replikaten.

Referenz- und AuBengruppenvergleiche wurden unter Verwendung publizierter
Cytochrom-b Sequenzen von Orestias agassii, Orestias luteus und Orestias ispi (GenBank
Zugangsnummern: U06180; U06186; U06191) und potentiell nichstverwandter Taxa
durchgefiihrt. Cytochrom-b Sequenzen der folgenden Cyprinodontiformes wurden in die
Analysen einbezogen: Nord- und zentralamerikanische Sequenzdaten von Cyprinodon
diabolus (GenBank U06184) und Cyprinodon nevadensis (GenBank 09107), sowie
Floridichthys carpio (GenBank U06189), Megupsilon aporus (GenBank U06192), Cualac
tesselatus (GenBank U06182) und Jordanella pulchra (GenBank U06188). AufBerdem
wurden aus dem mediterranen und nahdostlichen Verbreitungsgebiet der Cyprinodontidae
Sequenzen von Kosswigichthys asquamatus (GenBank U06190), Aphanius chantrei
(GenBank U06193) und Aphanius iberus (GenBank AF299290) verwendet.
Stidamerikanische Arten: Cynolebias costai (GenBank AF002461), Cynolebias antenori
(GenBank U73298) und Rivulus violaceus (GenBank UAF002505). Afrikanische Arten:
Roloffia maeseni (GenBank AF000712) und Roloffia viridae (GenBank AF000715).
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2.5.3 Kontrollregions-Sequenzierungen

Material von acht verschiedenen Orestias Arten aus Peru, Bolivien und Chile wurde in
diesem Teil der Studie untersucht. Die geographische Herkunft der Populationen (vgl.
Abbildung 11) und die Anzahl untersuchter Individuen sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Variationen der ersten hypervariabelen Region der Kontrollregion wurden ebenfalls
mit Hilfe der PCR und anschlieBender direkter automatischer Sequenzierung der
amplifizierten Produkte untersucht. Die Kontrollregions-Fragmente (383-385 bp) wurden
unter Verwendung spezifischer Primer (Falk et al., im Druck) amplifiziert: H-Smel (5'-
AGGAACCAGATGCCAGGAATA-3") und L-Smel (5'-TTACCCCTAACTCCCAAAGCT-
3.

Die PCR-Ansdtze, PCR-Profile sowie alle weiteren Vorgehensweisen zur
Sequenzierung von Kontrollregions-Fragmenten entsprechen den zuvor bereits dargestellten
Angaben (Cytochrom-b Sequenzierungen). Dies gilt ebenso fiir die Analysen der
Sequenzdaten sowie alle phylogenetischen Rekonstruktionen. Die Sequenzen der ersten
hypervariabelen Region der Kontrollregion wurden anschlieBend in GenBank abgelegt:
AF542395-AF542416.

Referenz- und AuBengruppenvergleiche wurden unter Verwendung publizierter
Kontrollregions-Sequenzen von 11 verwandten Orestias Arten durchgefiihrt (GenBank:
U06067; U93132; U93133; U93134; U93138; U93142; U93145; U93147; U93149; U93152;
U93153; U93154; U93155; U93156; U93159).
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Tabelle 8

Anzahl und Herkunft der untersuchten Individuen einschlieBlich des Referenzmaterials aus GenBank. Die Abkiirzungen der

identifizierten Haplotypen, wie sie in der vorliegenden Studie Verwendung finden sind ebenfalls angegeben.

Anzahl

Art Lokalitdt Nr: Probenorte ( A%ilggggggn) unte}’spchter Zugﬁegzlr?jrrrlﬁnem
Individuen
O. agassii Punobucht; Peru 4 OAgaPunll 3 AF542405
Rio Isluga; Chile OLaucae4 9 AF542398
HT22 AF542416
Rio Collacagua; Chile 9 0OAgaCol6 6 AF542400
OAgaCol7 AF542401
Salar d'Huasco; Chile 10 OAgaHua5 3 AF542399
HT22 AF542416
O. chungarensis Lago Chungara; Chile 5 OChungal 6 AF542395
OLaucae4 AF542398
O. parinacotensis Bofedale d'Parinacota; Chile 7 OParina2 9 AF542396
OParina3 AF542397
OLaucae4 AF542398
O. laucaensis Rio Lauca; Chile 6 OLaucae4 7 AF542398
HT22 AF542416
O. ascotanensis Salar d'Ascotan 11 OAscota8 1 AF542402
O. tschudii Huatajata; Bolivien 2 OTschud9 6 AF542403
OTschud10 AF542404
OAgaPunll AF542405
HT22 AF542416
O. luteus Villa Cacachi; Bolivien 1 OLutCacl2 6 AF542406
OLutCacl3 AF542407
HT22 AF542416
Punobucht; Peru 4 OLutPunl4 5 AF542408
OLutPunl5 AF542409
OLutPunl6 AF542410
HT22 AF542416
O. ispi Punobucht; Peru 4 OIspPunl7 4 AF542411
OlIspPunl8 AF542412
OlIspPun19 AF542413
HT22 AF542416
Copacabana; Peru 3 OlIspCop20 2 AF542414
OlIspCop21 AF542415
References from GenBank
O. ascotanensis Salar d'Ascotan OAscota24 1 U93132
OAscota25 1 V93133
O. agassii Titicacasee OAgaTit23 1 U06067
O. imarpe OlImarpe26 1 U93147
Olmarpe27 1 U93144
Olmarpe28 1 U93145
O. crawfordii OCrawfo29 1 U93134
O. gilsoni OGilson30 1 U93138
O. pentlandii OPentla31 1 V93155
O. taquiri OTaquir32 1 U93159
O. mooni OMooni33 1 U93154

51



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1  Morphologische Untersuchungen

In einer ersten Analyse wurden die fiir die Taxonomie und Systematik innerhalb des Genus
Orestias wesentlichen morphometrischen und meristischen Daten aufgenommen. Sie wurden
nun zunichst mit Methoden der univariaten Statistik beschrieben und anschlieend mittels
Diskriminanzanalysen (FISHER 1936, TATSUOKA 1971) sowie Hauptkomponentenanalysen

nach HUMPHRIES et al. (1981), und weiterentwickelt nach BOOKSTEIN ef al. (1985) analysiert.

3.1.1 Darstellung und Charakterisierung der Basisdaten

Wie in Abbildung 14 dargestellt beinhaltet das Material Tiere mit einer Standardlinge (SL)
zwischen 35 mm und 150 mm. Die Anteile der Populationen am Gesamtmaterial sowie die
GroBenklassenverteilung zwischen den Populationen ist erwartungsgeméll unterschiedlich.
Insbesondere die Populationen von O. tschudii und O. luteus aus dem Titicacasee weisen
einen hohen Anteil vergleichsweise groBer Tiere auf (> 100 mm SL). In einzelnen
chilenischen Populationen von O. agassii (Salar d’Huasco und Rio Isluga) kommen ebenfalls
vereinzelt Tiere vor, die eine Standardldnge von 100 mm iiberschreiten. Die Mehrzahl aller
Tiere im Gesamtmaterial und insbesondere innerhalb der im Mittelpunkt der Analyse
stehenden chilenischen Orestias Taxa (O. agassii, O. chungarensis, O. parinacotensis, O.
laucaensis, O. ascotanensis) misst zwischen 40 mm und 80 mm (SL). Die Normalverteilung
der Messwerte sowie deren Korrelation mit der Standardlénge der Tiere wurde im Rahmen
eines Kolmorgorov Smirnov Tests sowie einer Korrelationsanalyse untersucht. Im Ergebnis
zeigt sich, dass die Mehrzahl der morphometrischen Charakteristika linear mit der Gréf3e der
Tiere korreliert ist (p < 0,01), wiahrend die meristischen Daten diese Korrelation
erwartungsgemaf} nicht aufweisen (p > 0,05). Abbildung 15 verdeutlicht exemplarisch diesen
Zusammenhang anhand einer ausgewihlten morphometrischen und einer meristischen
Variable. In Tabelle A4 im Anhang sind die jeweiligen Regressionskoeffizienten (R?) fiir die
Korrelation der morphometrischen Variablen mit der SL angegeben. Hinsichtlich der
Stichproben kann auBlerdem von einer Normalverteilung fiir die Variablen innerhalb der
einzelnen Populationen ausgegangen werden (p > 0,05). Die Signifikanz (2-seitig) im
Kolmogorov Smirmov Test liegt fiir die einzelnen Populationen zwischen p = 0,11 (O.

agassii, Salar d’Huasco) und p = 0,92 (O. parinacotensis; Bofedale d’Parinacota).
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Abbildung 14

A: Groflenklassenverteilung (SL) fiir jede Population: OAsco (O. ascotanensis, Lago d°Ascotan, Chile);
OAgHu (0. agassii, Salar d'Huasco, Chile); OAgCo (O. agassii (Rio Collacagua, Chile); OAgls (O.
agassii, Rio Isluga, Chile); OLau (O. laucaensis, Rio Lauca, Chile); OPar (O. parinacotensis, Bofedale
d‘Parinacota, Chile). OChu (O. chungarensis, Lago Chungara, Chile); OTsch (O. tschudii, Titicacasee,
Bolivien); OLut (O./luteus (Titicacasee, Bolivien); Olsp (O. ispi, Titicacasee, Peru);

B: Die relativen Anteile der Populatioenen am Gesamtmaterial (n=151) und Herkunft der Populationen
(Titicacasee, chilenische Gewésser).

A 160 ~
140
120 i
£ - -
E 100 A B
- - =
U) - -
80 - - - -
= - - = = [ ] -
60 - i = - - = " 1
| P - = = -
40 -+ - i - - n
20 . . i . . i . . i .
N= 1 31 20 9 11 13 6 16 34 10
OAsco OAgHUOAgCo OAgls OLau OPar OChu OTsch OLut Olsp
B O. ascotanensis 0. ispi
. (Salar d‘Ascotan) - ISP
O. agassii ‘-
(Salar d*Huasco) o Titicacasee
1% 7%
20%

22% O. luteus

V

11% O. tschudii

O. agassii
(Rio Collacagua)

13%

O. agassii 6% o
(Rio Isluga) 7% 9% 4%
O. laucaensis O. parinacotensis
(Rio Lauca) (Bofedale d‘Parinacota)

O. chungarensis
(Lago Chungara)

chilenische Gewasser



SL/ mm

Ergebnisse

Abbildung 15 Es konnten weiterhin
Ergebnisse einer Korrelationsanalyse zur Untersuchung der Abhéngigkeit .

der morphometrischen und meristischen Variablen von der Standardlénge keine sexuellen
(SL), exemplarisch dargestellt fiir die O. luteus Population (n=34) aus Dimorphismen respektive
dem Titicacasee. Die ausgewihlte meristische Variable ,,Kopfbreite sensu

Tchernavin® (KoB) zeigt eine starke GroBenabhingigkeit (R* = 0,88) statistisch signiﬁkante
(schwarze Punkte). Die meristische Variable ,,Schuppen in der mittleren

Léngsreihe (SchMLR) zeigt diese Abhingigkeit nicht (weile Dreiecke). Unterschiede (p < 0,05)

Die Bestimmtheitsmafe (R?) aller Variablen fiir alle Populationen sind im

Anhang zu dieser Studie gegeben (Tabelle A4). zwischen den Geschlechtern

innerhalb der einzelnen Taxa

160.0 - im Rahmen einer
140,0 - Varianzanalyse (ANOVA)
0 festgestellt werden, die nicht
" durch ein hohes Mall an
100.0 1 Korrelation der jeweiligen
80,0 - Variablen mit der SL der

Tiere erkldart wiirden. Bei
2 A%A  SchMLR den drei O. agassii
40,0 - KoB(Teh) R = 0.88 Populationen (Rio Isluga,
20,0 - Rio Collacagua, Salar

d’Huasco), innerhalb derer
0’00,0 16,0 26,0 36,0 46,0 56,0 ausschlieBlich  geschlechts-

Variable / mm (KoB) und Anzahl (SchMLR . . .
(KoB) ( ) spezifische Unterschiede in

einzelnen Variablen durch
die Varianzanalyse angezeigt wurden, konnte gleichzeitig ein  wesentlicher
geschlechtsspezifischer Unterschied hinsichtlich der GréBenzusammensetzung nachgewiesen
werden. Die weiblichen Tiere in jeder Population sind signifikant grofer als die madnnlichen
Tiere (p = 0,089; 0,048; 0,078). Abbildung 16 verdeutlicht diesen Zusammenhang am
Beispiel der O. agassii Population aus dem Rio Collacagua (Chile). Sieben morphometrische
Merkmale zeigen in der Varianzanalyse (ANOVA) signifikante geschlechtsspezifische
Unterschiede (p < 0,05). In keiner weiteren Population einschlieBlich der AuBBengruppentaxa
(O. luteus, O. ispi, O. tschudii) konnten Sexualdimorphismen in Bezug auf eine oder mehrere
Variable nachgewiesen werden. Von O. ispi lag allerdings ausschlielich weibliches Material

VOr.
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Abbildung 16

Exemplarisch dargestellt sind die Ergebnisse einer Varianzanalyse (ANOVA) sowie einer Korrelationsanalyse
(Pearson) zu geschlechtsspezifischen Unterschieden innerhalb einer O. agassii Population (Rio Collacagua) n=20. Die
Signifikanzniveaus (p) der Varianzanalyse sowie die Koeffizienten der Korrelationsanalyse (kursiv) fiir sieben
morphometrische Variable sind angegeben. Standardlinge (SL); Bauchlinge (BL); Lénge des vorderen
Riickenbereiches (VR); Korperbreite sensu Lauzanne (KB(Lau)); dorsale Schwanzstiellinge sensu Lauzanne
(DSchSt(Lau)); ventrale Schwanzstiellinge sensu Lauzanne (VSchSt(Lau)); Lénge des Schwanzstiels sensu

Tchernavin (LSchSt(Tch)). Das Signifikanzniveau der Korrelationsanalyse liegt fiir jeden Wert bei p < 0,001.
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3.1.2 Darstellung und Charakterisierung der meristischen Variablen

Die taxonspezifische Untersuchung der meristischen Variablen erfolgte im Rahmen einer
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA). Ein Vergleich der drei O. agassii Populationen
(Rio Collacagua, Rio Isluga, Salar d’Huasco) weist fiir fiinf meristische Merkmale
signifikante Unterschiede auf (Abbildung 17). Diese Befunde betreffen die Anzahl der
Flossenstrahlen in der Caudalis (FIStCau), die Anzahl der Flossenstrahlen in der Dorsalis
(FIStDo), die Schuppenzahlen auf der Caudalis (SchCau) und die Schuppenzahlen von
Hinterrand der Orbita zum Hinterrand der Operculums (SchHoHo) sowie die Schuppen in der
mittleren Liangsreihe (SchMLR). Trotz des hohen Signifikanzniveaus liegen die hier
dargestellten meristischen Differenzen im Bereich der in der Literatur angegebenen

Gesamtvariabilitdt der Art O. agassii (TCHERNAVIN 1944, LAUZANNE 1982, PARENTI 1984).
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Abbildung 17

Dargestellt sind die Ergebnisse einer Varianzanalyse (ANOVA) zu Unterschieden zwischen drei O. agassii
Populationen (Rio Collacagua, Rio Isluga, Salar d‘Huasco; n = 60 ) in Bezug auf insgesamt neun
meristische Variable. Fiinf meristische Variable zeigen signifikante Unterschiede zwischen den
Populationen (p < 0,05): Schuppenanzahl auf der Caudalis (SchCau); Schuppenanzahl vom Hinterrand der
Orbita bis zum Hinterrand des Operculums (SchHoHo); Schuppenanzahl in der mittleren Lédngsreihe
(SchMLR); Flossenstrahlanzahl in der Caudalis (FIStCau); Flossenstrahlanzahl in der Dorsalis (FIStDor).
Die Signifikanzniveaus (p) sind fiir jede Variable angegeben. Die Verteilung aller Variablen liegt im

Bereich der fiir die Art O. agassii in der Literatur angegebenen Varianzbreite (Tchernavin 1944, Lauzanne
1982, Parenti 1984).
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Identische Ergebnisse konnten in Varianzanalysen aller chilenischen Orestias Taxa
erzielt werden. Fiinf meristische Variable weisen zwar signifikante Unterschiede zwischen O.
agassii und den iibrigen chilenischen Taxa O. chungarensis, O. laucaensis und O.
parinacotensis auf (Abbildung 18), die sich jedoch nicht voneinander differenzieren lieBen.
Diese Befunde betreffen insbesondere die Flossenstrahlzahlen (Analis, Caudalis, Dorsalis und
Pectoralis) sowie die Schuppenzahlen vom Hinterrand der Orbita bis zum Operculum
(SchHoHo). Aller Varianzunterschiede zum Trotz liegen jedoch auch diese Differenzen
zwischen den meristischen Variablen im Bereich des fiir die Art O. agassii in der Literatur
angegebenen Varianzrahmens. Das Einzeltier der Art O. ascotanensis lag in allen Variablen
ebenfalls im Varianzbereich von O. agassii. Das Ergebnis der Varianzanalysen von O. agassii
und O. tschudii zeigt ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Arten in

Bezug auf die neun erhobenen meristischen Merkmale.
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Abbildung 18

Dargestellt sind die Ergebnisse einer Varianzanalyse (ANOVA) zu Unterschieden zwischen drei chilenischen
O. agassii Populationen (Rio Collacagua, Rio Isluga, Salar d‘Huasco) und drei chilenischen Orestias Arten
(O. parinacotensis, O. chungarensis, O. laucaensis) in Bezug auf insgesamt neun meristische Variable. Fiinf
meristische Variable zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Taxa (p < 0,05): Flossenstrahlenanzahl in der
Analis (FIStAn); Flossenstrahlenanzahl in der Caudalis (FIStCau); Flossenstrahlenanzahl in der Dorsalis (FIStDor);
Flossenstrahlenanzahl in der Pectoralis (FIStPec); Schuppenanzahl vom Hinterrand der Orbita bis zum Hinterrand
des Operculums (SchHoHo). Die Signifikanzniveaus (p) sind fiir jede Variable angegeben. Die Verteilung aller
Variablen liegt im Bereich der fiir die Art O. agassii in der Literatur angegebenen Varianzbreite (Tchernavin 1944,
Lauzanne 1982, Parenti 1984).

40

i

<
g 204
< -
é T* ; == i Bl Fistan p=0,008
* - =
* - [ FIStCau p=0,001
10
Il FIStDor p=0,042
= = = | IlFIStPec peo,001
0 [ ]SchHOHO p<0.001
M= i 3 : 0

O. agassii O. parinacotensis O. chungarensis  O. laucaensis

Im Gegensatz zu O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis und O.
ascotanensis, lasst sich O. luteus klar von diesen Taxa differenzieren. Drei meristische
Merkmale zeigen diesen Befund (Abbildung 19) auf hohem Signifikanzniveau (p < 0,001).
Zunichst verfiigt O. luteus iiber eine erhohte Anzahl an Pectoralflossenstrahlen (17-21).
AuBerdem grenzt sich O. luteus durch eine reduzierte Anzahl an Schuppen in der mittleren
Léangsreihe (29-35) gegeniiber den iibrigen Taxa ab und verfiigt zusétzlich nur {iber 11-18
Schuppen in der Riickenlinie (O. agassii 15-24). Die Ergebnisse eines zusétzlichen
AuBengruppenvergleichs mit O. ispi (Titicacasee) aus dem ,,Cuvieri Komplex* (Parenti 1984)
zeigen, (Abbildung 20), dass sich die beiden Arten der AuBBengruppe (O. luteus und O. ispi)
ebenfalls anhand der oben angefiihrten Merkmale identifizieren lassen. O. ispi verfligt im
Vergleich zu O. agassii und O. luteus iiber eine reduzierte Zahl an Pectoralflossenstrahlen
(14-17) sowie iiber eine erhohte Zahl an Schuppen in der mittleren Langsreihe (41-48) und in

der Riickenlinie (23-30). Basierend auf den Varianzanalysen der meristischen Variablen
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lassen sich somit ausschlieBlich drei ,,Taxa* voneinander differenzieren: 1. O. ispi,

2. O. luteus und 3. O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis, O. tschudii.
Abbildung 19

Dargestellt sind die Ergebnisse einer Varianzanalyse (ANOVA) zu Unterschieden zwischen drei O. agassii
Populationen (Rio Collacagua, Rio Isluga, Salar d°Huasco, n = 60 ) und einer O. luteus Population (Titicacasee, n
= 34) in Bezug auf insgesamt neun meristische Variable Drei meristische Variable zeigen hochsignifikante
Unterschiede zwischen den Taxa. Flossenstrahlenanzahl in der Pectoralis (FIStPec); Schuppenanzahl in der

mittleren Langsreihe (SchMLR); Schuppenanzahl in der Riickenlinie (SchRL). Das Signifikanzniveau (p) ist fiir
jede Variable < 0,001.
50
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Abbildung 20

Dargestellt sind die Ergebnisse einer Varianzanalyse (ANOVA) zu Unterschieden zwischen drei O. agassii
Population (Rio Collacagua, Rio Isluga, Salar d‘Huasco, n = 60 ), O. luteus (Titicacasee, n = 34) sowie
O. ispi (Titicacasee, n = 10) in Bezug insgesamt neun meristische Variable. Vier meristische Variable zeigen
hochsignifikante Unterschiede zwischen den Taxa. Das Signifikanzniveau (p) ist fiir jede Variable < 0,001.
Flossenstrahlenanzahl in der Pectoralis (FIStPec); Flossenstrahlenanzahl in der Dorsalis (FIStDor);
Schuppenanzahl in der mittleren Léngsreihe (SchMLR); Schuppenanzahl in der Riickenlinie (SchRL).
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3.1.3 Darstellung und Charakterisierung der morphometrischen Variablen

Die Ergebnisse der Varianzanalyse der morphometrischen Daten zeigen zundchst keine
signifikanten Unterschiede zwischen den drei O. agassii Populationen und den chilenischen
Orestias Arten (O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis). Aber schon der Vergleich
mit O. tschudii weist der Mehrzahl der Variablen hochsignifikante (p < 0,001)
Varianzunterschiede zu. Diese sind jedoch, wie schon eingangs erwihnt, ausschlieBlich auf
GroBenunterschiede (TL / SL) zwischen den Individuen der Populationen zuriickzufiihren und
daher nicht ohne Vorbehalte aussagekriftig.

Im Vorwege der Diskriminanzanalysen sowie der Hauptkomponentenanalysen wurde
daher eine log. transformierte (linearisierte) Datenmatrix auf der Basis der Messdaten erstellt
um den Einfluss derartiger Wachstumsverschiebungen (GroéBendifferenzen) zu reduzieren

(siehe Tabelle A3 im Anhang zu dieser Studie).

3.1.4 Diskriminanzanalysen

Die aus 33  log-transformierten = Messungen an 151  Tieren  gebildeten
Diskriminazfunktionswerte lassen sich graphisch wie in Abbildung 21 gezeigt darstellen. Die
drei Populationen der Art O. agassii wurden aufgrund ihrer {iibereinstimmenden
Charakteristika zusammengefasst. Im Ergebnis lassen sich sowohl O. luteus als auch O. ispi
klar von allen iibrigen Taxa trennen. O. luteus ldsst sich insbesondere anhand der ersten
Diskriminanzfunktion unterscheiden, O. ispi dagegen vor allem anhand der ersten und
zweiten Diskriminanzfunktion. Die Trennung der Art O. ispi von allen iibrigen Orestias Taxa
ist auch im zweidimensionalen Plot der zweiten gegen die dritte Diskriminanzfunktion
gegeben (sieche Abbildung 21 B). O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis, O.
parinacotensis, O. ascotanensis und O. tschudii lassen sich dagegen nicht voneinander
diskriminieren. Dieses Ergebnis dndert sich auch nicht, wenn man die Lédngenvariablen (SL /
TL) sowie diejenigen Variablen, die von unterschiedlichen Autoren in graduell abweichender
Art und Weise genommen wurden (z.B. Kopflinge sensu Tchernavin; Kopflinge sensu
Parenti) von der Untersuchung ausschliefit bzw. nur eine der jeweils in graduell abweichender
Weise gemessenen Variablen verwendet. Die erste der drei Diskriminanzfunktionen erklért
66,3 % der gefundenen Variabilitit, ist jedoch auch durch allometrische

Wachstumsverschiebungen beeinflusst.
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Die zweite Diskriminanzfunktion erklart weitere 19,7 % der Variabilitit und die dritte 5,4 %.
Damit ldsst sich insgesamt 91,4 % der gefundenen Variabilitit erkldren. Die
Diskriminanzfunktionwerte sowie die Funktionswerte fiir die Gruppenzentroide der 95 %
Konfidenzellipsen (Abbildung 21) sind in den Tabellen A5 und A6 im Anhang zu dieser
Studie angegeben.

Abbildung 21

Dargestellt sind die 95 % Konfidenzellipsen dreier Diskriminanzfunktionen auf der Basis von 33 log.
transformierten morphometrischen Messungen an insgesamt 151 Individuen, die acht Arten innerhalb
der Gattung Orestias zuzurechnen sind. O. luteus - Titicacasee (grau), O. ispi - Titicacasee (blau), O.
laucaensis - Chile (griin), drei Populationen O. agassii - Chile (schwarz), O. tschudii - Titicacasee (rot)
und O. chungarensis - Chile (gelb) sowie O. parinacotensis - Chile (violett). O. ascotanensis (Chile) ist
als schwarzes Késtchen angegeben. Die Abbildungen zeigen den Auftrag der ersten gegen die zweite
Dirskriminanzfunktion (A) sowie der zweiten gegen die dritte Diskriminanzfunktion (B). Die ersten drei
Diskriminanzfunktionen erkldren insgesamt 91,4 % der gefundenen Variabilitdt. Die Werte der
Diskriminanzfunktionen sowie die Funktionswerte der Gruppenzentriode sind im Anhang zu dieser
Studie angegeben (Tabelle AS und A6).
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3.1.5 Hauptkomponentenanalysen

Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung einzelner taxonomischer Gruppierungen bestand in
Hauptkomponentenanalysen der log-transformierten morphomerischen Daten (Abbildung 22
und 23). Es wurden drei Hauptkomponenten extrahiert. Die erste Komponente erklért 91,6 %
der Gesamtvarianz, die zweite 2 % und die dritte 1,1 %. Die Variabelenzusammensetzung
sowie die Koeffizientenmatrix der Komponentenwerte sind im Anhang zu dieser Studie
gegeben und die Komponentenladung in den Ladungsdiagrammen (Komponentendiagramm)
zu den Abbildungen gezeigt. Die drei Populationen der Art O. agassii wurden auch hier
zusammengefasst.

Wie die Plotgraphiken zeigen, lassen sich O. agassii, O. tschudii, O. chungarensis, O.
parinacotensis, O. laucaensis sowie O. ascotanensis auch in dieser Analyse nicht voneinander
differenzieren. Alle Arten zeigen, wie schon im Rahmen der Diskriminanzanalyse
demonstriert, starke Uberlappungsbereiche im Auftrag der ersten gegen die zweite
Hauptkomponente (Abbildung 22) sowie der zweiten gegen die dritte Hauptkomponente
(Abbildung 23). Demgegeniiber lésst sich O. luteus von den oben genannten Arten iiber den
negativen Sektor der zweiten Hauptkomponente klar separieren. Dieser wird iiberwiegend
von der Korperbreite und Korperhohe sowie den Kopfteilmalen (Kopfbreite,
Interorbitalraum, Postorbitalraum, Maulbreite, Maulhohe) bestimmt. Auch O. ispi zeigt
nahezu keine Uberlappungsbereiche mit den iibrigen Arten und lésst sich iiber den positiven
Sektor der zweiten und den negativen Sektor der dritten Hauptkomponente differenzieren.
Diese werden beide im wesentlichen durch die Bauchlidnge, die Léinge des vorderen
Riickenbereiches, die Maulldnge sowie die Schwanzstiellinge beeinflusst. Die Taxa des
“Agassii Komplex” (exklusive O. luteus) liegen in allen Analysen somit zwischen O. luteus
und O. ispi und zeigen mit beiden Arten ausschlieBlich geringe Uberlappungsbereiche.

Obwohl die erste Hauptkomponente, die iiber 90 % der Variabilitt in allen Analysen
erklért, durch allometrische Wachstumsverschiebungen beeinflusst wird, l4sst sich aus den
Faktorenladungen (siche Komponentendiagramme zu den Abbildungen) der Komponenten
erkennen, dass die Kopfteilmalle einen wesentlichen Anteil an der isolierten Stellung von O.
luteus haben. Gleichzeitig wird deutlich, dass die Schwanzstielmafe entscheidend die Morphe

von O. ispi charakterisieren.
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Abbildung 22

Plotgrafik der Hauptkomponentenanalyse der morphometrischen Merkmale. Dargestellt ist die erste gegen
die zweite Hauptkomponente unter Verwendung von 33 log-transformierten Messungen an 151 Individuen
der Gattung Orestias. O. luteus aus dem Titicacasee (grau), O. ispi aus dem Titicacasee (blau), O.
O. agassii mit drei zusammengefassten Populationen aus Chile (schwarz),
O. tschudii aus dem Titicacasee (rot) und O. chungarensis aus Chile (gelb) sowie O. parinacotensis aus
Chile (violett). O. ascotanensis ist als schwarzes Kéistchen angegeben. Das Komponentendiagramm gibt die
Ladungen der Variablen an. Die Funktionswerte der Hauptkomponenten sowie die Funktionswerte der

laucaensis aus Chile (griin),

Komponentenmatrix sind im Anhang zu dieser Studie angegeben (Tabelle A5 und A7).
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Abbildung 23

Plotgrafik der Hauptkomponentenanalyse der morphometrischen Merkmale. Dargestellt ist die zweite gegen
die dritte Hauptkomponente unter Verwendung von 33 log-transformierten Messungen an 151 Individuen der
luteus aus dem Titicacasee (grau), O.
O. laucaensis aus Chile (griin), O. agassii mit drei zusammengefassten Populationen aus Chile (schwarz),
O. tschudii aus dem Titicacasee (rot) und O. chungarensis aus Chile (gelb) sowie O. parinacotensis aus Chile
(violett). O. ascotanensis ist als schwarzes Kistchen angegeben. Das Komponentendiagramm gibt die
Ladungen der Variablen an. Die Funktionswerte der Hauptkomponenten sowie die Funktionswerte der

Gattung Orestias. O.

Komponentenmatrix sind im Anhang zu dieser Studie

angegeben (Tabelle A5 und A7).
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Abschlieend wurden aus dem Gesamtdatensatz drei partielle Datensétze gebildet, mit
dem Ziel, die Wertigkeiten bestimmter Variablen fiir die Diskreminierung der
beriicksichtigten Taxa im Detail zu untersuchen. Die erste Datenmatrix beriicksichtigt
lediglich die Flossenteilmale, die zweite Datenmatrix beriicksichtigt die Kopfteilmafle und
die dritte lediglich die RumpfteilmaBBe. Jeder Datensatz wurde separat einer
Hauptkomponentenanalyse unterzogen. Wie Abbildung 24 zeigt lassen sich aufgrund der
Flossenteilmalle keine Hauptkomponenten extrahieren, die eine Differenzierung der hier

berticksichtigten Taxa erlauben.

Abbildung 24

Plotgrafik der Hauptkomponentenanalyse der morphometrischen Merkmale. Dargestellt ist die erste gegen die zweite
Hauptkomponente unter Verwendung von 6 log-transformierten FlossenmaBen, genommen an 151 Individuen der
Gattung Orestias. O. luteus aus dem Titicacasee (grau), O. ispi aus dem Titicacasee (blau), O. laucaensis aus Chile
(griin), O. agassii mit drei zusammengefassten Populationen aus Chile (schwarz), O. tschudii aus dem Titicacasee (rot)
und O. chungarensis aus Chile (gelb) sowie O. parinacotensis aus Chile (violett). O. ascotanensis ist als schwarzes
Kaéstchen angegeben. Das Komponentendiagramm gibt die Ladungen der Variablen an. Die Funktionswerte der
Hauptkomponenten sowie die Funktionswerte der Komponentenmatrix sind im Anhang zu dieser Studie angegeben
(Tabelle A5 und A7).
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Die Analyse der zweiten Datenmatrix (Kopfteilmalle) zeigt, dass sich O. luteus schon
iber die KopfteilmaBe von allen anderen Taxa trennen ldsst (Abbildung 25). Dieses Ergebnis

bleibt auch konstant, wenn dem Datensatz die Maulteilmalle (ML, MH) entzogen und separat

untersucht werden.

Abbildung 25

Plotgrafik der Hauptkomponentenanalyse der morphometrischen Merkmale. Dargestellt ist die erste gegen die
zweite Hauptkomponente unter Verwendung von 11 log-transformierten Kopfmaflen, genommen an 151
Individuen der Gattung Orestias. O. luteus aus dem Titicacasee (grau), O. ispi aus dem Titicacasee (blau),
O. laucaensis aus Chile (griin), O. agassii mit drei zusammengefassten Populationen aus Chile (schwarz),
O. tschudii aus dem Titicacasee (rot) und O. chungarensis aus Chile (gelb) sowie O. parinacotensis aus Chile
(violett). O. ascotanensis ist als schwarzes Kistchen angegeben. Das Komponentendiagramm gibt die
Ladungen der Variablen an. Die Funktionswerte der Hauptkomponenten sowie die Funktionswerte der
Komponentenmatrix sind im Anhang zu dieser Studie angegeben (Tabelle A5 und A7).
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Die Reduktion des Datensatzes auf die Rumpfteilmalle (Abbildung 26) hingegen zeigt,
dass sich O. ispi von allen anderen Taxa anhand der Schwanzstielmaf3e trennen ldsst. Dieses

Ergebnis bleibt auch konstant, wenn nur die SchwanzstielmaBe in der Analysematrix

verbleiben.

Abbildung 26

Plotgrafik der Hauptkomponentenanalyse der morphometrischen Merkmale. Dargestellt ist die erste
gegen die zweite Hauptkomponente unter Verwendung von 13 log-transformierten Rumpfmale,
genommen an 151 Individuen der Gattung Orestias. O. luteus aus dem Titicacasee (grau), O. ispi aus
dem Titicacasee (blau), O. laucaensis aus Chile (griin), O. agassii mit drei zusammengefassten
Populationen aus Chile (schwarz), O. tschudii aus dem Titicacasee (rot) und O. chungarensis aus Chile
(gelb) sowie O. parinacotensis aus Chile (violett). O. ascotanensis ist als schwarzes Késtchen
angegeben. Das Komponentendiagramm gibt die Ladungen der Variablen an. Die Funktionswerte der
Hauptkomponenten sowie die Funktionswerte der Komponentenmatrix sind im Anhang zu dieser Studie
angegeben (Tabelle A5 und A7).
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In keiner der auf diese Weise reduzierten Analysematrices lieen sich O. agassii, O.
chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis, O. ascotanensis und O. tschudii voneinander
diskriminieren. Die Werte flir die drei extrahierten Hauptkomponenten des Gesamtdatensatzes
iiber alle Variablen sowie der Hauptkomponenten der reduzierten Datensitze sind im Anhang
(Tabelle A5) aufgefiihrt.

Die Ergebnisse der morphologischen Untersuchungen zusammenfassend lassen sich
O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis, O. ascotanensis und O.
tschudii nicht auf der Basis der wesentlichen morphometrischen und meristischen Merkmale,
die in der Literatur bislang fiir die Unterscheidung dieser Arten innerhalb des Genus Orestias
angegeben wurden, voneinander diskriminieren. Einzig O. luteus und O. ispi sind eindeutig
voneinander und von allen {ibrigen Arten abgrenzbar. Da mit keiner morphologischen
Analyse eine Auflosung der chilenischen Orestias Taxa sowie O. tschudii erzielt werden
konnte, wurde im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit zunichst versucht biochemische

artcharakteristische Merkmale zu identifizieren.

3.2 Biochemische Untersuchungen

3.2.1 Darstellung und Charakterisierung von Orestias Himoglobinen und monomeren

Globinkettenvarianten

Héamolysate moderner Knochenfische zeichnen sich haufig durch eine hohe Komplexitdt ihrer
roten Blutfarbstoffe aus. In vielen Untersuchungen liel3 sich zeigen, dass selbst zwischen sehr
nahe verwandten Spezies artspezifische Hadmoglobinkomponenten identifiziert werden
konnen. Die Darstellung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Orestias-Himoglobine
erfolgte mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung im pH-Gradienten von 3-10. Die Oxy-

Hamoglobine wurden vor der Fokussierung stets mit 5 % 2-Mercaptoethanol reduziert.

67



Ergebnisse

Abbildung 27 IEF-Auftrennungen

IEF von Orestias Hamoglobinen: O. luteus (Titicacasee); O. agassii  reduzierter Orestias-Hamolysate
(Chile); O. tschudii (Titicacasee); O. chungarensis (Chile); O. laucaensis

(Chile). Die IEPs der Himoglobinkomponenten sind rechts angegeben. Als resultierten in durchaus
Markerproteine wurden Cytochrome C IEP 10,65; Ribonuclease A IEP

9,45; Lectin IEP 83 / 8,0 / 7,75; Myoglobin IEP 735 / 69 und komplexen Hdmoglobin-Mustern,
Carboanhyrase IEP 6,0 verwendet (R? = 0,9958).Farbung: 4-Chloro-1- . . .

naphtol / H,0, die zumindest fiir O. [luteus

Marker IEP O. luteus O. agassii O. tschudii O. luteus O. chunga O. lauca IEP artspemﬁsche Charakteristika

10,65 erkennen lieBen (Abbildung 27).
9,45
Insgesamt konnten zehn
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7,75 —— 772 unterschieden  werden, deren
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7.35 T W W w145 qgoelektrische  Punkte einen pH-
— — L R S— — — 7.18 . .
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et S N e W S 6,82 . .
R — 667 abdeckten. Das Hamoglobin-
— — ~—— — = —— — 6,57
622 Spektrum von O. luteus ist
il '
6,00 eindeutig tiber zwei

Hauptkomponenten bei IEP’s von

6,67 und 6,92 charakterisiert. Alle
iibrigen untersuchten Taxa (O. agassii, O. tschudii, O. chungarensis, O. laucaensis) waren
demgegeniiber nicht voneinander differenzierbar. Im Vergleich mit O. luteus waren aber auch
sie liber eine spezifische Himoglobinfraktion bei einem IEP von 7,6 charakterisiert. Allen
Orestias Arten waren acht Himoglobinfraktionen gemein: IEP’s bei pH: 6,22; 6,57; 6,82;
7,00; 7,18; 7,45 und 7,72. Insgesamt konnten 41 Individuen 5 verschiedener Orestias Arten
beriicksichtigt werden. Alle iiber ihre Pseudo-Peroxidase-Aktivitdt lokalisierbaren Hb-
Komponenten waren in ungefarbten Gelen ebenfalls als rotgefirbte Himoglobin-Banden zu
erkennen und konnten daher als Himoglobine angesprochen werden. Zusétzliche Fraktionen
traten nach 4-Chloro-1-naphtol Farbung nicht auf. Die Heterogenitidt der Himoglobine der
untersuchten Orestias Arten, wie sie sich in IEF-Trennungen darstellte, lie ebenfalls multiple
monomere Globinketten erwarten. Ziel der folgenden elektrophoretischen Analysen war die
Darstellung dieser Globinkettenvarianten und die Uberpriifung ihrer Artspezifitit. Die
Auftrennung der Globinketten erfolgte in homogenen 12 % Polyacrylamidgelen unter
dissoziierenden Bedingungen (8 M Harnstoff; 2 % Triton x-100; 5 % Essigsaure, pH der Gel-
Lsg.: 3,3). Exakt diese Bedingungen ermdglichen eine optimale Trennung der einzelnen

Globinkettenvarianten.
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Aus insgesamt 24 ausgewidhlten Trennungen wurden die Globinkettenkompositionen der
einzelnen Taxa bestimmt; entsprechend ihrer elektrophoretischen Mobilitit wurden in
Anlehung an die Nomenklatur fiir Sduger-Globine a- und B- Globinketten unterschieden.
Innerhalb beider Gruppierungen wurden die Fraktionen nach steigender Mobilitdt nummerier.
Insgesamt konnten in diesen Trennungen bei allen untersuchten Arten neun o-Ketten und drei

3-Ketten unterschieden werden (Abbildung 28).

Abbildung 28

Globinkettenvariationen der untersuchten Orestias Arten: O. luteus
(Titicacasee); O. agassii (Chile); O. tschudii (Titicacasee); O. chungarensis
(Chile); O. laucaensis (Chile). Die Auftrennung der Globinkomponenten
erfolgen im sauren 8 M Harnstoffgel. Die Abbildung zeigt die drei wesentlichen
Komponenten im a-Ketten Bereich sowie die neun gefundenen Komponenten
im B-Ketten Bereich. Die Komponenten § 2, a 4 und o 6 sowie a 8
charakterisieren O. luteus. Die a-Ketten oo 5 und o 9 O. tschudii.

| Kette O. agassii  O. tschudii  O. luteus O. chungarensis O. laucaensis O. agassii

31

B2 N

B3 “ —

O. luteus und O. tschudii waren klar durch den Besitz spezifischer a- oder B-Ketten
charakterisiert. Unterschiede in den elektrophoretischen Spektren der Globine zwischen den
Populationen der im Mittelpunkt der Analyse stehenden chilenischen Orestias Arten
(O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis) waren demgegeniiber nicht nachweisbar. Das
uniforme Spektrum ihrer Globine umfasst 2 B- (B1/3) sowie 4 a-Ketten (a1/2/3/7). O. tschudii
ist demgegeniiber eindeutig liber die a 5- und a-9-Globine enzusprechen. Dies gilt ebenso fiir
O. luteus (o0 6/ a 8/ B 2). Insgesamt wurden auch in diesen Analysen 41 Individuen 5
untersuchter Orestias Arten beriicksichtigt.

Zusammenfassend ergaben sich weder auf der Basis von Hdmoglobin noch auf der
Basis von Globinketten-Untersuchungen Differenzierungsmoglichkeiten zwischen den
chilenischen Orestias Arten. Es muss hier jedoch angemerkt werden, dass fiir diese Anlaysen
nicht alle Orestias Spezies zur Verfiigung standen, da nur einige Arten am Zoologischen

Institut gehéltert werden konnten.
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3.2.2 Parvalbuminanalysen

Wie fiir Himoglobine bzw. Globine, so gilt auch filir sogenannte hitzebesténdige (70-75°C),
saure Parvalbumine der Skelettmuskulatur von Teleosteern, dass sie sehr hdufig von
taxonomischer Bedeutung sein konnen.

Die Darstellung der untersuchten Orestias-Parvalbumine erfolgte mit Hilfe der
Isoelektrischen Fokussierung im pH-Gradienten von 3-5. Sie wurden zuvor aus
Muskelextrakten tiber Hitzeinkubation (70-75°C) angereichert. Die Ergebnisse der IEF-
Trennungen zeigten jedoch kaum Varianzen zwischen den hier beriicksichtigten Taxa.
Abbildung 29 zeigt das uniform bei allen chilenischen Arten (O. agassii, O. laucaensis, O.
chungarensis, O. parinacotensis) sowie bei O. tschudii und O. luteus beobachtete Spektrum
der drei wesentlichen Parvalbuminkomponenten (pl 4,14; pl 4,32; pl 4,64). Die Komponente
bei pl 4,64 konnte auBerdem bei O. ispi nachgewiesen werden. Diese Art zeichnet sich
dariiber hinaus durch zwei charakteristische Komponenten (pl 4,40; pl 4,53) aus, die allen
ibrigen Arten fehlen. Gleichzeitig fehlen O. ispi die Komponenten mit den pI’s bei 4,14 und
4,32. Da die Parvalbuminprofile der meisten Taxa iiber das gesamte Material identisch waren,
und lediglich O. ispi ein in Teilen abweichendes Muster aufwies, wurde auf die Untersuchung
weiteren Materials verzichtet. Insgesamt wurden 82 Individuen 10 verschiedener

Populationen 8 unterschiedlicher Orestias Arten analysiert.

Abbildung 29

IEF von Orestias Parvalbuminen (pH 3,0-5,0): O. luteus (Titicacasee); O.ispi (Titicacasee); O. agassii
(Chile); O. tschudii (Titicacasee); O. chungarensis (Chile); O. laucaensis (Chile); O. parinacotensis
(Chile); O. ascotanensis (Chile). Die IEPs der Parvalbuminkomponenten, berechnet anhand von
Markerproteinen (nicht dargestellt) sind links angegeben. Folgende Markerproteine wurden
verwendet: Trypsininhibitor IEP 4,5; Glucoseoxidase IEP 4,2; Auflerdem wurden bekannte
Parvalbuminkomponenten von Oreochromis niloticus mit den IEP’s 4,0; 4,08; 4,40 (Falk et al 1996)
eingesetzt. (R? = 0,98).

IEP O. luteus O. ispi  O. agassii O. tschudii O. chung. O. lauca. O. parina. O. ascotan.

4,32

4,40 e
4,53 EBEEE S
4,64
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Da die bislang eingesetzten morphologischen und biochemischen Analysetechniken
keine Differenzierung zwischen den chilenischen Taxa des ,,Agassii Komplexes* erlaubten,
wurde im Rahmen von Allozymmusteruntersuchungen nun versucht, zumindest
Allelenfrequenzverschiebungen zwischen den Populationen dieser Arten nachzuweisen. Auch

derartige Frequenzverschiebungen erlauben Riickschliisse in Bezug auf Genflussereignisse.

3.2.3 Allozymmusteruntersuchungen

Allozymmustervariationen wurden in Polyacrylamid-Gradientengelen und vergleichend in
homogenen Stirkegelen analysiert. Es wurden sowohl Muskulaturextrakte als auch
Hamolysate fiir die hier dargestellten Ansdtze verwandt. Erklirtes Ziel war die
Charakterisierung der Populationen und Arten der chilenischen Orestias Spezies, die
genetisch bislang nicht differenzierbar waren. Alle librigen Arten wurden jedoch auch in diese
Untersuchungen einbezogen. Insgesamt wurden 18 enzymcodierende Genorte analysiert:
Aspartat Aminotransferase-1 —3 (AAT-1; AAT-3); Esterase-1 —2 —3 —4 (Est-1; Est-2; Est-3;
Est-4); Isozitrat Dehydrogenase (IDH); Laktat Dehydrogenase (LDH-1; LDH-2); Malat
Dehydrogenase (MDH-1; MDH-2); Glucosephosphat Isomerase-1 -2 (GPI-1; GPI-2);
Phosphogluco Mutase (PGM); Superoxyd Dismutase (SOD); allgemeines Protein (AP-1 -2 —
3).

13 von 18 untersuchten enzymcodierenden Genorten waren zumindest iiber zwei
unterschiedliche Allele charakterisiert (Tabelle 9). AuBerst polymorphe Enzymsysteme mit
drei bis 5 Allelen pro Lokus lieBen sich an folgenden Genorten nachweisen: AAT-3, Est-2,
Est-4, LDH-2, MDH-1, GPI-1, GPI-2 und PGM. Monomorphe enzymcodierende Genorte
waren: AAT-1, AP-3, EST-3 und IDH, sowie SOD.

Der Anteil heterozygoter Individuen innerhalb der untersuchten Population variierte
zwischen 1 % (O. agassii; Rio Collacagua) und 7 % (O. ispi, Copacabana, Titicacasee). Die
durchschnittliche Heterozygotie, berechnet fiir die Gesamtheit aller untersuchter Individuen,
betrug 2 %.

Der beobachtete Polymorphiegrad (P99%) variierte zwischen 11,1 % (O. agassii, Rio
Isluga) und 55,6 % (O. tschudii, Titicacasee). Abweichungen zwischen den erwarteten und
tatsachlich beobachteten Heterozygotiewerten (Tabelle 9) sind auf eine geringe
Stichprobenzahl und das Auftreten extrem seltener Allele in einzelnen Populationen
zuriickzufithren. Signifikante Abweichungen vom Hardy Weinberg Gleichgewicht konnten

fiir keine Population festgestellt werden (Chi-Quadrat Test).
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Tabelle 9

Allelenfrequenzdaten fiir neun Populationen 7 verschiedener Orestias Spezies. Es wurden 13
polymorphe enzymcodierende Genorte detektiert. Die berechneten Molekulargewichte (kDa) der
entsprechenden Allele sind in Klammern angegeben. e: Erythrozytenhdmolysat; m:
Muskelextrakt. Die drei Populationen von O. agassii tragen folgende Abkiirzungen: Hu (Salar
d'Huasco); Coll (Rio Collacagua); Is (Rio Isluga).

Locus / Allele  Populationen

0. agassii/ Hu O. agassii/ Coll O. agassii/ |Is O. chungarensis O. parinacotaensis  O. laucaensis O. tschudii O. luteus O. ispi

Sidchile Nordchile Titicacasee
AAT-3 (m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A (121) 0,06 0,68 1,00
B (119) 0,25 0,31
C (113) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,69 0,01
AP-1 (m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A 0,74 0,80 0,56 1,00 1,00 0,83 0,94 0,07 0,20
B 0,26 0,20 0,44 0,17 0,06 0,93 0,80
AP-2 (m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A 0,90 1,00 1,00 0,29 0,92 0,42 0,69 0,09 1,00
B 0,10 0,71 0,08 0,58 0,31 0,91
EST-1 (m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,88 1,00 0,90
B 0,12 1,00 0,10
EST-2 (e/m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A (80) 0,57 0,15 0,16 0,04
B (78) 0,81 0,80 0,43 0,62 0,08 0,09
C (75) 0,19 0,20 1,00 0,23 0,92 0,75 0,96 0,90
D (73) 0,10
EST-4 (m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A (29) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,88 1,00 0,80
B (26) 0,03 0,20
C (25) 0,09
LDH-1 (e/m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A (418) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,09
B (380) 0,91 1,00
LDH-2 (e/m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A 1,00
B 0,05 0,17 0,17 0,12 0,17 0,19 0,07
C 0,95 0,83 0,83 1,00 0,88 0,83 0,81 0,93
MDH-1 (e/m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A (350) 0,50
B (334) 0,30
C (270) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,20
MDH-2 (e/m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A (95) 0,19 0,53 0,70
B (85) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,81 0,47 0,30
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Fortsetzung Tabelle 9

Locus / Allele  Populationen

O. agassii/ Hu O. agassii/ Coll O. agassii/ls O. chungarensis O. parinacotaensis O. laucaensis O. tschudii O. luteus O. ispi

Sidchile Nordchile Titicacasee
GPI-1 (e/m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A (307) 0,10
B (261) 1,00 0,90
C (215) 1,00 1,00 1,00 0,86 0,92 0,92 0,81
D (169) 0,14 0,08 0,08 0,19
GPI-2 (e/m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A 0,06
B 0,08 0,50 0,60
C 0,97 1,00 1,00 0,86 0,15 0,63
D 0,03 0,14 0,85 0,92 0,31
E 0,50 0,40
PGM (m)
N 31 20 9 7 13 12 16 34 10
A (100) 0,05
B (95) 0,09 1,00 0,90
C (90) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,91
D (88) 0,05
H exp. 0,06(x0,12) 0,05(+0,12) 0,05(0,14) 0,08(0,17) 0,07(0,14) 0,10(x0,15)  0,19(x0,20) 0,12(+0,18) 0,17(x0,21)
H obs. 0,01(z0,02) 0,01(x0,08) 0,02(0,06) 0,00 0,01(0,02) 0,02(+0,04)  0,04(+0,06) 0,02(+0,05) 0,07(+0,07)
P (%) 27,8 16,7 11,1 22,2 27,8 38,9 55,6 44,4 44,4

Abbildung 30 zeigt einige phenotypische alleische Varianten an verschiedenen
enzymcodierenden Genorten. Die Produkte der Allele AAT-3 *A und *B (121 kDa; 119
kDa), PGM *A und *B (100 kDa; 95 kDa) sowie MDH-2 *A (95 kDa) waren nur bei den
Arten des Titicacasees nachzuweisen (O. tschudii, O. luteus, O. ispi). Die Allele LDH-1 *B
(380 kDa), GPI-1 *B (261 kDa) und GPI-2 *E traten ausschlieBlich in Populationen von O.
luteus und O. ispi auf. Die letztgenannte Art war weiterhin liber eine Vielzahl privater Allele
charakterisiert: MDH-1 *A (350 kDa), MDH-1 *B (334 kDa), LDH-2 *A, GPI-1 *A (307
kDa), PGM *A (100 kDa) und *D (88 kDa). Die chilenischen Arten (O. agassii, O.
chungarensis, O. parinacotensis, O. laucaensis, O. ascotanensis) waren auch in diesen
Untersuchungen nicht iiber ihnen eigene private Allele charakterisierbar bzw. identifizierbar.
Ihre Allelenkomposition entsprach weitestgehend den Allozymmustern der Populationen von
O. agassii (Rio Isluga, Rio Collacagua, Salar d’Huasco). Allelenfrequenzdifferenzen
zwischen den untersuchten Populationen sind in Tabelle 9 angegeben.

Allozymmustervariationen der Genorte AP-1, AP-2, EST-1, GPI-2 und LDH-2
wurden ausschlieBlich in Stirkegelen analysiert. Fiir alle {ibrigen allelischen Varianten sind
die entsprechenden Molekulargewichte in Tabelle 9 angegeben. Es wurden keine
Unterschiede in Bezug auf das Auflosungsvermogen beider elektrophoretischer Systeme

detektiert.
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Abbildung 30

Phenotypische allelische Variationen an verschiedenen enzymcodierenden Genorten (EST-2; EST-
4; GPI-1; LDH-1; MDH-1; SOD) analysiert in diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gradientengelen.
Die Molekulargewichte (kDa) der Allele sind an den jeweiligen Banden und in Tabelle 9
angegeben. Heterozygote Zustinde sind ebenfalls dargestellt. Erythrozytenhdmolysate (e);
Muskelextrakte (m).

EST-2 (m) EST-4 (m) GPI-1 (e)
29 e
78 80 26 s e
75 75 75 75 25 2t
LDH-1 (e) MDH-1 (e) SOD (e)
418 270 99
e -
380

Genetische Distanzenabschédtzungen (NEI 1978) auf der Basis von Allelenfrequenzen
(Tebellen 10 und 11) lassen die schon zuvor identifizierten genetisch distinkten
Gruppierungen erkennen. Die Populationen von O. ispi und O. luteus aus dem Titicacasee
sind klar voneinander und ebenso von den Populationen der chilenischen Taxa aullerhalb des
Titicacasees (O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis) sowie von O.
tschudii abgrenzbar. Die chilenischen Populationen von O. agassii sowie O. tschudii
(Titicacasee) und die weiteren nordchilenischen Populationen der drei Orestias Arten (O.
chungarensis, O. parinacotensis und O. laucaensis) bilden auf der Basis genetischer
Distanzabschétzungen eine nicht weiter aufzulosende einheitliche Gruppierung. Die mittleren
genetischen Distanzen basierend auf Allozymmusterdaten zwischen den hier beriicksichtigten
Populationen berechnet nach NEI (1978) sind in Tabelle 10 angegeben. Die mittlere
genetische Distanz zwischen O. agassii Populationen (Salar d’Huasco, Rio Collacagua, Rio
Isluga), O. tschudii sowie den Populationen der weiteren chilenischen Orestias Taxa (O.
chungarensis, O. parinacotensis, O. laucaensis) liegt mit 0,057 (+ 0,027) in einem Bereich,
der durchaus flir Populationen einer einzigen Art charakteristisch wire. Mittlere
Distanzabschédtzungen zwischen O. luteus, O. ispi und der ,,Agassii-Gruppe®, alle iibrigen
Taxa umfassend, erreichen ca. 8fach hohere Distanzwerte.
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Tahelle 10

Genetische Distanzen (Nei, 1978) zwischen neun Fopulabionen 7 unterschiedlicher Crestias Atrten basierend auf Allelenfrequenzverschiebungen Die
Ablairzungen der & agessii Populationen asind: Hu (Salar d'Huasco, Chale), Col {Fio Collacagua, Chale); Isl (Rio Isluga Chile). In der  Agassu-Cruppe®
wurden ale Populationen der chilenischen Arten (O agessi, O parimacotensis, O laucaensis, O clupgarensis) sowie O tschudii aus dem Titicacases

misammengefasst.
Fopulation 0 agassi (Hu O agassi (Coll O agassi (18] O Jaucaensis 0. chungarensis 0. pannacotensis O tschudii O futeus
0. agassi (Cal) 0,00z
0. agassil (Is)) 0,042 0,041
2. laucaensls 0,104 0,113 0,033
0. chungarensis 0,043 0,051 0,093 0,037
0. parnacotensis 0,046 0047 0,036 0,042 0,063
0. tachudi 0047 0,043 0032 0,033 0,045 0,044
0. futeus 0,539 aB17 a5ty 0,455 0,555 0 B03 0,452
0. ispl 0620 0514 0521 0,534 o722 0524 0,509 0,229
Tabelell
Agassii-Gruppe” Luteus
Sgassii-Gruppe” 0057 (0027
Luteus 0544(x0218) _
Ispi 0599(x0242) 0,229

Ergebnisse
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3.2.4 Genetische Beziehungen der in dieser Arbeit beriicksichtigten Orastias Taxa
basierend auf biochemischen Charakteristika

Um einen weiteren Eindruck in Bezug auf die genetischen Beziehungen der in dieser Arbeit
berticksichtigten Orestias Taxa zu erhalten, wurden alle bisher gewonnenen biochemischen
Daten (a- / B-Globinketten; Parvalbumine, allelische Varianten der untersuchten
Enzymsysteme) 1 / 0 kodiert un in einer Datenmatrix zusammengefasst. Insgesamt standen
somit 56 Charakteristika zur Verfligung, die phylogenetisch analysiert werden konnten.
Abbildung 31 zeigt eine auf diese Weise konstruierte Neighbor-Joining Phylogenie
(PAUP). Die Linge der Verzweigungen entsprechen mittleren genetischen Distanzen,
abgeleitet aus einer Anwesenheits/Abwesenheitsmatrix (1 / 0-Matrix) von 56 biochemischen

Charakteren. Die Topologie wurde mit O. luteus gewurzelt.

Abbildung 31

Darstellung der genetischen Beziehungen sowie der geographischen Verteilung der in
dieser Arbeit beriicksichtigten Orestias Taxa, anhand einer Neighbor-Joining
Phylogenie, basierend auf 56 biochemischen 1/0 kodierten Charakteristika. Die
Abkiirzungen der O. agassii Populationen sind: Hu (Salar d'Huasco, Chile); Col (Rio
Collacagua, Chile); Isl (Rio Isluga, Chile). Die Phylogenie wurde gegen O. luteus
gewurzelt. Bootstrapping: 1000 Replikate, ein Bootstrap-Wert ist angegeben (100 %).

O. agassii (Hu)

S
) @2
O. agassii (Col) S
=
. =
| O. agassii (Isl) <
]
<
—— O. chungarensis | B | §
O | ‘s
<l 9
O. parinacotensis =
o

100

—— O. laucaensis

O. tschudii

O. ispi

O. luteus

Titicacasee
Bolivien und Peru
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Auch diese Analyse bestitigt die klare genetische Abgrenzung von O. ispi, O. luteus
und allen {ibrigen hier untersuchten Orestias Taxa. Innerhalb des ,,Agassii Komplexes®, O.
luteus klar ausschlielend, nimmt O. tschudii eine basale Position ein. Desweiteren lassen sich
nord- und siidchilenische Taxa in dieser Analyse weitgehend voneinander trennen. Sehr
dhnliche Topologien wurden mit alternativen phylogenetischen Rekonstruktionstechniken
(Maximum Parsimony / Maximum Likelihood) erhalten. Es muss jedoch an dieser Stelle
darauf hingewiesen werden, dass die in Abbildung 31 wiedergegebenen
Verwandtschaftsverhiltnisse innerhalb des ,,Agassii Komplexes®“, O. luteus ausschlieBend,
ausgedehnten Signifikanztests (Bootstrapping / Jackkniffing) nicht standhielten. Sie waren

somit ausschlieBlich als Trendanalyse zu verstehen.

33 Molekularbiologische Untersuchungen

3.3.1 mtDNA-Kontrollregions-Sequenzierungen

Aufgrund des scheinbar sehr engen Verwandtschaftsverhédltnisses der chilenischen Taxa des
»Agassii  Komplexes“ liefen die bisherigen biochemischen Untersuchungen kaum
Riickschliisse in Bezug auf ihren systematischen Status bzw. ihre verwandtschaftlichen
Verhiltnisse zu. Die nun folgenden Analysen konzentrierten sich daher auf
Sequenzvergleiche der ersten hypervariablen Region der mitochondrialen Kontrollregion.
Dieser Abschnitt kann als einer der hochaufldsensten genetischen Marker bezeichnet werden.

Insgesamt wurden mtDNA-Sequenzen von 67 Individuen 13 unterschiedlicher
Populationen acht verschiedener Orestias Arten untersucht. Die zur Verfligung stehenden
Primer-Sets erlaubten die Sequenzierung eines kurzen Abschnitts des mt-tRNA"°-Gens
(13bp) sowie der sich daran anschliefenden, kompletten ersten hypervariablen Region (382-
385 bp) der Kontrollregion.

Substitutionen innerhalb der mtDNA Haplotypen jeder Art / Population sind in
Tabelle 12 angegeben. Es wurden keine signifikanten quantitativen Unterschiede in der
Basenzusammensetzung der Sequenzen der einzelnen Taxa beobachtet (Chi-Quadrat Test der
Homogenitédt der Basenfrequenzen). AuBBerdem waren sie durch ein moderates Transitions- /
Transversions-Verhiltnis (Ts / Tv) charakterisiert (bis maximal 7:1). Insgesamt konnten 53
Substitutionen (13 %) identifiziert werden, davon 12 sogenannte ,,Singletons®, die nur in einer
einzigen Sequenz auftraten. Transitionen bildeten 56 % der Substitutionen von denen 55 % C

/' T Austausche darstellten.
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Tabelle 12

Substitutionen innerhalb der mtDNA Haplotypen (Kontrollregion) aller untersuchter Orestias Arten.
Potentiell synapomorphe Substitutionen (Synap) sind markiert. Zu den Abkiirzungen vgl. Tabelle 7.
Potentiell synapomorphe Substitutionen fiir O. agassii / O. tschudii / chilenische Arten (*);
Potentiell synapomorphe Substitutionen fiir die nordchilenischen Arten (°).

111111111111111111111111222222333333333

Haplotypen 2444555555556689001222334444555677899999114689002379999
7235012457891898590678392379238108956789045491349890567
OChungal GGGTATACGTTCACTAGAGTACTCCACTCCCAGTGTTATAA-CACTAACATCTGA
T 0ParinaZ e Cuovenn. Cennnn A......
9 3 OParinal3 e [ Cm i i i
::“ B 0LaUCACEA e e e e e e it i i
L » OAgaHuab AL A...... T.. T, C—iiii i
o 3 OAgaCol6 B AA....... Tt Cmee e
OAgaCol?7 A A.A....... Tttt et iiieae (O G....
OAscota8 AL AA....... T..... Ao, C-.G...... N....
a OTschud9 .. oo A I [
Q OTschudl0 .. .o, A e i e e C-T.eiiiiiaa
o ORAGaPunll - Cm e
A
'6‘ OLutCacl2 .ATCG-G.A...TAC...ACTTCTATTCAAT.A.AAAGACCA..... T.T..C..
m OLutCacl3 .ATCG-G.A.ATCAC...ACTTCTATT.AAT.A.AAAGACCA..... T.T..C..
OLutPunli4 .ATCG-G.AC.TTACC..AG.TC.ATT.AATGA.AAAGACCA..... T.T..C..
OLutPunlb .ATCG-G.AC.TTACC..AG.TC.ATT.AATGA.AAAGACCA..G.TT.T..C..
OLutPunlé6 .ATCG-G.A...TAC...ACTTCTATT.AAT.A.AAAGACCA..... T.T..C..
a OIspPunl? AATCG-G.AC..TAC...AG.TCTATTC.ATGA.AAAGATCA....TT.T.ACAC
] OIspPunl8 .ATCG-GTAC.TCAC...AG.TCTATTC.ATGA.AAAGACCA..... T.T.ACAC
A OIspPunl? .ATCG-GN.C.TCA.C..AG.TC.ATT.AATGA.AAAGACCA...C.T.T.ACAC
OIspCop20 .ATCG-G.AGCTCAC...AG.TCTATT.AATGA.AACGACCA..... T.T..CAC
OIspCop2l .ATCG-G.AC.TCAC...AG.TCTATT.AATGA.AACGACCA....TT.T..CAC
HT22 .ATCG-G.A..TTAC...ACTTCTATT.AAT.A.AAAGACCA..... T.T..C..
Synap * Kk Kk Kk kk * % * Kk k% * % *khkKkkk*x *x * *

° o

Insgesamt wurden 22 unterschiedliche Haplotypen identifiziert. Von diesen waren
lediglich drei Haplotypen in unterschiedlichen Taxa aufzufinden oder {iber mehrere
geographische Regionen verbreitet. Dieser Befund bezieht sich auf die Haplotypen
OAgaPunl1 (O. agassii — Punobucht / Titicacasee, Lago Grande und O. tschudii — Huatajata /
Titicacasee, Lago Pequefio), OLaucae4 (Populationen von O. laucaensis, O. parinacotensis,
O. chungarensis und O. agassii) und HT22, der bei fast allen untersuchten nachzuweisen war.

Die unkorrigierten genetischen Distanzen (KIMURA 1980) zwischen allen untersuchten
Haplotypen (sieche Tabelle 13) variierten zwischen 0,3 % und 10,2 % mit einem Mittelwert
von 5,5 % (+ 0,81%). Die mittlere genetische Distanz zwischen Haplotypen der im Zentrum
dieser Analyse stehenden Taxa (O. agassii, O. tschudii, O. chungarensis, O. parinacotensis,

O. laucaensis, O. ascotanensis) war erwartungsgeméal niedriger (0,92%, £ 0,28).
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Streuungsdiagramme der paarweisen
genetischen Distanzen gegen die Anzahl der
Transitionen (Ts) bzw Transversionen (Tv)
fiir alle Haplotypen zeigen, dass Transitionen
und Transversionen mit zunehmender
genetischer Distanz linear anstiegen (Ts:r*=
0,98; Tv: r= 0,98) (Abbildung 32).
somit

Sequenzsittigungseffekte ~ konnten

vernachldssigt  werden. 41  von 53
Substitutionen waren parsimony-informativ.
Schritt  der

In einem ersten

phylogenetischen Analysen wurden
ausschlieBlich Transversionen berticksichtigt
(ohne Abbildung). Neighbor-Joining-
Rekonstruktionen bestétigten die Existenz
grofBer

zweier monophyletischer

Gruppierungen. Die erste umfasst alle
chilenischen Arten und Populationen (O.
laucaensis, 0. parinacotensis, 0.
chungarensis und O. agassii) sowie alle
Populationen von O. tschudii und O. agassii
aus dem Titicacasee; die zweite alle
Populationen von O. luteus und O. ispi.
Identische Ergebnisse wurden mit Maximum
Parsimony und Maximum Likelihood
Analysen erzielt. In einem zweiten Schritt
wurden sowohl Transversionen als auch
Transitionen analysiert. Deletionen und
Insertionen wurden nicht beriicksichtigt. Wie
in der vorherigen Analyse und in Abbildung
33 dargestellt  gruppieren sich  die
Kontrollregions-Haplotypen in zwel
monophyletische Einheiten, die statistisch in

hohem Maf3e abgesichert werden konnten.
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Abbildung 32

Sequenz-Sattigungsanalyse von 22 Kontrollregions-Haplotypen. Es wurden alle
in Abbildung 33 beriicksichtigten Taxa einbezogen. Aufgetragen sind die
genetischen Distanzen gegen die Anzahl der Substitutionen (A Transitionen; B
Transversionen) im paarweisen Sequenzvergleich. Die Regressionskoeffizienten
(R?) sind ebenfalls angegeben.
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Abbildung 33

Neighbor-Joining Phylogenie und geographische Verteilung der 21 unterschiedlichen mtDNA
Haplotypen, die innerhalb des sequenzierten Teils der Kontrollregion identifiziert werden konnten (383-
385 bp). Genetische Distanzen wurden unter Beriicksichtigung von Transitionen und Transversioen
abgeschitzt (2-Parameter-Modell; Kimura 1980). Die Werte an den Verzweigungen geben die
prozentuale Unterstiitzung der jeweiligen Verzweigung an (Bootsrapping: 1000 Replikate). Die
Nummerierung der Herkunftslokalititen sowie die Haplotypenbezeichnungen korrespondieren mit
denjenigen der Tabelle 8.

Clade 2
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Die erste der Gruppierungen (Clade 1) schlieft wiederum alle Populationen von O.

agassii, O.

tschudii sowie alle chilenischen Arten ein, wihrend sich in der zweiten

Gruppierung (Clade 2) ausschlieBlich die Populationen von O. ispi und O. luteus aus

unterschiedlichen Regionen des Titicacasees vereinigen. Innerhalb der chilenischen Taxa,

sowie O. tschudii (Clade 1) lassen sich ferner zwei genetisch distinkte Linien unterscheiden.

An der Basis dieser monophyletischen Gruppierung stehen die silidchilenischen Arten und

Populationen aus dem Rio Collacagua, dem Salar d’Huasco und dem Salar d’Ascotan.
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In abgeleiteter Position finden sich die nordchilenischen Arten und Populationen aus dem
Chungarasee, der Bofedale d’Parinacota und dem Rio Isluga. Aulerdem beinhaltet diese
ndrdliche Linie alle Haplotypen der Arten O. tschudii und O. agassii aus dem Titicacasee. Die
Validitit beider Linien erreichte einen statistisch signifikanten Wert von 81%
(Bootstrapping).

Signifikante Gruppierungen waren ebenfalls innerhalb der Populationen von O. ispi
und O. luteus (siche Abbildung 33) nachweisbar. Sie entsprechen jedoch weder
geographischen Regionen noch taxonomischen Einheiten.

In einem dritten Analyseschritt wurde die Signifikanz der phylogenetischen
Rekonstruktion (Neighbor-Joining Analyse) durch AuBengruppenvergleiche, sowie
Beriicksichtigung zusétzlicher Referenzhaplotypen des ,,Agassii Komplexes* getestet. Zu
diesem Zweck wurden publizierte Sequenzen (PARKER & KORNFIELD 1995, PARKER &
KORNFIELD eingereicht) der mitochondrialen Kontrollregion einer Vielzahl von Orestias
Arten aus dem Titicacasee vergleichend in die Analyse einbezogen. Die verfiligbaren
Sequenzdaten beziehen sich auf die AuBlengruppentaxa Orestias crawfordii, O. gilsoni, O.
imarpe, O. mooni, O. pentlandii, O. robustus, O. taquiri sowie Referenzhaplotypen von O.
luteus, O. ispi, O. agassii und O. ascotanensis. Die Referenzhaplotypen von O. agassii aus
dem Titicacasee und O. ascotanensis (PARKER & KORNFIELD 1995, PARKER & KORNFIELD
eingereicht) clusterten in derartigen Rekonstruktionen klar mit entsprechenden Haplotypen
beider Arten, die in der vorliegenden Studie fiir die jeweiligen geographischen Regionen
identifiziert wurden. Die AuBBengruppenhaplotypen aller iibrigen untersuchten Taxa clusterten
demgegeniiber ausschlielich mit der zweiten GroB3gruppierung (O. luteus; O. ispi). Die hier
dargestellten Analysen bestétigten somit die Monophylie der chilenischen Orestias-Taxa,
einschlieBlich der Arten O. agassii und O. tschudii (Clade 1). Innerhalb dieser Taxa wurden
weiterhin erstmals zwei klar voneinander getrennte genetische Linien identifiziert. An der
Basis dieser Gruppierung (Clade 1) stehen aussschlieBlich siidchilenische Taxa. Equivalente
Phylogenien wurden in ungewichteten Parsimonieanalysen (MP), Minimum Evolution
Rekonstruktionen (ME) und der Maximum Likelihood Analysen (ML) bestétigt. Geringe
Differenzen zwischen NJ, MP, ME und ML Phylogenien betrafen lediglich Positionen
terminaler Haplotypen innerhalb der beschriebenen signifikanten Gruppierungen.

Ein weiteres wesentliches Ergebnis der Kontrollregionsanalyse ldsst sich den
phylogenetischen Rekonstruktionen in Bezug auf das Clustern der O. luteus und O. ispi
Haplotypen entnehmen (Abbildung 34). Die Haplotypen beider Arten, sowie weiterer

Orestias Species dieser Gruppierung (Clade 2) clustern weder geographisch orientiert noch
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Taxon spezifisch. Ein Befund, der klar daraufhinweist, dass diese hypervariable mtDNA
Region fiir groBsystematische phylogenetische Analysen klare Limitierungen aufweist.
Aufgrund dieser Beobachtungen konzentrierten sich die abschliessenden Untersuchungen zur
phylogenetischen Stellung der Orestiini innerhalb der Cyprinodontiformes auf die Analyse

des Cytochrom-b Genes.

Abbildung 34

Neighbor-Joining Phylogenie der 36 mtDNA Kontrollregions-Haplotypen unterschiedlicher
Orestias Arten. Distanzabschdtzungen folgen dem zwei-Parameter-Modell von Kimura
(1980). Es wurden sowohl Transversionen als auch Transitionen beriicksichtigt. Die Werte
an den Verzweigungen geben die prozentuale Unterstiitzung (>50 %) der jeweiligen
Verzweigung an (Bootstrapping: 1000 Replikate). Die Abkiirzungen der Haplotypen sind in
Tabelle 8 aufgefiihrt. Publizierte Kontrollregion Sequenzen sind fett gedruckt.
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3.3.2 Cytochrom-b Sequenzierungen

Zur weiteren Absicherung der bereits dargestellten phylogenetischen Beziehungen der
einzelnen Taxa innerhalb des Genus Orestias und zur Kliarung der phylogenetischen Stellung
des Genus innerhalb der Cyprinodontiformes wurden im abschlieBenden Untersuchungsteil
partielle Cytochrom-b Analysen eingesetzt. Insgesamt wurden 34 Individuen 13
unterschiedlicher Populationen acht verschiedener Orestias Species beriicksichtigt.

Zur Uberpriifung der Sequenzidentitit und zur Bestimmung der Codon-Positionen
wurden publizierte Sequenzen der Arten O. agassii, O. luteus und O. ispi verwendet (PARKER
& KORNFIELD 1995). Die sequenzierten Bereiche des Cytochrom-b erfassten 307 Nukleotide,
die fiir 102 Aminosduren dieses Proteins codieren (Positionen 33-134). Im paareweisen
Sequenzvergleich der Orestias Spezies konnten maximal 4 Aminosduresubstitutionen
detektiert werden (Position: 46, 97, 119, 120). Insgesamt wurden 32 Nucleotid-Substitutionen
(11%) detektiert, von denen 27 dritte Codon-Positionen betrafen. 59 % aller Substitutionen
entfielen auf Transitionen (54 % C / T Substitutionen). Innerhalb der 34 untersuchten
Individuen konnten 18 unterschiedliche Haplotypen identifiziert werden. Sie sind in Tabelle
14 dargestellt. Lediglich vier Haplotypen wurden in unterschiedlichen Taxa bzw. an mehreren
geographischen Regionen gefunden: OTschud2 (O. agassii — Punobucht / Titicacasee und O.
tschudii — Huatajata / Titicacasee), OChungall (O. chungarensis und O. parinacotensis),
OChungal2 (O. laucaensis und O. chungarensis) sowie OAgaCol6 (O. agassii — Rio
Collacagua und Salar d’Huasco / Chile und O. ascotanensis). AuBlerdem konnte ein
mutmaBlich urspriinglicher Haplotyp identifiziert werden, der bei fast allen untersuchten Taxa
auftrat (Haplotyp 10/ HT10).

Unkorrigierte genetische Distanzen (KIMURA 1980) zwischen verschiedenen
Haplotypen (Tabelle 15) variierten zwischen 0,1 % und 9,2 % mit einem Mittelwert von 4,9
% (+ 0,9). Die mittlere genetische Distanz zwischen Haplotypen von O. agassii, O. tschudii
und allen chilenischen Arten (O. chungarensis, O. parinacotensis, O. laucaensis, O.
ascotanensis) war jedoch auch in dieser Analyse signifikant niedriger (0,7% =+ 0,3).
Streuungsdiagramme der paarweisen genetischen Distanzen gegen die Anzahl der
Transitionen (Ts) bzw. Transversionen (Tv) zeigten, dass Transitionen wie auch
Transversionen mit zunehmender genetischer Distanz linear anstiegen (Ts:#*= 0,99; Tv: r=
0,98). Sequenzsittigungseffekte konnten somit auch in diesem Fall vernachlissigt und die
Mehrzahl der Substitutionen als phylogenetisch relevant betrachtet werden. 29 der 32

polymorphen Sequenzpositionen waren parsimony-informativ.
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Tabelle 14

Substitutionen innerhalb der mtDNA Haplotypen des

partiell sequenzierten Cytochrom-b-Genes aller untersuchter
Orestias Arten. HT10 wurde bei O. luteus, O. agassii und

O. laucaensis gefunden. Potentiell synapomorphe Substitutionen
(Synap) sind markiert (*). Zu den Abkiirzungen vgl. Tabelle 7.
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Cytochrom-b Daten (Abbildung 35) bestdtigten klar die

bereits beschriebenen genetischen Beziehungen innerhalb
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Analysen gezeigt, lieBen sich auch hier die Haplotypen von g8
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Populationen von O. tschudii und O. agassii waren ebenso
wie iber die vorherigen molekularen Analysen der
Kontrollregion zwei voneinander getrennte genetische Linien zu beobachten. Eine siidliche
Linie, die Haplotypen aus dem Rio Collacagua, dem Salar d’Huasco und dem Salar d’ Ascotan
(OAgaCol5, OAgaColl9, OAgaCol6) umfassend, und eine nordliche Linie, die Haplotypen

aus dem Chungarasee, der Bofedale de Parinacota und dem Rio Isluga (OChungall,

85

sTalEqel



Ergebnisse

OChungal2, OLaucal7, OAgalsll) vereinigend. Aullerdem beinhaltet die nordliche Linie
Haplotypen von O. tschudii und O. agassii aus dem Titicacasee (OTschud2, OTschud3,
OAgaPun7). Neighbor-Joining Phylogenien, wie in Abbildung 35 dargestellt, wurden in
Maximum Parsimony (MP) und Maximum Likelihood (ML) Analysen bestdtigt.

Abbildung 35

Neighbor-Joining Phylogenie und geographische Verteilung der 17 mtDNA Haplotypen,
die im Rahmen der partiellen Sequenzierungen des Cytochrom-b Genes identifiziert
werden konnten (307 bp). Die genetischen Distanzen entsprechen dem zwei-Parameter-
Modell (Kimura 1980). Es wurden Transitionen und Transversionen beriicksichtigt. Die
Werte an den Verzweigungen geben die prozentuale Unterstiitzung fiir die jeweilige
Verzweigung an (1000 Bootstrap Replikate). Werte <50 % sind nicht angegeben.
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Fiir die abschlieBende Analyse in Bezug auf die phylogenetische Stellung des Genus
Orestias innerhalb der Cyprinodontiformes wurden bereits publizierte Sequenzen (PARKER &
KORNFIELD 1995, MURPHY & COLLIER 1996, 1997, MURPHY et al. 1999, 1999b, PERDICES et
al. 2001) des Cytochrom-b Genes einiger Orestias Arten aus dem Titicacasee sowie einer
Vielzahl von Zahnkarpfenartigen (Cyprinodontiformes) Nord-, Zentral- und Siidamerikas,
Afrikas sowie Eurasiens vergleichend in die phylogenetische Analyse eingebunden. Die
verfligbaren Sequenzdaten beziehen sich auf die eurasischen AuBengruppentaxa Aphanius
chantrei, Aphanius iberus, Kosswigichthys asquamatus, die sldamerikanischen Taxa
Cynolebias costai, Cynolebias antenori und Rivulus violaceus, die zentral- und
nordamerikanischen Taxa Cyprinodon diabolus, Cyprinodon nevadensis, Jordanella pulchra,
Floridichtys carpio, Megupsilon aporus und Cualac tesselatus und die afrikanischen Taxa
Roloffia viride und Roloffia maeseni sowie publizierte Haplotypen von O. luteus, O. ispi und
O. agassii. Im  AuBengruppenvergleich erhoht sich sie Anzahl polymorpher
Nucleotidpositionen auf 153 (50%) und die maximale genetische Distanz (KIMURA 1980) auf
44,7 %. Streuungsdiagramme der paarweisen genetischen Distanzen gegen die Anzahl der
Transitionen (Ts) bzw. Transversionen (Tv) fiir alle Haplotypen einschlieBlich der
AuBengruppen zeigten jedoch, dass Transitionen bzw. Transversionen auch bei derartig hohen
Divergenzen mit zunehmender genetischer Distanz nahezu linear anstiegen (Ts:»*= 0,93; Tv:
r’= 0,89) (Abbildung 36). Sequenzsittigungseffekte konnten somit auch in dieser
abschliessenden  Analyse vernachldssigt werden. Von den 153  polymorphen
Nucleotidpositionen waren 127 parsimony informativ.

Phylogenetische Analysen unter Beriicksichtigung aller AuBlengruppentaxa mittels
cladistischer und phenetischer Analysemethoden (Maximum-Parsimony, Neighbor-Joining)
zeigten nahezu identische Topologien. Wie die Abbildung 37 darstellt, clusterten die
Referenz-Haplotypen von O. agassii (PARKER & KORNFIELD 1995) aus dem Titicacasee und
die Referenz-Haplotypen von O. luteus, und O. ispi (PARKER & KORNFIELD 1995) klar Taxon
spezifisch. Die Schwestergruppe der Orestias wird sowohl von den eurasischen als auch den
nord- und zentralamerikanischen Taxa gebildet (Aphanius, Kosswigichthys, Jordanella,
Cualac, Floridichthys, Megupsilon und Cyprinodon). Das statistische Signifikanzniveau fiir
dieses Schwestergruppenverhiltniss erreichte Werte von 74 % in Neighbor-Joining Analysen
(Bootstrapping: 1000 Replikate). Die silidamerikanischen Taxa (Cynolebias) sowie die
afrikanischen Taxa (Roloffia) konnten demgegeniiber aus diesem
Schwestergruppenverhéltniss klar ausgeschlossen werden. Sie stehen stets an der Basis der

phylogenetischen Rekonstruktionen. Alle Phylogenien wurden mit Rivulus violaceus
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gewurzelt. Eine exaktere Definition der Schwestergruppe des Genus Orestias liel3 sich auf der
Basis der vorliegenden Daten nicht formulieren. Equivalente Topologien lieen sich in
Maximum Parsimony (MP), Minimum Evolution (ME) sowie Maximum Liklihood Analysen

(ML) bestétigen.

Abbildung 36

Sequenz-Sattigungsanalyse von 35 Cytochrom-b Haplotypen. Es wurden alle in
Abbildung 37 beriicksichtigten Taxa einbezogen. Aufgetragen sind die genetischen
Distanzen gegen die Anzahl der Substitutionen (A Transitionen; B Transversionen) im
paarweisen Sequenzvergleich. Die Regressionskoeffizienten (R?) sind ebenfalls

angegeben.
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Abbildung 37

Cytochrom-b-Phylogenie (Neighbor-Joining) des Genus Orestias und verwandter afrikanischer,
stid-, zentral und nordamerikanischer Genera sowie eurasischer Vertreter der Cyprinodontiformes.
Die genetischen Distanzen entsprechen dem 2-Parameter-Model (Kimura 1980). Es wurden sowohl
Transitionen als auch Transversionen beriicksichtigt. Die Werte an den Verzweigungen entsprechen
der prozentualen Unterstiitzung der jeweiligen Verzeweigung (1000 Bootstrap-Replikate).
Werte < 50 % sind nicht angegeben. Die Phylogenie wurde iiber Rivulus violacaeus gewurzelt.
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4. Diskussion

4.1  Morphologische Charakteristika

Die Taxonomie und Systematik innerhalb des Genus Orestias basiert im wesentlichen auf
morphologischen Untersuchungen (TCHERNAVIN 1944, LAUZANNE 1982, PARENTI 1984).
Deshalb wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zundchst versucht, anhand der
wesentlichen morphologischen Merkmale, die berilicksichtigten Taxa voneinander zu
differenzieren und zu identifizieren. Die zweifelsfreie Identifizierung von einzelnen
Individuen muss eine wesentliche Forderung an morphologische Merkmale sein, die zur
Beschreibung von Arten und zur Definition taxonomischer Gruppierungen herangezogen
werden. Es lieen sich hier jedoch lediglich drei Orestias Taxa anhand morphologischer
Merkmale zweifelsfrei voneinander unterscheiden: O. luteus, O. ispi und alle iibrigen in
dieser Arbeit beriicksichtigten Orestias Arten (O. agassii, O. tschudii, O. laucaensis,
O. chungarensis, O. parinacotensis, O. ascotanensis).

Die im Mittelpunkt der Analyse stehenden chilenischen Orestias Arten (O. agassii,
O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis, O. ascotanensis) lieBen sich jedoch weder
anhand ihrer meristischen noch anhand ihrer morphometrischen Charakteristika voneinander
und auch nicht von O. tschudii diskriminieren. In den folgenden Abschnitten werden die

meristischen und morphometrischen Analysen separat diskutiert.

4.1.1 Meristische Merkmale

Meristische Merkmale eigene sich insbesondere fiir die Identifizierung von Arten, da sie im
Gegensatz zu morphometrischen Merkmalen im Adultzustand keine Korrelation mit der
GroBe der Tiere aufweisen. Die hierin untersuchten Merkmale zeigen diese Korrelation
ebenfalls nicht. Sie sollten folglich eine zweifelsfreie Identifizierung von Individuen
unterschiedlicher ontogenetischer Stadien erlauben. Eine Vielzahl meristischer Merkmale
spielen deshalb in der taxonomischen und systematischen Literatur der Teleosteer und so auch
innerhalb der Gattung Orestias eine wesentliche Rolle. Diese Merkmale betreffen vor allem
die Ausprigung der Beschuppung (Schuppenzahlen in unterschiedlichen Kd&rperregionen)
sowie die Flossenstrahlzahlen. Nach TCHERNAVIN (1944) unterscheiden sich die, in der
vorliegenden Arbeit beriicksichtigten Taxa O. agassii und O. agassii tschudii (hierin

O. tschudii sensu PARENTI 1984) beispielsweise in der Anzahl der Schuppen in der mittleren
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Langsreihe. O. agassii soll nach TCHERNAVIN in dieser Region im Mittel 32-33 und
O. tschudii 33-35 Schuppen aufweisen. Gleichzeitig merkt TCHERNAVIN jedoch an, dass sich
O. agassii und O. agassii tschudii oft nur schwer voneinander trennen lassen. Diese wie auch
andere Differenzen seien erst in Serienuntersuchungen nachweisbar. Eigene ontogenetische
Untersuchungen (LUSSEN 1998, VILLWOCK et al. 2000) zur Beschuppungsentwicklung von
O. agassii und O. tschudii haben dariiber hinaus gezeigt, dass sich sowohl die Anzahl der
Schuppen in verschiedenen Korperregionen als auch deren Oberfldchenstruktur bis etwa zum
Erreichen des dritten  Lebensjahres  verdndern. Die  Beurteilung  derartiger
Beschuppungsmerkmale bei juvenilen Tieren ist daher oft schwierig. Ferner sind die beiden
Taxa nach TCHERNAVIN durch zwei von ihm beschriebene Ubergangsformen verbunden
(O. agassii owenii und O. agassii pequeni). Fiir die Unterscheidung der ebenfalls in dieser
Arbeit beriicksichtigten Art O. luteus von O. agassii gibt TCHERNAVIN eine, bei O. luteus
reduzierte, Schuppenzahl in der Riickenlinie (11-15), der Transversalen (11-13), sowie eine
erhohte Anzahl an Flossenstrahlen in der Pectoralis an (18-22). O. agassii besitzt
demgegeniiber 14-24 Riickenlinienschuppen, 12-16 Schuppen in der Transversalen und 14-21
Pectoralflossenstrahlen. Derartige meristische Merkmale spielen auch in der aktuellen
taxonomischen und systematischen Literatur der Gattung Orestias eine wesentliche Rolle.
LAUZANNE (1982) beschreibt beispielsweise fiir O. ispi 42-53 Schuppen in der mittleren
Langsreihe. Diese hohe Zahl sei charakteristisch fiir die Art, da sie neben der von
O. pentlandii die hochste innerhalb des Genus darstelle. Im Vergleich zu dieser haben O.
agassii (31-35) und O. luteus (30-33) wenige Schuppen in der mittleren Langsreihe. Auch die
jingste Revision der Gattung Orestias durch PARENTI (1984) enthilt eine Vielzahl derartiger
Angaben zu meristischen Merkmalsdifferenzen zwischen den in der vorliegenden Arbeit
beriicksichtigten Arten. O. agassii verfiigt nach Parenti beispielsweise nur iiber 11-16
Flossenstrahlen in der Analis, wohingegen alle Arten des ,,Cuvieri Komplexes* (u.a. O. ispi)
eine synapomorph erhohte Zahl an Analflossenstrahlen besitzen sollen (16-19). O. tschudii sei
ferner durch eine erhohte Flossenstrahlzahl in der Dorsalis (15-16) und Pectoralis (17-19)
gekennzeichnet.

Die Analysen dieser Merkmale im Rahmen der vorliegenden Arbeit lassen jedoch
ausschlieBlich die Diskriminierung der eingangs genannten drei Gruppierungen innerhalb der
hier beriicksichtigten Taxa zu: O. ispi, O. luteus, alle librigen Orestias Arten. Es konnten
keine signifikanten Varianzunterschiede zwischen den chilenischen Orestias Species
(O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis) sowie O. tschudii gefunden

werden. Diese Befunde decken sich mit den Angaben THOMANNS (1990), der ebenfalls keine
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signifikanten Varianzunterschiede in den meristischen Merkmalsverteilungen zwischen den
Arten O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis und O. parinacotensis finden konnten. Alle
in der vorliegenden Arbeit gefundenen Verteilungen der meristischen Merkmale sind
weitgehend deckungsgleich mit denen, die Thomann fiir die entsprechenden Arten finden
konnte. Ferner liegen alle beobachteten Differenzen vollstindig innerhalb des in der Literatur
angegebenen Varianzrahmens der Art O. agassii (TCHERNAVIN 1944, LAUZANNE 1982,
PARENTI 1984). Damit ergeben sich aus der Analyse der meristischen Daten keine
Identifizierungsmdglichkeiten fiir diese Taxa. Die Befunde TCHERNAVINS (1944), wonach
sich O. tschudii (O. agassii tschudii sensu Tchernavin) von O. agassii iiber seine erhdhte
Anzahl an Schuppen in der mittleren Léngsreihe unterscheiden ldsst, konnten also ebenso
wenig bestétigt werden, wie die von PARENTI (1984) fiir O. tschudii angegebene erhdhte Zahl
an Dorsal- und Pectoralflossenstrahlen. Vielmehr werden die Ergebnisse dieser Arbeit von
den Befunden LAUZANNES (1982) gestiitzt, der ebenfalls keine morphologische Evidenz fiir
die von Tchernavin formulierte Unterart O. agassii tschudii findet.

Demgegeniiber konnte O. luteus eindeutig im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch
seine erhohte Anzahl an Pectoralflossenstrahlen, seine verringerte Anzahl an Schuppen in der
Riickenlinie sowie seine reduzierte Anzahl an Schuppen in der mittleren Léngsreihe
charakterisiert werden. Diese Befunde sind kongruent zu denen TCHERNAVINS (1944) und
LAUZANNES (1982). LAUZANNE beschreibt fiir O. luteus eine erhohte Zahl an
Pectoralflossenstrahlen und TCHERNAVIN (1944) eine reduzierte Anzahl an Schuppen in der
Riickenlinie (s.0.). Die hierin fiir O. [uteus gefundenen Schuppenzahlen in der mittleren
Langsreihe (29-35) decken sich auBBerdem weitgehend mit den Angaben PARENTIS (30-33).
Gleichzeitig muss angemerkt werden, dass sich O. luteus zwar durch jedes einzelne dieser
Merkmale von den iibrigen hier untersuchten Arten statistisch signifikant abgrenzen lésst,
jedoch Uberlappungsbereiche insbesondere mit O. agassii existieren. Die eingangs geforderte
zweifelsfreie Identifizierung von O. [uteus Individuen anhand einzelner meristischer
Merkmale ist folglich nicht ohne weiteres gegeben.

Fiir O. ispi konnte dagegen zumindest ein meristisches Merkmal gefunden werden, das
eine zweifelsfreie Identifizierung dieser Art erlaubt. Dies betrifft die Anzahl der Schuppen in
der mittleren Léangsreihe (41-48). In Bezug auf dieses Merkmal zeigt O. ispi keinerlei
Uberlappungsbereiche mit den chilenischen Orestias Arten (30-39), O. tschudii (31-36) oder
O. luteus (29-35). Diese Befunde sind deckungsgleich mit den Angaben LAUZANNES (1982)
und PARENTIS (1984). Die Schuppenzahl in der MLR ist hinter der von O. pentlandii (49-61)

die hochste innerhalb des Genus (LAUZANNE 1982). Nur geringe Uberlappungsbereiche zeigt
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O. ispi dariiber hinaus mit den {ibrigen hier beriicksichtigten Orestias Arten hinsichtlich der
Anzahl an Schuppen in der Riickenlinie (erhdht auf 23-30), sodass auch dieses meristische
Merkmal eingeschrankt als charakteristisch fiir die Art gelten kann. Gleiches gilt fiir die
reduzierte Anzahl an Pectoral- und Dorsalflossenstrahlen (14-17 und 11-13). Die Befunde
PARENTIS (1984), wonach O. ispi {ber eine synapomorph erhohte Anzahl an

Analflossenstrahlen (16-17) verfligt, konnten dagegen nicht bestitigt werden.

4.1.2 Morphometrische Merkmale

Morphometrische Merkmale zeigen im allgemeinen und wie im Ergebnisteil dieser Arbeit
demonstriert, eine starke Korrelation mit der Grof3e der Individuen. Aufgrund dieser Tatsache
wurden die morphometrischen Daten linearisiert und mit multivariaten statistischen Methoden
untersucht (Diskriminanzanalyse, Hauptkomponentenanalyse). Die vorliegende Arbeit enthélt
die ersten derartigen Analysen fiir chilenische Arten und Populationen innerhalb des Genus
Orestias. Die bislang bekannten Arbeiten, die morphometrische Merkmale analysieren,
enthalten entweder lediglich univariate, beschreibende statistische Ansédtze (THOMANN 1990)
oder verzichten génzlich auf eine Signifikanzpriifung (TCHERNAVIN 1944, PARENTI 1984).
Lediglich LAUZANNE (1982) unternimmt den Versuch einer Faktorenanalyse unter
Berticksichtigung von 15 Arten des Titicacasees, darunter O. agassii, O. luteus und O. ispi.
Die Untersuchungen Lauzannes stellen jedoch keine Faktorenanalysen im Sinne der
multivariaten Statistik dar, sondern klassifiziert Merkmalszustinde, die auf der Berechnung
von Indices basieren. Die Lange des Schwanzstiels in Relation zur Totallinge wird
beispielsweise in drei Merkmalszustinde unterteilt (< 23 %, 24-28%, > 28%). Auf der Basis
dieser Daten berechnet Lauzanne Ahnlichkeitsgrade zwischen den von ihm untersuchten
Arten und findet acht Gruppierungen. Von den in der vorliegenden Arbeit beriicksichtigten
Arten gehoren O. agassii, O. luteus und O. ispi jeweils unterschiedlichen Gruppierungen an.
Sowohl im Rahmen der hierin durchgefiihrten Diskriminanzanalysen als auch im
Rahmen der Hauptkomponentenanalysen lieBen sich ausschlieflich diese, von LAUZANNE
gefundenen und schon in der Analyse der meristischen Daten vorgestellten, drei evidenten
Gruppierungen bestdtigen (O. ispi, O. luteus, alle tibrigen Taxa einschlieBlich O. agassii, und
O. tschudii). Die Ergebnisse unterstiitzen damit die schon zuvor dargestellten Limitierungen,
anhand der wesentlichen morphologischen Merkmale chilenische Orestias Arten
(O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis, O. ascotanensis) und O. tschudii zu

identifizieren und von O. agassii differenzieren zu konnen.
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Gleichzeitig lieBen sich O. luteus und O. ispi erneut eindeutig auch auf der Basis
morphometrischer Charakteristika voneinander und von allen {ibrigen Taxa differenzieren.
Beide Arten zeigten in der Diskriminanzanalyse im Auftrag der ersten gegen die zweite
Diskriminanzfunktion keine Uberlappungsbereiche mit anderen Arten. Dieses Ergebnis blieb
fiir O. ispi selbst im Auftrag der zweiten gegen die dritte Diskriminanzfunktion stabil. Nahezu
identische Ergebnisse lieBen sich in den Hauptkomponentenanalysen erzielen.

Auch in diesen Untersuchungen zeigten beide Arten keinerlei Uberlappungsbereiche
untereinander und nur geringe Uberlappungsbereiche mit den iibrigen Arten. AuBerdem war
es in diesen Analysen moglich, die Wertigkeit bestimmter morphometrischer Variablen fiir
die Identifizierung und Differenzierung anzugeben. O. [uteus ist insbesondere durch die
KopfteilmaBBe charakterisiert (Kopfbreite, Kopflinge, Postorbitalraum, Interorbitalraum,
Maulbreite), O. ispi dagegen durch die Schwanzstielmale (Lange und Hohe des
Schwanzstiels). Beide Arten stehen sich in bezug auf die Rumpfmalle gegeniiber
(Korperbreite, Korperhohe, Bauchlinge, Linge des vorderen Riickenbereiches), wobei
O. luteus als hochriickige, gedrungene Orestias Art Uberlappungsbereiche mit den iibrigen
Orestias Taxa aufweist (insbesondere mit O. agassii und O. tschudii). O. ispi zeigt als
schlanke und schmale Orestias Art jedoch keinerlei derartige Uberlappungsbereiche mit
anderen Arten und ist deshalb anhand dieser Merkmale eindeutig zu identifizieren. Die
Flossenmalfle spielen fiir die Identifizierung keiner dieser Arten eine Rolle.

Diese Befunde werden auch durch die, in der Literatur angegebenen
Identifizierungsmdglichkeiten dieser Taxa gestiitzt. Die Tatsache, dass sich O. ispi anhand
seiner schlanken Form sowie seiner Schwanzstielmalle charakterisieren ldsst, wurde bereits
von LAUZANNE (1982) beschrieben, und sowohl Lauzanne als auch TCHERNAVIN (1944) und
PARENTI (1984) erkannten, dass O. [uteus durch seine gedrungene Korperform und seinen
groBen Kopf charakterisiert ist. Die Art unterscheidet sich hierin insbesondere von O. ispi und
O. agassii, die schmalere Kopfe besitzen. Ferner ist O. luteus nach LAUZANNE (1982) und
PARENTI (1984) anhand seiner groflen Schwanzstielhdhe im Verhéltnis zur Standardlinge
identifizierbar.

In der aktuellsten Revision der Gattung durch PARENTI (1984), spielen die hier
untersuchten morphometrischen Merkmale auBlerdem eine wesentliche Rolle in der
Beschreibung der intragenerischen Beziehungen der einzelnen Taxa. Die Korperhdhe und die
Schwanzstielhdhe sind nach Parenti beispielsweise Merkmale, die O. lufeus mit den iibrigen
Arten des ,,Agassii-Komplexes® (O. agassii, O. tschudii, O. parinacotensis, O. laucaensis,

O. parinacotensis, O. ascotanensis) gemeinsam aufweist. Die Schwanzstielh6he begriindet
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u.a. die  Monophylie  des , Agassii-Komplexes®. Tatsdchlich  zeigt  die
Hauptkomponentenanalyse, dass O. [luteus in Bezug auf diese Merkmale mit den
angesprochenen Arten Uberlappungsbereiche aufweist. Ein weiteres Merkmal mit dem
Parenti O. agassii, O. luteus und O. tschudii als monophyletische Gruppierung innerhalb des
»Agassii-Komplexes® von den chilenischen Orestias Arten (O. ascotanensis,
O. parinacotensis, O. laucaensis) trennt, bezieht sich auf die Korperbreite. Diese soll bei
O. agassii, O. luteus und O. tschudii infolge verdickter vorderer Rippen grofler sein als bei
den tibrigen Arten des ,,Agassii-Komplexes®“. Diese Befunde kdnnen nicht bestitigt werden.
Es ergeben sich vielmehr vor dem Hintergrund der hier dargestellten Analysen keine
Moglichkeiten der Diskriminierung von O. agassii, O. luteus und O. tschudii von den iibrigen
hier beriicksichtigten Species des ,,Agassii-Komplexes* (O. ascotanensis, O. parinacotensis,
O. laucaensis) anhand der Korperbreite. Ebenso verhélt es sich mit dem Befund Parentis
wonach sich O. luteus und O. agassii als Teil einer weiteren monophyletischen Gruppierung
innerhalb des ,,Agassii-Komplexes*“ von den iibrigen Arten durch ihre Korperhohe
differenzieren lassen.

Aufgrund der hier dargestellten notorischen Schwierigkeiten Orestias Arten
zweifelsfrei identifizieren zu konnen, wurde der Versuch unternommen, biochemische

artcharakteristische Merkmale fiir die jeweiligen Taxa zu finden.

4.2 Biochemischen Charakterisierungen

Biochemische Untersuchungen insbesondere die Analyse von Himoglobinen und monomeren
Globinketten, aber auch Allozymmusteruntersuchungen einschlieflich der Analyse von
Parvalbuminen, haben sich bei einer Vielzahl von Teleosteern als auBlerordentlich wertvolle
Mittel zur Charakterisierung von Arten und Populationen bewédhrt (MCANDREW &
MAJUMDAR 1983, ECHELLE & ECHELLE 1993, 1993b, POUYAUD & AGNESE 1995,
MALTAGLIATI 1999, FALK et al. 2000). Sie zeigen hédufig auch bei nahe verwandten Arten
spezifische Merkmalszustdnde an, und sind dariiber hinaus weder von @ufleren noch regelhaft
von ontogenetischen Faktoren abhingig. Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten
biochemischen Analysen stellen in Art und Umfang die ersten derartigen Untersuchungen an
Arten und Populationen innerhalb des Genus Orestias dar. Die {lbrigen verfiigbaren
Informationen zu genetischen Verwandtschaftsverhéltnissen beschrinken sich auf

Allozymmusteruntersuchungen eines Teils der hierin beriicksichtigten Taxa und sind in der
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Dissertationsschrift THOMANNS (1990) enthalten. In den folgenden Abschnitten werden die

verschiedenen biochemischen Charakterisierungsversuche separat diskutiert.

4.2.1 Orestias Himoglobine

Die Komponenten der roten Blutfarbstoffe der meisten modernen Knochenfische zeichnen
sich durch ein auBlerordentlich hohes Mafl an Komplexitit und Spezifitit aus, und zeigen
gleichzeitig trotz ihrer Funktionalitit eine bemerkenswerte Unabhéngigkeit von den
Biotopbedingungen (FYHN et al. 1979, PEREZ & RYLANDER 1985, VAL et al. 1987).
Infolgedessen findet man selbst bei sehr nahe verwandten Arten, die in unterschiedlichen
Lebensraumen vorkommen, hiufig spezifische Himoglobin und Globinkettenspektren (FALK
1994, FALK et al. 1998, 1998b). Sowohl auf der Ebene von Populationen als auch auf héherer
taxonomischer Ebene haben Untersuchungen zur Variabilitit von Hamoglobinen und
monomeren Globinketten deshalb einen wesentlichen Anteil an der Identifizierung Taxon
spezifischer  genetischer ~Marker sowie der Aufkldrung bislang unbekannter
verwandtschaftlicher Beziehungen (FALK et al. 1999). Dariiber hinaus lassen sich anhand der
Hamoglobin- und Globinkettenspektren Hybriden nahe verwandter Arten bei Kenntnis der
elterlichen Spektren detektieren (CHEN & TSUYUKI 1970, HINES et al. 1971, FALK 1994). Es
existieren bislang jedoch keinerlei Untersuchungen {iiber die Zusammensetzung der
Hamoglobine oder monomeren Globinketten in bezug auf Arten und Populationen innerhalb
des Genus Orestias, und dariiber hinaus auch nur in sehr eingeschrinktem MaBe in bezug auf
potentiell ndchstverwandte Cyprinodontiden (MIED & POWERS 1978). Dies ist sicherlich auch
in der Tatsache begriindet, dass die Gewinnung von Himolysaten bei den relativ
kleinwiichsigen Cyprinodontiden iiberaus schwierig ist. In der vorliegenden Arbeit bestand
hierin eine wesentliche Limitierung dieser Untersuchungen. Trotzdem gelang es, von
insgesamt 41 Individuen fiinf verschiedener Orestias Arten Himolysate zu gewinnen.

Bei einigen neotropischen SiiBwasserfischen (Cichlidae) konnten im homogenen
Polyacrylamidgel bis zu 7 Himoglobinkomponenten nachgewiesen werden, von denen einige
artspezifisch waren (SULLIVAN 1977, FYHN ef al. 1979). Die Anzahl an Himoglobinvarianten
ist, vergleichend tiber grof3e evolutive Linien, jedoch recht unterschiedlich, und es kann weder
ein allgemeiner Trend zur Zu- oder Abnahme an Himoglobinfraktionen formuliert werden.
Neotropische Ostariophysi besitzen im Mittel 3,3 Hb-Varianten, Acanthopterygier 6,7 und die
phylogenetisch viel dlteren Holosteer (Amia calva) schon finf (WEBER et al. 1976). Die

Anzahl identifizierbarer H&moglobinvarianten ist jedoch stark von den gewéhlten
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Trennsystemen abhingig. Wiahrend im homogenen Polyacrylamidgel bei altweltlichen
Tilapien (Gattungen  Oreochromis, Sarotherodon, Tilapia)  durchschnittlich 11
elektrophoretisch separierbare Himoglobinkomponenten darstellbar waren (CHEN & TSUYUKI
1970, HINES et al. 1971) gelang es z.B. bei Oreochromis niloticus mit Hilfe der
isoelektrischen Fokussierung im pH Gradienten von 3-10 bis zu 26 Himoglobinkomponenten
zu identifizieren (FALK 1994).

Insgesamt konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig zehn
Hamoglobinfraktionen fiinf verschiedener Orestias Arten mit Hilfe der isoelektrischen
Fokussierung unterschieden werden (O. agassii, O. tschudii, O. chungarensis, O. laucaensis,
O. luteus). Die isoelektrische Punkte der gefundenen Fraktionen deckten einen pH-Bereich
von 6,22 bis 7,72 ab. Das Hadmoglobin-Spektrum von O. luteus ist eindeutig iiber zwei
Hauptkomponenten bei IEP’s von 6,67 und 6,92 charakterisiert. Alle {ibrigen untersuchten
Taxa (O. agassii, O. tschudii, O. chungarensis, O. laucaensis) waren demgegeniiber nicht
voneinander differenzierbar. Im Vergleich mit O. luteus waren aber auch sie iiber eine
spezifische Himoglobinfraktion bei einem IEP von 7,6 charakterisiert. Allen Orestias Arten
waren acht Hamoglobinfraktionen gemein: IEP’s bei pH: 6,22; 6,57; 6,82; 7,00; 7,18; 7,45
und 7,72.

Die Anzahl gefundener Hamoglobinkomponenten liegt zwar deutlich unterhalb derer,
die bei anderen Teleosteern mit identischen Methoden gefunden wurden (FALK 1994), sollte
aber gleichzeitig hoch genug sein, um artcharakteristische Differenzen identifizieren zu
konnen. Gleichzeitig liegt sie hoher als die, z.B. bei Fundulus heteroclitus (Cyprinodontidae)
nachweisbaren vier Hb-Varianten (MIED & POWERS 1978). Das génzliche Fehlen
artspezifischer Himoglobine aller hierin untersuchten chilenischen Orestias Arten kann daher
vorldufig als Hinweis auf deren unvollkommene genetische Differenzierung gewertet werden.
Da sich O. luteus immerhin durch zwei Himoglobinfraktionen eindeutig identifizieren lief3,
kann nicht davon ausgegangen werden, dass Untersuchungen an Orestias-Hamoglobinen
generell ungeeignet zur Artdifferenzierung sind. Weitere Untersuchungen unter
Berticksichtigung aller iibrigen Species, insbesondere O. ispi, sind notwendig, um das
gesamte intragenerische Spektrum an Hamoglobinvarianten abschédtzen zu koénnen und
erscheinen vor dem Hintergrund der zweifelhaften taxonomischen Stellung zahlreicher
Orestias Arten vielversprechend. Leider stand fiir die vorliegende Untersuchung nur ein

begrenzter Ausschnitt dieser Taxa zur Verfiigung.
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4.2.2 Monomere Orestias-Globinketten

Vor dem Hintergrund der vorgefundenen Heterogenitdt tetramerer Himoglobine in den IEF-
Analysen erschien die Ausdehnung der Untersuchung auf deren Untereinheiten, die
monomeren Globinketten sinnvoll. Es wurde erwartet, dass einer derartigen Komplexitit
tetramerer Hamoglobine eine entsprechende Vielzahl an monomeren Globinketten gegeniiber
steht. Weiterhin war zu erwarten, dass sich zumindest O. luteus auch in dieser Untersuchung
tiber artspezifische Charakteristika identifizieren lassen wiirde. Die Auftrennung der
Globinketten erfolgte in homogenen Polyacrylamidgelen unter dissoziierenden Bedingungen.
Insgesamt konnten in diesen Trennungen bei allen untersuchten Arten (siche Himoglobine)
neun o-Ketten und drei B-Ketten unterschieden werden. Die Nomenklatur erfolgte in
Anlehnung an die fiir Sduger-Globinketten. Tatsdchlich zeichnete sich O. luteus durch den
Besitz spezifischer Globinketten aus (o0 6/ a 8/ B 2), und auch O. tschudii verfiigte in dieser
Untersuchung iiber private Fraktionen (a0 5/ a 9). Demgegeniiber waren alle iibrigen Taxa
wieder nicht voneinander differenzierbar (O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis). Das
uniforme Spektrum ihrer Globine umfasst 2 3- (31/3) sowie 4 a-Ketten (a1/2/3/7). Es konnte
keine Globinkette gefunden werden, die allen Orestias gemein ist. Die Befunde dieser
Untersuchung liefern einerseits einen weiteren Hinweis auf die fehlende genetische
Ausdifferenzierung der hier beriicksichtigten chilenischen Orestias Taxa (O. agassii,
O. chungarensis, O. laucaensis) und unterstreichen andererseits die Notwendigkeit weiterer
Untersuchungen. Die Anzahl identifizierter Fraktionen entspricht auBerdem weitgehend
derjenigen, die bei anderen modernen Knochenfischen (z.B. Tilapien) mit identischen
Methoden gefunden wurden (FALK 1994, FALK et al. 1999). Sie liegt sogar geringfiigig hoher
als diejenige, die bei Fundulus heteroclitus (Cyrinodontidae) festgestellt wurde. MIED &
POWERS (1978) identifizierten bei dieser Art zwei unterschiedliche a- und zwei B-Globine.
Orestias-Globinketten scheinen dariiber hinaus eine hohere Variabilitit und Spezifitit im
Bereich der elektrophoretisch mobileren a-Ketten zu zeigen. Das Spektrum beobachteter
Fraktionen ist im a-Kettenbereich bei allen hier untersuchten Species mindestens doppelt so
hoch wie im B-Kettenbereich. Wéhrend sich im B-Kettenbereich aulerdem nur O. luteus von
allen ibrigen Orestias Arten differenzieren lie, zeigte O. tschudii im o-Kettenbereich
ebenfalls private Fraktionen. O. tschudii konnte auf diese Weise erstmalig im Rahmen der
vorliegenden Arbeit von den chilenischen Orestias Arten (O. agassii, O. chungarensis,

O. laucaensis) abgegrenzt werden.
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4.2.3 Parvalbumine und Allozymmuster

Parvalbumin- und  Allozymmusteruntersuchungen haben sich bei  zahlreichen
Cyprinodontidentaxa als zuverldssiges Mittel zur Untersuchung der genetischen Variabilitit
innerhalb von Populationen bewéhrt (ECHELLE & ECHELLE 1993b, MALTAGLIATI 1998).
Ferner sind sie nach Abschétzung der intraspezifischen Variabilitdt geeignet, Aussagen iiber
artcharakteristische Unterschiede und interspezifische verwandtschaftliche Beziehungen zu
formulieren (SAKAIZUMI 1985, WHITMORE 1986, REHBEIN & VAN LESSEN 1989).

Die Ergebnisse der hierin durchgefiihrten IEF-Trennungen der Parvalbumine zeigten
jedoch kaum eine Varianz zwischen den hier beriicksichtigten Taxa. Das uniform bei allen
chilenischen Arten (O. agassii, O. laucaensis, O. chungarensis, O. parinacotensis) sowie bei
O. tschudii und O. luteus beobachtete Spektrum bestand aus drei wesentlichen
Parvalbuminkomponenten (pl 4,14; pl 4,32; pl 4,64). Einzig O. ispi lieB sich eindeutig von
diesen Arten differenzieren, da O. ispi iiber zwei Komponenten (pl 4,40; pl 4,53) verfiigt, die
allen iibrigen Taxa fehlen. Gleichzeitig fehlen O. ispi die Komponenten bei den pls 4,14 und
4,32. Die Anzahl der identifizierten Parvalbumin-Komponenten entspricht weitgehend
derjenigen, die auch bei anderen Cyprinodontiden gefunden wurde. Bei flnf
unterschiedlichen Oryzias Arten konnten zwischen einer und drei Komponenten identifiziert
werden, Gambusia affinis zeigt ebenfalls drei und Poecilia formosa vier Komponenten
(SAkAIzuMI 1985). Ferner liegen die isoelektrischen Punkte der Orestias Parvalbumine (pH
4,14 bis pH 4,64) in einem Bereich, der auch fiir die Parvalbuminkomponenten anderer
Teleosteer charakteristisch ist (WHITMORE 1986, FALK et al. 1996). Obwohl Parvalbumine bei
vielen Teleosteern darunter einige Cyprinodontiden (z.B. Oryzias) artcharakteristische
Spektren aufweisen, sind ebenfalls nahezu identische, taxoniibergreifende Spektren zwischen
Cyprinodontidengenera (Oryzias / Poecillia) beschrieben worden (MONACO et al. 1982,
SAkAIzUMI 1985). Weitere Untersuchungen zur Abschidtzung der intragenerischen
Variabilitdt der Parvalbumine unter Beriicksichtigung mdglichst zahlreicher Orestias Arten
konnten die taxonomische Aussagekraft dieser Merkmale verifizieren. Aufgrund des
fehlenden Auflosungsvermogens dieser Analysen in Bezug auf die chilenischen Orestias
Arten (O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotensis, O. ascotanensis) wurde
im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch auf die Untersuchung weiteren Materials
verzichtet. Anhand von Allozymmusteruntersuchungen wurde vielmehr versucht, zumindest
Allelenfrequenzverschiebungen zwischen den Populationen dieser Arten nachzuweisen. Auch

derartige Frequenzverschiebungen erlauben Riickschliisse in Bezug auf Genflussereignisse.
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Das erklirte Ziel der Allozymmusteruntersuchungen war folglich die
Charakterisierung der Populationen und Arten der chilenischen Orestias Spezies, die
genetisch bislang nicht differenzierbar waren (O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis,
O. parinacotensis, O. ascotanensis). Alle librigen Arten wurden jedoch auch in diese
Untersuchungen einbezogen. Insgesamt wurden 18 enzymcodierende Genorte analysiert, von
denen 13 iiber zumindest zwei Allele charakterisiert waren. Der beobachtete Polymorphiegrad
fiir die einzelnen Arten und Populationen variierte zwischen 11% und 55% und liegt damit
unterhalb der von THOMANN (1990) beobachteten Polymorphie (58%) fiir die chilenischen
Orestias Arten O. chungarensis, O. laucaensis und O. parinacotensis. Gleichzeitig liegen die
hierin gefundenen Werte teilweise deutlich oberhalb derer, die bei potentiell
nichstverwandten Cyprinodontiden gefunden wurden. MALTAGLIATI (1998) gibt
beispielsweise fiir fiinf mediterrane Aphanius fasciatus Populationen einen durchschnittlichen
Polymorphiegrad von 27,9 % an, und ECHELLE & ECHELLE (1993) finden Polymorphiewerte
bis 30% bei vier Arten der Gattung Cyprinodon. Sehr hohe Polymorphiewerte (32-48%)
werden ebenfalls innerhalb der Gattung Valencia von PERCIDES ef al. (1996) beschrieben und
scheinen damit fiir Cyprinodontiden nicht auflergewdhnlich.

Der Anteil heterozygoter Individuen der hierin untersuchten Orestias Populationen
war demgegeniiber mit 1-7% vergleichsweise gering. Die Werte lagen jedoch innerhalb eines
Rahmens, der auch fiir Populationen der Gattungen Cyprinodon (0-9,1%) oder Aphanius (2,4-
6%) beobachtet wurde (ECHELLE & ECHELLE 1998, MALTAGLIATI 1998b). Abweichungen
zwischen den erwarteten und tatsdchlich beobachteten Heterozygotiewerten sind auf eine
geringe Stichprobenzahl und das Auftreten extrem seltener Allele in einzelnen Populationen
zurlickzufiihren. Signifikante Abweichungen vom Hardy Weinberg Gleichgewicht konnten
jedoch fiir keine Population festgestellt werden.

Die beobachtete genetische Variabilitdit war bei den Arten und Populationen des
Titicacasees (O. tschudii, O. luteus, O. ispi) am hochsten. Insgesamt 5 Allele dreier Isozyme
waren nur bei diesen Arten nachzuweisen. Dariiber hinaus traten drei Allele ausschlieBlich bei
Populationen von O. luteus und O. ispi auf, und letztgenannte Art war zusitzlich iiber den
Besitz von 6 privaten Allelen charakterisiert. Demgegeniiber waren die chilenischen Arten
(O. chungarensis, O. parinacotensis, O. laucaensis, O. ascotanensis) auch in diesen
Untersuchungen nicht iiber ihnen eigene private Allele charakterisierbar bzw. identifizierbar.
Ihre Allelenkomposition entsprach weitestgehend den Allozymmustern der chilenischen
Populationen von O. agassii (Rio Isluga, Rio Collacagua, Salar d’Huasco). Genetische

Distanzabschétzungen (NEI 1978) auf der Basis von Allelenfrequenzen lieen die schon zuvor
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identifizierten genetisch distinkten Gruppierungen erkennen. Die Populationen von O. ispi
und O. luteus aus dem Titicacasee sind klar voneinander und ebenso von den Populationen
der chilenischen Taxa aulerhalb des Titicacasees (O. agassii, O. chungarensis, O. laucaensis,
O. parinacotensis) sowie von O. tschudii abgrenzbar. Die Populationen von O. agassii,
O. tschudii und die weiteren nordchilenischen Populationen der drei Orestias Arten
(O. chungarensis, O. parinacotensis, O. laucaensis) bilden auf der Basis genetischer
Distanzabschétzungen eine nicht weiter aufzuldsende einheitliche Gruppierung. Die mittlere
genetische Distanz zwischen O. agassii Populationen (Salar d’Huasco, Rio Collacagua, Rio
Isluga), O. tschudii sowie den Populationen dieser chilenischen Orestias Taxa
(O. chungarensis, O. parinacotensis, O. laucaensis) liegt mit 0,057 (£ 0,027) in einem
Bereich, der durchaus fiir Populationen einer einzigen Art charakteristisch ist (AVISE &
AQUADRO 1982). Intraspezifische genetische Distanzen potentiell ndchstverwandter
Cyprinodontiden liegen exakt in diesem Bereich. Zwei Populationen von Garmanella pulchra
weisen genetische Distanzen von 0,06 auf (ECHELLE & ECHELLE 1993) und elf Populationen
der mediterranen Art Aphanius fasciatus zeigen Distanzen zwischen 0,001 — 0,098
(MATLAGLIATI 1998). Mittlere Distanzabschitzungen zwischen O. luteus, O. ispi und der
»Agassii-Gruppe®, alle ilibrigen Taxa umfassend, erreichen um ein Vielfaches hohere
Distanzwerte (0,544 - 0,599). Diese, sowie die genetische Distanz, die zwischen O. [uteus und
O. ispi festgestellt werden konnte (0,229), sind charakteristische Distanzwerte, die zwischen
congenerischen Arten innerhalb der Cyprinodontidae regelhaft auftreten (ECHELLE &
ECHELLE 1993, PERDICES et al. 1996, MALTAGLIATI 1998c¢). Diese Befunde sind auBBerdem
kongruent zu denen THOMANNS (1990), der auf der Basis von Allozymmusteruntersuchungen
fiir die chilenischen Arten O. chungarensis, O. laucaensis und O. parinacotensis ebenfalls

geringe genetische Distanzen (0,006 - 0,013) findet.

4.2.4 Genetische Beziehungen basierend auf biochemischen Charakteristika

Die Ergebnisse der Parvalbumin- und Allozymmusteruntersuchungen unterstiitzen die schon
anhand der Hamolysatuntersuchungen festgestellten Befunde, dass sich die chilenischen
Orestias Taxa (0. agassii, O. laucaensis, O. chungarensis, O. pariancotensis,
O. ascotanensis) durch ein &duBerst geringes MaBl an genetischer Eigenstindigkeit
auszeichnen. Biochemische Untersuchungen, die bei anderen Teleostei einschlieBlich
nichstverwandter Cyprinodontiden zuverldssige taxonspezifische Merkmale erkennen lassen,

scheinen innerhalb diese Gruppierung keine Identifizierungsmoglichkeiten zu bieten. Dieser
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Befund ist umso erstaunlicher vor dem Hintergrund der Tatsache, dass zumindest ein Teil
eben dieser Taxa rezent in isolierten Gewédssern vorkommt, wihrend sich die Arten des
Titicacasees klar voneinander differenzieren lassen. Genflussereignisse in jlingster Zeit
konnten eine Erklarung fiir das vollstindige Fehlen privater Merkmalszustinde in allen
biochemischen Untersuchungen sowie die geringen genetischen Distanzen zwischen diesen
Taxa liefern.

Die Analyse der genetischen Beziehungen basierend auf allen biochemischen
Charakteristika gestattete jedoch einen ersten Ausblick auf eine mogliche phylogenetische
Rekonstruktion der hierin beriicksichtigten Taxa. Neben den oben dargestellten evidenten
Gruppierungen zeichnete sich in dieser Trendanalyse die Moglichkeit ab, nérdliche- und
stidliche Populationen innerhalb der chilenischen Orestias voneinander differenzieren zu
konnen. Aufgrund dieser Befunde wurden Sequenzierungen mitochondrialer DNA Regionen
(Kontrollregion, Cytochrom-b) durchgefiihrt und damit die Analyse bekanntermallen
hochauflosender genetischer Marker zur Untersuchung intragenerischer Verwandtschaftlicher

Beziehungen.

4.3  Mitochondriale DNA-Sequenzanalysen

Aufgrund der offensichtlich sehr engen Verwandtschaftsverhdltnisse zwischen den
chilenischen Taxa (O. agassii, O. laucaensis, O. chungarensis, O. parinacotensis,
O. ascotanensis) lielen die bisherigen morphologischen und biochemischen Untersuchungen
kaum Riickschliisse auf deren systematischen Status bzw. ihre verwandtschaftlichen
Verhiltnisse untereinander zu. Dies betrifft auch den systematischen Status und die
verwandtschaftlichen Verhdltnisse von O. fschudii aus dem Titicacasee. Die
Sequenzvergleiche der mitochondrialen Kontrollregion konzentrierten sich daher exakt auf
diese Fragestellungen. Der sequenzierte Abschnitt der ersten hypervariablen Region der
mitochondrialen Kontrollregion kann als einer der hochaufldsensten genetischen Marker
bezeichnet werden. Die anschlieBenden partiellen Cytochrom-b Sequenzierungen dienten der
Absicherung dieser Ergebnisse sowie der Klarung der phylogenetischen Stellung des Genus
Orestias innerhalb der Cyprinodontiformes. Sequenzanalysen mitochondrialer DNA nehmen
heute eine zentrale Stellung in der phylogenetischen Analyse zahlreicher Cyprinodontiformes
ein (ECHELLE & DOWLING 1992, MURPHY & COLLIER 1996, 1997, MURPHY et al. 1999,
ECHELLE et al. 2000, HRBEK et al. 2002, HRBEK & MEYER 2003). Fiir eine begrenzte Anzahl

Orestias Taxa sind ebenfalls Sequenzdaten verfiigbar. Es existieren jedoch bislang lediglich
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zwei Darstellungen, die einen Teil dieser Daten bertlicksichtigen (PARKER & KORNFIELD
1995, PARKER 1997). Diese Arbeiten sind jedoch nicht auf die Analyse intragenerischer
verwandtschaftlicher ~ Beziehungen  fokussiert, sondern  ausschlieflich auf die
Verwandtschaftsverhiltnisse innerhalb der Cyprinodontiformes. Sie berlicksichtigen
auBerdem lediglich Sequenzdaten der drei Orestias Taxa O. luteus, O. ispi und O. agassii. Die
vorliegende Arbeit stellt damit in Art und Umfang die erste derartige Untersuchung zu
intragenerischen  verwandtschaftlichen Beziehungen der Orestias basierend auf
mitochondrialen DNA Sequenzdaten dar. Ein Teil der hierin publizierten Ergebnisse ist

bereits mit Genehmigung verdffentlicht (LUSSEN ef al. im Druck).

4.3.1 Kontrollregions-Sequenzanalysen

Insgesamt wurden Kontrollregions-Sequenzen von 13 unterschiedlichen Populationen (67
Individuen) acht verschiedener Orestias Arten untersucht und 22 Haplotypen identifiziert. Die
Mehrzahl aller gefundenen Haplotypen ist den oben genannten chilenischen Arten und
Populationen zuzurechen, die in der jiingsten Revision der Gattung durch PARENTI (1984)
einer monophyletischen Einheit innerhalb des Genus Orestias, dem sogenannten ,,Agassii
Komplex* angehoren (O. agassii, O. laucaensis, O. chungarensis, O. parinacotensis,
O. ascotanensis, O. tschudii). Vergleichend wurden ebenfalls Populationen unterschiedlicher

Arten aus dem Titicacasee in die Analyse einbezogen.

4.3.1.1 Systematik und Phylogenie des ,,Agassii Komplexes*

Die Ergebnisse der Kontrollregions-Sequenzierungen bestétigen die schon zuvor gefundenen
engen verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den Arten O. agassii, O. tschudii,
O. chungarensis, O. parinacotensis, O. laucaensis und O. ascotanensis. Alle diese Taxa
gehoren einer einzigen monophyletischen mtDNA Linie innerhalb des Genus Orestias an.
Abgesehen von den Haplotypen, die nur fiir einzelne Populationen gefunden werden konnten,
ist diese Gruppierung insbesondere durch das Vorkommen gemeinsamer Haplotypen
charakterisiert. Dieser Befund bezieht sich insbesondere auf einen Haplotypen, der bei
O. agassii und O. tschudii aus dem Titicacasee gefunden wurde, und auf einen weiteren
Haplotypen, der bei allen nordchilenischen Populationen identifiziert wurde (O. laucaensis,
O. parinacotensis, O. chungarensis, O. agassii - Rio Isluga). Insgesamt lieBen sich dariiber

hinaus 24 potentiell synapomorphe Substitutionsmerkmale fiir diese Gruppierung finden.
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Dementsprechend bildeten die Haplotypen dieser Taxa in allen phylogenetischen Analysen
eine monophyletische Linie, deren Validitdt in allen Rekonstruktionen eine statistische
Unterstiitzung von 100 % im Bootstrapping erfuhr. Referenzhaplotypen der Arten O. agassii
und O. ascotanensis (PARKER & KORNFIELD 1995) custerten klar mit den Haplotypen, die fiir
die entsprechenden Arten im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifiziert werden konnten.

Die zweite wesentliche mtDNA Linie enthélt Haplotypen der Arten O. luteus und
O. ispi aus dem Titicacasee. Nach PARENTI (1984) gehort O. luteus jedoch ebenfalls wie alle
iibrigen oben genannten Arten dem ,,Agassii Komplex* an, wihrend O. ispi mit drei weiteren
Arten Bestandteil des ,,Cuvieri Komplexes® ist. Die Ergebnisse der hierin dargestellten
Kontrollregions-Sequenzierungen sind folglich inkongruent zu den Darstellungen der
intragenerischen verwandtschaftlichen Verhéltnisse in der jiingsten Revision der Gattung
durch PARENTI (1984). Die dargestellten Befunde lassen die Monophylie des ,,Agassii
Kompexes*“ in der Zusammensetzung Parentis duflerst zweifelhaft erscheinen. Die Art
O. luteus gehort entgegen den Darstellungen Parentis vielmehr einer génzlich anderen
mitochondrialen DNA Linie an, als alle iibrigen Taxa des ,,Agassii Komplexes“. Eine
abgeleitete phylogenetische Position von O. agassii zu O. luteus und O. ispi wird auch durch
PARKER & KORNFIELD (1995) und PARKER (1997) gestiitzt.

GleichermaBBen inkongruente Verhéltnisse lassen sich beziiglich der von Parenti
vorgeschlagenen Beziehungen zwischen den wesentlichen phylogenetischen Linien innerhalb
des ,,Agassii Komplexes®“ (jedoch exklusive O. luteus) konstatieren. Nach Parenti bilden die
hierin berticksichtigten chilenischen Orestias Taxa (O. ascotanensis, O. laucaensis,
O. parinacotensis) eine monophyletische Linie unter Ausschluss von O. agassii und
O. tschudii. Letztgenannte Arten sind jeweils Bestandteil weiterer monophyletischer
Gruppierungen innerhalb des ,,Agassii Komplexes®. Diese Befunde Parentis stehen im klaren
Widerspruch zu den hier vorgestellten Ergebnissen der Kontrollregions-Sequenzierungen, die
klare biogeographische Beziige der gefundenen Haplotypen aufzeigen. Innerhalb des ,,Agassii
Komplexes* lassen sich zwei genetisch distinkte Linien unterscheiden. An der Basis des
»Agassii  Komplexes* stehen die Arten und Populationen aus dem siidlichen
Verbreitungsgebiet (O. agassii, Rio Collacagua, Salar d’Huasco; O. ascotanensis, Salar
d’Ascotan). In abgeleiteter Position finden sich die Arten und Populationen aus dem
nordlichen Verbreitungsgebiet (O. agassii, Rio Isluga; O. chungarensis, Chungarasee;
O. parinacotensis, Bofedale d’Parinacota; O. tschudii, Titicacasee; O. agassii, Titicacasee).
Die statistische Unterstiitzung fiir die Validitdt beider Linien erreichte 81 % im

Bootstrapping. Dariiber hinaus konnte eine moderate Unterstiitzung flir die Abgrenzung der
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Populationen von O. agassii und O. tschudii aus dem Titicacasee von allen iibrigen Taxa des
nordlichen Verbreitungsgebietes erzielt werden (65 %). Die phylogenetischen Beziehungen
der unterschiedlichen Taxa des ,,Agassii Komplexes® in der von Parenti vorgeschlagenen
Form erscheinen vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse dullerst fragwiirdig.

Dariiber hinaus zeichneten sich die Arten des ,,Agassii Komplexes® (exklusive
O. luteus) durch eine bemerkenswert geringe genetische Diversitit aus. Die mittlere
genetische Distanz (KIMURA 1980) zwischen ihnen war erwartungsgemil deutlich niedriger
(0,92 %, £ 0,28) als die mittlere genetische Distanz zwischen allen untersuchten Haplotypen
(5,5 % = 0,81%). Diese geringen genetischen Distanzen sind Ausdruck der schon in den
vorangegangenen Analysen beobachteten sehr engen verwandtschaftlichen Beziehungen
dieser Arten und spiegeln sich ebenfalls in der Haplotypenverteilung wider. Ein einziger
Haplotyp konnte beispielsweise bei 21 von 31 untersuchten Individuen der nordchilenischen
Arten identifiziert werden (O. chungarensis, O. parinacotensis, O. laucaensis, O. agassii -Rio
Isluga). Eine Identifizierung der chilenischen Taxa (O. chungarensis, O. parinacotensis,
O. laucaensis, O. ascotanensis) sowie eine Differenzierung dieser Arten von O. agassii
erscheint folglich weiterhin notorisch problematisch. Ferner konnten in dieser Analyse keine
Hinweise fiir die Differenzierung der Art O. tschudii von O. agassii gefunden werden. Das
Auftreten gemeinsamer Haplotypen zwischen O. agassii und O. tschudii Populationen
innerhalb des Titicacasees sowie das Auftreten eines derartigen Haplotyps innerhalb der
nordchilenischen Populationen ist ein klarer Hinweis auf die engen phylogenetischen
verwandtschaftlichen Verhéltnisse der betreffenden Taxa. Dariiber hinaus kann ein
wahrscheinlich revisionsbediirftiges Artenkonzept als Grund fir das Vorkommen
taxonilibergreifender Haplotypen genannt werden. Alternativ konnten aber auch
Hybridisierungsereignisse in jlingerer Zeit fiir das Vorkommen gemeinsamer Haplotypen
verantwortlich sein. Es muss in diesem Zusammenhang angemerkt werden, dass gemeinsame
Haplotypen ausschlieBlich innerhalb geographisch definierter, eng umgrenzter Gebiete
auftraten. Der relativ junge Ursprung der chilenischen Gewisser konnte Erklarungen fiir

deren Auftreten zumindest zwischen Haplotypen dieser Region liefern.
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4.3.1.2 Biogeographische Beziige

Die hier vorgestellten phylogenetischen Rekonstruktionen zeigen klare Beziige zu rezenten
biogeographischen Verbreitungsmustern der chilenischen Orestias Taxa. Mitochondriale
DNA-Sequenzdaten bieten dariiber hinaus die Moglichkeit, Zeitrdume fiir die Trennung
phylogenetischer Linien abzuschitzen. Beriicksichtigt man die géngigen Kalibrierungen fiir
mtDNA Kontrollregions-Sequenzdaten Siid- und Zentralamerikanischer Sitiwasserfische
(1,2% - 2,8% pro Mio. Jahre; SIVASUNDAR et al. 2001; STRECKER et al. 1996) hitten sich die
unterschiedlichen mtDNA Linien innerhalb des ,,Agassii Komplexes* (exklusive O. luteus)
innerhalb der vergangenen 530.000 bis 880.000 Jahre entwickelt. Eine Kolonisation des
chilenischen Altiplanos im spédten Quartdr wire damit am wahrscheinlichsten. Vergleichbare
Abschdtzungen lassen sich unter Verwendung der hierin enthaltenen Cytochrom-b
Sequenzdaten und einer Kalibrierung von 1,2% pro Mio. Jahre (BERMINGHAM et al. 1997)
erzielen. Weiterhin hétten sich auf der Basis dieser Kalibrierungen die nordchilenischen
Populationen von den siidchilenischen Populationen vor ca. 370.000 bis 600.000 Jahren
getrennt.

Die eingangs dargestellten klimatischen Ereignisse und die damit verbundenen
Extensionen und Rezessionen von Wasserkorpern in diesem Zeitraum (LAVENU 1992,
WIRRMANN 1992) erkldren am ehesten die Unterschiede und Gemeinsamkeiten in der
faunistischen Zusammensetzung der Region (DEJOUX & ILTIS 1992) einschlieflich der
genetischen Ahnlichkeiten zwischen den chilenischen Arten und Populationen innerhalb des
»agassii complex“. Mehrere Paleoseen, die infolge plio- pleistozdner Eiszeiten entstanden,
verbanden den Titicacasee im Norden des Altiplanos mit den Gewésserkorpern im stidlichen
und zentralen Altiplano (SERVANT & FONTES 1978, FORNAI et al. 2001). Diese zeitweiligen
Verbindungen zwischen Wasserkdrpern, die partiell auch auf Wasserstandschwankungen
innerhalb des heutigen Titicacaseeareals zuriickzufiihren sind, konnten Teilpopulationen
Expansionswege geschaffen haben und bilden damit potentielle Migrationsrouten. Die
Besiedelung des zentralen und siidlichen Altiplanos féllt mit der oben angegebenen
Zeitabschitzung (530.000 bis 880.000 Jahre) in die Ara des Balliviansees. Dieser war
aufgrund der Bildung des Ulloma Callapa Riickens zweigeteilt. Es ist jedoch wahrscheinlich,
dass eine Gewisserverbindung zwischen dem nordlichen Teil des Balliviansees im heutigen
Titicacaseegebiet und dem zentralen Altiplano iiber den Paleo-Rio Dessaguadero bestanden
hat. Die alternative Hypothese wiirde eine Besiedelung des zentralen Altiplanos am Ende der

Kaluyo Eiszeit vor etwa 1 Mio. Jahren implizieren. In diesem Fall hitten sich die Fische
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ungehindert im Rahmen des Cabanasees ausbreiten konnen, der das gesamte rezente
Verbreitungsgebiet der Gattung umspannte. In dieser Hinsicht erscheint es am
wahrscheinlichsten, dass die chilenischen Gewisser von Stammpopulationen aus dem
Titicacasee besiedelt wurden, welcher das unbestrittene rezente Diversititszentrum fir die
gesamte Gattung Orestias darstellt (KOSSWIG & VILLWOCK 1965, VILLWOCK 1983, PARENTI
1994, LAUZANNE 1992).

Die Kontrollregions-Sequenzierungen zeigen jedoch, dass die urspriinglichsten
chilenischen Arten und Populationen des ,,Agassii Komplexes* in der siidlichen Linie zu
finden sind und ein klares Schwestergruppenverhéltnis zwischen den Arten und Populationen
der nordlichen Linie und den Populationen von O. agassii und O. tschudii aus dem
Titicacasee besteht. Diese Ergebnisse fithren zu der Hypothese, dass diese speziellen
Populationen von O. agassii und O. tschudii aus dem Titicacasee nicht die Basis fiir die
gesamte Linie des ,,Agassii Komplexes™ (exklusive O. luteus) darstellen. Nach derzeitigem
Kenntnisstand muss davon ausgegangen werden, dass sie von nordchilenischen Taxa
abstammen und den Titicacasee erst in jiingster Zeit besiedelt haben. Ferner liegen zum
jetzigen Zeitpunkt keine Informationen iiber potentiell urspriingliche Populationen innerhalb
des Titicacasees vor, die diese gesamte monophyletische Linie innerhalb des Genus Orestias
begriindet hétten.

Es wird an dieser Stelle ausdriicklich nicht ausgeschlossen, dass derartige
Griinderpopulationen im Titicacasee zu finden sind, jedoch sind sie im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht erfasst. Sollte eine Besiedelung des zentralen und siidlichen
Altiplanos tatsdchlich vom Titicacasee ausgegangen sein, ist jedoch die Frage zu kldren,
warum lediglich Vertreter der einen Orestias Linie (,,Agassii Komplex*) den zentralen und
stidlichen Altiplano besiedelt haben. Fiir eine Extinktion der urspriinglichen O. agassii
Population innerhalb des Titicacasees fehlen ebenso die Belege wie fiir eine Extinktion
anderer Orestias Arten auBlerhalb des Titicacasees. Ferner lassen die Daten zum jetzigen
Zeitpunkt nur den Schluss zu, dass es sich bei der Invasion des Altiplanos um ein singuldres
Ereignis gehandelt hat.

Gleichwohl konnen klimatische Ereignisse im spiten Quartir nicht die genetischen
Divergenzen zwischen dem ,,Agassii Komplex* (exklusive O. luteus) und allen anderen
Orestias Arten aus dem Titicacasee, die in der vorliegenden Studie beriicksichtigt wurden,
erkldren. Die Trennung der beiden evolutiven Linien ist mit Sicherheit sehr viel élter (3-5
Mio. Jahre) und chronologisch wahrscheinlich im Zusammenhang mit der Hebung der

nordlichen und 6stlichen Anden im beginnenden Miozédn zu sehen (GAYET 1991, ARRATIA &
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CIONE 1996, LUNDBERG et al 1998, LUNDBERG 1998, GAYET & MEUNIER 1998, HRBEK &
LARSON, 1999, GRACIA-MORENO & FJELDSA, 2000). Fiir diesen Zeitraum stehen allerdings
keine paldolimnologischen Daten iiber die Gewissersituation auf dem Altiplano zur

Verfligung.

4.3.1.3 Limitierungen der Kontrollregions-Sequenzanalysen

Eine vollstindig gegensétzliche Situation ergibt sich bei der Betrachtung der zweiten
wesentlichen mtDNA Linie, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit identifiziert werden
konnte. Diese Linie umfasste Haplotypen der Arten O. luteus und O. ispi aus dem Titicacasee
sowie publizierte Haplotypen verschiedener weiterer Orestias Arten, die ausschlieBlich aus
dem Titicacasee bekannt sind (O. crawfordii, O. gilsoni, O. imarpe, O. mooni, O. pentlandii,
O. robustus, O. taquiri). Die Haplotypen dieser Taxa zeigten weder eine taxonspezifische
noch eine geographische Verteilung. Dariiber hinaus konnte eine Vielzahl identischer
Haplotypen bei unterschiedliche Taxa gefunden werden. Selbst Haplotypen, die nur fiir eine
Art identifiziert werden konnten, zeigten keine taxonspezifische Verteilung. Zwei mogliche
Erklarungen konnen fiir diese Befunde gegeben werden. Zum einen konnen mtDNA
Haplotypen als urspriingliche Polymorphismen eines gemeinsamen Vorfahren aller dieser
Taxa in den Populationen unverdndert iiberdauert haben (AVISE ef al. 1984). Zum anderen
konnen introgressive Hybridisationsereignisse gefolgt von horizontalem Gentransfer eine
Erklarung fiir dieses Phidnomen liefern. Aufgrund der weitreichenden Verbreitung dieser
Polymorphismen iiber fast alle Taxa des Titicacasees erscheint die Hypothese, dass es sich bei
diesen Haplotypen um ancestrale Polymorphismen handelt wahrscheinlicher. Dies gilt ebenso
fiir den in der vorliegenden Studie identifizierten Haplotyp 22, der bei nahezu allen
beriicksichtigten Taxa auftrat.

Im Gegensatz zu der beobachteten Vielzahl putativ-ancestraler Polymorphismen
innerhalb der Arten des Titicacasees konnten keine derartigen Haplotypen in den Analysen
der Taxa des ,,Agassii Komplexes®“, O. luteus klar ausschlieBend, gefunden werden. Diese
Tatsache ist wahrscheinlich auf einen deutlich jiingeren Ursprung dieser Linie zuriickzufiihren
und/oder auf einen eingeschriankteren Genpool des letzten gemeinsamen Vorfahren dieser
Linie. Aufgrund dessen erscheint es ebenfalls wahrscheinlich, dass die oben dargestellten
Beziehungen zwischen den Taxa des ,,Agassii Komplexes* (exklusive O. luteus) auf echten

phylogenetischen Signalen beruhen.
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4.3.2 Cytochrom-b Sequenzanalysen

Zur weiteren Absicherung der bereits dargestellten phylogenetischen Beziehungen der
einzelnen Taxa innerhalb des Genus Orestias, insbesondere aber zur Kliarung der
phylogenetischen Stellung des Genus innerhalb der Cyprinodontiformes wurden
vergleichende Cytochrom-b Analysen durchgefiihrt. Insgesamt wurden Cytochrom-b-
Sequenzen von 13 unterschiedlichen Populationen acht verschiedener Orestias Species
beriicksichtigt und 18 Haplotypen identifiziert. Phylogenetische Rekonstruktionen auf der
Basis der Cytochrom-b Daten bestitigten klar die bereits beschriebenen genetischen
Beziehungen innerhalb des Genus Orestias, insbesondere aber die engen
verwandtschaftlichen Beziehungen der Taxa des ,,Agassii Komplexes* (exklusive O. luteus).
Wie zuvor in Kontrollregions-Analysen gezeigt, lieBen sich auch hier die Haplotypen von
O. luteus und O. ispi klar von allen lbrigen Orestias Taxa trennen. Die Zweifel an der
bestehenden Systematik innerhalb des Genus sensu PARENTI (1984), insbesondere an der
Stellung von O. luteus im ,,Agassii Komplex®, erhérteten sich vor dem Hintergrund dieser
Sequenzanalysen. Die Monophylie des ,,Agassii Komplexes* exklusive O. luteus konnte
bestdtigt werden.

Innerhalb der chilenischen Orestias Arten und den Populationen von O. tschudii und
O. agassii aus dem Titicacasee waren ebenso wie liber die vorherigen molekularen Analysen
der Kontrollregion zwei voneinander getrennte genetische Linien zu beobachten. Die
biogeographischen Beziige waren ebenfalls identisch. Es konnten eine siidliche Linie, die
Haplotypen aus dem Rio Collacagua, dem Salar d’Huasco und dem Salar d’Ascotan
umfassend, und eine ndrdliche Linie, die Haplotypen aus dem Chungarasee, der Bofedale
d’Parinacota und dem Rio Isluga vereinigend, bestdtigt werden. AuBlerdem beinhaltet die
nordliche Linie Haplotypen von O. tschudii und O. agassii aus dem Titicacasee. Die von
PARENTI (1984) dargestellte Abgrenzung der chilenischen Arten (O. laucaensis,
O. parinacotensis und O. ascotanensis) von O. agassii und O. tschudii war damit abermals
nicht zu bestdtigen. Das gleiche gilt fiir die Differenzierung der Art O. tschudii von
O. agassii. Die beriicksichtigten Referenzhaplotypen clusterten auch in diesen Analysen klar
mit den Haplotypen, die fiir die jeweiligen Arten im Rahmen der vorliegenden Arbeit
identifiziert werden konnten.

Auch in den Cytochrom-b Sequenzanalysen waren diese Taxa des ,,Agassii
Komplexes* exklusive O. luteus durch gemeinsame Haplotypen gekennzeichnet. Diese traten

weitgehend zwischen den identischen Populationen und damit ausschlieBlich in
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geographischen benachbarten Regionen auf. Ein Haplotyp konnte abermals sowohl bei
O. agassii als auch bei O. tschudii aus dem Titicacasee gefunden werden, zwei Haplotypen
waren jeweils in nordchilenischen Populationen von O. chungarensis und O. parinacotensis
bzw. O. chungarensis und O. laucaensis identisch, und ein Haplotyp kam in allen
Populationen der silidlichen Linie vor (O. agassii, Rio Collacagua und Salar d’Huasco;
O. ascotanensis). Wihrend in der Analyse der Kontrollregions-Sequenzen innerhalb der
stidlichen Linie keine gemeinsamen Haplotypen benachbarter Populationen gefunden wurden,
zeigen die Ergebnisse der Cytochrom-b Sequenzuntersuchungen, dass auch hier vermutlich
Genflussereignisse in jiingster Zeit stattgefunden haben. Ferner unterstiitzen die
Untersuchungen die Zweifel am bestehenden Artkonzept innerhalb der Gattung Orestias
(MULLER 1993, VILLWOCK et al. 2000). AuBerdem konnte abermals ein mutmaBlich
urspriinglicher Haplotyp identifiziert werden, der bei fast allen untersuchten Taxa auftrat
(Haplotyp 10).

Die Taxa des ,Agassi Komplexes“ (exklusive O. [uteus) zeichneten sich
erwartungsgemdll auch in der Analyse der Cytochrom-b Sequenzdaten durch ein geringes
MafB an genetischer Variabilitét aus. Die mittlere genetische Distanz (KIMURA 1980) zwischen
Haplotypen von O. agassii, O. tschudii und allen chilenischen Arten (O. chungarensis,
O. parinacotensis, O. laucaensis, O. ascotanensis) war um ein Vielfaches geringer (0,7% +
0,3) als die mittlere genetische Distanz zwischen allen Haplotypen (4,9 % + 0,9). Obwohl
genetische Distanzen basierend auf Cytochrom-b Daten nicht zwangsldufig mit
taxonomischen Niveaus korreliert sein miissen und der intergenerische Vergleich derartiger
Distanzunterschiede sicherlich unzuléssig ist, kann an dieser Stelle jedoch angemerkt werden,
dass interspezifische Distanzwerte < 1% innerhalb der Cyprinodontiformes und selbst
innerhalb neotropischer Teleosteer auffallend untypisch sind (GLENN & AVISE 1998,
BERMINGHAM ef al. 1997).

Die zweite wesentliche mtDNA Linie, alle iibrigen Taxa des ,,Agassii Komplexes*
klar ausgrenzend, vereinigte Haplotypen von O. luteus und O. ispi. Diese Haplotypen,
einschlieBlich der Referenzhaplotypen dieser beiden Arten zeigen zwar eine taxonspezifische
Gruppierung, die sogar eine schwache statistische Unterstlitzung erhilt, da jedoch bislang
keine Cytochrom-b Sequenzdaten weiterer Arten des Titicacasee vorliegen (siche
Kontrollregions-Sequenzierungen), konnen an dieser Stelle keine Aussagen liber potentiell
ancestrale Polymorphismen gemacht werden. Es ist allerdings zu erwarten, dass bei

Berticksichtigung zahlreicher Arten abermals derartige Polymorphismen aufgefunden werden
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und die dargestellten Limitierungen derartiger Analysen fiir die Arten des Titicacasees auch

hier zutreffen.

4.3.2.1 Die phylogenetische Stellung des Genus Orestias innerhalb der

Cyprinodontiformes

Fiir die abschlieBende Analyse in Bezug auf die phylogenetische Stellung des Genus Orestias
innerhalb der Cyprinodontiformes wurden bereits publizierte Sequenzen (PARKER &
KORNFIELD 1995, MURPHY & COLLIER 1996, 1997, MURPHY et al. 1999, 1999b, PERDICES et
al. 2001) des Cytochrom-b Genes einer Vielzahl von Zahnkarpfenartigen
(Cyprinodontiformes) Nord-, Zentral- und Stidamerikas, Afrikas sowie Eurasiens
vergleichend in die phylogenetische Analyse eingebunden. Die verfligbaren Sequenzdaten
bezichen sich auf die eurasischen AuBengruppentaxa Aphanius chantrei, Aphanius iberus,
Kosswigichthys asquamatus, die siidamerikanischen Taxa Cynolebias costai, Cynolebias
antenori und Rivulus violaceus, die zentral- und nordamerikanischen Taxa Cyprinodon
diabolus, Cyprinodon nevadensis, Jordanella pulchra, Floridichtys carpio, Megupsilon
aporus und Cualac tesselatus und die afrikanischen Taxa Roloffia viride und Roloffia
maeseni.

Phylogenetische Analysen unter Beriicksichtigung aller AuBlengruppentaxa mittels
cladistischer und phenetischer Analysemethoden stiitzten die bereits von COSTA (1997)
aufgestellte Hypothese. Die Schwestergruppe der Orestias wird sowohl von den eurasischen
als auch den nord- und zentralamerikanischen Taxa gebildet (Aphanius, Kosswigichthys,
Jordanella, Cualac, Floridichthys, Megupsilon und Cyprinodon). Das statistische
Signifikanzniveau fiir dieses Schwestergruppenverhdltnis erreichte Werte von 74 %. Die
stidamerikanischen Taxa (Cynolebias) sowie die afrikanischen Taxa (Roloffia) konnten
demgegeniiber aus diesem Schwestergruppenverhéltnis klar ausgeschlossen werden. Sie
stehen stets an der Basis der phylogenetischen Rekonstruktionen. Alle Phylogenien wurden
mit Rivulus violaceus gewurzelt. Eine exaktere Definition der Schwestergruppe des Genus
Orestias lie} sich auf der Basis der vorliegenden Daten nicht formulieren. Die Hypothese
PARENTIS (1994), wonach die Gattungen Orestias, Kosswigichthys und Aphanius als Orestiini
den nord- und zentralamerikanischen Cyprinodontini (Cyprinodon, Jordanella, Cualac,
Floridichthys und Megupsilon) gegeniiberstehen, kann an dieser Stelle weder verifiziert noch
falsifiziert werden. Die phylogenetischen Beziige der Gattung Orestias zu

Cyprinodontiformes der nordlichen Hemisphére konnen allerdings bestétigt werden (PARKER
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& KORNFIELD 1995, PARKER 1997). Diese Beziige sind vor dem Hintergrund der einleitend

dargestellten geologischen Daten diskutierbar.

4.4  Potentielle Migrationswege in das Altiplanohochland

Wie bereits einleitend dargestellt muss man sich aufgrund der geologischen Datenlage die
Immigration der Stammart aller rezenten Orestias in das Altiplanohochland als einen
Einwanderungsprozess eines urspriinglich im Flachland beheimateten Cyprinodontiden
vorstellen, der im Verlauf der Andenauffaltung sowie infolge Einkesselung durch die Bildung
struktureller Bogen isoliert und spéter phasenweise auf das heutige Hochgebirgsniveau
angehoben wurde (LUNDBERG et al. 1998). Nach heutigem Wissensstand muss der Orestias
Vorfahre bis vor etwa 20 MJ-30 MJ und damit bis zum Ende des Eozins und Anfang des
Oligozédns das Gebiet des heutigen Altiplano erreicht haben. Eine Einwanderung zu einem
spateren Zeitpunkt ist aufgrund der vollstindigen Isolation des Gebiets im Oligozédn und einer
Hebung um 3000 Meter unwahrscheinlich (MARSHALL & SEMPERE 1993). Gleichzeitig lassen
Untersuchungen an fossilen Fischfaunen der zentralen Anden (SCHAEFFER 1963, GAYET
1991, GAYET et al. 1992, 1993, CIONE et al. 1995, ARRATIA & CIONE 1996, GAYET &
MEUNIER 1998) auf eine mehrfache Immigration unterschiedlicher Teleoseer zwischen der
oberen Kreide (73 MJ) und dem Paldozidn (58 MJ) schlieen. Fossile Nachweise von
Cyprinodontiden fehlen auf dem Altiplano leider vollstindig und sind auch weltweit nur
liickenhaft bis ins Oligozén vorhanden (GAUDANT 1978, 1979). Jedoch geht man heute davon
aus, dass sich die Cyprinodontiden im spédten Mesozoikum (100 MJ) entwickelt haben
(PARKER & KORNFIELD 1995, MURPHY & COLLIER 1997).

Als potentielle Immigrationswege flir die Gattung Orestias in das Altiplanogebiet
werden in der Literatur sowohl ndrdliche Routen {iber das Amazonassystem als auch siidliche
Routen 1iiber das Paranasystem diskutiert (VILLWOCK &  SIENKNECHT 1993).
Unwahrscheinlich hingegen ist es aus heutiger Sicht anzunehmen, dass der Orestias Vorfahre
von der pazifischen Seite auf einem mit dem Siidamerikanischen Kontinent fusionierten
Landteil Stidamerika erobert hat (PARENTI 1984b), da sich die ersten Andenvorldufer schon
vor iiber 100 MJ im Westen des siidamerikanischen Kontinents auftiirmten (SMITH et al.
1994). Vor dem Hintergrund der hier dargestellten nédchsten verwandtschaftlichen
Beziehungen des Genus Orestias zu den Cyprinodontiformes der noérdlichen Hemisphére
erscheint eine Einwanderung aus dem Norden insgesamt wahrscheinlicher als die

Einwanderung aus dem Siiden liber den Parana. Der Einfluss des Paranasystems auf das
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Gebiet des Altiplano ist lediglich fiir einen schmalen Zeithorizont vor ca. 70 MJ mdglich
gewesen (ZAMBRANO 1987, RIcCARDI 1988). Gleichzeitig sind vielfache Einfliisse des
nordlich gelegenen Paleo-Amazonas-Orinoco-Systems dokumentiert. Dieses Flusssystem
stand mehrfach in Verbindung zu marinen Transgressionen, die von der karibischen Seite in
den siidamerikanischen Kontinent eindrangen (LUNDBERG ef al. 1998).

Vor der Hebung des Altiplano spielten in dem fiir die Immigration wahrscheinlichen
Zeitraum (73 MJ bis 20 MJ) sowohl limnische als auch marine Wassermassen im Gebiet des
prospektiven Altiplano eine wesentliche Rolle (siche Abbildung 1). Vor 73 - 67 M1J erstreckte
sich eine breite marine Transgression im Westen des siidamerikanischen Kontinents von der
Karibik bis in den Nordwesten Argentiniens, genau dort, wo sich heute die Hochgebirgsketten
der Anden befinden (SEMPERE ef al. 1997). Die Hauptstromungsrichtung verlief vermutlich in
Nord-Siid Richtung. Diese marine Transgression stief3 in ihrer siidlichsten Ausdehnung auf
limnische Wassermassen, die von Siiden her in das Gebiet eindrangen. Eine durchgehende
Verbindung dieser Wassermassen zum Parana ist jedoch nicht sicher belegt. Diese erste
marine karibische Transgression verschwand bis auf einen nordwestlichen Rest. Unter
Richtungsabflussumkehr trat an ihre Stelle zunéchst ein breites und zusammenhingendes
limnisches System aus Fliissen und Seen und spéter eine zweite marine Transgression. Diese
erfasste das heutige Gebiet der zentralen Anden und flihrte wieder von der Karibik iiber das
Altiplanogebiet bis nach Chile. Vor 60 MJ trat an ihre Stelle abermals ein limnisches
Gewdssersystem, das den karibischen Raum mit dem prospektiven Altiplano verband und bis
nach Argentinien reichte. Aufgrund der tektonischen Aktivitit die eine weitere Auffaltung der
westlichen Andenkette bewirkte, reduzierte sich die Ausdehnung dieses zusammenhingenden
Gewdssersystems im Zeitraum bis vor ca. 30 MJ auf den nordlichen Teil von der Karibik bis
in das prospektive Altiplanogebiet. Das Gebiet des Altiplano selbst war auf diese Weise
wahrscheinlich durch ein System aus Fliissen, Seen und Feuchtgebieten mit dem Paleo-
Amazonas-Orinoco System und der Karibik verbunden. Obwohl also im mittleren Eozidn (43
— 30 MIJ) starke Hebungen in den zentralen Anden stattgefunden haben, war das
Altiplanogebiet zu dieser Zeit noch nicht vollstindig isoliert und eine Einwanderung von
Fischen mdglich. In einem Bereich nordlich des Altiplano, bildete sich der sogenannte ,,Lago
Pozo* aus. Dieser Brackwassersee reichte im Siiden bis nach Peru und im Norden bis
Equador. Die vollstindige Isolierung des Altiplanos fand im Zeitraum zwischen 30 MJ und 20
MJ statt. Sowohl die Andenauffaltung als auch die Bildung struktureller Bogen um das
Titicacaseengebiet lassen eine Einwanderung von Fischen zu einem spdteren Zeitpunkt

unmoglich erscheinen.
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4.5  Schlussbemerkung

Ein Vergleich der einzelnen Charakterisierungs- und Identifizierungsversuche der in dieser
Arbeit untersuchten Orestias Arten belegt die notorischen Schwierigkeiten die chilenischen
Orestias Taxa (O. chungarensis, O. laucaensis, O. parinacotaensis, O. ascotanensis)
zweifelsfrei identifizieren und voneinander sowie von O. agassii differenzieren zu kénnen. Es
konnten insbesondere keine morphologischen Charakteristika gefunden werden, die eine
Differenzierung dieser chilenischen Taxa erlauben. Auch die Differenzierung von O. tschudii
und O. agassii war aufgrund morphologischer Merkmale unmoglich. Gleichzeitig lieBen sich
die Arten O. luteus und O. ispi aus dem Titicacasee klar voneinander und auch von allen
iibrigen Taxa trennen. Identische Ergebnisse lieBen sich im Rahmen der biochemischen
Untersuchungen erzielen. Auch hier war es unmdoglich, Merkmale in artcharakteristischer
Auspriagung fiir die chilenischen Taxa zu finden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese
sehr nahe verwandten Arten durch ein aullerordentlich geringes Mall an genetischer
Variabilitidt und Integritdt gekennzeichnet sind. Die genetischen Distanzen zwischen diesen
Taxa basierend auf biochemischen und molekularbiologischen Daten bewegten sich in einem
Rahmen, der fiir Populationen einer Art typisch ist und lassen auf Genflussereignisse in
jingster Zeit zwischen diesen Populationen schlieen. Gleichzeitig war es erstmalig moglich
O. tschudii aus dem Titicacasee von allen {ibrigen Taxa anhand seiner partiell
charakteristischen Globinketten zu differenzieren. Ebenso lieen sich O. luteus und O. ispi
aus dem Titicacasee anhand zahlreicher artcharakteristischer biochemischer Merkmale
eindeutig identifizieren. Biochemische Untersuchungen unter Berlicksichtigung weiterer
Arten erscheinen vor diesem Hintergrund fiir die systematische Analyse insbesondere der
Orestias Artengemeinschaft des Titicacasees aussagekriftig.

Die phylogenetischen Analysen zeigten dariiber hinaus klare biogeographische Beziige
und unterstreichen die bemerkenswert engen verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen
den chilenischen Orestias Taxa. Es lielen sich jedoch mit Hilfe hochaufldsender molekularer
Marker erstmalig zwei evolutive Linien innerhalb der chilenischen Taxa nachweisen; eine
nordliche und eine siidliche. Die nérdliche umfasst Populationen vom Lago Chungara bis zum
Rio Isluga, die siidliche Populationen von Rio Collacagua bis zum siidlichsten
Verbreitungslimit (Salar d’Ascotan). Abgesehen vom Nachweis dieser beiden evolutiven
Linien innerhalb der chilenischen Taxa des ,,Agassii Komplexes* konnten die bestehenden
Zweifel an der intragenerischen Systematik nach PARENTI (1994) bestitigt werden. O. luteus

und O. ispi gehdren mit zahlreichen anderen Arten des Titicacasees einer weiteren
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wesentlichen phylogenetischen Linie innerhalb des Genus Orestias an, die chilenischen
Orestias Taxa sowie O. tschudii klar ausschliefend. Bemerkenswert erscheint in diesem
Zusammenhang das Vorkommen potentiell ancestraler Polymorphismen innerhalb der Arten
des Titicacasees, iiber die an dieser Stelle kein abschlieBendes Urteil abgegeben werden kann.
Ebenso konnen die nédchsten Verwandtschaftsbeziehungen des Genus Orestias nicht
abschlielend beurteilt werden. Die Trendanalysen in der vorliegenden Arbeit unterstiitzen
allerdings die, schon von anderen Autoren gefundenen Beziige zu Cyprinodontiden der
nordlichen Hemisphédre. Deshalb ist eine Einwanderung des Orestias-Vorfahren in das
Altiplanogebiet iiber eine nordliche Route insgesamt wahrscheinlicher.

Unter  Berlicksichtigung der {ibereinstimmenden und sich ergénzenden
Finzelergebnisse erscheint die Validitit der chilenischen Arten O. -chungarensis,
O. laucaensis, O. parinacotensis und O. ascotanensis dullerst zweifelhaft. Sie sind vermutlich
als Populationen der Art O. agassii anzusprechen. Diese Einschidtzung unterstiitzend, zeigen
auch kreuzungsgenetische Analysen (VILLWOCK et al. 2000), dass alle hier beriicksichtigten
chilenischen Arten untereinander kreuzbar sind und fertile Nachkommen erzeugen. Ferner
erscheint die Schlussfolgerung berechtigt, dass die Systematik innerhalb des Genus Orestias
dringend einer revisionistischen Uberarbeitung bedarf. Die vorliegenden Untersuchungen
verdeutlichen deshalb die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen unter Einbeziehung aller
bekannten Orestias Taxa. Wesentliche Beitrage zur Detektierung artcharakteristischer
Merkmale konnten die in der vorliegenden Arbeit gewidhlten multivariaten statistischen
Analysemethoden morphologischer Merkmale sowie die gewdhlten biochemischen Methoden
liefern. Systematische Konsequenzen aus diesen und weiteren phylogenetischen

Untersuchungen basierend auf molekularen Studien sind unzweifelhaft zu erwarten.
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5. Zusammenfassung

Entsprechend der Zielsetzung lassen sich die aus der vorliegenden Arbeit ableitbaren
Resultate wie folgt zusammenfassen:

(1)  Morphologische Untersuchungen eignen sich nur eingeschrénkt zur Identifizierung der
acht beriicksichtigten Orestias Arten. Lediglich zwei Arten, O. luteus und O. ispi, aus dem
Titicacasee lieBen sich zweifelsfrei voneinander und von allen {ibrigen Orestias Arten
differenzieren. Es konnten dariiber hinaus jedoch keine Hinweise auf derartige
Differenzierungsmdglichkeiten zwischen den chilenischen Orestias Arten (O. chungarensis,
O. parinacotensis, O. laucaensis, O. ascotanensis), O. agassii und O. tschudii gefunden
werden.

2) Weitgehend identische Ergebnisse konnten im Rahmen der biochemischen
Untersuchungen erzielt werden. Weder in den Analysen der roten Blutfarbstoffe, noch in den
Analysen der untersuchten wasserloslichen Muskelproteine zeigten die chilenischen Taxa
artcharakteristische Merkmale. O. luteus und O. ispi waren hingegen in nahezu allen
biochemischen Untersuchungen durch eine Vielzahl artspezifischer Merkmale charakterisiert.
(3)  Erstmalig lieB sich O. tschudii anhand der partiell spezifischen Ausprigung seiner
monomeren Globinketten von den chilenischen Orestias Taxa und O. agassii differenzieren.
(4)  Die bestehenden Hypothesen zu den intragenerischen Verwandtschaftsverhdltnissen
innerhalb des Genus Orestias konnten préazisiert und in Teilen verifiziert werden. Innerhalb
der chilenischen Orestias Taxa konnten erstmals zwei genetisch distinkte Linien
nachgewiesen werden, die klare biogeographische Beziige zeigten. Gleichzeitig liel sich
deren Entwicklung mit paldolimnologischen Ereignissen infolge plio- pleistozidner
Glazialperioden korrelieren. Dariiber hinaus konnte die Monophylie des ,,Agassii Komplexes*
exklusive O. luteus bestdtigt werden.

(5) O. luteus und O. ispi gehoren einer gemeinsamen evolutiven Linie innerhalb des
Genus Orestias an, alle librigen hier berticksichtigten Arten des ,,Agassii Komplexes™ klar
ausschlieBend. Die zur Zeit giiltige intragenerische Systematik steht daher teilweise im
Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Die Differenzierung der beiden
wesentlichen evolutiven Linien (O. luteus, O. ispi vs. alle iibrigen Taxa des ,,Agassii
Komplexes®) erfolgte wahrscheinlich im Miozén.

(6) Intergenerische Beziehungen zu potentiell néchstverwandten Cyprinodontiden der
nordlichen Hemisphédre (mediterrane, nord- und zentralamerikanische Genera) konnten

bestitigt werden.
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Anhang

Anhang

Tabelle Al

Angegeben and die Vermessungsdaten (Variahlen) won 33 morphometrischen Merkmalen und neun menstischen Charakteren untersucht an

inzgesamt 151 Individuen aus zehn Populationen innerhalb des Genus Orestias. Die Ablairzungen fir die Variahlen sind im Matenial und Methoden

Teil erldart.
ArtPopulation Geschlecht TL SL EKH(Icth) EH(Par) EL({Tth) EL(Par) YR LSchSi(Tch) VS5chSi(Lau) DSchSiLau) HS5c hSi(Tc h)
(1o ey T rm mim T T T T T mm m T
2 agrasi m 514 420 0.3 o7 10,2 110 250 12,7 10,9 109 58
Salard'Huasca m 438 38,1 20 18 20 0.2 20,5 10,5 ol g8 51
Chile m 589 486 11,2 11,0 11,3 12,2 277 129 10,8 126 R
m a0,0 50,8 11,4 109 119 127 288 13,2 11,8 12,5 7.9
m a2 49 8 11,7 109 11,2 12,3 26,1 150 12,7 12,0 2.4
m 482 51,4 12,4 122 11,4 122 90 142 12,7 133 1.5
m al,2 532 10,6 10,5 113 12,4 284 142 112 12,5 71
m 576 0,1 119 11,4 113 129 297 14.1 12,2 123 7.0
m 558 48 5 10,7 10,5 10,5 114 276 139 119 11,5 a1
w a1,7 514 14,5 120 123 130 30,8 150 13,5 132 7.4
w 51,0 43 5 11,1 03 1,0 oo 26,0 1.2 10,1 114 5.8
w 70,2 593 12,7 113 143 143 35,4 14.4 15,4 16,3 a1
w 2,2 [ 14,4 142 156 16,4 302 202 17,9 196 10,5
w 73,2 60,1 12,4 122 129 14.1 357 16,4 14,1 157 24
w 74,5 63,4 11,9 119 14,7 152 38,2 16,6 15,0 16,5 2,0
w 76,9 62,7 13,5 132 1532 142 373 17.4 15,4 17,1 10,3
w ag,4 595 136 130 13,1 14.1 352 17.0 14,3 153 21
w 499 6l.8 14,1 13,4 14,3 155 358 179 15,5 16,2 10,3
w 63,3 52,2 13,1 127 126 137 30,8 149 12,7 13,1 2,0
w al,s 51,2 119 11,2 12,0 133 3086 13,2 11,2 12,4 6,3
w 63,2 51,5 11,8 11,0 129 133 30,2 156 13,4 13,1 21
w 594 s0.8 11,7 11,5 12,0 127 30,5 14.5 12,2 12,2 23
w 9.1 479 108 10,5 11,3 11,2 289 14,0 119 12,1 7.2
w a8 9 48 2 110 109 122 132 8.5 145 12,2 12,4 1.1
w 0,8 451 11,2 103 113 114 7.4 129 110 11,5 7.0
w 52,0 452 114 104 113 120 58 12,2 110 11,4 7.2
w 563 46 3 111 112 10,3 12.1 7.5 134 11,7 12,2 1.4
w 148 692 154 137 17.4 17.1 38,0 18,5 179 192 29
w fifi 9 f2.5 12,0 13.1 155 16,0 36,2 17.0 14,8 16,2 7.9
w 729 739 139 140 154 16,0 3719 18.5 166 16,4 23
w 1435 1275 35,2 318 335 33,0 70,0 36,1 34,4 36,4 203
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Fortsetzung Tabele Al

Art/Population Geschlecht TL 5L KH(Tch) EH(Par) EL(Tch) EL(Par) YE  LSchSi(Teh) VSchSi(Llau) DSchSi(Lau) HSc hSi(Te h)
[ i) Tmm mm mm mm mm mm Tmm mm mm mm mm
O chungarensis m 515 472 09 Q.5 119 124 219 13,9 12,2 11,2 6.2
Lago Chungara m 519 472 10,4 o8 11,28 121 28,7 13,0 117 11,1 6.3
Chile m 53,2 450 10,3 D8 11,0 11,5 259 12,2 10,8 10,2 6.4
o 454 378 0.4 8.8 2.4 ) 2228 11,2 10,2 o9 5.5
o a6,1 549 11,7 11,7 13,1 14.4 31,2 13,5 10,2 11,1 1.2
u 70,1 50,5 12,2 12,4 15,1 15,9 33,2 18,6 16,6 15,0 2.4
O laucaensis m 65,2 52,0 11,5 12,0 15,3 152 280 14,9 143 15,0 6.9
Rin Lauca m 570 47,4 118 111 10,9 12,0 208 12,5 110 10,5 1.5
Chile w 6.9 63,0 14,7 13,7 15,5 158 380 17,8 159 16,2 29
w 68,1 56,8 12,2 11,4 133 139 334 13,0 11,5 122 19
w 537 432 ol 02 e 10,1 252 12,3 10,2 112 6.6
w 438 347 83 18 85 02 203 o9 88 2.0 5.3
w 487 389 2.7 T8 a1 oo 244 11,5 DE 2.0 6,1
w 22,4 f6,3 174 1&,0 16,3 17,7 41,9 16,5 13,5 15,1 08
w 624 S0,8 12,5 11,4 114 130 32,4 128 109 119 1.5
w 70,2 S84 13,1 12,5 13,4 14.4 36,4 14,9 129 150 ol
w 785 a5.3 14.5 14,7 14,4 149 382 18,1 16,0 16,8 ]
O parinacoizensis m 62,1 50,2 12,0 129 132 137 308 148 13,1 112 23
Bolftdale d'Parnacota w 03,2 21,9 17.5 15,7 172 18,7 439 20,8 17,5 19.4 11,28
Chile w 23,2 67,8 18,1 15,1 15,7 la5 402 21,4 192 16,4 09
w ag.a 592 14.4 14,0 14,7 15,1 38,7 18,7 145 15,8 2.0
w a0.4 50,1 12,3 12,0 139 143 32,0 139 11,2 113 .1
w al.4 585 13,0 114 13,5 14,0 309 136 11,3 11,1 19
w 58,7 478 11,7 11,2 13,1 139 200 112 10,7 113 7.4
w 61,2 50,5 11,2 10,2 12,2 13,5 287 13,4 123 122 1.5
w 634 53,0 12,4 114 13,5 14,0 34,7 153 13,1 12,4 1.2
w 50,5 40,9 09 o4 10,3 10,7 254 12,1 10,5 10,0 6,7
w 522 42,1 119 10,0 10,5 11,2 26,5 12,2 110 10,9 1.2
w 47.1 40,1 0.3 18 10,5 10,2 234 11,7 10,2 10,0 6.2
w 50,0 41,5 10,4 2.4 Q0 2.4 26,1 128 119 113 6.3
O ascofanensis m 402 40,4 10,3 08 10,3 11,1 232 11,4 08 08 6,2

Lagod'fscotan
Chile
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Anhang

Fortsetzung Tabele Al

ArtPopulation Geschlecht 'TL SL EH(Ich) EH(Par) EL(Tch) EL(Par) YR LSchSt(Tch) VSehSt(Law) DSe hSt (Lau) HSc hSt (Te h)
(ko o) T i mm T T T T T mm i T
O luteus m 62,3 57,9 15,7 14,2 189 19.4 35,3 159 14,6 153 23
Titicacasee m 1187 992 319 280 24,5 27.5 58,5 274 23,4 23,8 16,9
Bolmde n m 1229 1195 35,0 32,5 250 259 66,2 26,1 22,7 201 223
m 1283 1115 374 33,8 35,0 359 [ 269 243 23,2 20,8
m 1184 1130 207 27.0 274 200 a6,2 259 25,0 27.1 197
m 1400 1250 43.5 41,2 387 40,0 23,5 30,0 27.5 32,0 24,2
m 1288 1062 36,3 36,4 358 36,5 agE.9 274 24.5 24.5 18,0
il 1103 90,1 353 32,0 30,2 31,5 503 26,1 21,7 17,7 17,3
il 1176 20,0 34,2 32,8 201 0.5 56,3 228 20,0 20,3 192
m 1070 977 274 28,6 290 29.5 56,8 250 21,5 199 18,0
m 73,3 509 13,1 13,0 15,5 16,4 30,7 13,6 11,5 12,6 1.6
m 794 i} 191 18,2 20,2 21,1 397 19.4 159 16,9 10,5
m 1022 911 282 25,7 255 27.0 55,1 245 21,2 2068 19.4
m 1034 &7a4 274 26,7 26,1 28.0 491 230 19.5 199 173
m 1012 83,1 273 25,4 251 27.3 51,9 232 192 197 14,1
w fi3,2 53,0 142 13,5 16,3 173 32,0 139 11,5 12,1 i
w 1290 11a,0 304 36,7 343 37,2 74,5 27,4 24,0 242 20,5
w 1153 990 39 28,3 308 314 61,9 21,5 202 20,1 18,7
w 1262 11835 343 2008 30,1 32,5 64,9 26,9 248 26,2 17,8
w 131,3 1120 39,1 36,0 331 35,0 ag,0 205 282 278 20,2
w 1323 1142 37,7 35,3 33,2 34,1 11,5 316 204 26,1 199
w 1169 111,53 34,0 30,7 281 204 63,1 252 24,0 22,5 28,8
w ag,1 53,5 16,5 153 16,6 174 32,9 15,2 13,1 139 1.9
w 1139 9g8 278 28,2 3lE 32,5 57,1 232 192 20,2 197
w 1258 114.1 313 28,3 324 33,5 63,8 209 26,2 27.1 19.5
w 1221 1173 34,2 314 309 334 65,8 286 242 257 227
w 1301 10924 332 30,7 327 33,9 65,2 283 232 22,9 21,5
w 793 4.5 16,6 16,7 203 207 37.8 16,7 150 152 10,6
w Q8.3 20,0 241 242 249 25,7 52,4 19.5 17,1 18,2 141
o 57.2 509 13,1 11,2 15,5 16,7 30,1 13,8 12,2 12,5 5.2
o fi5.6 552 17,2 152 16,6 17,7 31,1 17,4 147 147 28
o 70,0 57.5 11,7 15,5 18,2 193 36,0 151 149 122 28
e 57.5 50,5 138 12,2 15,1 15,7 282 16,5 150 138 7,2
Jur fi9.5 i [ 16,5 159 18,1 19.5 353 17,5 151 12,5 7.2

2
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Anhang

Fortsetzung Tabele Al

Art/Fopulation Geschlecht HSchSi(Lau) KB(Ich) EB(Lau) EoB (Tch) EnB(Lau) AD ML(Tch) ML(Lau) ML(Par) MH PO
(0 el T mim T T mim mm i T T mm T

O agassif I 13,2 16,8 184 15,5 17,3 a0 4.7 6,2 5.4 12,2 11,5
Rio Isluga I 0.2 10,9 11,5 10,4 10,9 4.3 2.8 4.7 39 &8 2.4
Chile I 21 22 23 2.2 23 3.4 2.2 3.3 3.1 f.5 6.3
I 0.0 11,2 11,2 10,0 11,2 4.3 2.5 4.2 3.9 1.8 1.2

I 1.8 23 24 1.8 2,0 3.6 2.2 3.5 3.1 59 59

w 14,2 16,8 16,7 16,3 18,1 5.5 4.5 a4 5.2 14.4 119

w 12.4 199 202 18,0 186 5.1 5.2 7.2 59 14.4 11,5

w 129 18,1 16,2 14,7 16,2 5.1 4.5 5.5 5.l 114 119

w 7.7 il 2.4 2,2 7.9 3.4 2,7 3.8 3.2 1.8 ]

O agassil m 2.2 a1 2.5 o9 a0 42 3.5 52 4.1 a2 18
Fio Collacagua m 5.8 a3 59 7.3 5.5 3.2 2.1 39 2.1 A3 a0
Chile m 7.5 7.9 2.4 2.0 1.1 3.5 .7 50 38 23 a3
m 5.3 .0 59 .6 549 30 2.0 36 29 5.5 52

m f,2 7.9 7.3 2.1 2.0 43 24 40 3.3 7.2 6.3
w g 12,3 12,2 126 119 4.4 4.7 1.0 fi,2 114 10,4

w 10,3 12,2 12,7 12,2 119 43 473 A3 5.1 10,5 o0

w 0.2 0.9 0.3 10,2 a5 4.5 3. 5,2 4.1 2.2 7.9

w 0.4 10,0 0.0 10,2 0.3 4.1 30 é,9 a0 2.2 7.5

u 5.5 &,7 4,2 7.5 4,3 3,2 2.0 4.7 3.5 6,8 5,8

u é,4 T8 7.9 2.4 7.1 3.9 2,0 3.5 3,2 6,3 4,1

I 6,3 7.9 21 T4 T.8 3.2 2.4 4.5 3.1 f,4 5.3

u 7.2 20 10,0 2.7 Q.0 3.9 3,0 4.9 3.8 1.1 6.4

u 7.0 28 o4 2.4 Q.0 3.1 2.5 4.6 3.0 7.1 6.2

w 6,5 0.2 0.4 24 0.3 39 2. 4.2 3.8 a1 6.5

w é,0 7.9 24 R 1.7 4.4 2,1 4.2 3.0 6.9 5.8

w 4,2 6,8 7.4 7.1 4,4 4.1 2.3 3.9 3,1 a4 5.0

w 7.1 2.5 0.3 7.7 7.8 4.4 2,2 4.1 29 a,l 5.5

m f,2 7.4 7.2 1.5 1.5 34 20 3.5 2.6 a2 52

m a7 7.9 7.4 3.2 7.9 4.2 23 4.2 3.1 f9 5.7
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Anhang

Fortsetzung Tabele Al

ArtPopulation Geschlechi HSchSi(Lau) KB(Tch) EB(Lau) EKaB(Tchy EnB (Lau) AD ML(Tch) ML({Lau) ML(Par) MH PO
[ Fwijnv) mm Tmm mm mm Tmm mm mm mm mm mm mm

O fschuddi m laa 208 M8 20,4 208 5.8 6,7 2.0 0.4 17,7 144
Titicacasee m 1a.5 25,1 25,2 27 244 5.4 1.3 0.5 2.5 17,2 140
Bolmien m 7.0 8.3 a0 2.4 8,2 4.0 a5 4.5 3.5 2.0 6,7
m 1.3 o3 113 o0& o9 3,2 3,2 5.3 39 2.4 .6

m 19 0B 10,2 10,0 10,2 3,1 29 5,2 3.4 g2 6,8

m 7.4 03 8,7 o1 =H1] 432 20 4.4 34 19 6,4

w 1.2 10,4 DA 10,0 10,2 5,0 3,2 40 4.4 20 1.1

w 7.4 10,5 11,5 10,2 10,3 5,1 37 53 4.1 20 13

w 19.5 244 243 243 244 6,2 5,1 0.2 7.2 17,7 19.1

w 124 237 245 218 242 6,2 a,1 0.4 6,2 203 139

w 189 20,6 209 20,0 208 6.4 5.0 a5 1.8 13,5 133

w 18 o9 10,2 o5 oA 49 2.4 4.5 4.2 23 6,9

w 200 258 283 248 25,4 6.8 8.5 11,4 10,9 217 152

w 0.4 12,1 12,5 12,4 12,5 5.8 37 59 50 08 1.9

w 5.9 7.1 7.1 6,9 7.0 3.2 2.2 4.3 3.3 5.8 6,9

w 8.2 10,8 oE 10,5 10,5 5.2 3.1 59 4.4 09 8,0

O ispi w 5.8 6,2 8.3 6.9 f.6 4.0 20 38 3.5 6.3 5.8
Titicacasee w 5.5 6.9 2.3 7.4 1.8 4.4 2.4 43 3.2 58 5.3
Chile w a4 1.2 8.9 8,2 8,1 4.4 28 4.4 30 6.2 6,9
w a,l 8,2 8.5 8,1 8,1 43 a5 40 38 6.2 5,8

w a,l 1.8 9.5 8,2 19 4.1 a5 4.1 3.8 6.9 5,5

w 5,1 7.0 2.4 6,7 6,5 4.0 2.4 4.3 3.2 6.5 5,4

w f,2 1.2 8,1 6,9 7.0 3,7 19 39 3.2 6,0 5,1

w 4.8 6,3 6,6 59 5,1 4.0 22 39 31 5,5 4.6

w 5.4 1.2 T2 1.1 14 4.4 3,0 5.1 30 7 6,3

w 53 6,8 7.4 7.2 6,9 4.3 a5 4.3 3.4 4,1 54
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Anhang

Fortsetzung Tabele Al

ArtPopulation Geschlecht IO MB FLEDor FLBAn FLSiDor FLStAn FLStPec FLStCau  OpSp BL Pec Ah
[ Fwijnv) Tmm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
O ggassi m 43 a1 a,0 a5 0.4 10,3 83 10,4 5.1 25,1 12,4
Salard'Huasco m 3.5 a5 5.7 f,1 02 8.7 6.2 7.9 5.8 217 oo
Chile m 47 3.5 7.3 6.8 10,2 10,4 8.5 111 1.8 30,2 12,5
m 3.2 3,2 22 Q.0 124 13,5 bl 0.4 89 30,8 142
m 4.5 29 2.0 a0 106 10,8 8.7 12,7 1.8 294 142
m 50 3,1 2,2 88 138 13,0 832 7,2 &0 30,5 15,1
m 4.4 24 10,1 28,5 1328 13,2 1.0 2,2 19 31,2 139
m 4.4 2.4 9.3 8.4 128 11,1 2,7 71 13 30,5 140
m 4.4 29 28 8,5 11,2 10,1 a0 ) f,2 7.7 130
w 6,0 3.4 .4 6,9 10,4 10,0 19 10,2 g0 311 142
w 43 3.0 7.0 5.1 2R 1.9 6.6 20 1.5 275 119
w 58 3.4 6,7 1.0 10,5 10,4 1.3 11,5 a0 381 18,3
w 7.1 3.9 2.0 g0 139 11,4 110 14,5 110 40,1 19.4
w 6.2 37 2.5 1.2 114 0.8 0.2 13,0 .7 388 189
w 58 3.4 7.3 T8 11,5 10,4 2.1 10,2 .7 419 173
w 6.4 4.2 7.1 1.5 120 10,3 83 14,4 0.4 40,2 16,2
w 6.2 3.3 27 .8 10,3 13,2 6.7 20 &1 379 152
w 6.3 3.7 a1 a3 14,3 120 03 28 10,1 384 16,2
w 59 3,1 2,1 19 11,7 11,0 83 111 8.3 32,1 142
w 59 3.4 6.4 7.4 10,2 1.0 83 111 2.3 327 149
w 47 3.5 6,9 7.2 11,5 1,0 o0 11,3 a0 332 152
w 40 3.4 6,3 fi,2 111 10,3 1.2 10,5 6,9 321 137
w 47 29 7,2 6,8 11,5 10,7 83 11,4 14 294 133
w 50 3,0 7,2 6,8 10,2 a2 83 11,3 1.1 30,4 134
w 4.7 a1 5.4 56 27 2.5 1.0 [ 6,6 291 11,2
w 50 3.4 8,64 6,6 7 10,4 1.2 a,7 85 290 134
w 53 33 8,64 6,0 10,0 29 19 10,5 19 297 138
w 17 5.4 0.8 2.1 111 2.4 08 7.9 a1 429 193
w 6,2 4.7 28 g0 123 119 19 T4 .6 374 18,2
w 83 5.1 0.4 02 124 12,5 10,8 10,2 18 40,1 18,5
w 146 B3 237 18,0 30,4 30,0 285 17,92 18,0 15,7 36,2
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Fortsetzung Tabele Al

ArtPopulation Geschlecht IO MB FLEDor FLBAn FLSiDor FLStAn FLStPec FLStCau  OpSp BL Pec Ah
[ Fwijnv) Tmm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
O chungarensis m 5,0 3.2 7.1 f,2 113 3,2 2.3 9.8 2,1 208 14,1
Lago Chungara m 43 3,2 2.0 7.1 13,4 o9 1.1 10,8 a0 299 147
Chile m 50 22 7.4 6.8 o9 8,2 o7 2.9 7.4 255 137
m 40 2.1 6,9 5.4 10,4 82 1.5 ) 5.4 230 12,8
m a,1 3.6 Q.7 8,7 14,0 119 10,1 114 8.2 358 16,7
w 5.7 3,8 11,0 1.5 15,2 0.9 0.4 10,2 1.8 37,1 17.4
O laucaensis m .0 4.5 2.5 7.0 11,4 2.9 10,2 112 0.7 30,2 16,3
Rio Lauca m 58 33 7,2 6,6 118 10,3 82 10,1 1.5 30,5 139
Chile w 6.4 4.0 10,7 g0 14,8 11,3 119 13,4 0.4 42,1 17,2
w 5.7 3.5 2.0 6,7 138 130 10,1 119 02 371 16,5
w 4.5 3.0 58 6,2 9.1 2.4 19 10,4 7.1 263 118
w 43 28 5,2 53 19 a4 6.5 20 58 21,7 9.7
w 4.2 2.5 3.5 4.6 24 a6 6.9 9.4 6,3 235 10,7
w .0 43 11,5 88 16,8 14.4 12,5 15,2 118 438 19.4
w 58 3.4 6,7 a,1 102 9.2 0.4 12,0 a1 338 120
w 6.2 3.6 2.8 7.1 131 10,5 10,0 12,2 0.2 37,2 16,0
w (il 3.4 10,3 &4 136 12,2 11,2 13,5 a1 405 170
O parnacoizensis m 4.8 4.0 10,5 2.2 148 127 99 11,4 9.8 308 157
Bolftdale d'Parmacota w 27 5.8 143 110 198 16,4 149 1,5 13,1 518 2201
Chile w 6.7 4.5 0.5 2.4 laa 139 113 15,1 113 439 192
w a,1 43 10,4 1.8 143 12,3 11,4 11,0 10,7 409 16,2
w 3.3 39 0.4 T8 12,5 11,0 0.5 10,7 8,1 321 145
w 5.4 4.3 0.3 13 12,4 11,7 0.4 12,0 ] 306 129
w 4.7 32 2.6 6,9 12,4 10,48 1.5 11,4 8,7 32,0 139
w 4.4 36 1.5 6,5 112 0.6 20 13,3 &0 335 153
w 5.5 3.0 10,4 6,8 13,0 2.4 10,1 11,2 a5 318 16,7
w 48 33 8,7 6,3 09 23 1.2 29 6,3 26,2 124
w 50 3.2 8,0 6,0 08 20 1.5 Q.5 19 27,1 12,2
w 4.2 2.5 a1 50 a0 2.1 6.5 T4 6,2 26,2 119
w 4.2 3.0 5.8 5.1 93 2.3 5.5 2.0 6,8 252 123
O ascofanensis m 4.0 3.2 6,3 ] ] 1.3 6.9 10,2 7.8 259 119

Lago d'fscotan
Chile
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Anhang

Fortsetzung Tabele Al

ArtPopulation Geschlecht IO MB FLEDor FLBAn FLSiDor FLStAn FLStPec FLStCau  OpSp BL Pec Ah
[ Fwijnv) Tmm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm

O luteus m 0a 5.5 .8 7.1 144 120 120 10,9 o1 37,1 20,2
Titicacasee m 145 10,0 17.5 12,2 231 183 19.4 16,3 200 an7 283
Bolmien m 16,5 e 18,8 15,5 23,0 190 190 18,5 212 an.3 34,0
m 218 10,5 2.0 15,0 291 232 203 17,7 0.5 77,1 38,2

m 13,0 2.4 16,1 13,1 235 203 200 16,4 20,2 63,8 30,7

m 178 14,0 20,5 16,5 26,7 250 1.5 18,9 7.2 g82,1 395

m 14,2 10,7 18,0 14,2 273 233 18,2 2.5 78 74,4 355

m 14,8 10,2 15,1 13,2 228 17,5 18,2 17,2 243 a2 318

m 13,9 10,2 16,8 14,0 20,2 220 17,8 18,5 232 623 31,0

m 118 8.7 153 12,7 26,3 214 17,5 17,3 219 57,0 289

m 18 5.4 1.6 ) 114 10,3 110 13,0 106 321 14,1

m 9.4 6,7 9.3 Q.0 172 158 09 128 134 388 208

m 12,0 8.6 15,8 12,5 239 20,2 18,7 17,3 206 61,1 293

m 114 6,9 16,8 138 239 213 16,0 18,7 19,2 56,3 282

m 111 7.0 112 111 208 18,1 17,5 203 196 51,7 28,0

w 19 4.8 6.9 6,3 106 12,5 0.5 11,4 1.5 330 176

w 177 113 189 139 30,8 19.4 208 16,3 AN T8 3092

w 15,4 9.4 17.5 12,2 2.5 19.5 200 18,3 18,7 653 312

w 15,28 10,3 15,5 10,9 26,8 2009 30,1 17,7 25 743 32,1

w 171 11,1 2.2 15,5 30,2 18,2 238 4.5 8 720 35,2

w 16,3 0.4 18,0 14,3 270 244 221 19,7 28,1 74,2 35,1

w 15,4 o0 147 12,2 249 19.5 189 17,3 2572 63,8 306

w 19 5,2 0.4 19 139 13,0 11,2 14,2 113 333 16,4

w 131 0.4 16,4 12,2 20,2 17,7 159 16,9 22,0 636 328

w 145 10,2 202 13,0 204 20,2 183 218 37 6%,0 359

w 131 a1 16,4 13,7 283 21,7 18,5 214 252 69,2 34,4

w 13,9 10,1 208 16,4 26,5 26,3 213 218 249 70,0 348

w 9.2 5.4 2.4 g0 14,0 13,1 1348 153 133 434 215

w 118 o5 11,5 10,0 180 16,3 147 17,7 18,7 528 72

. .0 4.5 ) 6,8 2R 10,5 ol 1.5 7.4 314 16,4

. 9.4 7.1 0.4 DA 16,2 122 129 10,5 7.9 347 178

. 19 5.1 .8 8.5 15,5 139 10,5 12,0 0.4 395 12,4

Juw. 6.5 43 2.0 1.2 113 11,3 8.5 a,0 7.2 299 158

Juw. 9.1 5.3 0.2 1.5 124 10,8 08 136 123 387 189
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Anhang

Fortsetzung Tabele Al

ArtPopulation Geschlecht SchMLE SchHOHO SchCau SchBL  SehTR FLSiDe  FLStAn  FLSiPec  FLSiCau
(0 el Anzahl Anzahl Enzal  bBnzakl  Bnzal  Anwakl  Anmahl Enzahl Anzahl
O agassi b 33 5 4 19 15 14 15 19 217
Rio sluga tm 34 T 5 19 16 15 16 17 30
Chile tm 32 & 4 20 13 13 13 17 32
tm 32 5 3 16 13 15 15 16 3z
tm i3 & 3 16 16 15 16 12 3z
w 33 5 3 24 16 16 13 17 5
w i3 & 4 19 15 15 13 17 28
w 33 5 3 20 15 13 13 17 26
il 33 3 4 18 15 13 13 16 28
O agassi m 31 ] 5 19 14 13 13 17 28
Rio Collacagna m 35 1 4 22 15 14 14 17 26
Chile m 37 6 5 18 13 13 14 16 26
m 34 6 5 21 14 13 14 15 28
m 34 6 4 19 14 14 14 17 28
w 3 1 5 21 15 14 13 18 26
w 33 £ 5 21 15 15 16 19 26
w 33 1 4 20 14 14 14 17 28
w 34 T 5 23 14 14 14 12 i
w 34 & 4 23 13 14 14 17 30
w 33 & 4 12 16 13 14 17 30
tm 34 & 4 20 13 14 14 12 28
w 34 1 5 21 14 13 13 17 28
w 34 & 4 20 14 13 14 16 26
w 33 1 4 21 13 13 14 12 30
w 34 & 4 20 14 14 16 17 30
w 34 1 3 22 15 14 15 17 30
w 34 & 4 24 15 14 15 17 28
m 33 6 4 17 16 14 14 17 28
m 33 5 4 18 13 13 14 18 28
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Anhang

Fortsetzung Tabele Al

Art/Population Geschlecht SchMLE SchHOHO SchCau SchRL  SchTR FLSiDe  FLSiAn  FLSiPec  FLSiCau
[ i) Enzahl Enzahl Enzal  Bnzahl  Bnzal  Bnzmahl  Anmahl Enzahl Enzahl
O fsehudi m 34 6 4 23 15 14 15 17 26
Titicacasee m 3l 6 3 19 14 13 15 18 28
Bolmien m 33 1 4 19 17 14 16 17 32
tn 33 £ 4 17 1% 16 18 17 32
tn 36 5 4 16 14 15 17 18 34
t 34 5 4 16 15 13 15 12 31
w 34 5 3 a1 13 14 15 17 27
w 33 5 4 20 15 14 15 16 26
w 33 2 4 17 14 15 12 17 32
w 33 & 4 17 15 14 13 17 27
w 34 & 3 15 13 14 15 17 30
w 34 & & 22 16 14 16 12 28
w 34 & 4 19 16 15 13 17 30
w i3 & 4 12 15 13 13 17 34
w 33 1 4 21 14 14 15 17 34
il 33 £ 4 20 15 14 13 17 30
O dspi w 46 6 4 a5 1% 13 15 15 32
Titicacasee w 47 1 5 26 16 11 14 15 28
Chile w 43 1 4 20 16 13 15 15 28
w 41 1 5 a5 14 12 15 16 32
w 41 6 5 23 14 13 15 17 32
w 43 2 4 a7 17 12 13 13 30
w 43 5 5 24 14 13 16 14 32
w 41 T 6 a3 15 13 15 15 28
w 43 T 5 24 14 11 16 16 31
w 47 i 4 27 15 13 14 15 28

147



Anhang

0e 6l el &1 &1 L1 £ ¥ gL wnl
BT LT ¥l FI 21 el £ < [t wnl
0e LT [ F1 F1 FI £ < 0L wnl
BE 0g FI £l o1 91 £ 9 £L wnl
Lokl 0g el F1 F1 al £ c 3 wnl
[ty a1 1 F1 £l el £ 9 6 A
0e a1 1 F1 F1 el £ 9 i .
0e a1 el F1 a1 el £ c 0L .
ks a1 1 [ £l 1 £ 9 [t .
0L il el FI 1 [} £ < 43 L
FE IZ o1 a1 o1 11 £ < 0e L
0L LT a1 e1 &1 wl £ ¥ 2 A
L 6l wl e1 1 £l £ < £ A
FE 0z el FI F1 el £ q [ R
L 6l el cT1 £1 £l ¥ < 6T R
0L 0z el FI £1 21 ¥ Q £L R
[ 6l FI FI 21 [ £ Q 42 R
8T 6l 21 a1 £1 FI ¥ < 42 R
BT i1 el FI &1 el £ < [t a
0e 6l ¥l FI 21 el ¥ L 42 w
e 0g FI F1 £l 1 £ < 1% wu
e 6l FI F1 F1 FI £ < i wu
[ty a1 1 F1 F1 el £ ¥ 3 u
[ty a1 el [ 9 1 ¥ c 3 u
0e a1 el [ F1 £l g c 0L u
cE 0e el [ £l I ¥ ¥ ulid u
s 21 I £l o1 g1 ¥ ¥ 3 u
0L 0z el FI o1 [} £ < 43 ur
[ IZ el £1 F1 FI ¥ < gL ur
BT 6l ! F1 [ £l £ < FE w
a7 il wl F1 1 £l ¥ L 0e w
0L 0z a1 FI L1 el £ < 2 w R og
T 6l el cT1 £1 FI £ < 6T w JISRIRIGL]
T 6l FI FI £1 FI £ g 33 w Ran o
R [ (R U L R R e A eIy [ = {anlpanyur)
MENSTT  23ASTI  WiISTI  oPSTI dIY2S  THYXS MEIYIS OHOHYIS WINY2S W29y asan wopem dogory
TV [Pl 31mz)as).n g

148



Tabelle A2

Angegehen sind die Standardabweichungen, WMittel werte sowie Minirmum und Maximum Werte won 33 momphometrischen Variahlen untersucht an insgesamt 151
Individuen aus neun Populationen innerhalb des Genus Orestias. Die Ablairzungen fiir die Variahlen sind im Material und Methoden Teil angegeben.

Populabion e 5 ¢ hie ¢ hit TL SL  EHTch EHPar ELTch ELPar VB LSchStTeh WSchStLan DSchStLan HSch St Teh HSch 5tLan EBTch EFLan EaBTch
O agassd m 1 9 9 o 9 9 9 9 o 9 9 o o 9 o 9
Salar d'Hnasca mean 56352 4783 1090 1052 1094 1183 2473 13 41 1154 1152 691 643 T30 713 TP
Chik SE 571 539 117 129 a4 114 2p5 131 1,13 123 1,06 ng2 0g4 093 074
min 138 361 ] TH an 92 0.5 105 a1 ] 51 51 58 ] 54
max 6232 532 124 122 119 128 290 150 127 133 a4 TS 84 a4 e
i 1 22 22 22 22 22 22 22 22 22 a2 22 2 22 22 22
mean G606 5263 1359 1220 1402 1471 34346 16 52 1445 1549 245 TES 045 959 032
SE 1285 1724 501 443 452 446 9p7F 402 404 533 286 285 IS8 344 330
min sng 435 108 L] 100 ] 258 112 10l 114 5p 59 [ TS )
max 1435 1275 352 313 325 EX U] 361 344 364 anz 129 245 244 PERS
gecamt 1 31 3l 31 31 31 31 3l 31 31 31 31 3l 31 31 31
mean G514 5549 1281 1221 1313 1387 31,15 15 2 13,75 1442 2,14 TAZ 2pg5  9p8 & h0
SE 1629 1551 442 302 Ly 400 24T 441 141 121 258 251 3la 315 158
min 138 361 a0 Th an ] 205 105 a1 a8 51 51 L] ] 54
max 1435 1275 352 318 325 IZ0N O T00 361 344 364 20 198 245 244 231
O apassd m 1 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Fio Ehga mean F2982 6130 1838 1728 17p0 1792 34722 1 94 14 6 1372 1op2 L 11p8 11,72 1038
Chik IE 4387 1694 62l 6,16 ipn dl5 1003 422 431 103 289 241 40 419 ipr
min 518 454 122 115 115 124 267 113 104 104 TE TE 22 a3 TA
max 11238 862 261 57 245 155 512 a7 213 a2 1440 132 16 1845 155
wr 1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
mean 973 83,18 2083 192% 1040 2003 4758 a3 88 040 a0ps 1128 1120 1535 1553 1455
IE 2580 2435 453 348 330 IS0 11 a9 554 527 326 244 479 5p02 450
min a0.7 S04 142 138 145 143 312 143 127 127 ap TF 24 a4 a2
max 1174 1080 242 217 122 12 564 sz 54 e s 1440 142 1048 202 190
gesamt I o 9 o o o o o o 9 o o o o o o
mean 9439 7102 1949 1317 107 1382% 4014 10 58 1730 16 54 1129 1047 1208 1241 1223
IE g 2233 534 501 443 Jipo 12,13 571 553 546 3A3 2h6 145 472 418
mi ilg 454 122 115 115 124 267 118 104 10 4 TF 17 8.2 83 TA
max 1174 1080 261 a57 146 155 564 PR a54 M43 1449 142 194 202 190
O apassd m I S ] S ] ] ] S S ] S S S S S ]
Fin Collacagua mean 5774 4750 1140 1084 1149 1230 27 0% 13 38 11,76 117% 6.6 653 TS5 Tz4 Ta8
Chik SE a4 64T 174 148 172 178 270 163 131 1446 108 083 oaa 1p2 oar
mi 485 407 93 ax 100 105 234 118 104 10 0 55 53 ] ] 6
max  TIA S04 141 12 8 155 lap 315 161 1z 8 14 4 a7 22 a.1 ] an
w I 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
mean 6739 56,14 1328 1235 1370 1443 3333 16 20 1398 14 22 g8 756 aps 934 913
SE 12p0 1017 2321 242 152 237 ap9 2T 250 1497 125 1467 171 131 157
mi 543 445 99 a4 105 115 260 124 107 113 61 55 6.7 62 7.1
max 894 T4 175 17 102 ma 440 205 177 172 108 103 123 127 126
gesamt 1 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 n 20 20 20
on mean 6333 5249 1241 1175 1280 1358 3043 15 07 1309 13 24 Th4 Tls S47 836 B3
w SE 1143 971 216 2,19 145 172 53% 276 234 2,13 155 142 159 131 146
= min 485 407 93 L] 100 s 234 11 106 o0 55 53 ] ] G
M max 894 T4 175 17 198 s 14 205 177 178 1049 103 123 137 124
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Fortsetzung Tabelle A2

Fopubin e s ¢ hiedht TL SL EHTch EHPar ELTch ELPar WE  L3chStTeh WichStLlan D SchStlan HEch $tTch HEch Sthan EETch EELau EoETch
Q. tchuds m n g g G g G g G G & g G & & G g
Tiracases mean 8755 7423 1948 1878 1797 1913 4205 2042 1ap2 13 57 1175 1045 1377 1420 1340
Eolivien SE Il2e 2846 909 201 a80 T35 15739 o5 2,55 904 545 473 TAG  TAY 638
mi 638 51y 124 122 122 139 3211 13 2 11.1 117 T3 Tan 83 an a4
max 1347 1152 323 30,1 ara W|E G2 350 315 355 19 .5 16 8 251 262 a7y
wr n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
mean 9956 8587 21T 20,14 2000 21p6 4898 2342 mal 2194 1321 1207 1555 15467 15p2
ZE IERT 340 902 o34 a98 TA4 1870 DaT 022 10,03 649 Sp3 TA2  TAl G421
mi 56,1 455 112 110 112 123 25% 127 102 112 ih in 7.l 71 an
max 1738 1445  3ITH 315 30,5 330 833 411 3T4 kL3 24 20 2585 263 245
gecamt n 16 16 16 16 16 16 16 16 14 16 16 16 16 16 16
mean 9506 8151 2003 1943 1924 2034 4638 2237 19 83 2048 1246 1144 1488 1512 1441
IE 56 31p1 9% TaT 6,78 TAae 1735 024 280 Qg0 6,11 534 O 48
mi 56,1 455 112 110 112 123 25% 127 102 112 ih in Tl 71 a0
max 1739 1448 3ITH 314 305 330 833 411 3T 4 EL:F 224 20 250 263 45
Q. dspid ol n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Tikacasee mean G225 A03 0 11]1% 10,17 1226 1320 3554 16 28 1534 16 39 635 573 TA2  T0B 7322
Pem iE 0l 445 1,18 122 075 o092 304 136 141 153 0,78 042 0fs 029 0,75
m i 570 493 an 75 114 112 290 13 & 124 131 ip L¥] 6.2 63 50
Ak 720 663 12 8 11,7 13,7 147 40,1 12 2 178 12 5 75 G4 2.2 95 a2
Q. lute us v n 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Tiracases mean G396 A6 14 1446 1412 160 1T FE 3214 16 06 14 38 13 26 756 Th8 10,56 1020 1224
Eolivien ZE 627 629 2132 196 143 164 338 159 123 0ar 127 117 11s 129 136
mi 572 505 11,7 112 15,1 150 282 13 2 122 125 ig 62 g,7 T3 10,5
max Ton a6n 172 1589 122 195 3460 17 5 151 147 L] 03 115 124 127
m n 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
mean 108,19 9243 29047 2775 2720 2837 5646 2381 19 34 2149 17 4 15,74 2345 2171 2487
IE 2250 2143 836 TAS a8 653 1394 4 46 631 2l L3 Ip5 IV ] 754
m i 633 ne 13,1 1z 0 155 164 307 13 4 21 126 76 a0 105 1035 128
max 1400 1250 435 112 387 400 835 30p 75 i2p 242 219 39 3ITE 415
ol n 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
mean 11127 9713 2044 2751 2325 2057 5785 24,10 11l 2187 17 &7 16,11 2316 2157 2476
iE 2426 2416 §J56 751 623 642 1394 554 558 ipr 575 522 T2 699 T0a
m i 632 530 14 2 13 5 163 173 320 1z 2 11,5 121 Th T4 103 L] 11,7
max 1323 1185 304 36,7 43 IT2 45 314 a0 g FERS 471 315 02 EXR:
gecamt n 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34
mean 10295 8911 2733 2545 2609 2731 53350 22,79 19 54 2034 1599 1475 2143 1996 2297
SE 2690 2512 941 851 694 7,14 1556 550 593 554 5498 5p3 gl 7aw a03
mi 572 505 11,7 112 15,1 150 282 13 4 21 121 ig 62 g,7 T3 10,5
max 1400 1250 435 112 387 400 B35 314 204 32p FER 471 0 EITR 415
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Fortsetzung Tabelle A2

Fopulation Ges chlecht EoBELau AD RLTch MLLau BLPar MH PO 0 ME FLEDor FLESn FLStDor FLStS FLEPec FLEWCan OpSp EL  Pecth
Q. chungarensis w 1h 44 33 5,1 ] 2.1 T8 57 3B 11 T 12 23 o4 2 TAOOITL 174
Ligo Chungara m I g 3 3 g 3 g g 3 3 ] ] g 3 3 g 3 3 3
Chik mean 73T 3H3F 252 438 322 62T 545 510 323 835 685 11g3 915 8,78 9483 758 3018 1478
SE 120 0,71 052 051 0351 083 109 073 043 1§45 113 143 150 1,10 139 116 553 187
min 6,1 idooan EF: 2.5 57 45 40 27 69 54 24 22 75 17 54 230 12p
max a3 in 0 33 5,1 ] 2.1 T8 6,1 33 11p 2.7 140 119 10,1 114 288 371 174
gesamt n [ [ [ [ [ [ [ [ [ 6 6 [ [ [ [ [ [ [
mean 73T IR/ 253 438 322 68T 545 510 323 835 685 1183 915 878 9a3 758 3018 1478
SE 12 07 035 0.5 0.5 na 11 07 04 15 1,1 16 15 1,1 14 12 55 12
min 6,1 32 oan EF: 2.5 57 45 40 27 69 54 24 22 7 17 54 230 12p
maX a3 5 iz 5,1 ) 2,1 ] 61 33 11 2.7 14 119 10,1 114 2 3Tl 174
2. laurae nsis m 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Rio Lanca meah $A5 435 255 420 345 TI0 685 640 390 FE5 60 110 1010 950 1025 260 3035 1510
Chik SE 022 106 078 0jf2 035 014 2,19 085 085 022 028 n2s nas =}l 120 156 021 1,70
min 18 R ] | 32 7n 54 58 33 ] 65 114 99 88 10,1 7S5 302 139
max .1 51 31 4.5 37 72 g5 Tn 45 2.4 70 112 1z 102 112 Q7 305 1673
w n 9 9 9 9 9 9 9 9 9 a a 9 9 9 9 9 9 9
mean 20 391 244 442 340 TPR 633 544 339 B1T 4Gf0 12pGs 1024 940 11828 842 3396 1448
SE 211 064 073 129 03 171 124 107 056 242 142 308 2778 2,14 204 150 822 344
min 54 in 13 25 22 LB 44 12 25 52 45 78 64 6.5 28 58 217 a7
max 11p 45 34 62 4.5 op &3 Th 43 115 28 162 14 4 125 152 115 434 194
gesamt n 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
mean 25 399 244 438 341 OTPpe 4645 579 348 %11 &G@0 11@F7 1022 958 1171 845 3330 14359
SE 121 o0og8 ofo 117 075 153 133 104 051 219 127 277 249 1494 140 169 7,50 314
min ¥ in 13 26 22 44 44 42 25 52 45 Ta 63 6.5 a8 58 217 a7
ma X 11p 5,1 35 62 4.5 mp &8s TH 45 115 2.8 16 2 14 4 125 152 116 4346 194
Q. pariiacote nsts m 2,1 P -] 4.5 32 7A L] LI 4 s 22 142 127 o4 114 o8 30F 157
Bofedak d'Parhacota w n 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
Chik meah S48 365 IN0 445 IFT 0 OTA0 6468 542 IJF6 BT TpE 1257 1071 914 1133 222 3344 15p2
SE 192 054 074 0pgg 088 1p0 162 128 088 246 161 3,17 254 2,58 263 209 8,14 324
min 6.5 InooIn iz 2.5 52 ip 42 25 58 in ap g1 54 T4 62 252 1179
max 122 50 43 64 59 11 103 87 53 143 11p 192 16 4 14 9 16,5 131 51 22,1
gesamt n 12 13 12 13 12 12 12 13 12 13 13 12 13 12 13 12 13 12
meah $A5 364 IAT 445 IfFE TAL 649 53T IFE Bgl Tl6 1274 1086 920 1134 289 3324 15p7
SE 14 052 071 0g4é 086 173 155 124 084 241 158 3,10 249 248 2,52 2p2 7R3 30
min 6.5 3p2an i3 2.5 532 in 42 25 58 50 an 81 55 T4 62 252 119
max 122 50 43 64 59 11 103 87 53 143 11p 192 16 4 14 9 16 5 131 51/ 221
Q. ascotane neis m T4 is 0 24 if K] 54 i7 4 32 63 69 o8 77 i 2 TA 234, 11p0
Laigo d'fs cotan
Chik
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Fortsetzung Tabelle A2

Populatibn Cese hlec kit SchMIE SehHOHO S chCan 8 chREL SohTR FIS D0 FIE tin FIEtPe e FLE#Can
O agassi m n a 3 3 a 3 9 a 3 3
Zalard'Huasco mean 3522 589 3,78 1833 12,87 1378 1478 1747 33,33
C hile ZE 1,20 g0 0,83 616 255 044 087 1,41 2,24
min 33,0 5,0 30 2,0 2,0 13,0 140 150 300
max 370 7.0 50 230 170 140 180 20,0 ]
W n 22 22 22 22 22 22 22 22 22
mean 3538 581 3,97 2088 1545 1345 1436 1621 3268
iE 1,59 ngl osl 2,25 222 074 093 0,81 3,51
min 33,0 5,0 30 150 120 120 130 1a,0 260
max 39,0 7.0 50 240 180 150 150 13,0 kil
gesamt n 31 31 31 31 31 31 31 31 31
mean 35732 5850 3,77 19,55 14,65 1355 1448 1713 3287
IE 147 0p0 087 425 2p4 083 072 1,08 3,02
min 33,0 50 30 2,0 2,0 12,0 130 150 260
max 380 7.0 50 240 180 150 180 20,0 360
O agassi m n 5 5 5 5 5 5 A 5 5
R Ehga mean 32,50 580 3,80 1800 1460 1440 1500 1740 3060
C hile iE ns4 ns4 084 1,87 152 089 1,22 1,14 2,19
min 32,0 5,0 30 180 130 130 130 1&,0 amn
max 34,0 7.0 50 200 180 150 180 13,0 320
wr n 4 4 4 4 4 4 4 4 4
mean 33,50 523 3,50 20,25 1525 1425 1450 16,75 24,75
IE 100 050 0,58 263 050 1,50 1,00 0,50 1,50
min 33,0 5,0 30 120 150 130 130 16,0 250
max 350 6,0 40 240 180 180 150 170 280
gesamt n E 9 9 E 9 9 3 9 9
mean 33,11 556 3,67 12,00 148% 1433 1473 1711 2839
IE 053 0,73 0,71 z40 1,17 1,12 1,09 0,93 2,71
min 32,0 5,0 30 160 130 130 130 16,0 250
max 35,0 7.0 50 240 180 160 180 13,0 320
Q. agassi m n 2 g g 3 g ] 5 g g
Rio Collacagua mean 34,13 &)00 4,38 1938 14,00 1350 1388 1688 27,50
C hile IE 1529 053 052 1,85 1p7 0,53 035 0,59 0,53
min 31,0 5,0 40 70 130 130 130 150 260
max 37,0 7.0 50 220 180 140 140 18,0 280
wr n 12 12 12 12 12 12 12 12 12
mean 34,75 6,50 442 21,17 14,33 1375 1450 1733 2850
IE 140 052 051 1a4 02% 082 050 0,72 1,73
min 32,0 &,0 40 120 130 130 130 1&,0 260
max 38,0 7.0 50 240 180 150 180 12,0 300
gesamt n 20 20 20 20 20 20 20 20 20
mean 34,50 630 440 2045 1420 13465 1425 1715 2810
ZE 1,70 057 050 1,20 085 059 099 0,58 1,52
min 31,0 5,0 40 170 130 130 130 150 260
max 38 7 5 24 16 15 18 19 30
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Anhang

Fortsetzung Tabelle A2

Population Coschlecha SehMLE S ehHOHOS chiCau SchREL SchTR FLEtDa FLE tdn FLS Pec FLS #Zau
Q. tschudiy m n & 3] ] 3] ] ] ] ] ]
Titicacas e mean 34,17 5,83 3,83 18,33 15,50 14,17 18,00 17,50 30,67
Boliden IE 1,54 0,75 041 288 1,84 117 1,28 0,55 3,01
nin 31,0 5,0 3,0 160 140 130 15,0 17,0 26,0
max 36,0 7.0 4,0 230 180 140 12,0 12,0 34,0
W n 10 10 10 10 10 10 10 10 10
mean 3440 6,10 4,00 1200 1460 1410 1500 1700 23320
IE 1,26 0,58 0e2 221 1,07 057 141 0,47 2,88
nin 33,0 5,0 3,0 150 130 130 13,0 1&,0 26,0
max 36,0 2,0 6,0 220 180 150 13,0 12,0 34,0
gesamt n 1& 18 16 14 16 16 16 16 18
mean 3444 &,00 3,924 18,75 1494 14,13 1538 17.1% 350,13
IE 1,50 0,52 0e% 232 1,34 0351 1,41 0,54 2,83
min 31,0 5,0 3,0 150 130 130 13,0 15,0 26,0
max 36,0 2,0 6.0 230 180 160 13,0 13,0 34,0
Q. dspi w n 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Titicacas ee mean 4450 6,70 4,20 2560 1530 12,50 1500 1530 350,20
Pem IE 2,59 0,52 074 2,01 1,42 0,71 0,67 0,52 1,99
nin 41,0 5,0 4.0 230 140 110 14,0 14,0 28,0
max 43,0 2,0 6,0 300 180 130 16,0 17,0 32,0
O, Tute us v n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Titcacas ee mean 3220 5,00 3,00 1540 14320 1400 14,60 1860 28340
Boliien IE 1,50 0,71 ooo 207 084 071 0,55 1,52 1,67
nin 30,0 4,0 3,0 130 130 130 14,0 17,0 26,0
max 33,0 &0 3,0 130 150 150 15,0 20,0 30,0
m n 15 15 15 15 15 15 15 15 15
mean 31,20 5,13 3,53 13,60 1393 14,13 14,73 12,13 5047
IE 1,61 0,52 oed4 140 1,22 054 0,70 0,52 2,95
nin 29,0 4,0 3,0 110 1z0 130 14,0 12,0 26,0
max 35,0 7,0 5,0 180 170 150 16,0 21,0 35,0
W n 14 14 14 14 14 14 14 14 14
mean 31,14 5,38 3,21 1386 1393 14,57 1514 1893 51,57
IE 1,29 0,63 043 158 1,32 078 095 1,00 2,53
nin 29,0 4,0 3,0 110 11,0 140 13,0 17,0 28,0
max 33,0 ] 4.0 160 180 140 16,0 21,0 36,0
gesamt n 34 34 34 34 34 34 34 34 34
msan 31732 5,21 3,32 14,00 13,97 14,29 14,838 1897 350,62
IE 1,45 0,77 053 187 1,22 0,72 0E1 1,03 2,77
min 29,0 4.0 3,0 110 11,0 130 13,0 17,0 26,0
max 350 7.0 5,0 180 170 140 16,0 21,0 36,0

157



110°e CHCE 2eC°E FETe kT LEFE [8FE G5FE 195°E BFEF  998F 3
cLT'T LELT 608°T 216°T CEOE ELLT LFLT G29°T EEQ'T  LLTF 6EDF e
Lo0'E FELT CEYT £EET 6257 ELLT LT £LCT CEF'T fETF S0TF e
BET'E PEET CEET 2T6°T 2L0°C 6287 0CET L19°T LFLT LEEF CIETF e
EtAI 1067 noF'eT e FIEE £6FT nge'T B+ LOF'T  SEE'E  TE0F 2
FLET FEFT 26E°T aF T 05T’ CEF'T CTFT TFET I$F'E 118 156°C £
OFET TFF'T 26E°T Lot 1 I5F'T CTFT TEET 9IF'T  408'E  BIGE £
F0°T g1C°T 10¢°T FLOT 05Es ngs'e 06T 6857 S6E'T  CLE'C BL0F £
FLET E6F'T LiF'T GEDT FOE'E 20F°T CTF'T I55°T 19T 69EE SL0F 2
9IT'e 06T 10¢°T FLOT 21F'E il dod CEF'T e il 09F°T  FIE'E  FEROT 2
TE0T ELCT SHCT LFiT 20F°E 28T LSCT 26ET gOFT  TREL BRI 2
TFE'T g1C°T BIF'T CTOT I7F'E 28T CEFT 1P T LLFT  BEEE 6ITF 2
GLOT ELCT TFeT 10L%T 2TFE L19°T FEC'T TFeT ELET  SCEE BRI r
TEET FRLT LT CEET 2LCE IFi'T noe'c CHET T FCIF  LFTF r
TE0T BTL'T 09e°c EERT 19¢°¢ oFaT ELCT o T 018'c  90F  STEF F:
TEE'T GER'T FELE 0ceE 619°% CHIT CTuT CTuT EDRE  BEI'F  EFETF F:
GLOE E02T 20L°T G08°% EFOE ITLE 220°7C LiF'T LLFE  arl'F  TIEF F:
AN FOLT OFOE LELT CLEE oFoT LSCE 105°E 216 wa0F  LefF #
16E°E BLET CEE°T cEl'E 699°L LGL'T LFLE £60°T AT asTF  60FF #
E60T 16L°E FELT Loor Loy CHIT 099y 20T EFST LEOF  ISTF e
8041 T6FE L1587 OIFT 8577 £6ET £08°T nee’s LOF'E  ELL’E TESE e
100°E 08T £09°7 20L°T WL Cocy n1¢e CEF'T PLIT  FREEL TETW e
2087 ThF'T LiF'T TEvT 21E°E I5F'T [ [ 0LE'T  TREEL TIOF u
OFET 1) o 10¢°T oo s Lot 20F'T FEF'T LLF'T  FISE FL0F w
0961 BTCT 20F'T £50°T oFEL 21¢°T CTFT 155°C 19T FLEE B0TF w
cI0e 8807 gl £50°T LOEE 0s'e FEF'T 06T 816°T  ORS'E  FR0F w
gTT'T CEF'T gt 20L°T ToT'E nis'e 1P 63ET 09FT  B06'C OETF w
LO0'T BT 20F°T ngs'c £CEE il dod LiF'T 63ET FEFE  BISL  FeOTF w
286°1 FECT NgeT LEST I7EE I05e CTFT 26ET BIFT  FREL BLOTF w Mo
BT T SLI'T 20T°T 15ET 0To's 61T°T 0E1T 2T0T BETT ®RCE OBLE w 0ISEMHPIFES
8CLT GRE'T G3ET A G1T°E 26ET TTET TLTT 0ECC  BEL'E OFGE ur ussede o
nIaL nIux 1 1IN nruar nIar nIaL nIaL urux uIur nruar ﬁ.uw.:..m_...m_.__dn“_
O ISYISH MEDISYIST MeDISYISA (UIDISYasT JA (DT (DT e DHY (2DHY 18 ML IAYIs uomemn dognry

Anhang

VB (B Uap Oyl PUR EUAEN W PUIE WIIGELEA 3T MY UaSunzin{qV 21 SPHsad SNUAn) sap qEpeun wuankndod wpz
STIE UAPIATpT 161 NEsaBeut e JUD nsIagun W A Uays tHatoydions £ ¢ U0A USE DS BUNSsaTa A RRTUN 0TS IR Bl 2 puE uagadafuy

i G LA

158



Anhang

Fortsetzung Tabelle A3

ArtPopulation Geschlecht TL SL EH(Tch) EH(Par) EL(Ich) EL(Par) YR LSchSt(Teh) VSchSt(Lau) DSchSt(Lau) HSe hSt(Te h)
(0 el T T T mm mm mm T mim T T mm
O agassi I 4728 4,457 3,174 3073 3,082 3,157 3,034 3,122 3,059 3,004 2,101
Rin luga I 4288 4,121 2,764 2,728 2,708 2,728 3,509 2055 2,791 2,674 2,282
Chile I 4043 3Ela 2,573 2,501 2493 2518 3285 2,667 2468 2,342 2,087
I 4251 4211 3,262 3,248 3,203 3,239 3,497 2,209 2,603 2,573 2,272
I 3047 3826 2,557 2451 2,442 2,557 3,288 2468 2,342 2,342 2,054
w 4710 4527 3,131 3077 3,040 3,091 3,967 3,219 3,054 3,153 2,701
w 4768 4682 3,184 3,049 3,100 3,118 4032 3378 3,435 3,190 2,660
w 4661 4404 3,100 3,020 2994 3,040 3910 3,109 3,140 2901 2,660
u 4106 3920 2,653 2625 2674 2,695 3440 2695 2,542 2,542 2,079
O agassiy m 2449 47294 4084 2646 2625 2,741 2773 3,450 2779 2,595 2667
Rio Collacagna m 2067 3282 3,716 2,230 2,230 2361 2407 3,262 2468 2398 2,303
Chile m 2318 4127 3,940 2,573 2,434 2,524 2625 3,360 2,747 2632 2,549
m 2063 3924 3,706 2,282 2262 2,303 2351 3,174 2485 2361 2313
m 2238 4081 3,873 2,526 2380 2,407 2451 3,307 2,542 2416 2,468
i} 2188 4,007 3,802 2485 2416 2,380 2,434 3281 2,557 2380 2477
i} 2123 3951 3,754 2293 2241 2398 2468 3,153 2,510 2370 2380
m 2251 4,113 3,038 2,493 2416 2477 2,501 3,367 2610 2,524 2,510
uy 2657 4,422 4,309 2262 2,233 2084 3,014 3,768 3,020 2274 2,230
ur 2642 4493 4278 2,773 2,754 2,858 2018 3,784 3,008 2,845 2,270
ur 2503 475344 4,130 2667 2632 2,708 2,754 3,578 2,274 2,197 2,667
ur 2530 4398 4205 2648 2,660 2821 2279 3,666 3014 2,845 2,191
ur 2,143 4004 3,795 2,293 2,241 2,407 2493 3,270 2518 2,370 2,425
ur 2237 4,137 3,022 2407 2322 2,485 2,557 3371 2617 2,425 2617
w 2333 4,146 3,974 2632 2,501 2,595 2,625 3,500 2,734 2,588 2,674
w 2257 4113 3,028 2,580 2477 2,501 2,557 3472 2695 2,534 2,557
w 2304 4135 3,974 2625 2485 2,557 2,595 3487 2,754 2,625 2,644
w 2217 4024 3908 2,434 2,370 2485 2,510 3,357 2632 2,460 2,510
u 2,149 39495 3,826 2380 2251 2,351 2,442 3,258 2646 2,534 2,542
u 2241 40824 3,912 2,580 2,434 2,425 2468 3395 2,747 2,580 2,603
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Anhang

Fortsetzung Tabelle A3

Art/Population Geschlecht TL 5L KH(Tch) EH(Par) EL(Tch) EL(Par) YE  LSchSi(Teh) VSchSi(Llau) DSchSi(Lau) HSc hSi(Te h)
[ i) Tmm mm mm mm mm mm Tmm mm mm mm mm
O fschudi m 3,079 4903 4747 3,401 3,332 3,277 3,348 4121 3,555 3,450 3,570
Titicacasee m 3,091 47987 4063 3475 3,405 3,303 3,360 4,130 3,364 3,258 3,262
Bolmien m 2313 4,15 3,965 2,432 2,557 2,549 2,639 3,437 2,580 2.407 2,480
o 2,445 47231 4.060 2,681 2681 2,667 2,728 3,490 2,154 2,542 2518
o 2454 47268 4,099 2,617 2,660 2,610 2667 3,490 2,197 2853 2,549
m 2387 4,199 3,074 2,518 2,549 2,588 2,632 3,459 2474 2.5534 2,557
w 2,430 4721%8 4,026 2,573 2,526 2,173 2,154 3,564 2,685 2,505 2625
w 2475 4320 4,160 2474 2,625 2,128 2,734 3,635 2,827 2,747 2,747
w 3,180 4922 4,795 3,472 3,401 3418 3,497 4,260 3481 3,437 3,459
w 3,119 48469 4,736 3,529 3,453 3,288 3,307 4171 3463 3,360 3,466
w 3,026 4829 4,770 3,329 3,215 3,174 3,248 4,032 3411 3,288 3,395
w 2,429 432092 4,101 2,681 2,625 2,625 2,674 3,589 2815 2,639 2,588
w 3,304 5,158 4995 3627 3,440 3,381 3,444 4,422 3,718 3,622 3,658
w 2,582 4397 4,270 2833 2,827 2,827 2,879 3,718 3,001 2185 2,907
w 2,154 4027 3818 2,468 2,398 2,416 2,510 3,250 2,542 2,380 2,416
w 2511 4325 4,059 2,766 2,754 2,785 2,868 3,640 2,845 2,708 26895
O ispi w 2,223 4,191 4.074 2,351 2,241 2,468 2485 3,564 2,191 2674 2,734
Titicacasee w 2226 4,149 4012 2418 2313 2,510 2,557 3,508 2215 2 HEE 2,793
Chile w 2356 4279 4194 2,518 2,480 2417 2674 3,691 2939 2879 2918
w 2344 47289 4143 2,549 2416 2,632 2610 3,668 2,290 2,991 2809
w 2316 4277 4106 2,434 2351 2,534 2,580 3,575 2,856 2,721 2,191
w 2263 4254 4,103 2,416 2,332 2,493 2,595 3,592 2874 2,191 2,901
w 2,245 47263 4,109 2,370 2,272 2,451 2,542 3,552 2,245 2,741 2836
w 2,105 4055 3,808 2,197 2,015 2,380 2477 3,387 2,853 2.51% 2,575
w 2,337 4274 4117 2,526 2,442 2,505 2688 3,507 2258 2,760 2803
w 2,234 4174 4,034 2,313 2,293 2,485 2,573 3,587 2,197 2,915 2,766
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Anhang

Fortsetzung Tabelle A3

ArtPopulafion Geschlechi HSchSilauw) EB(Tthy EB(lawy EaB(kh) EoBdau) AD ML(Tkhy WMLlauwy ML(Pand MH PO
(e mm Tmm mim mm rmm mm mm mm mm mm mim

O egassiy m 1,705 1,792 1,158 1241 1,775 1,13 091a 1253 1,099 1,740 1740
Salar dHuas co m 1,629 1,158 1,123 1,705 1,705 1030 0588 1,131 0,788 1,526 1459
Chik m 1,944 2067 2041 1974 1,9a0 1,131 0916 13848 1,253 Ly 1S
m 1,917 2015 1932 1960 1,974 1308 1,163 1548 1,361 2001 1,740

m 2015 2028 1 DER 1974 1,974 1482 0742 1308 0,956 1LotT 1375

m 1,974 207m 2067 2067 2054 1361 0,742 1482 1,224 1,946 1 p49

m 1,225 1,960 1944 1932 1,944 1388 0914 1335 1,163 1,241 1 AE&

m 1,917 2152 2,128 2054 2079 1335 0914 1482 1,308 1,75 1,340

m 1,758 207 2028 2001 2015 1253 0,728 1335 0,993 1,256 1409

w 1,917 2128 2251 2079 2,092 1224 1099 1504 1,335 1,988 1758

w 1,775 1,872 2041 1258 1,808 1,131 0,788 1,194 1,030 1,15 1p09

w 1,974 2175 2251 2175 2,163 1459 0g7T5 1482 1,435 2087 19245

w 2,184 2332 2322 2332 2313 1504 1,131 1,775 1,548 2241 2140

w 1,988 2152 2,175 211a 2,104 1411 0233 1,509 1,253 2140 19217

w 1,032 2175 2,163 2,197 2,128 1384 1030 1548 1,361 2079 200

w 2,087 2,241 2262 2332 2,241 1335 1030 1,509 1,361 2,140 19248

w 1,960 2219 2282 2092 2,140 1548 1030 14832 1,281 2087 1792

w 2079 2432 2303 2303 2313 1459 1,131 1548 1,335 2116 1988

W 2028 2230 2219 2175 219 141 1030 1482 1,281 1,974 1208

W 1,944 2219 2208 219 219 13848 1009 1548 1,435 2001 1740

W 1,887 2140 2,140 211a 2,104 1224 0993 1435 1,361 2001 1887

w 1,241 2116 2,104 2079 2114 1,281 0993 1459 1,224 1,946 1 287

w 1,917 200 2015 1944 2015 1308 1030 141 1,281 1,241 1 /49

w 1,272 2067 2028 2054 20719 1361 0983 1411 1,308 1,946 1272

w 1,256 2015 2041 1974 2015 1308 0531 1,194 1,030 1,256 1,740

w 1,241 2015 2067 2028 2,041 1281 0275 1281 1,131 1,946 1758

w 1,960 2128 2,104 2,104 2,128 1308 0914 1335 1,194 1LE12 1723

w 2197 2,407 2407 2389 2380 1,509 1435 1887 1,589 2197 2197

w 1,974 2067 2041 2203 2,163 136l 136l 1549 1,504 2251 2054

w 2,262 232 2313 2203 2,303 1504 130%2 1,775 1,568 2230 200

w 2,991 3,203 3,195 3,140 3,174 2015 1825 2477 2015 2934 2785
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Fortsetzung Tabelle A3

ArtPopulation Geschlechi HSchSi(Lau) KB(Tch) EB(Lau) EKaB(Tchy EnB (Lau) AD ML(Tch) ML({Lau) ML(Par) MH PO
[ Fwijnv) mm Tmm mm mm Tmm mm mm mm mm mm mm
O chungarensis m 1,872 2,087 2,092 2,028 2,054 1,281 0,875 1,504 1,099 1974 1825
Lago Chungara m 1,715 1,944 1,872 2015 1,858 1,183 0,693 1,335 1,065 185 1775
Chile m 1,715 2,041 2,028 1,974 1,902 1,224 0,833 1,482 0,993 1,872 1686
m 1,668 1,792 1,705 1,775 1,808 1,224 0,788 1,335 0,916 1,740 1,504
m 2,015 2,272 2,208 2,186 2,230 1,609 0,993 1,548 1,253 2067 1775
w 2,015 2,104 2,067 2,197 2,067 1,482 1,194 1,629 1,361 2092 2054
O laucaensis m 1,872 2,140 2,079 2,322 2,20% 1,629 1,131 1,504 1,308 1,974 2,140
Rio Lauca m 1,960 2,092 2,079 2,067 2,054 1,281 0,693 1,381 1,163 1,946 1684
Chile w 2,175 2,370 2,434 2,282 2,303 1,435 1,281 1,825 1,435 2,140 1960
w 1,948 2,219 2,230 2,219 2,163 1,459 0,993 1,648 1,335 2001 1241
w 1,715 1,740 1,705 1256 1,740 1,098 0,742 1,335 0,916 1,648 1 A&E
w 1,629 1,723 1,740 1,792 1,723 1,098 0,470 0,993 0,788 1,568 1,482
w 1,BEE 1,723 1,705 1,792 1,158 1,281 0,262 0,956 0,875 1,686 1 68E
w 2,208 2,389 2,451 2,313 2,342 1,589 1,099 1,775 1,504 2,303 2,140
w 1,932 2,087 2,079 2,104 2,041 1,435 0,788 1,361 1,253 1,946 1,808
w 2,175 2,175 2,128 2,175 2,186 1,458 0,916 1,482 1,335 1,988 1,902
w 2,322 2,442 2,501 2,208 2,308 1,308 1,099 1,629 1,308 2104 1988
O parnacofzensis m 2,054 2,087 1,974 2,041 2,092 1,253 1,030 1,504 1,163 2015 1917
Bolftdale d'Parmacota w 2,361 2,565 2901 2,528 2,501 1,609 1,459 1,858 1,775 2451 27331
Chile w 2,251 2,442 2,468 2,435 2,442 1,459 1,335 1,609 1,435 2208 2.1a3
w 2,104 2,361 2,407 2,322 2,370 1,335 1,065 1,411 1,281 2175 2015
w 1,917 2,104 2,140 2,163 2,067 1,224 1,361 1,386 1,386 2001 1272
w 1,902 2,152 2,163 2,092 2,140 1,224 1,253 1,569 1,361 2001 1974
w 1,948 1,974 2,067 2,015 1,088 1,281 1,281 1,609 1,411 1,902 1,241
w 1,917 2,116 2,079 2,092 2,002 1,253 1,131 1,589 1,411 1988 1,841
w 2,028 2,041 2,092 2,104 2,054 1,281 1,030 1,548 1,163 2041 19460
w 1,715 2,054 2,104 1,948 1,960 1,281 0,875 1,281 1,099 1,792 1,429
w 1,208 2,041 2,118 2,079 2,028 1,253 0,993 1,458 1,194 1,856 1,629
w 1,758 1,948 2,015 1,902 1887 1,131 0,693 1,194 1,065 1,643 1,609
w 1,723 1,917 1,974 1,902 1,872 1,098 0,742 1,194 0,916 1,648 1629
O ascofanensis m 1,208 2,087 1,974 1,988 2,001 1,253 0,875 1,281 1,099 1,686 1,740

Lago d'fscotan
Chile

Anhang
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Anhang

Fortsetzung Tabelle A3

ArtPopulation Geschlechi HSchSi(Lau) KB(Tch) EB(Lau) EKaB(Tchy EnB (Lau) AD ML(Tch) ML({Lau) ML(Par) MH PO
[ Fwijnv) mm Tmm mm mm Tmm mm mm mm mm mm mm

O luteus m 2,186 2,351 2351 2,549 2,370 1,688 0,875 1,548 1,224 2,128 2322
Titicacasee m 2815 3,016 2,862 3,091 3,054 1,705 1,381 1,988 1,872 28986 2797
Bolmien m 2,965 3,360 3,321 3411 3,395 1917 1,686 2,104 2.001 2879 3001
m 2,950 3,408 3,360 3414 3,414 1,841 1,825 2,282 2163 ABEE 2904

m 2,845 3,118 3118 3,135 3,109 1,738 1,775 2,140 1,902 T8 2845

m 3,086 3,684 3,632 3,726 3,664 1,792 1,225 2,219 1,988 2090 3227

m 2,262 3,450 3,459 3,503 3,466 1,808 1,192 2,197 2054 2081 3,059

m 2,833 3,219 3,174 3,303 3,258 1,974 1,208 2,104 2,015 2868 2851

m 2,874 3,262 3,105 3,303 3,254 1,856 1,792 2,116 1,932 2827 2890

m 2,179 3,127 3,016 3,170 3,114 1,841 1,609 2,028 1,792 2747 2ELS

m 2,079 2,477 2,398 2,505 2,580 1,705 0,958 1,649 1,435 2251 2,092

m 2,380 2,617 2,407 2,173 2,681 1,758 1,194 1,792 1,589 2380 27389

m 2,173 3,227 3,135 3,254 3,219 1,960 1,281 1,932 1,856 2,610 2853

m 2,681 3,131 2,976 3,199 3,148 1,932 1,099 1,872 1,705 2,625  2BER

m 2,121 3,011 2,874 3,086 3,006 1,856 1,361 1,256 1,740 2646 2764

w 2,001 2,332 2,293 2,460 2,380 1,648 0,833 1,609 1,308 2,028 2219

w 3,082 3,325 3,288 34351 3,428 1,960 1,589 2,219 2087 3,006 3059

w 2,734 3,258 3,248 3,298 3,254 1,208 1,459 2,087 1,792 2041 28714

w 2,728 3,411 3,408 3,395 3,388 2.041 1,629 2,152 1,792 2833 2894

w 2,929 3,450 3,353 3,520 3,453 1,974 1,715 2,241 2,230 3,035 3045

w 2,901 3,307 3,243 3,314 3,300 1,974 1,589 2,163 1,825 2845 29EA

w 3,300 3,281 3,235 3,339 3,250 1,988 1,569 2116 1,946 2874 28T

w 2,079 2468 2,342 2,565 2485 1,668 0,642 1,482 1,030 2054 2184

w 2,734 3,086 2086 3,231 3,082 1,856 1,758 2,175 2,041 2681 2262

w 2,885 3,288 3,195 3,360 3,339 1,932 1,609 2,001 1,988 2845 29460

w 2,907 3,357 3,227 3,388 3,381 2,028 1,504 2,079 1,974 2,760 2929

w 2,874 3,235 3,157 3,262 3,245 1,932 1,629 2,079 1,932 2,791 2984

w 2,370 2,477 2418 2,632 2,549 1,872 1,131 1,668 1,386 2380 2370

w 2,410 2,885 2,728 3,049 2,950 1,841 1,281 1,932 1,792 2,565 2505

. 2,163 2,407 2518 2,526 2,442 1,705 0,958 1,686 1,386 2,208 2322

. 1,825 2,163 1,988 2,351 2,272 1,526 0,588 1,085 1,099 1,974 2,183

. 2,230 2,434 2,322 2,617 2,477 1,335 0,983 1,648 1,386 2,219 2282

Juw. 2,041 2,313 2,293 2,416 2,295 1,504 0,588 1,253 0,916 2,001 1988

Juw. 2,079 2,442 2416 2,588 2,398 1,548 0,916 1,386 1,253 2,175 2303
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Fortsetzung Tabelle A3

ArtPopulation Geschlechi IO MB FLEDor FLBAn FLSiDor FLStAn FLStPec FLStCau  OpSp BL Pec Ah
(ko o) T i T mm mm T T mim mim T T
O agassi m 2,152 1,974 2610 2,293 2,981 2,208 2,197 2,245 2830 4047 3,219
Rio Inga m 1,946 1,459 2,442 2,303 2,191 2,667 2,332 2416 2493 3658 2,833
Chile m 1668 1,131 2,028 1,932 2,407 2,272 2,128 2468 2175 328E 2617
m 1,548 1,281 2,241 2,251 2,144 2,505 2,219 2,580 2251 3808 2,779
m 1,286 1,030 2,002 2,116 2,557 2477 2,208 1,775 2054 3374 2,695
w 2,128 1,775 2,785 2468 3,114 2981 2,215 2950 2635 4038 3,235
w 2,398 2,041 2,804 2625 3,091 2,290 2,701 2,934 2754 4151 3,243
w 2,230 1,225 2,520 2,303 2918 2215 2,505 2,766 2653 4004 2981
w 1,668 1,335 2,175 1988 2,580 2,526 2,230 2,407 2451 3437 2708
O agassi m 1,792 1,411 2380 2,104 2856 2681 2,380 2,701 2293 3564 2912
Fio Collacagua m 1,326 1,099 1,960 1,758 2322 2,140 1,775 1,272 1,960 3270 2,549
Chile m 1,649 1,386 2,208 2,041 2,101 2,434 2,230 2,303 2333 3357 2648
m 1,459 0,956 1,825 1,775 2370 2241 2,041 2332 2041 3207 2,545
m 1,526 1,143 2.140 2028 2,540 2,510 2332 2322 211a 3360 2,625
m 1,482 1,030 2,186 1,974 2,565 2361 2028 2398 2015 3270 2,526
m 1,526 1,030 2,001 1,917 2,434 2351 1,917 2313 1,960 3285 2451
m 1,529 1,030 2,197 1,974 2,557 2,351 2,380 2,303 2079 3469 2754
w 1,960 1,609 2,542 2,303 2,203 2,630 2,407 2,632 2573 3875 3,135
w 1,887 1,609 2,501 2,380 2BES 2,721 2,442 2912 2510 3875 3,082
w 1,841 1,435 2,632 2,434 2912 2,179 2,104 2,667 2549 3656 2,708
w 1,792 1,435 2468 2,092 2848 2477 2,380 2,674 2310 3754 2,960
w 1,482 0,914 2,028 1,686 2,425 2,175 1,960 2,351 20m19 3321 2648
w 1,569 1,030 2015 2,054 2,540 2,425 2,128 2,557 2188 3414 2,695
w 1,609 1281 2,128 1988 2,557 2,442 2,230 2,351 2,128 3538 2,728
w 1,649 1308 1917 1,872 2,313 2,208 2,140 2,342 2,104 3490 2,695
w 1,740 1,253 2,001 1,272 2,370 2,251 2,152 2,351 2,128 3515 2,754
w 1,705 1,335 1988 1,256 2,332 2,197 2,079 2,322 2054 3469 2674
w 1,686 1,224 1,792 1,705 2,251 2,104 2,054 2313 1,988 3374 2573
w 1629 1,131 2028 1,946 2477 2,230 2,092 2341 2104 3434 2681
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Anhang

Fortsetzung Tabelle A3

ArtPopulation Geschlecht IO MB FLEDor FLBAn FLSiDor FLStAn FLStPec FLStCau  OpSp BL Pec Ah
[ Fwijnv) Tmm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
O fschuddi m 2,557 1,980 2839 2,721 3,165 3,020 2,856 2950 2803 4228 3418
Titicacasee m 2588 2140 3,001 2,221 3,296 3,088 2,191 2073 2091 4221 3,459
Bolmien m 1,775 1,099 2,128 2,197 2,653 2,435 2,425 2.518 2186 3475 21pal
m 1,917 1,253 2,425 2,361 2835 2815 2,501 2,407 2219 3333 2833
m 1,836 1,341 2526 2,451 2803 2,708 2,632 2,442 2203 3547 1845
m 1,686 1,386 2380 2,370 2,154 2,701 2,322 2,332 2186 3500 2773
w 2,128 1,609 2,104 2,128 2,505 2,585 2,380 2,282 2116 3835 21858
w 1,974 1,740 2,197 2,197 2688 2,573 2,303 2,526 2,104 37723 2845
w 2,803 2,39% 3,040 2,179 3,450 3,277 2,091 2086 2,845 4328 3538
w 2,526 2,1a3 3,127 2,821 3,408 3,157 2,950 2185 2845 4246 3350
w 2,493 1887 3,109 2,108 3,254 3,045 2,580 2,862 2862 4176 3325
w 1,808 1,435 2,272 2,303 2,646 2,410 2,351 2853 2293 3824 2E03
w 2,347 2,079 3,254 2,907 3,640 3,329 3,266 3478 3,082 4489 3570
w 2,001 1,528 2,322 2,293 2,747 2,825 2,342 2,293 2407 3Ele 2978
w 1,504 0275 2,001 1,932 2,398 2,175 2,128 2,389 2,041 3300 2526
w 1,974 1526 2,230 2,152 2,715 2,595 2,534 2,734 2398 3584 2EQA
O ispi w 1,450 17335 2118 2,079 2,488 2,435 2,092 2,087 2251 3622 2580
Titicacasee w 1,504 1,099 1,960 1,256 2,407 2313 2,079 2186 2208 3532 1580
Chile w 1,649 17308 2067 2015 2.542 2418 2,219 1988 2407 377138 27aa
w 1,668 17388 2.041 1,974 2,493 2418 2,342 2251 2389 3858 2708
w 1,588 1,281 2015 2,079 2,468 2,442 2,272 2,370 2332 3843 2895
w 1,580 17224 1,988 2,028 2,425 2351 2,015 2389 2303 33555 2p32
w 1,504 1,030 2054 2,128 2,407 2,416 2,241 2389 2208 36l 2610
w 1,411 0,233 1,946 1,256 2303 2,241 2186 2,197 2,128 3414 2510
w 1,740 1,194 2219 2,140 2,580 2,416 2,140 2,262 2308 3814 2BER
w 1,482 1,065 2,067 1,960 2,460 2,219 2,079 2,303 2,293 35378 1853
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Tabelle Ad

Abhangigkeit der Varighlen won der Standardlange der Individuen Angegeben sind die Regressionskoeffizienten (R%) der
Regressionzanalyse bet 31 momphometrischen Metkmalen untersucht an insgesamt 151 Individuen aus neun Populationen innerhalb des
Genus Oreshias.

Anhang

Art/ Popuhtion EH(Tehy EH{Par} EL(Tch) EKL{Par) YR L5chS1(Tehd VSe bt (Lau) DSc hSi(Lau) HSchS{Teh) HSchSi{Laud KB (Tc k)
Q. agassit (Huas cal 0,203 0,245 0,972 0,979 0azl 0262 0276 0,923 0,208 0,213 0,920
Q. agassi (Eliga) 0,625 0,558 0,636 0,626 0a3e 0,951 o202 0,947 0,270 0,207 0,272
Q. agass# (Cellacagna) 0,737 0,811 0,203 0,283 0,240 0233 o200 0,207 0,790 0,220 0,752
Q. sobudi 0,255 0,223 0,238 0,937 0387 0223 0223 0,272 0,978 0,370 0,939
Q. chungaw nsis 0,227 0,235 0,975 0,992 0azs 0,752 04a4d 0,675 0,969 0,211 08l
Q. bucaensis 0,591 0,233 0,249 0,250 0352 0,249 0,742 0,239 0,929 0,278 0,937
Q. parnacote nsis 0,220 0,829 0,275 0,281 0344 0225 0725 0,257 0,933 0,291 0,230
O Biteus 0,597 0,879 0,244 0,258 0253 0204 0g8l5s 0,20z 0277 0,239 0,289
Q. spd 0,722 0,787 0,642 0,534 0a0w 0227 0z30 0,757 0,685 0,763 0,555
Art/ Popuktion KB (Lau} KoB {Tch} EoFE {Lau) AD ML{Tch) ML{Lau} ML {Par} MH PO j (o] MH
Q. agass# (Huas ool 0,209 0,248 0,223 0,267 0240 0245 0z37 0,261 0,939 0,325 0278
Q. agassit (Elagal 0,250 0,275 0,244 0,957 0290 0266 0266 0,922 0,227 0,229 027
Q. agassi (Cellacagna) 0,859 0,837 0,741 0,386 0,742 0,731 0257 0,979 0,739 0,734 0,214
Q. 5 obudi 0,228 0,257 0,243 0,730 oge? 0254 0z 0,214 0271 0,325 0,768
Q. chungawnsis 0,557 0,287 0,577 0,600 0,700 0,730 0259 0,913 0,204 0,240 0,933
Q. bucaensis 0,202 0,776 0,924 0,422 0,754 0265 0220 0,224 0,653 0,767 0,528
Q. parnacotensis 0,794 0,825 0,224 0,204 0g5l4 0,697 0,735 0,933 0,920 0,288 0,232
Q. Bigeus 0,872 0,875 0,229 0,560 0,758 0237 0732 0,277 0,913 0211 0,209
Q. Gpi 0,320 0,588 0,564 0,092 olov 0,266 0516 0,413 0542 0,555 0502
Arit/Popukliion FLEDor FBAn FLSiDor FL5iAn FL5tPec FLSt Cau Op 5p BL PacAh

Q. agassit (Huas cal 0,839 0,524 0,227 0,770 0215 0,564 0230 0,982 097

Q. agassi (Elaga) 0,241 0,264 0,932 0,251 0,792 0,231 0,720 0,956 0,293

Q. agassi (Collacagna) 0,718 0,895 0,643 0,591 0521 0,564 0236 0,963 0,208

Q. pohudi 0,222 0,591 0,928 0,294 0,790 0,723 0270 0,925 0,954

Q. shungarensis 0,872 0463 0,763 0,482 0440 0576 0550 0,250 0,959

Q. bucaensis 0,936 0,872 0,202 0,233 0249 0915 0225 0,969 0,244

Q. parnaccte ns is 0,771 0,222 0,292 0,269 0227 0227 agza7 0,911 0,232

Q. Biteus 0,558 0,514 0,270 0,778 02ls 0658 02428 0,932 0,220

Q. spd 0,210 0,373 0,621 0,599 0122 0003 0a39 0,232 0,762
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Anhang

Fortsetzung Tabelle AS

ArtPopulation Geschlechi Dl D2 D3 PCAl PCA? PCA3 PCAl PCA? PCAl PCA2 PCAl PCA2
(o) alle Var. Flossen Kopf Rumpf
O agassi I -1,G17 0284 -1,533 1002 0289 0339 0990 0976 0207 07373 1,094 0036
Rio [sluga I 0,478 0,723 0230 0,045 0246 0362 0,250 -1,101 -0046 -0284 0065 -0098
Chile m 0395 2089 1000 -0721 0960 0938 0641 0924 0736 -0372 0695 -1.347
m -0.932 1,193 1290 0040 0954 1021 0,103 0079 0208 0371 0163 -2189
m -l,200 0918 0907 0204 0425 0538 -04A34 3283 02465 0090 0797 1224
W -0.021 -251a 1039 1087 0923 0628 1349 0602 0858 0326 1,152 0604
W 0544 0320 1230 1274 1,441 0229 1387 0153 1,129 0475 1374 1417
w -1,394 0,553 0,102 0,834 0471 0217 0767 0411 07717 0,545 0993 0320
w 0678 21854 -1 489 0456 -0285 0946 0295 0006 -0483 0350 -0466 -0642
O agassi I -0,244 3293 0768 0,073 0420 1,263 0,321 0,784 0067 0246 -0242 0,010
Rio Collacagua I -0,192 1828 -1,777 -1,159 0287 -03E6 -1365 1433 -1036 0085 -1,160 -0357
Chile I 22270 0,219 0,009 0440 0495 0903 0290 0601 -0441 0764 -0514 -0033
I -1,049 0,504 0,05 -1,165 0,158 099 0974 0781 -1,142 0,196 -123&6 -0,19&
I -1,177 1,100 1400 0670 -0,1300 1,073 0307 0380 0646 0054 -0E11 0,427
I -2,263 1938 0,534 0,820 0,326 1,762 0498 0075 0947 0634 0855 -0,731
T -0.309 -1,700 0258 -1006 -0470 0736 0788 -0039 -1041 0717 -105% -0530
I -1614 -1627 0,513 0,628 0066 0344 0380 -0,194 0705 -0481 -0652 -0,044
w 0,813 -1,007 0,851 0,507 1,073 0622 0,434 0047 0577 2,019 0437 0488
w 22,101 0874 0344 0470 1360 1453 0,707 1,120 0395 1,771 0,434 04844
w 22,185 0,012 0,556 0,082 1,303 1248 0,534 -0640 -0,003 0,799 0013 0334
w -2 588 0,552 -1,093 0165 1,551 0,767 0,232 0243 0075 1,602 0175 09%&
w -lE4e 2771 -1,258 0936 0454 1,097 0967 0E&0 -0E15 1,548 -1,042 0,040
w -0.989 0,537 0352 0,670 -0046 0644 0376 0E70 0741 0766 -0677 0,135
w -2,630 0,120 0425 -0/404 0479 0,091 -0403 0114 -0452 0204 -0382 0,194
w -l 449 0054 -1473 0633 0,122 0314 0870 0662 -0695 0384 -0510 -0,148
w -2,200 -1,174 0290 0493 0055 0289 0766 0545 0455 0299 -0400 0287
w -0,926 -0,208 0,197 -0,730 -0,59% 0274 0220 0493 06460 -1,207 -0,720 0,070
w -1,2a4 0260 -1205 0918 0201 -1,134 1169 1,101 0214 0422 0259 0526
w SA135 0740 0034 0A59 0002 0708 0703 0267 -077al D980 -0522 00a7
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Anhang

Fortsetzung Tabelle AS

ArtPop ulation Geschlecht Disl Dis2 Dis3 PCAl PCA2Z PCA3 PCAl PCA2 PCAl PCA2 PCAl PCA2
([ fwfus) alle War. Flossen Eopf Rum pf
2 fschndii 1 -1,240 1,092 3944 1,696 2284 0684 1588 0,020 1543 2320 1874 1,987
Titicacasee m 0696 2084 2544 1703 1,320 0615 1,691 1438 1410 2323 1,733 0,003
Bolivien 1 -0,178 00985 1766 0,460 0,242 1617 0063 0,300 -0,499 0072 0,583 0,827
m -0,227 0,002 3017 0,081 0,194 1567 0454 -1363 -0,136 0,098 -0,288 0,748
il -0,819 0,080 2200 -0,05% 0,303 1369 035361 -1.242 -0,185F 0697 -0200 -0,344
1 1028 -1.03% 1647 0,135 0471 -0543 -0,18% 0,247 0048 0,110 0281 0,028
w -1,806 0,350 1,311 -0,001 0,405 -0,3%0 0,012 0,074 0,019 0,181 0,022 0,644
w 3335 0,001 1,213 1,964 1,005 -0249 2084 0555 1816 0217 2,024 1062
w -0,530 -1.935 3150 1,794 1577 0034 10930 1583 1519 0,792 1,932 0,720
w 0287 0,303 2398 1,545 1264 -0,193 1,586 0,247 1,333 04601 1674 1,113
w -0931 0,934 2,014 -0,12% 0,088 0609 0,195 0418 -0,194 0,736 -0,163 0,027
w -2,271 0,119 3933 2,345 3208 1079 2769 1436 2032 2493 2436 2,347
w -0,880 1,142 2244 0,299 0557 -1,168 0,083 -1491 0321 0,219 0338 0,431
w -1,51% 0874 1880 0,305 0419 1,439 0210 -1627 -0366 0217 0446 0314
w -1,028 0,529 1241 0,909 0,015 1026 0752 0622 0062 0,325 0045 0,441
w 0620 0,625 1698 0,101 0,157 0601 0,247 1,270 0,153 0282 0,027 0,019
2 ispl w -5852 F36F 0463 0677 1,482 1845 0,624 -1.731 0740 0567 0566 2,504
Titicacasee w -5497 4516 0841 0677 1,080 2068 0262 03428 0733 0408 0,527 2,002
Chile w -5615 7274 0476 0,312 1,482 2992 0430 -1890 -0341 -0,149 0099 2432
w -5264 7209 0338 0,345 1060 2136 0495 0368 -0426 0569 0,205 2,003
w -5790 5322 0,107 0429 1241 1223 0419 0,023 0520 0,101 0,292 1,901
w -6,7325 3835 0,184 0,565 1,733 -1879 0448 0,193 06488 0,189 03862 2,777
w -6,153% 6,096 0,331 0,614 1731 -1384 -0,424 -0,02F -0,200 -0.530 -0391 2,370
w -5664 4735 1,134 1,008 1,144 0991 0904 0,074 -1.047 0055 0985 1,901
w -5489 3764 1954 0,360 1,708 -1,188 0365 0994 0332 0,449 0350 2,356
w -50938 4069 1129 0446 1,505 -1609 0717 0,015 -0688 0063 0546 2,485
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Anhang

Tabelle AG

Angegehen  sind  die  Funktionswerte

(FI-F3)

der  Gruppenzentroide

dils

der

Diskrirminanzanalyse) 33 log transformierter (linearisierten)  morphometnscher Vanahlen,
untersucht an insgesamt 151 Indiwduen, die zehn Populationen innethalb des Genus Orestias

zuaurechnen sind.

Art/Population F1

O anassi -1.588
Salar dHuasco

Rio Collacagua

Fio lsluga

Chile

-04913

0,143

O chungarensis -1.214
Lago Chungara
Chile

_7.484

-0,295

O laucaensis -0,955
Rio Lauca
Chile

-0485

-0710

O parinacofagns -2.0894
Eolfedale d'Parinacota
Chile

-1.147

-1.940

0. ascofanansls -0 808
Lago d'Ascotan
Chile

20T

-1538

O fschudil 0372
Titicacasee
Bolivian

-0,355

2327

O spl -5,7949
Titicacasee
Chile

5,219

-0,180

O, lufeus 6,049
Titicacasee
Bolivien

1,045
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Anhang

Tabelle A7

Angegehen sind die Haupthomponenten (PC1-PC3) der Komponentenmatriz = den
WVariahlen aus der Haupthomponentenanalyse 33 log  transformierter  (linearisierter)
morphometrischer Vanablen, untersucht an insgesamt 151 Individuen, die zehn Populationen
innerhalh des Genus Orestias zuzurechnen sind.

Variable PC1 PC2 PC3
AD 0,888 -0,159 -0.173
BEL 0,979 0,098 -0,097
DSchStiLau) 0,923 0,266 -0,226
FLEAR 0,931 0,155 0,116
FLEDor 0,942 0,153 0,159
FLStAN 0,940 0,074 0,127
FLStCau 0,850 0,002 0,280
FLStDo 0,956 0,087 0,165
FLStFec 0,949 -0,060 0,066
HSchSt{Lau) 0,974 -0,086 0,080
IO 0,961 -0.177 -0,078
HSchSt{Teh) 0,972 -0,040 0,081
KB(Lau) 0,975 -0,073 -0,016
KEB(Tch) 0,980 -0,145 0,01
KH{Far) 0,980 -0,111 0,044
KHi{Tch) 0,977 -0,10% 0,015
KL{Par) 0,978 -0,114 -0,031
KL{Tch) 0,977 -0,1149 -0,036
KOB(Lau) 0,974 -0.165 -0.010
KOB(Tch) 0,973 -0,204 -0,024
LSchSt{Tch) 0,953 0,214 -0.140
MEB 0,951 -0,188 -0,064
A H 0,984 -0,030 0,021
ML(Lau) 0,947 0,141 0,058
MLIFar) 0,949 0,127 0,042
MLITch) 0,902 0,230 0,145
OpSp 0,955 -0,058 0,013
Fechhb 0,985 -0,05% -0,02%
FO 0, 966 -0,187 -0,022
=1 0,980 0,132 -0,080
TL 0,985 0,123 -0,035
YR 0,977 0,095 -0,100
YSohStiLau) 0,942 0,228 -0,184
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