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Resumen

En este estudio se analizaron los efectos de las caracteristicas del paisaje y del
ambiente sobre la diferenciacion genética de Rhinella spinulosa, en la zona altiplanica y
precordillerana en la region de Antofagasta en Chile. Se utiliz6 como marcador genético la
region control del mtDNA y como medida de diferenciacion los valores de F. Para determinar el
efecto de la estructura geogréfica sobre la estructura genética se realiz6 un AMOVA a nivel de
cuencas y subcuencas. Las caracteristicas del paisaje se incorporaron utilizando SIG, a través
de tres rutas hipotéticas de dispersion: 1) distancia Euclidiana (modelo nulo); 2) de menor costo
a traveés de humedales; y 3) de menor costo basado en la pendiente menor. Ademas, se incluyé
la diferencia entre localidades de temperatura, precipitacion y altitud. El modelo que mejor
explico la diferenciacion genética fue seleccionado por el criterio de informacion de Akaike. Para
establecer la influencia de cada variable dentro del modelo seleccionado, se utilizaron
regresiones parciales. Se encontré una diferenciacion genética alta y significativa entre todas
las poblaciones (F global = 0.693, P = 0.001) y un patrén claro de aislamiento por distancia (r =
0.735, P =0.001). EI AMOVA mostr6 que las cuencas explicaron un 10% de la varianza
genética y las subcuencas un 33%. El modelo que mejor explicé la diferenciacién genética entre
todas localidades fue el que consider6 la distancia euclidiana, la altitud y la temperatura. El
mejor modelo fue diferente para las tres subcuencas estudiadas: para Rio Loa Alto fue la
diferencia de temperatura, en Rio San Pedro fue la diferencia en altitud, mientras que en Salar
de Atacama no se encontraron diferencias entre los modelos evaluados. Esta informacién
sugiere que en las poblaciones de R. spinulosa estudiadas existirian diferentes procesos de
diferenciacion genética operando a diferentes escalas espaciales.

Palabras clave: Anfibios, diferenciacion genética, SIG, Region Control del mtDNA, Genética del

Paisaje, variables ambientales, Akaike.



Summary

We analyzed the effects of landscape and environmental characteristics on the genetic
differentiation of Rhinella spinulosa in the Altiplano and Andes foothills, of the region of
Antofagasta, in Chile. We used control region of mtDNA to estimate Fs; as a measure of genetic
differentiation. To determine the effect of geographic structure on genetic structure we used
AMOVA at watersheds and subwatersheds levels. Landscape characteristics were incorporated
using GIS, with three hypothetical dispersion models: 1) Euclidean distance (null model); 2) least
cost based in wetlands location, and 3) least cost based in least slopes. We also included
differences in temperature, precipitation and altitude among localities. The Akaike’s information
criterion was used to select the model which best explained the genetic differentiation. The effect
of each variable in the selected model was estimated through partial regressions. We found a
high and significant difference among all populations (global Fs; = 0.693, P = 0.001) and a clear
pattern of isolation by distance (r = 0.735, P =0.001). AMOVA showed that watersheds
explained 10% of the genetic variance, while subwatersheds explained 33%. The model that
best explained the genetic differentiation among all localities included straight-line Euclidean
distance, altitude and temperature. The best model differed among the three watersheds
studied: for Rio Loa Alto it was the difference in temperature; in Rio San Pedro it was the
difference in altitude; while in Salar de Atacama we found no differences among the models
evaluated. This information suggests that in the studied populations of R. spinulosa there are

different genetic differentiation processes operating at different spatial scales.

Keywords: Amphibians, Genetic differentiation, GIS, mtDNA control region, Landscape

Genetics, environmental variables, Akaike.
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Introduccién

La interaccién entre las caracteristicas del paisaje y del ambiente puede afectar
fuertemente la dispersion de los organismos, proceso importante que configura la evolucion de
las poblaciones (Wiens 2001). Por lo tanto, identificar los factores bidticos y abidticos
involucrados en los procesos de diferenciacion es esencial para modelar y predecir la
evolucion de la diversidad genética (Guillot et al. 2005). La genética del paisaje tiene un
potencial promisorio para facilitar estudios en evolucién, ecologia y biologia de la conservacion
(Manel et al. 2003), ya que integra datos genéticos y aspectos complejos de la composicién y
la configuracion del paisaje, en un contexto metapoblacional espacialmente explicito (Diniz-
Filho et al. 2008), permitiendo investigar la interaccion entre las caracteristicas del paisaje y la
dispersién espacial (Michels et al. 2001). Esta aproximacion estad basada en la utilizacién de
herramientas de la ecologia del paisaje (como los sistemas de informacién geografico (SI1G)),
la genética de poblaciones y la estadistica espacial. Las técnicas utilizadas en este campo
describen patrones genéticos espaciales, y permiten explorar los procesos que originaron los

patrones observados (Manel et al. 2003).

El proceso de aislamiento por distancia, en un analisis que incluya un paisaje complejo,
deberia ser visto como un modelo nulo (Broquet et al. 2006). Asi, la desviacién desde el
modelo nulo implicaria que otros elementos pueden estar involucradas en los procesos de
diferenciacion genética (Spear et al. 2005, Telles et al. 2007). Varios estudios han utilizado los
SIG para modelar diferentes escenarios de dispersion de menor costo, basados en
caracteristicas del paisaje y del ambiente, para posteriormente calcular una distancia
geografica modificada, y finalmente relacionarla con la distancia genética. Por ejemplo,
Michels et al. (2001) implementaron una distancia de menor costo basada en las tasas de
dispersion del zooplancton. Por otra parte, Clark et al. (2008) propusieron un modelo de menor
costo para la serpiente cascabel (Crotalus horridus) basado en la cantidad de lugares de
termorregulacién (basking) entre sitios. En ambos trabajos, la correlacion de la distancia
geneética con la distancia geografica modificada fue mayor en comparacién a la distancia

euclidiana simple, logrando explicar en mayor grado la diferenciacién genética observada.

Los anfibios son un grupo adecuado para estudios en genética del paisaje, por su
vagilidad limitada, alta filopatria (Seppa y Laurila, 1999) y sitios reproductivos separados
espacialmente. Los sitios reproductivos de estas especies en ambientes aridos y montafnosos

se encuentran en pequefos parches entre las altas pendientes y son dependientes de rios



permanentes o de larga duracion (Dayton y Fitzgerald 2006). De este modo, factores
asociados al paisaje, podrian afectar la dispersion y flujo génico en estas especies (Funk et al.
2005) .Spear et al. (2005), en un estudio sobre la salamandra tigre (Ambyostoma tigrinum
melanostictum), observaron que la diferencia de altitud y la distancia entre las poblaciones,
eran los principales factores que favorecian la diferenciacion genética, actuando como barrera
en su dispersion y flujo génico. Funk et al. (2005) encontraron resultados similares, donde las
diferencias en altitud y las montafias que separaban las poblaciones de Rana luteiventris, se
asociaban a mayor diferenciacion genética. En contraste, entre los sitios ubicados a baja
altitud y que estaban separados por mayores distancias, observaron altos niveles de flujo
génico.

Rhinella spinulosa, es una especie de anfibio, que se distribuye desde el altiplano de
Perd y Bolivia hasta los 39° S, en Chile Central, habitando zonas altiplanicas y
precordilleranas, con un rango altitudinal entre los 1.000 y 4.600 msnm (Cei 1962; Veloso y
Navarro 1988). Las areas precordillerana y altiplanica de la zona andina chilena presentan un
clima desértico de altura y esteparico de altura, respectivamente (Castillo et al. 1997). Estas
condiciones de hiperaridez del altiplano de Chile (entre 18° y 24° latitud sur) se mantienen
desde el Mioceno Superior (Abele 1991). En el altiplano, los niveles de precipitacién aumentan
gradualmente con la altitud de 10 a 200 mm/afo (entre los 2.000 y por sobre los 4.000 msnm)
y dependen principalmente de las precipitaciones estivales altiplanicas (diciembre a marzo)
(Arroyo et al. 1988). El agua precipitada en la alta montafia alcanza las cuencas mas bajas por
escorrentia e infiltracion subterranea y sustenta las regiones de menor altitud que presentan

aridez extrema y déficit permanente de agua (Salazar 1997).

R. spinulosa esta aclimatada fisica y conductualmente a la altitud y clima frio del
altiplano (Sinsch 1989; Ruiz et al. 1989). Larvas y postmetamorficos tienen actividad diurna
(Lambrinos y Kleier, 2003) y los adultos son principalmente nocturnos, habitando durante el
dia en grietas (Cei 1962, Lambrinos y Kleier 2003). Mientras los adultos son mas terrestres
que acuaticos (Cei 1962), los juveniles son mas dependientes del ambiente hidrico (Tracy
1993). Espinoza y Quinteros (2008) observaron que los postmetamoficos siempre estan cerca
del agua (10-20 cm, maximo 1 m), en suelo humedo o con vegetacion. Respecto a la
variabilidad genética, Méndez et al. (2004), analizaron poblaciones del norte y centro de Chile,
con marcadores nucleares (RAPD) encontrando una correlacion significativa entre la variacion
genética y geografica. En particular, en la region de Antofagasta se pudo distinguir a nivel

genético diferencias entre las poblaciones ubicadas en la cuenca del Salar de Atacama, y las



otras poblaciones estudiadas de esta region.

En el presente trabajo, se determind la estructura genética de Rhinella spinulosa en el

altiplano de la region de Antofagasta. Los objetivos fueron:

a) estimar la diferenciacion genética entre las poblaciones: se esperaba que existiera
una alta subdivisién genética por las condiciones de aridez extrema y las distancias entre las

localidades y que esta subdivision estuviera asociada a las cuencas hidrograficas de la region;

b) determinar si las variables del paisaje (pendiente, humedales de altura y altitud) y las
variables ambientales (temperatura y precipitacion), permiten explicar de mejor modo la

diferenciacion genética, en comparacion a un modelo de aislamiento por distancia.



Materiales y métodos

Area de muestreo

Se utilizaron 216 individuos provenientes de 16 localidades (Tabla 1) de la zona

altiplanica y precordillerana en la Regién de Antofagasta (21-24° S). El area de estudio fue

dividida en cuencas y subcuencas (Tabla1; Figura 1), y cada localidad fue georreferenciada en

el sistema WGS84 UTM 19s.

Tabla 1. Localidades de muestreo de Rhinella spinulosa. Se indica el tamafio muestral (n), la

altitud y la ubicacién segun cuenca y subcuenca.

Cuenca Subcuenca Localidad Altitud
(msnm)
Fronterizas Salar Michincha-Rio Loa Salar de Ollagiie  Carcote 13 3688
Rio Loa Rio Loa Alto Loa 5 3053
Caspana 13 3245
El Tatio 19 4264
Cuesta Chita 15 3741
Tocorpuri 3 4215
Vado Putana 15 4286
Salar de Atacama Rio San Pedro Machuca 15 3979
Rio Grande 10 3045
Katarpe 17 2460
Vilama 15 2579
Salar de Atacama Q. Jere 23 2513
Tumbre 5 3761
Camar 15 2727
Peine 16 2440
Tilomonte 17 2365
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Figura 1. Ubicacion geografica de las areas de muestreo dentro de cuencas (linea continua) y
subcuencas (linea punteada). Diferentes colores fueron asignados a cada localidad segun

subcuenca.



Extraccion del DNA y secuenciacion

Para la extraccion del DNA se utilizd una modificacion del método de sales (Jowett
1986). Se usaron tejidos provenientes de higado, musculo, lengua o dedo de cada espécimen.
Como marcador genético se utilizé la regién control del mtDNA, que fue amplificada a través
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los partidores CytbA-L (5" -
GAATY GGRGG WCAAC CAGTA GAAGA CCC-3") y Control P-H (5" -GTCCA TAGAT TCAST
TCCGT CAG-3’) diseifiados por Goebel et al. (1999). El PCR se realizé en un volumen total de
30 uL que contuvo: 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen), 3 mM de MgCl,, 0.3 mM de cada dNTP
y 0,8 uM de cada partidor y 10-50 ng de DNA gendmico. El perfil termal fue el siguiente: 2 min
a 94°C (desnaturalizacion inicial), seguido por 42 ciclos a 94 °C por 30 seg, 56 °C por 45 seg y
1.30 min a 72 °C, la extension final fue a 72°C por 5 min. Se realizaron controles negativos a lo
largo de los PCR para comprobar una posible contaminacion. Los productos PCR fueron
secuenciados en un equipo ABI3700 (Applied Biosystems). Las secuencias se editaron y
alinearon en el programa BioEdit 7.0.9.0 (Hall 1999) utilizando la opciéon Clustal W 1.4

(Thompson et al. 1994) y por inspeccién visual.

Diversidad, diferenciacion y estructura genética

Para determinar la diferenciacion genética se estimaron los valores pares de F¢ entre
las localidades utilizando el programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005) con 10.000
permutaciones. Fg es una medida de diferenciacion genética entre poblaciones (se determiné
estimando el nimero de loci para los cuales dos haplotipos son diferentes), el valor tedrico
minimo es cero, e indica que no hay divergencia entre las poblaciones, y el maximo es uno,
que indica fijacion de un alelo en una poblacién, lo que muestra una maxima diferenciacion
(Hartl y Clark 1997). Para evaluar la existencia de aislamiento por distancia, se utilizé la
prueba de Mantel, que estima la significancia estadistica de correlaciones de matrices (Manly
1985). Las matrices de F, y de distancia geografica entre localidades, fueron correlacionadas
utilizando el programa XLSTAT 1.02 (Addinsoft, 2005) con 10.000 permutaciones. Para
calcular los indices de diversidad haplotipicos y nucleotidicos se utilizé el programa DNAsp 4.5
(Rozas et al. 2003). Para determinar la influencia de las cuencas hidrograficas sobre la

estructura genética, se realizaron andlisis de varianza molecular (AMOVA) en el programa



Arlequin 3.11, con 10.000 permutaciones, agrupando las localidades segun cuenca y

subcuenca.

Analisis del paisaje y del ambiente

Con el objetivo de determinar cuales variables permitian explicar la diferenciacion
genética a distintas escalas espaciales, se realizaron tres analisis: uno con todas las
localidades en conjunto; un segundo analisis agrupandolas a nivel de cuencas y; un tercer
analisis a nivel de subcuencas hidrograficas. Las variables descriptivas del paisaje fueron

representadas en formato raster.

Rutas de dispersion

Entre todas las localidades muestreadas se crearon tres tipos de rutas probables de
dispersioén (Figura 2), utilizando el programa ArcGis 9.2®. La primera ruta fue la de distancia
en linea recta (modelo nulo). El segundo tipo de ruta fue un modelo de menor costo basado en
los humedales de altura (vegas y bofedales), los cuales estan condicionados por el régimen
hidrico de esta zona conformado por afloramientos que dan origen a rios y vertientes (Castillo
et al. 1997). En esta ruta el costo de trasladarse al interior de estos humedales fue de 0 y fuera
de los humedales fue de 100, para esto se utilizé la cobertura de vegetacién azonal creada por
Faundez y Escobar (2006). El valor de 100, se eligié debido a que en el area de distribucién de
la especie, el habitat esta distribuido en forma de parches, siendo frecuente observar entre
estos parches sitios con ausencia de fuentes de agua, lo que presumiblemente impediria la
dispersion. El tercer tipo de ruta fue también un modelo de menor costo, pero basado en la
pendiente: el costo de trasladarse desde un pixel a otro aumentaba de manera lineal a medida

que aumentaba la pendiente, hasta los 45° (se utilizaron los datos de SRTM 90 m).

Altitud, temperatura y precipitacion

Las variables incluidas en los andlisis fueron la diferencia de altitud, temperatura y

precipitacion. La diferencia de altitud, fue incluida debido a que esta caracteristica ha sido



relacionada positivamente con la diferenciacién genética en anfibios (Funk et al. 2005; Spear
et al. 2005). La precipitacién fue incorporada debido a que, dentro de las cuencas altiplanicas,
muestra variacion espacial asociada a efectos de la orografia, existiendo una variacién entre la
meseta y los puntos mas elevados (Salazar 1997). Finalmente, se incluyé la temperatura, por
presentar una importante variacion altitudinal y estacional entre las localidades de estudio,
donde la media es relativamente baja y disminuye con la altitud (Aceituno 1997). Estas
variables fueron obtenidas desde Worldclim 1.4 (Hijmans et al. 2005), disponibles en
http://www.worldclim.org. Para seleccionar, entre 15 variables bioclimaticas relacionadas con
la temperatura y precipitacidon, aquellas que explicaran de mejor modo la variacion observada
entre las localidades de estudio, se realizé un andlisis de componentes principales (PCA) con
matriz de covarianza en el programa R (R Development Core Team 2009). Luego de
seleccionar las variables, con cada una se crearon matrices de distancia euclidiana entre las
localidades utilizando el programa NTSYSpc 2.10 (Rohlf 2000). Estas variables fueron

incluidas en la seleccion del mejor modelo que explicara la diferenciacion genética.

N

A

El Tatio
Rutas hipotéticas de dispersion: '

— Distancia Euclidiana
= Pendiente menor

== A través de humedales
-Vegetaciém azonal

Figura 2. Ejemplo de los tres tipos de rutas hipotéticas de dispersion de Rhinella spinulosa
creadas entre todas las localidades. Se muestran las rutas entre las localidades de El Tatio y
Chita.



Criterio de seleccion del mejor modelo

Se utilizé el criterio de informacién de Akaike (AIC) para la seleccion del mejor modelo,
dentro de todas las posibles combinaciones de variables que explicara la diferenciacion
genética. AIC toma en consideraciéon la medida en que el modelo se ajusta a las series
observadas, como el numero de parametros utilizados en el ajuste, de esta manera determina
la combinacién de variables que mejor explican los datos observados. El AIC de cada modelo
es transformado en un DAIC, que es la diferencia entre AIC de cada modelo y el valor minimo
AIC encontrado en el conjunto de los modelos comparados. Un valor DAIC mayor que 7 indica
que el modelo tiene un ajuste relativamente pobre respecto al mejor modelo; un valor menor a
2 indica que es un modelo equivalente al modelo AIC minimo. Los valores de DAIC pueden ser
usados para calcular la ponderaciéon Akaike de cada modelo (w;), que da evidencia de que el

modelo seleccionado, es actualmente el mejor modelo explicativo (Burnham y Anderson 2002).

Se utilizaron los valores de AIC para disminuir todos los posibles modelos a tres
modelos candidatos, uno para cada ruta, y posteriormente escoger el mejor modelo dentro de
los tres seleccionados. De esta manera, se determiné cual ruta y cuales variables estaban mas
fuertemente relacionadas con los datos genéticos. Las variables del paisaje y del ambiente
que no estuvieron incluidas en el modelo seleccionado, fueron excluidas de analisis
posteriores. Para realizar este analisis, se utilizé6 el programa SAM 3.0 (Spatial Analyst in

Macroecology) (Rangel et al. 2006).

Particion de la variacion del mejor modelo

Después de seleccionar el mejor modelo, se estimod el grado de diferenciacion genética
explicado por cada variable. Para esto se utilizaron regresiones parciales, lo que permitié
considerar diferentes grupos de variables explicativas, y determinar la capacidad de explicar
los patrones observados (Legendre y Legendre 1998). Diferentes trabajos han utilizado los
analisis de regresion en genética de poblaciones para evaluar hipétesis acerca de la estructura
espacial, temporal y ambiental sobre la diferenciacion genética (Diniz-Filho 2000; Telles y
Diniz-Filho 2005). Como las variables explicativas no son independientes entre si, este
procedimiento puede ayudar a identificar la influencia de cada componente y la interaccion de
estos sobre la variable dependiente, clarificando la influencia de las variables consideradas en

el modelo (Anderson y Gribble 1998). Sin embargo, este método no necesariamente identifica



los factores causales, soélo facilita la formulacion de hipotesis acerca de los procesos que
pueden haber generado los patrones observados (Legendre y Legendre 1998). Para estos
analisis se utilizaron los programas Statistica 6.0 (StatSoft Inc. 2001) y SAM 3.0 (Rangel et al.
2006).
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Resultados

Andlisis de las secuencias, diferenciacion y estructura genética

A partir de los 216 especimenes secuenciados, se obtuvo un total de 863 sitios
nucleotidicos, 27 sitios fueron polimdérficos y cinco presentaron indels (insercion-delecion). Se
recuperaron 25 haplotipos, al incluir los sitios con indels. Los valores de diversidad haplotipica
y diversidad nucleotidica por sitio fueron 0,8390 y 0,00567, respectivamente. Las secuencias
fueron depositadas en GenBank, con nimeros de acceso AY663485-AY663519; FJ643165-
FJ643276 y FJ790426- FJ790434.

La diferenciacion genética entre los sitios fue alta y significativa (Fs; global = 0,693; P =
0,001), con un amplio rango de variacion entre las poblaciones (Tabla 2). La Prueba de Mantel
evidencié un patrén significativo de aislamiento por distancia (r = 0,735, P = 0,001) (Figura 3).
Al agrupar las poblaciones de acuerdo a su ubicacion geografica en cuencas y subcuencas, el
AMOVA mostr6 que éstas explicaron un 10% y 33% de la diferenciacion genética,
respectivamente (Tabla 3). Una de las localidades mas diferenciadas es Carcote, que se ubica
en una cuenca diferente del resto de las localidades y a 79 km de la localidad mas cercana.
Dentro de la subcuenca Rio Loa Alto las localidades de Tocorpuri y Loa presentaron valores
no significativos de diferenciacion genética, lo que podria deberse al bajo tamafio muestral de
ambas localidades; lo mismo ocurrié para la localidad de Rio Grande de la subcuenca Rio San
Pedro (Tabla 2). La frecuencia haplotipica de cada localidad y su relaciéon con las subcuencas

se puede observar en la Figura 4.

Relaciones de la genética, el paisaje y el ambiente
Seleccion de variables ambientales

El PCA mostré que la proporcidon de varianza explicada por los dos primeros
componentes fue de un 84,3% (Tabla 4). Las variables relacionadas con la temperatura

presentaron un peso mayor en el primer componente, mientras que las variables relacionadas

con la precipitacion, presentaron un peso mayor en el segundo componente. Se escogi6 la
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temperatura media anual por ser una de las variables con mayor peso y que podria ser mas
representativa de la condicion climatica del habitat de R. spinulosa en comparacion a las
variables temperatura minima del mes mas frio y temperatura media de los meses mas frios,
que presentaron igual carga, ya que este anfibio a bajas temperaturas se refugia y, por lo
tanto, no se dispersa. También, se escogid la precipitacion anual que mostré la mayor carga

en el segundo componente.

=
- o ) o0
o
T © o O 000 © “
o & o
o o ©
o
= - o P o, 78 P ©
= o
fa) o]
o &
o
fote)
o
o O
m o ° @
LL L]
= o o
o 0o, % o
o o0 o 5
L & s} o o
. °%g i
= % P 90 @og o
o™ o
oo “
o 0
o OB%% &
_ =) o
= OO oD
[ [ [ [ [ [
] a0 100 150 200 250

Distancia (km)

Figura 3. Gréafico de dispersion de la Prueba de Mantel entre la distancia geografica (km) que
separa cada localidad y la diferenciacion genética de Rhinella spinulosa (Fg), r = 0,735,
P =0,001.
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Tabla 2. Diferenciacién genética (F¢) entre las localidades de muestreo de Rhinella spinulosa utilizando como marcador genético mtDNA. En
negrita estan los valores estadisticamente significativos de F¢ (P = 0,05). Sobre la diagonal se muestra la distancia en linea recta (km) entre

las localidades. Las cuencas se muestran en gris y las subcuencas con lineas punteadas.

Tilomonte 0,984 0,981 0,975 0,925 0,966 0,968 0,938 0,956 0,967 0,957 0,959 :0,515 0,982 0,988 0,305 *
I

"FSM: Cuenca Fronterizas Salar Michincha-Rio Loa.
2 S0: Subcuenca Salar de Ollagiie.

Cuencas FSM' Rio Loa Salar de Atacama
Subcuencas  SO? Rio Loa Alto Rio San Pedro Salar de Atacama
El V. Rio Q.
Localidades Carcote Loa Caspana Tatio Chita Tocorpuri Putana Machuca Grande Katarpe Vilama Jere Tumbre Camar Peine Tilomonte
Carcote 1 * 1 79 17 121 126 136 141 148 153 171 175 212 231 237 266 277
Loa ""1"'5"*""'66'"'7'5'"69'"'?35""%?"; 91 89 106 110 150 173 174 199 209
Caspana 0,914 0,044 * 20 10 24 27 , 33 37 55 58 96 117 120 149 160
El Tatio 0,684 10,189 0,195 * 18 18 21 . 29 42 57 60 93 111 118 148 160
Chita 0,848 E 0,016 0,003 0,213 * 15 18 E 23 28 46 49 87 107 111 140 151
Tocorpuri 0,92 '0,189 0,028 0,057 0,02 * 4 ' 1 26 40 43 76 95 101 131 142
V. Putana 0,724 ;0,082 0,061 0,132 0,094 0 * 1 8 24 37 40 72 91 97 127 139
Machuca 0,817 017 0242 0307 0231 0 0081 « * = 18" 29 32 1 65 84 89 119 131
Rio Grande 0,871 0,012 0 0,183 0,031 0 0 E 0,043 * 18 22 E 62 85 86 113 124
Katarpe 0,822 0,301 0,168 0,186 0,197 0 0,001 | 0,24 0,094 * 4 1 44 68 68 95 106
Vilama 0,829 0,255 0,116 0,169 0,151 0 0 0216 0051 0 " * 740 "4 64 o1 102 ]
Q. Jere 039 0,293 0372 04 038 0,195 0,35 0,368 0,33 0374 03621 * 25 25 55 68
Tumbre 1 1 0,657 0,211 0,533 0496 0,203 0,587 0,552 0,155 0,197 E 0,296 * 19 48 61 E
Camar 1 1 0,765 0,339 0,657 0,758 0,349 = 0,702 0,702 0,289 0,343 | 0,41 0 * 32 45
Peine 0,821 0,785 083 0,808 0,83 0,744 0,8 0,815 0,804 0,828 0,822 ,0385 0,796 0,859 * 13,
|
|
|
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Figura 4. Variacion geografica de la frecuencia haplotipica de 16 poblaciones donde habita
Rhinella spinulosa, utilizando como marcador la region control del DNA mitocondrial. El

tamano de los circulos es proporcional al tamafo de la muestra.
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Tabla 3. Resultado del analisis de varianza molecular (AMOVA) con 10.000 permutaciones,
dividiendo las poblaciones donde habita Rhinella spinulosa en cuencas y subcuencas. Los

valores estadisticamente significativos estan indicados con un asterisco.

N° de indice de Porcentaje de

Fuente de variacion grupos fijacion variacion P

A nivel de cuencas 3
Entre grupos Fsc=0,673 10,2 0,001*
Entre poblaciones dentro de grupos Fst=0,706 60,44 0,001*
Dentro de poblaciones Fct=0,101 29,36 0,2295

A nivel de subcuencas 4
Entre grupos Fsc =0,578 33,05 0,001*
Entre poblaciones dentro de grupos Fst=0,717 38,71 0,001*
Dentro de poblaciones Fct=0,330 28,25 0,035*

Tabla 4. Resultado del analisis de componentes principales de 15 variables bioclimaticas
asociadas a 16 localidades. Se muestran las cargas de cada variable en los primeros dos

componentes y la proporcion de varianza explicada por cada componente.

Variables Comp. Gomp.
1 2

Temperatura media anual 0,32
Rango de temperatura media diurna -0,316
Temperatura maxima del mes mas calido 0,319
Temperatura minima del mes mas frio 0,32
Temperatura media de los tres meses mas humedos 0,319
Temperatura media de los tres meses mas secos 0,315
Temperatura media de los tres meses mas calidos 0,319
Temperatura media de los tres meses mas frios 0,32
Precipitacion anual 0,547
Precipitacion del mes mas humedo 0,475
Estacionalidad de precipitaciones (coeficiente de variacion) -0,16  -0,187
Precipitacion de los tres meses mas humedos -0,199 0,433
Precipitacion de los tres meses mas secos 0,2 0,116
Precipitacion de los tres meses mas calidos -0,19 0,446
Precipitacion de los tres meses mas frios 0,2 0,116
Proporcién de la varianza 0,6264 0,2166
Proporcién de la varianza acumulada 0,6264 0,843
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Seleccion del mejor modelo

Basados en los valores de AIC (Tabla 5), las variables altitud y temperatura media
anual fueron seleccionadas en todos los modelos candidatos para cada tipo de ruta. La

precipitacion anual no fue seleccionada en ninguno de los modelos.

El mejor modelo que explico la diferenciacion genética (r* = 63%) fue el que incluyé a
la distancia en linea recta mas las variables altitud y temperatura (DAICc = 1,682; AlCc w; =
0,111), y explicé un 9% mas que el modelo en linea recta (modelo nulo). El modelo de la
ruta de menor pendiente mas la altitud y la temperatura podria considerarse equivalente al
anterior, sin embargo, tiene menor probabilidad de ser el mejor modelo (DAICc = 2,879;
AICc w; = 0,061). La ruta a través de humedales fue la que tuvo el mayor valor de AIC y

explico la menor cantidad de variacion genética (DAICc = 42,275; 0,464).

Tabla 5. Resultado del procedimiento de seleccién del mejor modelo, utilizando el criterio de
informacion de Akaike (AICc), para explicar la diferenciacion genética entre las localidades
donde habita Rhinella spinulosa. Se muestran el mejor modelo para cada ruta y cada una de
las rutas sin las variables ambientales. Las rutas simulan el movimiento entre localidades.
DAICc es la diferencia entre el valor de AICc del modelo y el valor minimo de AlCc
encontrado entre todos los modelos, AlCc w; es la probabilidad de ser el modelo verdadero,

r? es la cantidad de diferenciacion genética explicada por cada modelo.

Rutas Variables AlCc DAICc AlCcw; r2 P
Euclidiana Temperatura; Altitud  -18,595 1,682 0,111 0,631 0,001
Euclidiana 3,461 23,738 <,001 0,540 0,001
Pendiente menor Temperatura; Altitud  -17,398 2,879 0,061 0,627 0,001
Pendiente menor 7,499 27,776 <,001 0,525 0,001

A través de humedales Temperatura; Altitud -9,528 10,749 0,001 0,602 0,001

A través de humedales 21,998 42,275 <,001 0,464 0,001
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A modo de evaluar si la localidad de Carcote estaria influenciando los resultados
obtenidos, ya que mostré un alto valor de diferenciacidén genética; y la mayor distancia entre
las localidades (i.e. la localidad mas cercana esta a 79 km), se realizé un segundo analisis
sin utilizar esta localidad. Los resultados fueron similares al analisis previo, que incluyo
todas las localidades, ya que el mejor modelo seleccioné a las mismas variables (altitud,
temperatura y distancia) y la explicacion fue similar (r* = 67.7%, P <.001). Por lo tanto,
Carcote no estaria influyendo en la seleccion de las variables que explicaron la

diferenciacion genética al incluir todas las localidades.

Particion de la variacion del mejor modelo

Segun el criterio de AIC las variables independientes temperatura, altitud y distancia
en linea recta correspondieron al mejor modelo. Se determiné el aporte de cada variable
modelando la variable dependiente (Fs) contra las variables independientes en un modelo
de regresion lineal. EL r? es interpretado como la fraccién de la varianza total explicada por

el modelo estadistico (Tabla 6).

La altitud, la temperatura y la distancia por si solas tuvieron valores de 8%, 9% y
35%, respectivamente (Figura 5). La mayor proporcién de la diferenciacion fue explicada por
la combinacién de la distancia y la temperatura (58%). El valor negativo de la sobreposicion
entre la temperatura y la altitud, se debe probablemente a que tienen efectos opuestos
sobre la diferenciacion genética. Es importante sefialar que a pesar de que la altitud fue una
de las variables escogidas, los analisis de regresion mostraron valores no significativos
sobre la diferenciacion genética (P = 0,75297), ademas de su bajo valor, lo cual sugiere que
podria no ser una buena variable predictiva a esta escala de trabajo. Por otra parte, la
distancia y la temperatura si mostraron valores significativos (P = 0,001). La sobreposicion

de las tres variables del modelo tuvieron un valor bajo y negativo (g = -4%).
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Tabla 6. Explicacion de los calculos de los componentes parciales basado en Lobo et al. 2002 para un conjunto de tres variables
independientes. Las variables independientes analizadas aqui: diferencia de temperatura media anual (T), diferencia de altitud (A) y distancia
en linea recta o euclidiana (D), corresponden al mejor modelo que explicé la diferenciacion genética entre las poblaciones de Rhinella
spinulosa en el altiplano de la Region de Antofagasta, segun los criterios de AIC. La variable dependiente fue F (F). En cada paso la variable
dependiente es modelada contra las variables independientes en un modelo de regresion lineal, siendo r? interpretado como la fraccién de la
varianza total explicada por el modelo estadistico. Algunos de los pasos involucran obtener los residuos de todas las variables independientes,

via regresion de unas contra otras y conseguir de este modo, el modelo residual que sera usado en el paso siguiente.

Pasos Variable respuesta Variables predictivas Fraccion Residuo Interpretacion de r*
1 F AT,D at+tb+c+d+e+f+g Varianza total explicada
2 F A atd+e+g Explicada por ALTITUD
3 F T b+d+f+g Explicada por TEMPERATURA
4 F D c+te+f+g Explicada por DISTANCIA
5 F AT
6 F A,D
7 F T,D
8 A T,D A(T,D)
9 F A(T,D) a Explicada solo por A
10 D AT D(A,T)
11 F D(A,T) b Explicada solo por D
12 T A, D T(A,D)
13 F T(A,D) c Explicada solo por T
14 d+e+g=(R%:ep2)- (R%tepo)
15 d + f + g = (RZStep 3)‘ (RZStep 13)
16 e+ f + g = (RZStep4)‘ (RZStep 11)
17 d= (RZStep 5) - (RZStep 16)'[(R28tep 9) + (RZStep 13)] EXplicada por A Yy T
18 e= (RZStep 6) - (RZStep 15)'[(R28tep 9) + (RZStep 11)] EXplicada por A Yy D
19 f= (sttep 7) - (RZStep 14)'[(R28tep 11) + (Rastep 13)] Explicada por Ty D
20 9 = (R%step 14) = (Rstep 17) - (R%step 18) Explicada por A, Ty D
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Figura 5. Diagrama de Venn que muestra la variacién de F (variable dependiente) en funcion
de tres variables explicativas: diferencia de temperatura, diferencia de altitud y distancia en
linea recta o euclidiana. El modelo explicé un 63% de la variacion total. Los efectos puros de la
variacion de la diferencia de altitud, distancia en linea recta y diferencia de temperatura se
muestran en los valores a, b y ¢, respectivamente. El efecto de las variables combinadas se
muestra en los valores e, d y f. La variacion combinada de las tres variables se muestra en el
valor de g. La descomposicion de la variacion fue realizada mediante regresiones parciales,

utilizando modelos lineales y considerando el porcentaje de variacion explicada.
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Analisis a nivel de subcuencas

ElI AMOVA mostré que la mayor varianza genética se encontré entre las subcuencas.
Por lo tanto, se analizé dentro de cada una de éstas las rutas y variables que mejor podian
explicar la diferenciacién genética, sin considerar el resto de las localidades. Contrario a lo que
se obtuvo al analizar todas las poblaciones, dentro de las subcuencas se encontré que la
distancia euclidiana no fue una variable escogida dentro del mejor modelo explicativo. La
localidad de Carcote quedé fuera de estos analisis debido a que se ubica en una subcuenca

diferente del resto de las localidades.

Dentro de las subcuencas Rio Loa Alto y Rio San Pedro los valores de diferenciacion
genética (Fs) fueron mucho mas bajos que el global, 0,132 (P = 0,0003) y 0,120 (P = 0,0145)

respectivamente, en cambio en la subcuenca del Salar de Atacama fue 0,671 (P = 0,0001).

El criterio de Akaike mostré que el mejor modelo en la subcuenca Rio Loa Alto fue la
variable temperatura, la altitud fue equivalente pero tiene una menor probabilidad de ser el
mejor modelo. La regresion lineal entre la temperatura y la diferenciacion genética no fue
significativa. En la subcuenca Rio San Pedro, los mejores modelos fueron la temperatura y la
altitud, pero la altitud tuvo una mayor probabilidad de ser el mejor modelo y explicd mas de un
80% de la diferenciacion genética, siendo significativo el analisis de regresién. En la subcuenca
Salar de Atacama, el mejor modelo fue la ruta de menor pendiente, seguido por las rutas a
través de los humedales y euclidiana, todas estas rutas fueron equivalentes y ninguna mostré
valores significativos con la diferenciacion genética al realizar los modelos de regresion (Tabla
7). Un resumen con los principales resultados obtenidos en este estudio se muestra en la tabla
8.

20



Tabla 7. Resultado de la seleccién del mejor modelo segun AIC y del modelo de regresion lineal

dentro de las subcuencas, en la Region de Antofagasta.

Subcuencas .
Variables AlCc Delta AICc  AlCc wi r r2 P
Rio Loa Alto
Temperatura -31,372 0 0,194 0,478 0,229 0,072
Altitud -29,952 1,42 0,096 0,39 0,152 0,151
Pendiente -28,791 2,581 0,053 0,289 0,084 0,296
Rio San Pedro
Temperatura -4,9 0 0,531 0,917 0,84 0,01
Altitud -4,655 0,245 0,775 0,913 0,834 0,01
Pendiente -2,507 2,393 0,558 0,873 0,762 0,023
Salar de Atacama
Pendiente 11,598 0 0,276 0,565 0,319 0,089
A través de humedales 11,781 0,183 0,252 0,554 0,307 0,097
Euclidiana 11,839 0,241 0,244 0,55 0,303 0,099
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Tabla 8. Resumen de los resultados obtenidos en relacion a los objetivos del estudio.

Objetivos del estudio

Principales resultados

a) Estimar la diferenciacion
genética entre las poblaciones y su
asociacion las

con cuencas

hidrogréficas.

b) Determinar si las variables
ambientales y del paisaje permiten
modo la

explicar de mejor

diferenciacion genética, en
comparacion a un modelo de

aislamiento por distancia.

El valor de diferenciacion genética entre todas las
poblaciones fue muy alto (Fg = 0,692). EI AMOVA
mostré que las subcuencas explicaron mas variacion
que las cuencas (33% y 10%, respectivamente). En
dos de las tres subcuencas los valores de F¢ fueron
moderados (Fs = 0,132 y 0,120).

Al analizar todas las poblaciones, se observa un
patrén claro y significativo de aislamiento por
distancia, el que sumado a la temperatura y la
altitud, generé un modelo que explico un 63% de la
diferenciacion genética. A nivel de subcuencas la
distancia euclidiana no fue escogida como parte del
modelo explicativo. En la cuenca Rio Loa Alto la
variable escogida fue la temperatura. En la
subcuenca Rio San Pedro fue la altitud. En la
subcuenca del Salar de Atacama no fue posible
determinar cual variable seria el mejor modelo

explicativo de la diferenciacion genética.
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Discusién

Se ha observado que la distancia geografica puede ser un factor de menor importancia
en mantener la estructura genética, en relacion a otras caracteristicas del ambiente que puedan
limitar la dispersion, tales como los gradientes climaticos y cambios en la topografia (Kozak et
al. 2008). Los resultados de este estudio muestran que en las poblaciones de R. spinulosa
estudiadas la diferenciacion genética esta fuertemente influenciada por un patrén de aislamiento
por distancia, lo que sugiere una limitaciéon en la dispersion entre poblaciones debido a este
factor. Adicionalmente, se observod que la temperatura corresponderia a un factor importante en
la diferenciacion poblacional, existiendo entre la temperatura y la distancia una interaccion

fuerte que no permitié dilucidar el aporte de cada una sobre la diferenciacion genética.

Es interesante que las subcuencas explicaron un porcentaje mayor de la varianza
genética de las poblaciones de R. spinulosa que las cuencas, y que la diferenciacién dentro de
cada subcuenca fue explicada por diferentes variables. Esto sugiere una fuerte asociacién entre

la estructura geografica local y la estructura genética.

En la subcuenca Rio Loa Alto el mejor modelo segun AIC fue la diferencia de
temperatura, explicando un 22% de la diferenciacion genética, aunque no fue significativa la
regresion lineal. Esta variable es un factor que determina la movilidad y adquisicién de energia
en los anfibios (Bennet 1990). Al ser organismos ectotermos, todos los aspectos de la historia
de vida se ven influenciados por el medio externo (Ultsch et al. 1999). El estudio mostré que los
individuos de EI Tatio se diferenciaron significativamente de las otras localidades de la
subcuenca y a su vez esta localidad fue la que presenté la menor temperatura ambiental. En
esta localidad, el habitat tanto de larvas, juveniles y adultos de R. spinulosa se restringe a
aguas termales (25 °C durante todo el afio). Todas estas caracteristicas podrian favorecer la
permanencia de los individuos en el lugar y evitar la dispersion a localidades contiguas, lo que
implicaria una diferenciaciéon genética mayor. Méndez y Correa-Solis (2009) y encontraron que
en esta especie la edad y tamano a la metamorfosis y la tasa de crecimiento son afectadas por
la temperatura, reportando adaptacion local a la temperatura para esta poblacién, por lo que

esta variable podria influenciar la diferenciacion genética a nivel local.

En la subcuenca Rio San Pedro el mejor modelo fue la diferencia de altitud;
encontrandose una relacion lineal significativa que explic6 mas del 80% de la diferenciacién

genética. Se observo que la menor diferenciacion estuvo entre los individuos de las poblaciones
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ubicadas a altitudes relativamente similares. Machuca es la localidad que se encuentra a mayor
altitud dentro de esta subcuenca y es la mas diferenciada genéticamente. La diferencia de
altitud entre esta localidad y el resto de las localidades ubicadas en esta subcuenca (Rio
Grande, Katarpe y Vilama) es de mas de 900 m y la diferencia de altitud entre éstas es de
menos de 500 m (Tabla 1). Funk et al. (2005) y Spear et al. (2005) también encontraron que
esta caracteristica del paisaje estaba relacionada con la diferenciacién genética en anfibios,
presumiblemente debido a una menor movilidad de los individuos a medida que aumenta la
pendiente. Esta caracteristica estaria actuando como barrera a la dispersion de R. spinulosa lo
que podria traducirse en menor flujo génico y una mayor diferenciacion genética asociada a la

diferencia de altitud.

En la subcuenca Salar de Atacama el mejor modelo fue la ruta de menor pendiente, sin
embargo, esta ruta fue equivalente a las otras dos y la regresion lineal no fue significativa para
ninguna. Con este resultado, no fue posible atribuir a ninguna de rutas los altos valores de
diferenciacion dentro de esta subcuenca. Es probable que la disposicion espacial de las
localidades dentro de esta subcuenca permita la existencia de altos valores de diferenciacion,
ya que podria implicar una menor probabilidad de contacto entre ellas (ver Figura 2). Correa et
al. (en prensa) en un estudio filogeografico utilizando la regiéon D-Loop, postulan que las
poblaciones de Peine, Tilomonte y Q. Jere, serian relictas, y que habrian quedado aisladas,
luego de sufrir una retraccion en su distribucion. Esto podria explicar los altos niveles de
diferenciacion observados incluso entre poblaciones relativamente cercanas como Peine y

Tilomonte.

Aunque se ha argumentado que los patrones de flujo génico contemporaneos a escala
de paisaje, pueden no ser obtenidos al utilizar marcadores mitocondriales (Hull et al. 2008), en
este estudio fue posible obtener informacion acerca de los factores que potencialmente estarian
actuando sobre la diferenciacion genética de R. spinulosa a diferentes escalas espaciales. La
variable distancia euclidiana entre localidades estaria otorgando informacién acerca de la
diferenciacion genética a una escala espacial mayor, la diferencia en altitud a una escala

espacial menor y la diferencia en temperatura a ambas escalas.

Una limitante de este trabajo corresponde al uso de un solo tipo de marcador. Esto
debido a que, si bien la informacion genética nos permite conocer como los organismos
responden al paisaje, estos procesos espaciales pueden no tener una “sefial genética” unica,
siendo entonces las conclusiones de este estudio dependientes del marcador utilizado (Latta

2006). Por lo anterior, complementar los resultados de este trabajo utilizando otro tipo de
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marcador genético que informe a una escala temporal mas préxima como AFLPs o
microsatélites, permitira entender de mejor manera el fenédmeno de la variacion genética de esta

especie en una dimensién temporal reciente.

Este tipo de estudio que incorpora las variables del paisaje y del ambiente en los analisis
de la estructura genética de las poblaciones, sera cada vez mas importante para entender los
procesos espaciales y temporales que determinan la estructura genética en diferentes especies
(Kozak et al. 2008). La integracién estos datos ademas del manejo de otras técnicas que
evaluen estas correlaciones, por ejemplo, la utilizacion de modelos no lineales (Balkenhol et al.
2009) podra mostrar una nueva aproximacion de las causas ecolégicas sobre los patrones

evolutivos.
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