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Resumen

La biodiversidad es un término amplio y unificador que incluye a la diversidad genética.
Actualmente este componente ha adquirido mayor relevancia porque se considera un recurso
importante para que las poblaciones enfrenten los cambios ambientales (potencial evolutivo).
Rhinella spinulosa es un anfibio que presenta una amplia distribucién geogréfica, desde el
Altiplano hasta la Patagonia asociada principalmente a ambientes andinos. Es una especie
clasificada como “preocupacion menor” (IUCN), sin embargo hasta este trabajo no se habia
evaluado la singularidad evolutiva y genética de las subunidades biogeograficas, los procesos
evolutivos que mantienen la diversidad genética, ni el grado de amenaza sobre estos procesos.
Se evalud la diversidad genética y las relaciones evolutivas de esta especie en Chile, utilizando
un marcador genético (region Control, mtDNA); y el efecto que podria haber tenido el cambio
climatico desde el dltimo maximo glacial (UMG) hasta el presente, mediante andlisis de
modelamiento de nicho. Finalmente se evalu6é el grado en que las areas protegidas del
SNASPE se hacen cargo de la proteccién de la diversidad genética y los procesos evolutivos
subyacentes.

Se encontraron cuatro linajes altamente diferenciados y segregados latitudinalmente, el primero
corresponderia a las poblaciones que se encuentran entre Umaqui (69°23’0; 17°44’S) y el Salar
de Alconcha (68°29'0; 21°35’'S). El segundo grupo incluiria a todas las poblaciones entre
Carcote (68°19°0; 21°16’S) y Tilomonte (68°06°O; 23°47’S). El tercer grupo incluye a todas las
poblaciones entre Portillo (70°10°0; 32°52’S) y El Flaco (70°27°0; 34°57’S), y el cuarto grupo a
las poblaciones al sur de Lircay (70°59’0; 35°34’S). Los modelos de distribucién sugieren leves
cambios en la distribucién de R.spinulosa desde el UMG al presente, los que habrian ocurrido
en los extremos, norte y sur, de la distribucién chilena de este anfibio. En términos generales la
diversidad genealdgica de esta especie se encontr6 escasamente representada dentro de las
areas protegidas del SNASPE, especialmente los linajes dos y tres. Los analisis de diversidad
complementaria muestran que la proteccion de algunas poblaciones como Farellones y
Quebrada de Jere, permitiria aumentar significativamente el grado de proteccion de esta

especie.
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PATRONES DE DIVERSIDAD GENEALOGICA EN EL ANURO
RHINELLA SPINULOSA; CONSERVACION INTRAESPECIFICA DE SUS
LINAJES Y POSIBLES REFUGIOS PLEISTOCENICOS.

Introduccién

La biodiversidad es un término amplio que abarca la variacién natural en todas sus formas,
niveles y combinaciones (Gaston & Spicer 2004; Gaston 2010), incluyendo la diversidad
genética; la que junto con las diversidad de especies y ecosistemas corresponden a los tres
niveles biol6gicos, reconocidos por la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN) para los cuales deben enfocarse los esfuerzos de conservacién (McNeely et
al. 1990).

Gran parte de los proyectos de conservacion orientan sus esfuerzos en maximizar la riqueza
taxondmica y el endemismo a nivel de especie (Purvis & Hector 2000). Por ejemplo los
“Hotspots de Biodiversidad” (http://www.biodiversityhotspots.org) categorizan estas areas
considerando ambos aspectos, junto al grado de amenaza (McNeely et al. 1990; Reid 1998). En
el dltimo tiempo el componente genético ha adquirido mayor relevancia, fundamentalmente
porque se sabe que realizar acciones de conservacién solamente a nivel de especie no
garantiza la proteccion de la diversidad intraespecifica, que es el principal recurso que tienen
las poblaciones para enfrentar los cambios ambientales, es decir el potencial evolutivo de éstas
(Barker 2002).

En Chile, el componente intraespecifico se considera en la Estrategia Nacional de Biodiversidad
pero no existen proyectos de conservacion que consideren este aspecto de manera explicita y
una de las principales razones seria la falta de informacion disponible para muchas de las
especies chilenas (ejemplos en: Marin et al. 2008; Correa et al. 2010; Vianna et al. 2011; Nufiez
et al. 2011; Fuentes-Hurtado et al. 2011).

La forma en que la diversidad biol6gica se asocia en el espacio se encontraria determinada por
multiples causas, entre las principales se consideran las glaciaciones pleistocénicas junto a los
factores tectdnicos y el vulcanismo. La oscilacion climéatica severa, producida durante los ciclos

glaciares, habria producido cambios en la distribucion de las especies, algunas se habrian



extinguido en parte de su distribucion, otras se habrian dispersado a nuevos territorios y otras
habrian sobrevivido en refugios desde los cuales posteriormente se habrian expandido (Hewitt
2000). En cualquier caso estos cambios en la distribuciébn habrian tenido consecuencias
directas sobre la biodiversidad, incluyendo cambios en la variacién y estructura genética de

muchas especies.

La literatura sugiere que durante las glaciaciones los rangos geograficos de muchas especies
se restringieron a uno o pocos refugios al sur, los cuales conformarian valiosos reductos para la
sobrevivencia de especies en el largo plazo (Taberlet & Cheddadi 2002). Posterior a cada
evento glacial, las poblaciones se expandieron por largas rutas avanzando desde las areas
refugio hacia latitudes y altitudes menores (Hewitt 2000; Taberlet & Cheddadi 2002). En estas
expansiones, los dispersores rapidos habrian establecido colonias de avanzada respecto a las
poblaciones refugiales y, en consecuencia, en las nuevas poblaciones predominarian los
genomas de los dispersores rapidos sobre los migrantes tardios (Hewitt 1996, 2000). Los
repetitivos eventos migratorios producirian una disminucion de la variacién genética a menor
altitud, luego de una serie de cuellos de botella sobre los genomas colonizadores (Hewitt 1996,
2000; Bernatchez & Wilson 1998; ejemplos en Davis & Shaw 2001).

Otros procesos evolutivos también podrian explicar los patrones de diversidad genética
actuales (Hewitt & Ibrahim 2001; Canestrelli et al. 2010). Por ejemplo, que las poblaciones
hayan sobrevivido en mudltiples refugios dentro de una matriz inhdspita, en este caso se
esperaria que el patron filogeografico actual se correspondiera con una mezcla de linajes
provenientes de distintas poblaciones que sobrevivieron aisladas entre si (Petit et al. 2003;
Canestrelli et al. 2010; Shafer et al. 2011). A diferencia del modelo de expansion latitudinal, en
este caso, se esperaria una mayor diversidad genética en aquellas areas colonizadas posterior

a la glaciacién que en aquellas areas que sirvieron de refugio.

Durante el Ultimo Maximo Glacial, alrededor de 20.000 afios atras, las masas de hielo habrian
cubierto totalmente el territorio continental de Chile hasta el nivel del mar, al sur de los 43° S
(Hollin & Schilling 1981; Villagran 1991; Armesto et al. 1994). Al norte, los glaciares ocuparon la
Cordillera de los Andes hasta la latitud aproximada de Santiago (34° S) donde descendieron
hasta los 500 m.s.n.m (Solbrig 1976; Victoriano et al. 2008) y en la Regioén de los Lagos, hasta
los pies de la cordillera de la Costa (Villagran 1991, 2001; Armesto et al. 1994). Victoriano et al.

(2008) encontré que los reptiles Liolaemus lemniscatus y L. tenuis habrian seguido un patrén de



evolucion asociado a ciclos de glaciaciones recientes y a los cambios floristicos asociados a
estos eventos glaciares. Las poblaciones de L. tenuis en su rango mas austral presentaron una
menor diversidad nucleotidica y haplotipica al sur de los 38°, este patron filogeografico se
encontraria asociado a la expansion reciente de la distribucion de esta especie posterior a la
retirada de los hielos glaciares. Sérsic et al. (2011), encontré en la Patagonia Chilena-Argentina
patrones filogeograficos congruentes entre plantas y vertebrados terrestres que sugieren la
presencia de al menos seis areas estables donde las especies habrian sobrevivido durante el
Ultimo Méaximo Glacial. En Chile habrian existido tres de estas areas estables, las cuales se
encontrarian en la costa alrededor de los 36° y 41° de latitud sur, y en el norte de la Isla Grande

de Chiloé, el resto de las areas estables se habrian encontrado en Argentina.

Actualmente la informacion sobre refugios pleistocénicos en la cordillera de Los Andes es
escasa y en general se encuentra asociada a vegetacion de bosques. Se han postulado
potenciales refugios glaciares andinos para los bosques de Nothofagus alpina (=N. nervosa) y
N.obligua (Marchelli & Gallo 2006; Azpilicueta et al. 2009), mientras que para Eucryphia
cordifolia, Segovia et al. (2012) sefialan que no seria posible descartar que algunas
poblaciones hayan sobrevivido en refugios andinos durante la Gltima glaciaciéon. En vertebrados,
recientemente se ha encontrado evidencia de multiples refugios, durante el Ultimo Maximo
Glacial, asociados a bosques andinos para el reptil Liolaemus pictus (Vera-Escalona et al.
2012).

Los anfibios son buenos modelos biologicos para evaluar patrones de diversidad y
estructuracion genética (Ej: Estoup et al. 2001; Monsen & Blouin 2003; Shaffer et al. 2004;
Correa et al. 2010) debido a que presentan vagilidad limitada y en muchos casos alta filopatria
(Beebee 1996, 2005). Como consecuencia, las poblaciones tenderian a presentar una
estructuracion genética alta en distancias geogréficas relativamente cortas (Zeisset & Beebee
2008), reteniendo sefiales de eventos histdricos que habrian generado la distribucion actual de

las especies (Zeisset & Beebee 2008).

Rhinella spinulosa (Anura: Bufonidae) es un anfibio que presenta una amplia distribucion
geografica, desde el Altiplano de Chile, Argentina, Bolivia y Per( hasta la Patagonia argentina
(R. s. papillosus) (Angulo et al. 2010), principalmente asociada a ambientes andinos hasta los
5100 m.



Mediante marcadores moleculares (RAPD y mtDNA D-loop) se ha logrado establecer que en
Chile esta especie contaria con al menos tres linajes. El primero incluiria las poblaciones
comprendidas entre el limite norte de Chile hasta el Salar Alconcha (21° 03’ 39” S; 68° 29’ 18”
0), el segundo las poblaciones ubicadas entre el Salar de Carcote (21° 16’ 46” S; 68° 19’ 21" O)
hasta la localidad de Tilomonte (23°47°'42” S; 68°06°34” O) y el tercer linaje corresponderia a las
poblaciones que se distribuyen en la cordillera y pre-cordillera de Chile Central (Méndez et al.
2004; Correa et al. 2010). Ademas la evidencia molecular sugiere que las poblaciones de Peine,
Tilomonte y Quebrada Jere corresponderian a zonas de contacto secundario entre dos
subclados del linaje que incluye a las poblaciones de la Region de Antofagasta (Correa et al.
2010; Gallardo et al. 2011). Para las poblaciones que habitan en esta regién tanto la
temperatura como la altitud podrian actuar como barreras geogréficas para poblaciones dentro
de subcuencas, sin embargo a una escala geogréafica mayor las diferencias genéticas se
encontrarian mejor explicadas por un modelo de aislamiento por distancia, ya que los patrones
asociados a las caracteristicas del paisaje se diluirian en un contexto biogeografico o

filogenético (Gallardo et al. 2011).

La lista roja de la UICN clasifica a esta especie en la categoria de “preocupacion menor”
(Angulo et al. 2010). Sin embargo, en la actualidad no se ha evaluado la singularidad evolutiva y
genética de las subunidades geograficas, junto con el rol que podrian jugar tales poblaciones en
los procesos evolutivos que promueven la mantencion de la diversidad genética, ni el grado de

amenaza sobre estos procesos.

El presente proyecto permiti6 evaluar los patrones de diversidad filogenética a nivel
intraespecifico (o diversidad genealdgica) a lo largo de la distribucion chilena de R. spinulosa y
su correspondencia con el cambio climatico experimentado desde el Gltimo maximo glacial
hasta el presente. Ademas se evalué la proteccion de las variantes genéticas por el Sistema
Nacional de Areas Protegidas (SNASPE).



Objetivos

Objetivo general: Caracterizar la historia evolutiva de Rhinella spinulosa y determinar su

representatividad dentro de las areas silvestres protegidas.

Objetivo especifico 1: Reconstruir la genealogia de R. spinulosa utilizando marcadores

mitocondriales (MtDNA) para las poblaciones distribuidas en Chile.

Objetivo especifico 2: Estimar la variacion genética y la estructura genética espacial en las
poblaciones de R. spinulosa distribuidas en Chile; y analizar el comportamiento demogréfico de

éstas.

Objetivo especifico 3: Determinar areas de distribucion potencial para el anfibio R. spinulosa en
el presente, durante el ultimo maximo glacial y las areas mas estables en el tiempo mediante

modelos de distribucion potencial.

Objetivo especifico 4: Evaluar la representatividad de la diversidad genealdgica dentro de las
areas protegidas (SNASPE) y determinar aquellas localidades que aportarian mayor diversidad

genealdgica complementaria a la actualmente resguardada.



Materiales y Métodos

La metodologia del presente proyecto se divide en dos secciones. La primera se relaciona con
los analisis moleculares (ADN), para los cuales se utilizaron 454 individuos pertenecientes a 57
localidades de la distribucion chilena de R. spinulosa (Tabla 1; Figura 1). La totalidad de estos
individuos estaban depositados en la Coleccion Herpetolégica de la Universidad de Chile
(DBGUCH) que se mantiene en el Laboratorio de Genética y Evolucion del Departamento de
Ciencias Ecolégicas, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile (GEVOL). La segunda parte
correspondié al modelamiento de la distribucién de R. spinulosa para el presente y durante el
UMG. Esto se realiz6 a partir de coordenadas georeferenciadas que incluyeron a poblaciones
de toda la distribucién de R. spinulosa incluyendo Chile, Perq, Bolivia y Argentina las cuales se
encontraban en la base de datos del Laboratorio de Genética y Evolucién de la Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile (GEVOL) (Figura 1). Esta informacién fue complementada
mediante la revision de informes de proyectos y lineas base de fauna, disponibles de manera
libre en internet, en aquellas areas en que se encontraron las mayores brechas de distribucion

de la especie.

1- Extraccion de ADN, secuenciacion y alineamiento

La extraccion de ADN se realizé utilizando el método de sales de (Jowett 1986) modificado y
optimizado para R. spinulosa en el Laboratorio de Genética y Evolucion de la Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile. Posteriormente se amplificd un fragmento de la regién control
mitocondrial utilizando los partidores CytbA-L (5-GAATTGGRGGWCAACCAGTAGAAGACCC-
3’) y controlP-H (5’-GTCCATAGATTCASTTCCGTCAG-3’) reportados por (Goebel et al 1999).
La reaccion incluyé 3mM de MgCl2, 0,16 mM de cada dNTP, 0,26 mM de cada primer, 1,5 U de
Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA) y 50-100 ng de ADN total. El perfil térmico del PCR
fue: 94°C por 2 minutos, seguido de 36 ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 45 segundos
y 72°C por 90 segundos, con una extension final a 72°C por 10 minutos. El producto de PCR
fue secuenciado en ambas direcciones en un secuenciador automatico ABI3730XL (Applied

Biosystems) en Macrogen Inc, Corea (www,macrogen.com).



Las secuencias de cada individuo fueron editadas usando el programa BioEdit v.7.07.0 (Hall
1999). La alineacion multiple de las secuencias editadas se realizo en el programa Cluxtal X v.
1.81 (Thompson et al. 1997) utilizando los parametros predeterminados.

Tabla 1. Localidades utilizadas para los andlisis de ADN (gen mitocondrial D-loop).

Localidad Regién/Provincia Latitud (S) Longitud (O) Altura (msnm)
Umaqui Arica y Parinacota 17°44' 12, 7" 69° 23' 26,4" 4130
Azapa Arica y Parinacota 18°31'14.4" 70° 10' 29.6" 287
Lluta Arica y Parinacota 18° 23' 46.2" 69° 58' 23.1" 836
Socoroma Arica y Parinacota 18° 15" 48.0" 69° 36' 09.0" 3058
Zapahuira Avrica y Parinacota 18°20' 02,8" 69° 35' 37,3" 3320
Putre Arica y Parinacota 18°11' 46,5" 69° 33'34,7" 3507
Pacollo Arica y Parinacota 18°10'46.2" 69°31'10.1" 4090
Vioco Avrica y Parinacota 18°02'43,1" 69° 16' 52,5" 4383
Chivatambo Arica y Parinacota 18° 21'53.7" 69° 16' 45.3" 4329
Lauca Arica y Parinacota 18°11'39.3" 69° 16' 24.8" 4395
Parinacota Arica y Parinacota 18°12'02,2" 69° 16' 04,0" 4445
Colpa Arica y Parinacota 18°03' 33,5" 69° 13'58,6" 4353
Caquena Arica y Parinacota 18°03'45.1" 69°12' 23.1" 4398
Chungara Arica y Parinacota 18°13' 45,6" 69°11'02,6" 4562
Surire Arica y Parinacota 18°51'13,6" 69° 08' 31,9" 4081
Chusmisa Tarapaca 19°40' 57,8" 69° 10' 59,7" 3213
Quebe Tarapaca 19°27' 30,6" 68° 48' 41,2" 3958
Isluga Tarapaca 19°15'22,8" 68°42'22,8" 3776
Cancosa Tarapaca 19° 57' 23,6" 68°41' 59,0" 4007
Huasco Tarapaca 20° 15' 45,9" 68° 52' 31,9" 3798
Collacagua Tarapaca 20°08' 02,4" 68°50' 38,5" 3859
El Piga Tarapaca 20°01' 56,8" 68°49'16,4" 3944
Michincha Tarapaca 20° 58'39.5"S 68° 33' 02"W 4131
Alconcha Antofagasta 21°03' 39" 68° 29' 18" 4100
Carcote Antofagasta 21°16'58,9" 68°19'27,9" 3688
Lasana Antofagasta 22°16'23.7" 68° 37'48.7" 2525
Cupo Antofagasta 22°06' 56,5" 68° 18' 56,7" 3379




Tabla 1(continuacién). Localidades utilizadas para los andlisis de ADN (gen mitocondrial D-loop)

Localidad Region/Provincia Latitud (S) Longitud (O) Altura
Rio Grande Antofagasta 22°40'08,4" 68° 13' 44, 7" 3045
Caspana Antofagasta 22° 20" 16,0" 68° 12" 36,9" 3245
Katarpe Antofagasta 22°50'02,2" 68° 11' 54,8" 2460
Vilama Antofagasta 22°52'01,4" 68° 10' 56,6" 2579
Cuesta Chita Antofagasta 22° 25'04,3" 68° 10' 28,3" 3741
Rio Caspana Antofagasta 22°23'41,4" 68°07' 54,7" 3800
Machuca Antofagasta 22° 36' 03,0" 68° 03' 58,9" 3979
Tocorpuri Antofagasta 22°29'49,9" 68° 03' 30,6" 4215
Vado Putana Antofagasta 22° 31'55,3" 68°02'41,6" 4229
El Tatio Antofagasta 22°20'22,8" 68° 01' 06,3" 4264
Tilomonte Antofagasta 230 47' 244" 68° 06' 34,2" 2365
Peine Antofagasta 23°40' 59,8" 68° 03' 31,5" 2440
Quebrada Jere Antofagasta 23°11'08,2" 67°59'27,3" 2513
Camar Antofagasta 23°24' 23" 67°57' 30,3" 2727
Socaire Antofagasta 23° 34’ 19.8" 67° 54" 41" 3134
Tumbre Antofagasta 23°19'25,5" 67°47' 40,7" 3761
Portillo Valparaiso 32° 51" 44" 70° 10" 24" 2119
Farellones Metropolitana 33°21'' 00" 70° 18' 59" 2331
Lagunillas Metropolitana 33° 36' 32" 70° 17' 19" 2242
El Yeso Metropolitana 33°37' 13" 70° 00" 36" 2608
Bafios Morales Metropolitana 33° 49' 25" 70° 03' 10" 1913
El Teniente O'Higgins 34° 04' 25" 70° 26' 35" 2098
Termas Del Flaco O'Higgins 34° 57' 26" 70° 26' 52" 1701
Altos de Lircay del Maule 35° 34" 47" 70° 59' 14" 1670
Bafios Campanario  del Maule 35°56' 10" 70° 36' 22" 1523
Cajon Ibafiez del Maule 36° 22' 30" 71° 09' 35" 1289
Termas de Chillan Bio-Bio 36° 54' 22" 71°17' 08" 2432
Laguna del Laja BioBio 37° 23' 00" 71° 22' 40" 1398
Ensenada Los Lagos 41°13' 33" 72° 35' 42" 58
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Figura 1. Localidades conocidas para R.spinulosa. O Localidades con material disponible para realizar los
analisis genéticos; @ localidades sin material genético pero que fueron incluidas para realizar los modelamientos de
distribucion.
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2.- Objetivo especifico 1: Reconstruir la genealogia de R. spinulosa utilizando marcadores

mitocondriales (MtDNA) para las poblaciones distribuidas en Chile (filogenia intraespecifica).

Para el alineamiento obtenido se calculé el mejor modelo de sustitucion nucleotidica a través
del programa Jmodel test 0.1 (Posada 2008) utilizando el método BIC (Bayesian Information
Criterion). El mejor modelo de sustitucion nucleotidica se utilizd para realizar analisis
filogenéticos en el programa MR.Bayes v3.2.1 (Huelsenbeck & Ronquist 2001; Ronquist &
Huelsenbeck 2003) y analisis demogréficos en el programa BEAST v1.7.5 (Drummond et al.
2012).

Con el objetivo de recuperar la genealogia de R. spinulosa se realizé un analisis filogenético a
nivel intraespecifico utilizando el método de Inferencia Bayesiana (IB). Este método estadistico
considera el conocimiento a priori y utiliza modelos de evolucién molecular para realizar la
inferencia filogenética (Henning 1968; Pefia 2011). El resultado de este andlisis es una
estimaciéon de la probabilidad de qué tan bien los arboles filogenéticos son explicados por los
datos (la matriz de caracteres) (Huelsenbeck & Ronquist 2001). Se empleé el algoritmo Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) para encontrar el mejor arbol segin su probabilidad a posteriori
(Pefia 2011) utilizando los siguientes parametros: numero de generaciones = 5.000.000;
fraccion descartada (burning) = 0,25; frecuencia de muestreo = 1000; nimero de cadenas = 4.
Este analisis se realizd utilizando secuencias de R. rubropunctata y R. arunco como grupos
externos, las secuencias de estas especies se encuentran disponibles en el Laboratorio de

Genética y Evolucion, Universidad de Chile.

3.-Objetivo especifico 2: Estimar la variacion genética y la estructura genética espacial en las
poblaciones de R. spinulosa distribuidas en Chile; y analizar el comportamiento demogréfico de

éstas.

3.1.- Analisis filogeografico

La diversidad genética para cada localidad fue estimada utilizando los siguientes indices, el
namero de sitios polimorficos (S), el numero de haplotipos (K), la diversidad haplotipica (H) y
nuamero promedio de diferencias entre pares de secuencias (1) utilizando el programa DnaSP
v.5.10 (Librado & Rozas 2009). Posteriormente este mismo programa fue utilizado para extraer

los diferentes haplotipos (genotipos de ADN mitocondrial).
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Una vez obtenidos los haplotipos se exploré la relacién filogenética entre estos construyendo
una red de haplotipos mediante el método de median-joining (Bandelt et al. 1999) en el
programa Network v.4.6.1. (http://www.fluxusengineering.com/sharenet.htm). Este algoritmo
permite trabajar con datos multiestados, es decir, un mismo locus puede ser A,C,Go T. En la
red que se obtiene, cada circulo representa un haplotipo diferente cuyo tamafio corresponde a
su frecuencia dentro de la muestra y la distancia que separa a cada par de haplotipos

corresponde al nimero de diferencias o pasos mutacionales que hay entre ellos.

Las localidades fueron agrupadas en poblaciones homogéneas utilizando el paquete Geneland
(Guillot et al. 2005, 2008) para la plataforma R (R Development Core Team 2008). Este
paquete utiliza un algoritmo Bayesiano para agrupar las muestras de manera tal que cada
grupo sea homogéneo, siendo el principal supuesto que los grupos putativos se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg con equilibrio de ligamiento entre loci (Geneland development
group 2012). Este analisis utiliza los datos genéticos en un contexto espacial para establecer el
namero de poblaciones mas probable. Se realizaron cinco corridas independientes con el
parametro “modelo espacial” activado, el cual considera la posicidn geografica para establecer
los grupos mas probables. Cada corrida del programa se ejecuto utilizando 500.000 iteraciones
y un “burning” del 15%. Luego, se establecié si los grupos inferidos por Geneland eran
estadisticamente significativos mediante un andlisis de varianza molecular (AMOVA) en el
programa Arlequin (Excoffier et al. 2005). Este analisis permiti6 descomponer la varianza
molecular en tres partes: varianza total (Fst), entre grupos (Fct) y dentro de grupos (Fsc).
Basados en la evidencia entregada por estos andlisis se definieron los grupos genéticos y
posteriormente se calcularon los indices de diversidad genética para cada uno de ellos K, H'y
Mn.

3.2.- Analisis demogréfico

Para inferir si las poblaciones han presentado cambios demograficos en tiempos recientes se
realizaron las pruebas de neutralidad de Tajima (1989) y Fu (1997) con el programa DnaSP,
utilizando como unidades poblacionales los haplogrupos observados con el método de median-
joining en el programa Network. La significancia estadistica del Fs de Fu fue evaluada por una
simulacién de coalescencia con 1000 permutaciones. Luego se realiz6 un analisis de
distribucibn mismatch, dado que el numero de diferencias entre alelos depende del tiempo

desde que éstos divergieron. Este analisis permite inferir los cambios demogréficos recientes a
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partir de la distribuciébn de estas diferencias; cuando existe un exceso de variantes poco
frecuentes esto sugiere que la poblacién ha atravesado por una expansion poblacional reciente
(Holsinger 2008). Los resultados obtenidos fueron complementados con un analisis bayesiano
de Skyline Plot (Drummond et al. 2005; Ho & Shapiro 2011) utilizando el programa BEAST 1.7.5
(Drummond et al. 2012) y el programa Tracer 1.5 (Rambaut & Drummond 2007) para graficar la
curva demogréfica. El andlisis de Skyline Plot utiliza el principio de coalescencia para estimar
los patrones histéricos de tamafio poblacional a partir de genealogias sin la necesidad de
sefalar modelos demograficos para su ejecucién. Este analisis se ejecutd con 10 millones de
generaciones y utilizando el modelo de sustitucién nucleotidica HKY 1+G. Los resultados se

analizaron en el Programa Tracer (Rambaut & Drummond 2007).

4.- Objetivo especifico 3: Determinar areas de distribucion potencial para el anfibio R. spinulosa
en el presente, durante el Gltimo maximo glacial y las areas mas estables en el tiempo mediante

modelos de distribucién potencial.

Con el fin de determinar las areas de mayor estabilidad bioclimatica y posibles areas de refugio
durante el UMG para R.spinulosa, se generaron distintos modelos de distribucién tanto para el
presente como para su distribucion durante el Ultimo Méaximo Glacial. Estos modelos se
generaron utilizando 159 coordenadas georeferenciadas de “presencia de R.spinulosa’
(localidades donde habita la especie) vy variables bioclimaticas obtenidas desde WorldClim
(Hijmans et al. 2005). Los datos de presencia se obtuvieron a partir de la base de datos del
Laboratorio de Genética y Evolucién de la Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. Esta
base de datos contiene informacidn prospectada por académicos y estudiantes a partir del afio
2003 asociada a diversos proyectos de investigacion, y ademas incluye informacion
proporcionada por distintos especialistas y herpet6logos. Estos datos fueron complementados
con la revision de 22 publicaciones que incluyeron informes de proyectos, catastros de fauna e
informacién oficial del ministerio del medio ambiente, todas ellas disponibles de manera libre en
internet. Para realizar esta revision se puso especial énfasis en aquellas &reas donde existian
las mayores brechas en el conocimiento de la distribucion de R. spinulosa. Gracias a esta
revision se pudieron obtener seis datos de presencia adicional para la generacion de los mapas
predictivos, uno en la region Metropolitana, dos en la region del Maule y tres en la region de La

Araucania.
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La informacién biocliméatica utilizada para la generacién de los modelos se encuentra disponible

de manera gratuita en WORLDCLIM (http://www.worldclim.org/). Los modelos se generaron a

partir de un subconjunto de las variables bioclimaticas disponibles, evitando incluir variables
colineales o cercanas a la colinealidad. Estas se seleccionaron mediante un analisis de
correlacion entre todos los “rasters” bioclimaticos en el programa ENM tools (Warren et al.
2010). Cuando dos variables se encontraron fuertemente correlacionadas (coeficiente de

correlacion > 0,95) sd6lo una de ellas fue seleccionada para los analisis posteriores.

A continuacion se detallan todas las variables disponibles en WorldClim para el presente y para
el Ultimo Maximo Glacial:

Bio 1: Temperatura anual promedio

Bio 2: Rango diurno promedio

Bio 3: Isotermalidad

Bio 4: Estacionalidad de la temperatura

Bio 5: Temperatura maxima del mes mas célido

Bio 6: Temperatura minima del mes mas frio

Bio 7: Rango anual de temperatura

Bio 8: Temperatura promedio del trimestre mas himedo
Bio 9: Temperatura promedio del trimestre mas seco
Bio 10: Temperatura promedio del trimestre mas calido
Bio 11: Temperatura promedio del trimestre mas frio

Bio 12:Precipitacion anual

Bio 13: Precipitacion del mes mas humedo

Bio 14:Precipitacion del mes mas seco

Bio 15: Estacionalidad de la precipitacion

Bio 16: Precipitacion del trimestre mas humedo

Bio 17:Precipitacion del trimestre mas seco

Bio 18: Precipitacion del trimestre mas célido

Bio 19: Precipitacion del trimestre mas frio
Los datos de presencia y las variables bioclimaticas permitieron generar distintos modelos de

distribucion utilizando tres programas diferentes: a) Maxent (Phillips et al. 2004, 2006; Elith et al.
2011), b) ModEco (Guo & Liu 2010), c)Open Modeller (Souza Muioz et al. 2009). A
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continuacién se detalla la metodologia empleada para cada programa y los algoritmos

utilizados:

a) Maxent

En el programa Maxent se gener6 un modelo de distribucion utilizando solamente datos de
presencia. Este programa emplea el algoritmo de “Maxima Entropia” y genera puntos de
pseudoausencias, en toda el area de estudio, extrayendo informacion de las variables
ambientales (método “background”). Este método permite determinar las condiciones
ambientales que limitarian la presencia de la especie y a partir de esos datos generar un

modelo probabilistico de distribucién. Se ajustaron los siguientes parametros del algoritmo:

¢ Random test Percentage = 20%, este valor corresponde al porcentaje de “presencias”
dejados fuera del modelo al azar, con el fin de validarlo. Estos puntos se utilizan para el
calculo del valor AUC, que corresponde al area bajo la curva ROC (receiver operating

characteristic), y que en general se utiliza para evaluar el desempefio de los modelos.

e Maximum number of Background points = 10000, corresponde al nUmero maximo de
muestras que se extraeran desde el area de estudio, para las cuales no existen datos de

presencia y que seran utilizados para la generacion del modelo.

b) ModEco v3.02

En este programa se modeld la distribucién de R. spinulosa mediante 9 algoritmos distintos
(BIOCLIM, DOMAIN, Support Vector, Maximum Entropy, Maximum Likelihood, Rough Set,
Clasifficaion Tree, Artificial Neural Network y Generalized Linear Model) utilizando cuatro tipos
de datos de entrada (sOlo presencias; presencias y pseudoausencias; presencias y “método
background”; presencias y ausencias reales).

Cada algoritmo fue ejecutado con una o mas clases de datos segun su capacidad. Se
generaron 17 modelos de distribucién diferentes. A continuacion se detallan las propiedades de
cada algoritmo ejecutado, agrupados por el tipo de dato de entrada que se utilizé para generar

el modelo.

e Modelos que utilizan so6lo datos de presencias: “BIOCLIM”, “DOMAIN" vy

“OneClassSupport Vector machine”
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e Modelos que utilizan datos de presencia y pseudoausencias: : “Two Class Support

vector Machine”, “Maximum Likelihood”, “Rough Set”, “Clasiffication Tree”, “BP-Atrtificial
Neural Network”, “Maximum Entropy” y “Generalized Linear Model”. Para correr estos
modelos se utilizaron 10000 coordenadas de pseudoausencia colectados mediante el

método “Multidimensional Envelope=10% expanded”.

e Modelos “basados en el ambiente” y datos de presencia (método “background”):
“Support Vector Regression”, “Generalized Linear Model” y “Artifical Neural Network”.
Estos modelos obtienen los puntos de pseudoausencia a partir de toda el area de
estudio, utilizando el mismo método implementado en el programa Maxent. Una vez
ejecutado el algoritmo, los resultados son entregados en probabilidades condicionales
(Phillips & Dudik 2008). Se utilizaron 10000 puntos de pseudoausencia y se dejo el 20%
de los datos de presencia fuera del modelo para la posterior validacion de estos.

e Modelos utilizando datos de ausencia y presencia: “MaximumEntropy”, “Support Vector
Regression”, “Generalized Linear Model” y “Artifical Neural Network”. Estos modelos se
construyen utilizando el método “Background” pero con datos de ausencias reales en
vez de pseudoausencias. Se obtuvieron 88 datos georeferenciados de ausencia de
R.spinulosa en Chile a partir de prospecciones realizadas por el Laboratorio de Genética
y Evolucion de la Universidad de Chile,y otras prospecciones cuya informacion se
encuentra liboremente disponibles como: informes de catastros de fauna, lineas basesy
monitoreo de fauna. El 20% de los datos de presencia quedaron fuera del modelo para

su posterior validacion.

c) Open Modeller:

El programa Open Modeller v.1.2 fue utilizado para generar un modelo con el algoritmo GARP
(genetic algorithm for rule set prediction), el cual es uno de los algoritmos mas utilizado para la
generacion de modelos predictivos. El algoritmo se ejecutd utilizando un tamafio muestral de

comision igual a 10000, 400 iteraciones, 2500 remuestreos y 20 ejecuciones del algoritmo.
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4.1.-Evaluacién de los modelos generados

Se obtuvieron mapas predictivos de tipo deterministicos o probabilisticos (continuos) los que se
evaluaron utilizando distintos métodos. Los resultados deterministicos se obtuvieron a partir de
los algoritmos que utilizaban sélo los datos de presencias y aquellos algoritmos que utilizaban
datos de presencias y pseudo-ausencias, todos ellos ejecutados en el programa ModEco. La
precision de estos modelos fue evaluada a partir de la relacion entre la proporcion de
verdaderos positivos (“True Positive Rate”, TPR) y el area total predicha. El primero de estos
indices corresponde a la razon entre las presencias georeferenciadas, que se encontraron
dentro del rango de distribucion predicho (se utilizaron los mismos datos con los que se
construyd el modelo), dividido por el total de presencias utilizadas para la generacion del
modelo. Segun Engler, Guisan, & Rechsteiner (2004) un buen modelo predictivo generado a
partir de datos de presencia deberia predecir un area potencial lo mas pequefia posible y a la
vez cubrir el méximo de puntos de ocurrencia. Es decir el valor de TPR debiera maximizarse,

mientras que el valor del area total predicha debiera ser el minimo posible.

Los modelos probabilisticos se evaluaron mediante el valor de AUC. Este valor corresponde al
area bajo la curva ROC (receiver operating characteristic) y si bien es el método estandar para
evaluar la certeza de un modelo de distribucién, este tiene que ser tomado con cautela ya que
AUC es una medida del grado en que una especie se encuentra restringida a una parte del
rango de variacion de los predictores modelados, es decir qué tan bien las presencias pueden
separarse de las ausencias, por ello un valor bajo de AUC podria deberse simplemente a la

naturaleza generalista de una especie (Lobo et al. 2008).

4.2.-Integracioén de los modelos del presente y UMG

Los resultados de las proyecciones para ambos periodos (presente y UMG) fueron
transformados a formato “raster” e ingresadas al programa ArcGis 10 (ESRI 2010). Para cada
modelo se creé una composicion RGB (rojo, verde y azul) utilizando el color rojo para el raster
que proyecta la distribucion en el presente y el color verde para la proyeccién de la distribucion
durante el Ultimo Méaximo Glacial. El color azul fue dejado fuera de la composicion. En la
composicion obtenida los pixeles de color rojo indicarian la presencia de R. spinulosa sélo en el

presente, el color verde la presencia sélo en el UMG y el color amarillo aquellos lugares donde
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R.spinulosa se habria encontrado en ambos periodos, es decir zonas de estabilidad bioclimatica

para dicha especie.

En los modelos deterministicos la composicién obtenida fue de tipo discreta y cada pixel tomo
cuatro posibles valores: rojo que indica presencia so6lo en el presente, verde que indica
presencia soélo en el UMG, amarillo que indica presencia en ambos periodos y negro que indica

ausencia de prediccién en ambos periodos.

En los modelos probabilisticos se generaron mapas continuos (gradiente de color) donde la
tonalidad del color se relaciona con la probabilidad de que R.spinulosa se haya encontrado en
el presente, el UMG o en ambos periodos y la intensidad del color con la probabilidad de
ocurrencia R.spinulosa, independiente del periodo de tiempo. Es decir cuando los colores se
acercan al negro la presencia de R. spinulosa seria menos probable. La interpretacién de los
resultados en este tipo de mapas es mas complejo, sin embargo entrega un panorama mas
realista de como las condiciones ambientales podrian haber afectado a las distintas

poblaciones.

5.-Objetivo especifico 4: Evaluar la representatividad de la diversidad genealégica dentro de las
areas protegidas (SNASPE) y determinar aquellas localidades que aportarian mayor diversidad

genealdgica complementaria a la actualmente resguardada.

El valor de conservacién de las poblaciones de una especie se encontraria determinado por la
distribucion espacial y las relaciones evolutivas de las distintas variantes genéticas lo cual
puede evaluarse en un area determinada (Faith et al. 2004). Este concepto seria analogo al de
diversidad filogenética (Faith 1992), el cual se aplica para evaluar el valor filogenético de un
grupo de especies que habitan en un area determinada, pero a nivel intraespecifico. La
diversidad filogenética es un indicador del valor de conservacion y utiliza las filogenias para
predecir la diversidad subyacente. Este indice se puede calcular en un cladograma (o filograma)
como la suma de la longitud de todas las ramas de la ruta de menor expansion que une los taxa
a evaluar (Faith 1992). Para los fines de este proyecto a la diversidad filogenética
intraespecifica la denominaremos “diversidad genealdgica”. Valores mas altos de diversidad
filogenética se corresponderian con una mayor diversidad de la caracteristica evaluada, en este

caso diversidad genealdgica (Faith 1992). Para los fines de este proyecto, todos los valores de
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diversidad filogenética seran calculados a partir de la longitud de las ramas del arbol
filogenético, por lo que los valores resultantes so6lo serdn comparables para una misma

filogenia.

5.1.-Diversidad geneal6gica dentro de las areas protegidas del SNASPE

Se evalud la magnitud en que las areas protegidas del SNASPE resguardan la diversidad
genealdgica de R. spinulosa en Chile. Para ello se calcul6 la Diversidad Filogenética utilizando
el método propuesto por Faith (1992), mediante el paquete de R, Picante (Phylocom Integration,
Community Analyses, Null-models, Traits and Evolution in R) (Kembel 2010) de aquellas
poblaciones que se encontraron asociadas a estas areas protegidas y se contrastd con la
diversidad filogenética que no se encontraba protegida. Se realizaron cuatro analisis utilizando
distintos criterios para determinar si las localidades correspondian a localidades protegidas por
SNASPE o no protegidas.

El primer criterio para analizar las poblaciones protegidas fue el mas estricto y consider6é que
los Parques Nacionales son las Unicas areas protegidas que poseen fines de conservacion
explicitos dentro del sistema de areas protegidas. Bajo este criterio se georeferenciaron todas
las localidades y se clasificaron como “protegidas” sélo si éstas se encontraban al interior de
algan Parque Nacional. El segundo criterio fue menos estricto y consider6 como localidades
protegidas a todas aquellas que se encontraron dentro de un area protegida del Sistema
Nacional de Areas Protegidas, es decir Parque Nacional, Monumento Natural o Reserva

Nacional.

Los otros dos criterios (tercer y cuarto) incluyeron dentro del grupo de localidades protegidas a
aguellas localidades que se encontraban al interior o cercanas a las areas protegidas. Para ello
se cre6 un area “buffer” de 10 kilometros alrededor de las &reas protegidas utilizando el
programa ArcGisl0 (ESRI 2010), luego aquellas poblaciones que se encontraban dentro de
esta area buffer, fueron clasificadas como localidades protegidas. Para el tercer criterio se
consideraron solo los Parque Nacionales y su area “buffer’, mientras que para el cuarto criterio

se consideraron todas las areas protegidas del SNASPE y su area “buffer”.
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5.2.- Diversidad filogenética complementaria

Finalmente se determin6 qué poblaciones aportarian mayor diversidad filogenética
complementaria a la actualmente protegida. Estas poblaciones serian prioritarias pues su
protecciébn maximizaria la diversidad filogenética resguardada de R. spinulosa minimizando el
namero de poblaciones a proteger. Para lograr este objetivo se realiz6 un analisis de la
diversidad filogenética bajo el supuesto de que todas las poblaciones serian candidatas a

protegerse.

En primer lugar se evalué cuanto aumentaba la diversidad genealdgica resguardada por las
areas protegidas al agregar una localidad “no protegida” a este sistema de protecciéon. Este
andlisis se realiz6 para cada localidad y permitié crear un “ranking” de aporte de diversidad
filogenética (diversidad filogenética complementaria). Aquella localidad que obtuvo el mayor
valor de diversidad complementaria fue incluida en la lista de localidades protegidas, de manera
de simular su proteccion. Bajo este nuevo escenario de proteccion se realiz6 un nuevo analisis
de diversidad filogenética, con lo cual se pudo determinar qué localidad aportaria mayor
diversidad filogenética en este contexto. Esta metodologia se repitié hasta que la diversidad
protegida no presentdé un incremento significativo al incluir una nueva poblaciéon. Todos los
calculos de diversidad filogenética complementaria se realizaron para los cuatro criterios (ver

seccion 3.1) en el programa Picante.
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Resultados

1- Extraccion de ADN, secuenciacién y alineamiento

A partir de las 454 secuencias se logré obtener un alineamiento de 889 sitios que fue utilizado

en los andlisis filogenéticos a nivel intraespecifico, filogeograficos y demograficos

2.- Objetivo especifico 1. Reconstruir la genealogia de R. spinulosa utilizando marcadores

mitocondriales (MtDNA) para las poblaciones distribuidas en Chile (filogenia intraespecifica).

En Mr. Bayes, el modelo de sustitucién nucleotidica que mejor se ajusté al obtenido por BIC fue
HKY+I+G (nst=2; rates=invgamma). La filogenia intraespecifica de R. spinulosa permitié
distinguir cuatro linajes mayores, el primero corresponderia a las poblaciones que se
encuentran entre Umaqui (69°23’0; 17°44’S) y el Salar de Alconcha (68°29°'0; 21°35’S). El
segundo grupo incluiria a todas las poblaciones entre Carcote (68°19°0; 21°16’S) y Tilomonte
(68°06°0; 23°47’S). EIl tercer grupo incluye a todas las poblaciones entre Portillo (70°10°0;
32°52’'S) y El Flaco (70°27°0; 34°57’S), y el cuarto grupo a las poblaciones conocidas al sur de
Lircay (70°59'0; 35°34’S) (Figura 2).

Dentro del segundo linaje se puede distinguir un grupo de individuos de ciertas localidades que
se agrupan dentro de este linaje, en una posicion filogenética incierta con respecto al resto de
los individuos. Este grupo de individuos se divide en dos subclados (probabilidad a
posteriori=1), el mayor de estos subclados incluye a todos los individuos de Tilomonte, la
mayoria de los individuos de Peine y dos individuos de Socaire, mientras que el menor de estos
subclados esta conformado por algunos individuos de Quebrada de Jere (Figura 3).

En el linaje de Chile central, las localidades de Farellones, Lagunillas, El Yeso, El Morado y El
Teniente forman un grupo monofilético separado de las poblaciones de Portillo y El Flaco. Estas
dos poblaciones corresponderian a linajes independientes sin embargo los valores de sustento
no permiten establecer la relacion filogenética entre estos dos clados y el clado principal (Figura
4). El linaje que agrupa a las poblaciones mas australes de Rhinella spinulosa se separa en
dos clados, sin embargo esta separacioén tiene un valor de sustento bajo (probabilidad posteriori
<0,95).
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R.arunco
R.rubropunctata

1 0.99 Linaje 1

IR Umaqui (69°23'W 17°44'S)

Salar de Alconcha (68°29'W 21°3'S)

1 Linaje 2
Carcote (68°19'W 21°16'S)
Tilomonte (68°6'W 23°47'S)
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Linaje 3
Portillo (70°10'W 32°52'S)
El Flaco (70°27'W 34°57'S)
- Linaje 4
2 [I Lircay (70°59'W 35°34')
- Ensenada (72°36'W 41°13'S)

Figura 2. Distribucion geografica de los linajes encontrados mediante el analisis filogenético bayesiano de R. spinulosa. El arbol principal se encuentra
enraizado a dos especies externas, Rhinella arunco y R. rubropunctata. El arbol filogenético muestra colapsado los nodos que corresponden a los linajes
principales. Los rotulos de los nodos indican la probabilidad posterior del andlisis filogenético bayesiano. En el mapa se muestra la distribuciéon espacial de los

linajes para Chile.
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Figura 3. Distribucion geografica de las localidades pertenecientes al linaje 2. A) Mapa de localidades

pertenecientes al linaje 2 (B): Localidades pertenecientes al linaje principal. El resto de los simbolos muestran
aquellas localidades que presentan individuos pertenecientes a la agrupacion de individuos destacada en el cuadro
rojo (C): /& Quebrada de Jere; ® Socaire; . Peine; . Tilomonte. Los rétulos en los nodos del cuadro C
indican la probabilidad a posteriori de esa agrupacién y de los dos subclados calculados mediante andlisis
filogenético bayesiano.
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Figura 4. Distribucion geogréfica de las localidades pertenecientes al linaje 3 y 4. ‘ Locallidades

pertenecientes al clado principal del linaje 3; A Portillo; @ El Flaco. Q Localidades pertenecientes al linaje 4.
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3.-Objetivo especifico 2: Estimar la variacion genética y la estructura genética espacial en las

poblaciones de R. spinulosa distribuidas en Chile; y analizar el comportamiento demografico de

éstas.

3.1.- Andlisis filogeografico

De los 889 sitios alineados, 111 sitios correspondieron a sitios polimarficos (S). El nimero de

haplotipos (K) para este set de datos fue de 75, la diversidad haplotipica fue de 0,9353 y el

numero de diferencias entre pares de secuencias (1) igual a 22,1852. En la tabla 2 se sefala el

namero de secuencias utilizadas y el nimero de haplotipos diferentes encontrados para cada

localidad.

Tabla 2. indices de variacion genética intrapoblacional por localidad, nimero de haplotipos, diversidad
haplotipica (H) y promedio de diferencias por par de secuencias (1r); d.e=desviacién estandar.

Localidad N de N de H+d.e MN+de Haplotipos
secuencias  haplotipos

Umaqui 3 2 0.002331 +/- 0.002198 2.000000 +/- 1.511858 1,2

Vioco 4 2 0.000583 +/- 0.000722 0.500000 +/- 0.519115 1,3

Colpa 1 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 4

Caquena 4 4 0.004079 +/- 0.003119 3.500000 +/- 2.241144 1,5,6,7

Pacollo 6 3 0.004351 +/- 0.002946 3.733333 +/- 2.188861 1,8,9

Lauca 2 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 1

Putre 8 5 0.002414 +/- 0.001715 2.071429 +/- 1.291617 9,10,11,12,13

Parinacota 14 5 0.004439 +/- 0.002667 3.813187 +/- 2.040828 1,9,14,15,16

Chungara 5 4 0.004662 +/- 0.003269 4.000000 +/- 2.399187 1,9,17,18

Socoroma 5 4 0.003730 +/- 0.002697 3.200000 +/- 1.979406 9,12,13,19

Zapahuira 9 5 0.003043 +/- 0.002034 2.611111 +/- 1.538136 8,11,12,13,19

Chivatambo 4 2 0.001166 +/- 0.001155 1.000000 +/- 0.829646 1,17

Lluta 4 2 0.001554 +/- 0.001426 1.333333 +/- 1.024941 9,12

Azapa 3 2 0.002331 +/- 0.002198 2.000000 +/- 1.511858 12,20

Surire 7 3 0.001220 +/- 0.001047 1.047619 +/- 0.784818 1,21,22

Isluga 3 1 0.000776 +/- 0.000968 0.666667 +/- 0.666667 1

Quebe 16 5 0.001106 +/- 0.000893 0.950000 +/- 0.684993 1,22,23,24,25

Chusmisa 8 2 0.000291 +/- 0.000413 0.250000 +/- 0.311294 20,21

Cancosa 6 3 0.001010 +/- 0.000943 0.866667 +/- 0.700793 1,4,22

Piga 1 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 22

Collacagua 5 2 0.000699 +/- 0.000766 0.600000 +/- 0.562226 1,22

Huasco 11 2 0.000381 +/- 0.000466 0.000381 +/- 0.000466 1,22

Michincha 2 2 0.002331 +/- 0.002855 2.000000 +/- 1.732051 1,26
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Tabla 2 (continuacién). indices de variacién genética intrapoblacional por localidad, nimero de haplotipos,
diversidad haplotipica (H) y promedio de diferencias por par de secuencias (1r); d.e=desviacion estandar.

Localidad N de N de H+d.e MNtde Haplotipos
secuencias haplotipos

Alconcha 2 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 22

Carcote 15 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 27

Loa 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 28

Cupo 2 0.001160 +/- 0.001149 1.000000 +/- 0.829646 28,29

Lasana 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 28

Caspana 13 2 0.000446 +/- 0.000504 0.384615 +/- 0.386303 28,29

Tatio 19 5 0.002225 +/- 0.001479 1.918129 +/- 1.141059 28,29,30,31,32

Chita 15 2 0.000795 +/- 0.000717 0.685714 +/- 0.551335 28,33

Putana 15 6 0.001812 +/- 0.001283 1.561905 +/- 0.986054 28,29,30,34,35,36

Machuca 15 4 0.001061 +/- 0.000871 0.914286 +/- 0.669358 28,29,35,36

Grande 10 3 0.000825 +/- 0.000761 0.711111 +/- 0.580366 28,29,35

Katarpe 17 3 0.001041 +/- 0.000852 0.897059 +/- 0.656349 28,29,35

Vilama 15 3 0.001016 +/- 0.000846 0.876190 +/- 0.650034 28,29,35

Quebrada de Jere 23 6 0.009682 +/- 0.005189 8.355731 +/- 4.015668 29,37,38,39,40,41,42

Tumbre 5 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 29

Camar 15 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 29

Tocorpuri 3 3 0.001547 +/- 0.001589 1.333333 +/- 1.098339 28,29,35

Socaire 10 2 0.006000 +/- 0.003588 5.177778 +/- 2.738188 29,43

Peine 16 2 0.004326 +/- 0.002580 3.733333 +/- 1.988173 29,44

Tilomonte 17 2 0.000392 +/- 0.000458 0.338235 +/- 0.352607 43,45

Portillo 12 2 0.000352 +/- 0.000441 0.303030 +/- 0.336985 47,48

Farellones 28 6 0.001492 +/- 0.001074 1.283069 +/- 0.829913 49,50,51,52,53,54,55

Lagunillas 8 2 0.001495 +/- 0.001188 1.285714 +/- 0.896539 56,57

Yeso 6 3 0.001860 +/- 0.001471 1.600000 +/- 1.095445 49,50,58

Morales 9 3 0.000775 +/- 0.000740 0.666667 +/- 0.561202 49,50,59

Teniente 2 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 60

Flaco 4 3 0.007964 +/- 0.005672 6.833333 +/- 4.075540 61,62,63

Lircay 1 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 64

Campanario 2 2 0.001166 +/- 0.001648 1.000000 +/- 1.000000 65,66

Ibafiez 4 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 67

Chillan 2 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 68

Laja 7 6 0.010066 +/- 0.006068 8.666667 +/- 4.561213 69,70,71,72,73,74

Ensenada 1 1 0.000000 +/- 0.000000 0.000000 +/- 0.000000 75

La red de haplotipos que resulté del andlisis de median-joining soporté la evidencia encontrada
por el andlisis filogenético. Se encontraron cuatro haplogrupos principales, altamente
diferenciados entre si, separados por al menos de 27 pasos mutacionales (Figura 5). El primer
grupo, que incluy6 a las localidades entre Umaqui Yy el salar de Alconcha, presenté una alta
diversidad de haplotipos (26) y dos haplotipos muy frecuentes, los haplotipos 1y 22. El segundo
haplogrupo, que incluyo las localidades entre Carcote y Tilomonte, presentd una estructuracion
interna que separé a las localidades de Peine, Tilomonte y algunos individuos provenientes de

la Quebrada de Jere del resto de las poblaciones. Los haplotipos més frecuentes fueron el 29 y
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28. El tercer grupo que incluyo a las localidades de la zona central (entre Portillo y El Teniente)
present6 pocos haplotipos de alta frecuencia y una gran cantidad de haplotipos inferidos por el
programa Network, lo que sugiere que habria una alta variacion genética que no ha sido
detectada aun. El cuarto grupo incluy6 a todas las localidades desde Lircay hasta Ensenada.
Todos los haplotipos de este grupo se encontraron en baja frecuencia. La estructura encontrada
dentro de este haplogrupo podria ser explicada por variacion genética que no ha sido detectada

debido a la baja cantidad de muestras (n=17).

Lo

615 b@
.‘;\. :u gi 3I f—

Figura 5. Red de haplotipos para el gen mitocondrial D-loop obtenido mediante el método Median joining. Los
colores muestran los diferentes haplogrupos encontrados: ‘Iocalidades entre Umaqui y el salar de Alconcha;

Localidades entre Carcote y Tilomonte; . localidades entre Portillo y El Flaco; localidades entre Lircay y
Ensenada.

El resultado del analisis Geneland mostré la presencia de 6 poblaciones que concordaron
plenamente con lo observado en la red de haplotipos y el andlisis filogenético, es decir, un
grupo que incluye las poblaciones desde el norte de Chile hasta el Salar de Alconcha, un

segundo grupo que incluye a todas las localidades de la Regidén de Antofagasta con excepcion
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de Peine y Tilomonte, que pertenecerian a un tercer grupo; el cuarto grupo que incluiria a las
poblaciones de la zona central de Chile hasta El Teniente, excluyendo a Portillo y El Flaco que
pertenecerian al grupo 5 y finalmente, el sexto grupo agruparia a todas las poblaciones desde
Lircay al sur.

La dnica poblacion para la cual el Geneland mostro resultados contrapuestos fue Quebrada de
Jere (67°58'0; 23°10'S). De las cinco corridas, esta localidad fue agrupada en el grupo 2 en dos
ocasiones; mientras que en las otras tres corridas fue asignada al grupo de Peine y Tilomonte
(Grupo 3). El valor promedio de la densidad de probabilidad fue mayor en aquellas corridas
donde Jere fue clasificada en el grupo 2, sin embargo este resultado debe ser tomado con
cautela por la presencia de haplotipos compartidos entre esta poblacion, Peine y Tilomonte.
Para resolver este conflicto se analizaron ambas agrupaciones mediante un analisis de varianza
molecular (AMOVA). Cuando la poblacion de Jere se incluyé dentro del grupo 2 la varianza
entre grupos fue levemente mayor (porcentaje de variacion = 88,45%) a cuando se incluyé en el
grupo de Peine y Tilomonte (porcentaje de variacion = 87,93%); y la varianza dentro de grupos
(entre poblaciones) disminuy6. Este resultado apuntaria en la misma direccion que lo
encontrado por Geneland y la poblacion de Jere se encontraria méas relacionada con el grupo 2
que con Peine y Tilomonte (Tabla 3y 4).

Tabla 3. Andlisis Molecular de Varianza. Andlisis de los componentes de la varianza molecular entre
poblaciones y dentro de poblaciones. En este andlisis se considero a la localidad de Quebrada de Jere dentro del
grupo que forman todas las localidades entre Carcote y Socaire. indices de fijacion: FSC=Entre poblaciones dentro
de grupos; FST=Entre poblaciones; FCT=Entre grupos.

Fuente de Variacién G.L. Suma de Componentes de Porcentaje de
cuadrados la varianza Variacion

Entre grupos 5 4931,977 15,43523 88,45

Entre poblaciones, 50 460,157 1,08272 6,20

dentro de grupos

Dentro de 398 371,397 0,93316 5,35

poblaciones

Total 453 5763,531 17.45110

indices de Fijacion

FSC 0,5371
FST 0,94653
FCT 0,88448
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Tabla 4. Analisis Molecular de Varianza. Analisis de los componentes de la varianza molecular entre
poblaciones y dentro de poblaciones. En este andlisis se consideré a la localidad de Quebrada de Jere formando
un grupo junto a Tilomonte y Peine. Indices de fijacion: FSC=Entre poblaciones dentro de grupos; FST=Entre
poblaciones; FCT=Entre grupos.

Fuente de Variacién G.L. Suma de Componentes de Porcentaje de
cuadrados la varianza Variacion

Entre grupos 5 4931,087 14,72926 87,93

Entre poblaciones, 50 461,047 1,08962 6,50

dentro de grupos

Dentro de 398 371,397 0,93316 5,57

poblaciones

Total 453 5763,531 16,75204

indices de Fijacion

FSC 0,53867
FST 0,94430
FCT 0,87925

Para los siguientes andlisis se establecieron como grupos genéticos las 6 poblaciones inferidas
por Geneland (Figura 6). La poblacion de Quebrada Jere se agrup0 junto a todas las
poblaciones de la regién de Antofagasta con excepcion de Peine y Tilomonte. De esta forma los

grupos quedaron conformados de la siguiente manera:

Grupo 1: Todas las localidades que conforman el clado norte, entre Umaqui y el Salar de
Alconcha

Grupo 2: Todas las localidades entre el Salar de Carcote y Socaire

Grupo 3: Localidades de Peine y Tilomonte

Grupo 4: Localidades entre Farellones y El Teniente

Grupo 5: Portillo y El Flaco

Grupo 6: Todas las poblaciones de Lircay hacia el sur

De los seis grupos conformados la mayor diversidad de haplotipos se encontr6 en el grupo méas

austral (grupo 6) a pesar de haber menos individuos muestreados (Tabla 5).
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Tabla 5. indices de variacion genética por agrupaciones Geneland, nimero de haplotipos, diversidad
haplotipica (H) y promedio de diferencias por par de secuencias (1r); d.e=desviacion estandar. Grupo 1: Todas
las localidades que conforman el clado norte, entre Umaqui y el Salar de Alconcha; Grupo 2: Todas las localidades
entre el Salar de Carcote y Socaire; Grupo 3: Localidades de Peine y Tilomonte; Grupo 4: Localidades entre
Farellones y El Teniente; Grupo 5: Portillo y El Flaco; Grupo 6: Todas las poblaciones de Lircay hacia el sur.

Poblacién

N de

secuencias

N de
haplotipos

Htd.e

Ntd.e

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4
Grupo 5
Grupo 6

132
203
33
53
16
17

27
24
5
12
5
12

0,003677 +/- 0.002121
0,004257 +/- 0,002393
0,002831 +/- 0,001749
0,002589 +/- 0,001609
0,007607 +/- 0,004251
0,015560 +/- 0,00824

3,158455 +/-1,645824
3,677803 +/- 1,868284
2,443182 +/- 1,357311
2,226415 +/- 1,247506
6,541667 +/- 3,264161
13,397059 +/- 6,339438

18°5+
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E

@ Grupo 1=Localidades del clado norte, entre Umaqui y el Salar de Alconcha
Grupo 2=Localidades entre el Salar de Carcote y Socaire
@ Grupo 3=Localidades de Peine y Tilomonte

@ Grupo 4=Localidades entre Farellones y El Teniente
Grupo 5=Localidades de Portillo y el Flaco

Grupo 6=Localidades entre Lircay y Ensenada

Figura 6. Agrupacidn espacial Bayesiana generada mediante el programa Geneland.
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3.2.-Andlisis demografico de poblaciones

Sdlo se evidenciaron posibles cambios demograficos para el clado norte de R. spinulosa (grupo
1). Este grupo obtuvo un valor negativo y estadisticamente significativo en la prueba Fs de Fu
(Fs de Fu=-10,832; p=0,006; Tabla 6). Este resultado permite inferir que habria existido una
expansion poblacional reciente de este grupo. En el resto de los grupos no existio evidencia de
expansiones poblacionales o cuellos de botella (las Prueba D de Tajima y Fs de Fu no fueron
estadisticamente significativas) Este resultado indicaria que los grupos 2, 3, 4, 5y 6 podrian
encontrarse en equilibrio entre deriva génica y mutacion. EI mismo resultado se evidencia al
analizar la distribucibn mismatch, el grupo 1 fue el Unico que se ajusté a un modelo de
expansién poblacional, mientras que para el resto de los grupos la curva mismatch sugiere que
las poblaciones se han mantenido estables (Figura 7).

Tabla 6. Resultados de las pruebas D de Tajima y Fs de Fu para las seis poblaciones de R.spinulosa inferidas
mediante Geneland. Pi: Diversidad nucleotidica, Theta/sitio: Theta por sitio

Poblacion Pi Theta/sitio D de Tajima (p) Fsde Fu (p)
Grupol 0,00350 0,0049 -0,8163 (p>0,1) -10,832 (p=0,006)
Grupo 2 0,00295 0,00495 -1,11638 (p>0,1) -2,854 (p=0,2050)
Grupo 3 0,00256 0,00458 -1,46601 (p>0,1) 1,809 (p=0,8246)
Grupo 4 0,00257 0,00436 -1,27178 (p>0,1) -3,022 (p=0,099)
Grupo5 0,00669 0,00667 0,01100 (p>0,1) 3,755 (p=0,941)
Grupo 6 0,01417 0,01277 0,45273 (p>0,1) -0,470 (p=0,550)
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Figura 7. Distribucion mismatch entre pares de secuencias bajo un modelo de expansion. Grupo 1: localidades
entre Umaqui y el salar de Alconcha; grupo 2: localidades entre salar de Carcote y Socaire; grupo 3: Peine y
Tilomonte; grupo 4: localidades entre Farellones y El Teniente; grupo 5: Portillo y el Flaco; grupo 6: localidades entre
Lircay y Ensenada.

El analisis de Skyline Plot con 10 millones generaciones fue suficiente para que los grupos 3, 4,
5 y 6 alcanzaran un tamafio efectivo de la muestra suficiente para obtener un resultado
consistente, sin embargo para el grupos 1 y 2 se debié realizar un nuevo analisis con 50
millones de generaciones. A pesar de esto el grupo 2 no alcanz6 un tamafio efectivo adecuado.
Entre las 6 poblaciones, solamente el grupo 1 mostré indicio de cambio demogréfico, la curva
obtenida muestra un crecimiento lineal. Este resultado sustenta lo evidenciado con las pruebas
Fs de Fu en el sentido que el clado norte de R. spinulosa habria experimentado una expansion

demografica reciente (Figura 8).
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Figura 8. Skyline plot bayesiano, muestra la historia demografica de las distintas agrupaciones que entrego
geneland. Grupo 1: localidades entre Umaqui y el salar de Alconcha; grupo 2: localidades entre salar de Carcote y
Socaire; grupo 3: Peine y Tilomonte; grupo 4: localidades entre Farellones y El Teniente; grupo 5: Portillo y el Flaco;
grupo 6: localidades entre Lircay y Ensenada. La linea negra es la media estimada y el area entre las dos lineas
azules sefiala el limite del 95% de la mayor densidad posterior.
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4.- Objetivo especifico 3: Determinar areas de distribucion potencial para el anfibio R. spinulosa
en el presente, durante el tltimo maximo glacial y las areas mas estables en el tiempo mediante

modelos de distribucion potencial.

De las 19 variables disponibles en WorldClim finalmente se trabajé con 8: Bioclim1, Bioclim2,
Bioclim4, Bioclim6, Bioclim12, Bioclim14, Bioclim15, Bioclim18 y Bioclim19 y adicionalmente se
incluyé la altitud. En el anexo 1 se pueden observar los valores de correlacion entre todas las

variables disponibles y en el anexo 2 se describe en detalle las variables utilizadas.

4.1.-Modelos discretos

Los modelos discretos se evaluaron utilizando el criterio de Engler et al. (2004). Los tres
modelos construidos con datos sélo de presencia tuvieron un bajo poder predictivo (TPR < 0.9).
Sin embargo el algoritmo “Domain” fue considerado para los andlisis posteriores ya que tuvo un
desempeiio mucho mejor que los modelos “BioClim” y “One Class Support Vector Machine”
(Tabla 7). De los modelos construidos utilizando datos de presencia y pseudoausencias sélo
tuvieron un buen desempefio los algoritmos “Two Class Support Vector Machine”, “Maximum
Entropy” y “Generalized Linear Model”, descartdndose los algoritmos “Rough Set”, “Artificial
Neural Network (ANN) — Back Propagation Algorithm”, “Maximum likelihood” y “Classification

Tree” debido a que la relacién entre el valor TPR y el area predicha fue deficiente (Tabla 7).

El mapa resultante a partir del algoritmo “Domain” contrasté con los modelos construidos a
partir de datos de presencia y pseudoausencia; la distribucion predicha para el presente y el
UMG fue mucho méas restringida que la proyectada por los otros modelos, esta restriccion fue
mas fuerte para el UMG donde solo se predijo la presencia de R. spinulosa en pequefios
fragmentos de la Cordillera de los Andes peruana y al altiplano boliviano durante este periodo.
Biologicamente este es un resultado poco realista, pues es dificil que R. spinulosa se hubiese
refugiado solamente en estas regiones durante el Ultimo Méaximo Glacial y en menos de 20000

afios alcanzar la amplia distribucion que tiene en el presente (Figura 9).

Los tres modelos restantes (Two-Class Support Vector Machine, Maximum Entropy y
Generalize Linear Model) coincidieron en gran parte de la distribucién proyectada y se ajustaron

a la distribucién conocida de R.spinulosa. La Unica deficiencia de estos modelos fue que en
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algunas zonas geogréficas la distribucion modelada abarcé un area mucho mas amplia a la
conocida, alcanzando la costa chilena en algunas regiones y proyectando la distribucién de R.
spinulosa al sur de los 47°S en Argentina.

Entre los 36° y 47°S en la Patagonia Argentina los tres modelos proyectaron la distribucioén de
R.spinulosa en &reas donde no teniamos datos de distribucion georeferenciados, sin embargo
este resultado coincidiria con la distribucién propuesta por Cei (1980). Los tres modelos
muestran que la distribucién en esta area podria haber abarcado un area mayor durante el

UMG.

Tabla 7. Evaluacion de los modelos de distribucién discretos.

Algoritmo Datos de entrada % de area predicha Tasa de verdaderos
del &rea total positivos (TPR).

BioClim Solo presencias 1,497 0,6981

Domain Sélo presencias 0,395 0,862

One Class Support Vector Machine Solo presencias 2,551 0,792

Two Class Support Vector Machine Presencias - 3,714 0,956
pseudo ausencias

Maximum Likelihood Classification Presencias- 9,461 0,994
pseudo ausencias

Rough Set Presencias- 1,394 0,862
pseudo ausencias

Classification Tree Presencias- 5,495 0,987
pseudo ausencias

Artificial Neural Network (ANN) — Back Presencias- 3,08 0,893

Propagation Algorithm pseudo ausencias

Maximum Entropy Presencias- 3,685 0,943
pseudo ausencias

Generalize Linear Model (logistic) Presencias- 3,485 0,943

pseudo ausencias
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Tabla 8. Evaluacion de modelos continuos. Evaluacion de ausencias= tipos de datos de ausencias utilizado en el
modelamiento; Programa=software utilizado para ejecutar el algoritmo; AUC=area bajo la curva ROC (receiver
operating characteristic)

Modelo Evaluacién de ausencias Programa AUC(ROC)
Maximum Entropy “background” MaxEnt 0,975
GLM logit “background” ModEco 0,965
BP-ANN “background” ModEco 0,976
SVM “background” ModEco 0,949
GLM logit Ausencias reales ModEco 0,952
Maximum Entropy Ausencias reales ModEco 0,955
BP-ANN Ausencias reales ModEco 0,952

SVM Ausencias reales ModEco 0,916
GARP “background” Open Modeller 0,97

Los resultados sugieren leves cambios en la distribucién de R.spinulosa. En Chile todas las
poblaciones conocidas de R.spinulosa quedan dentro del area de estabilidad bioclimatica con
excepcion de cinco poblaciones ubicadas en los extremos latitudinales de la distribuciéon en
Chile. Las poblaciones de Lluta y Azapa ubicadas en la Regién de Arica y Parinacota por el
norte; y tres poblaciones en la Region de Los Lagos: Puntahuano, Petrohue Sur y Ensenada.
De las poblaciones que se encuentran en zonas inestables las del norte se comporta como un
“outlier” en todas las predicciones y su posicion no es inferida por ningun algoritmo ni en el
presente ni en el Ultimo Maximo Glacial; y para las poblaciones sur los distintos modelos
sugieren 2 escenarios distintos, que éstas se encontrarian en un area bioclimaticamente
inestable y corresponderian a poblaciones “outliers” para ambos periodos o que las condiciones
bioclimaticas sélo serian adecuadas para su persistencia en el presente, por lo que

corresponderian a poblaciones colonizadas posterior a la retirada de los hielos.

Ademas los tres modelos proponen que entre los 21° y los 29° de latitud sur existiria una zona
al oeste del area de estabilidad bioclimatica donde las condiciones bioclimaticas permitirian la
presencia de R.spinulosa a menor altitud que durante el UMG; mientras que los modelos
Generalize Linear Model y Two Class Support Vector Machine coinciden que entre los 33° y los

40° de latitud sur R. spinulosa habria tenido una distribucion mas amplia durante el UMG y
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podria haber alcanzado la costa. Los mismos modelos sugieren que en el presente existirian
condiciones biocliméaticas adecuadas para la presencia de poblaciones de R.spinulosa entre los
41° y 45° S aunque entre esas latitudes soOlo existen poblaciones reportadas en Argentina.
(Figura 9).

4.2.-Modelos probabilisticos — mapas continuos

Los modelos probabilisticos se evaluaron mediante su valor AUC. Todos los modelos
probabilisticos obtuvieron valores de AUC altos (> 0.95) con excepcion del algoritmo “Support
Vector Machine” (Tabla 8). Los valores altos de AUC indican que las variables utilizadas fueron
capaces de discriminar efectivamente las areas de presencia de aquellas de ausencias. En el
programa ModEco los algoritmos fueron corridos mediante la metodologia “background” y con
datos de ausencia reales. Los resultados muestran que todos los modelos de distribucion
obtuvieron un mejor ajuste al ser ejecutados con la metodologia “background” que con datos
reales de ausencia, esto se deberia a que s6lo se consideraron datos de ausencia dentro de
Chile no abarcando la totalidad de la distribucién de R. spinulosa (Tabla 8). Para los siguientes
analisis sélo se consideraron los algoritmos ejecutados con la metodologia “background”
descartdndose todos los modelos creados a partir de datos de presencia y ausencias

verdaderas.

Los algoritmos Maximum Entropy y Garp tuvieron un buen ajuste a la distribucién conocida de
R. spinulosa, mientras que los algoritmos BP ANN y GLM logit mostraron deficiencias en sus
resultados. El modelo BP-ANN fallé en predecir las poblaciones al sur de los 36° y fue incapaz
de distinguir areas donde la probabilidad de ocurrencia difiriera entre el presente y el UMG; y el
algoritmo GLM (logit) le otorgé mucho menor probabilidad a los extremos de la distribucion de
R. spinulosa y sugiere que todas las poblaciones conocidas en Chile, entre los 37°S hasta los

42°S, bajo el escenario bioclimatico, deberian estar extintas (Figura 10).

De los algoritmos que entregaron resultados satisfactorios, el algoritmo Maximum Entropy fue
més conservador que GARP, al asignar probabilidades de ocurrencia menores. Ademas el
algoritmo GARP, en Argentina, entre los 26°S y 40°S y los 67°0 y 58°0 proyecta una
distribucion erratica, que no se ajusta a los datos de distribucién conocidos. Luego, al sur de los

47°S este mismo algoritmo tuvo un menor ajuste que Maximum Entropy prediciendo que R.
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spinulosa podria alcanzar el extremo austral del continente, sin embargo no existen datos de
presencia en esta region y tampoco concordaria con la distribucion propuesta por Cei (1980);
en esta misma region el algoritmo Maxent indica que todas las poblaciones argentinas al sur de
los 42°S habrian sido colonizadas con posterioridad al UMG. Alrededor de los 25°S en Chile,
ambos modelos muestran que las condiciones bioclimaticas habrian permitido que R. spinulosa
alcanzara la costa durante el UMG, este resultado es sustentado por los modelos
deterministicos “Two-Class Support Vector Machine”, “Maximum Entropy” y “Generalize Linear
Model’. Ademas el algoritmo Maxent mostr6 que entre los 25° y 31°S sdlo existirian
condiciones adecuadas para la persistencia de poblaciones de R. spinulosa en el presente lo
cual podria indicar que las condiciones bioclimaticas que limitan la persistencia de este anfibio
han mejorado en la actualidad, pero éste aun no ha sido capaz de colonizar estas zonas (Figura

10).

Con respecto a las poblaciones mas australes de Chile, “Maximum Entropy” muestra que estas
serian “outliers” pero se encontrarian cercanas a areas de estabilidad. Este resultado difiere con
el resultado de GARP que muestra entre los 39° y 42°S que la probabilidad de encontrar
poblaciones de R.spinulosa seria mayor en el presente que en el UMG, igual que los algoritmos
deterministicos “Generalize Linear Model’y “Two-Class Support Vector Machine” entre los 41° y
42°S, lo que soporta la idea de que estas poblaciones podrian haber sido colonizadas posterior
a la retirada de los hielos (Figura 10).
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Figura 9. Modelos de distribucidon discretos a partir de variables bioliméaticas seleccionados para R.spinulosa. M Area donde las condiciones
biocliméaticas permitirian la presencia de R. spinulosa solamente en el presente. ™ Area donde las condiciones bioclimaticas permitirian la presencia de R.
spinulosa solamente en el UMG. Area donde las condiciones biocliméaticas permitirian la presencia de R. spinulosa en el presente y en el UMG, se consideran
zonas de estabilidad bioclimatica.
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Figura 10. Modelos de distribucién continuos a partir de variables bioliméaticas seleccionados para R.
spinulosa. Arriba) Proyeccion de la distribucién. Abajo) Interpretacion de los datos. Pixeles rojos indican areas
donde las condiciones biocliméticas permitirian la presencia de R.spinulosa solamente en el presente. Pixeles
verdes indican areas donde las condiciones bioclimaticas permitirian la presencia de R.spinulosa solamente en el
UMG. Pixeles amarillos indican areas donde las condiciones bioclimaticas permitirian la presencia de R.spinulosa en
el presente y en el UMG. Colores mas claros indican mayor probabilidad de ocurrencia; colores mas oscuros indican
menor probabilidad de ocurrencia. Negro indica probabilidad de presencia igual a cero.
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5.-Objetivo especifico 4: Evaluar la representatividad de la diversidad genealdgica dentro de las
areas protegidas (SNASPE) y determinar aquellas localidades que aportarian mayor diversidad

genealdgica complementaria a la actualmente resguardada.

5.1.-Diversidad genealdgica dentro de las areas protegidas del SNASPE

En la Tabla 9 se pueden observar aquellas localidades utilizadas para el andlisis filogenético a
nivel intraespecifico que se encontraron dentro de las areas protegidas o dentro del buffer de 10
Km. La diversidad filogenética total, se calculé6 como la suma de la longitud de todas ramas,
excluyendo los outgroups, resultando un valor igual a 37,36. Utilizando el criterio estricto
observamos que de la totalidad de esa diversidad, solamente 7,33 se encontré dentro de algun
area protegida es decir un 19,6% y este valor disminuy6 a un 18,5% cuando se consideraron
solamente los Parque Nacionales, que son areas que tienen como uno de sus objetivo
prioritarios la conservacion de la biodiversidad, a diferencia de las Reservas Nacionales y los
Monumentos Naturales (Tabla 10). Al utilizar el criterio relajado el valor de proteccion dentro del
sistema nacional de areas protegidas subié a 16 lo que equivale a un 42,8%, mientras que al

considerar solamente Parque Nacional el valor de proteccién subi6 a 27,4% (Tabla 11).
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Tabla 9. Localidades de R. spinulosa utilizadas para los analisis de ADN, que se encuentran protegidas por el
sistema nacional de areas protegidas (SNASPE) y aquellas que se encuentran en las cercanias de estas
areas, dentro de un buffer de 10 Km.

Localidad Nombre del area protegida Tipo Distancia a area
protegida

Vioco Lauca Parque Nacional 9,5 Km
Colpa Lauca Parque Nacional 8 Km
Caquena Lauca Parque Nacional 7,5 Km
Pacollo Lauca Parque Nacional 2 Km
Lauca Lauca Parque Nacional 0 Km*
Putre Lauca Parque Nacional 3,2 Km
Parinacota Lauca Parque Nacional 0 Km*
Chungara Lauca Parque Nacional 0 Km*
Socoroma Lauca Parque Nacional 4,5 Km
Zapahuira Lauca Parque Nacional 8,8 Km
Chivatambo Las Vicufias Reserva Nacional 0 Km*
Surire Las Vicufias Reserva Nacional 0 Km*
Isluga Volcan Isluga Parque Nacional 0,5 Km
Katarpe Los Flamencos Reserva Nacional 8 Km
Vilama Los Flamencos Reserva Nacional 5,8 Km
Morales El Morado Reserva Nacional 1,9 Km
Chillan Nuble Reserva Nacional 7,6 Km
Laja Laguna Laja Parque Nacional 0 Km*
Ensenada Vicente Perez Rosales Parque nacional 5,9 Km

*Localidades ubicadas en el interior de areas protegidas del SNASPE
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Tabla 10. Valor de la Diversidad filogenética intraespecifica (genealdgica) resguardada considerando las
localidades que se encuentran dentro de las areas protegidas del SNASPE y las localidades dentro de los
Parque Nacionales. Diversidad Filogenética=valor del indice de diversidad filogenética (Faith 1992);
Porcentaje=porcentaje que representa el valor de la diversidad filogenética, de la diversidad total.

Diversidad Filogenética Porcentaje de proteccion (%)
Areas protegidas del SNASPE 7.3 19,6
Solo Parques Nacionales 6,9 18,5
Total filogenia 37,36 100

Tabla 11. Valor de la Diversidad filogenética intraespecifica (genealdgica) resguardada considerando las
localidades que se encuentran dentro de las areas protegidas del SNASPE y las localidades dentro de los
Parque Nacionales; incluyendo aquellas localidades que se encuentran dentro de un &rea buffer de 10 km
alrededor de esas areas. Diversidad Filogenética=valor del indice de diversidad filogenética (Faith 1992); Porcentaje
de proteccién= representa el valor de la diversidad filogenética protegida, de la diversidad total.

Diversidad Filogenética Porcentaje de proteccién (%)
Areas protegidas del SNASPE 16 42,8
Solo Parques Nacionales 10,24 27,4
Total filogenia 37,36 100

5.2.- Diversidad filogenética complementaria

Para este andlisis se consideraron los resultados de la diversidad genealdgica bajo los cuatro
criterios de clasificacion descritos en la seccion anterior (resultados 3.1); y se trabaj6é bajo el
supuesto que las localidades restantes son posibles de proteger. La diversidad genealdgica
(diversidad filogenética complementaria) que aportaria cada localidad al ser incluida en el
sistema de areas protegidas fue calculada mediante el indice de diversidad filogenética de Faith
(1992) con lo que fue posible realizar un “ranking” de prioridad de aquellas localidades

prioritarias para la conservacion de la diversidad intraespecifica de R. spinulosa.

El andlisis de diversidad complementaria mostré, para tres de los cuatro criterios el mismo
resultado, que Farellones es la poblacion que aportaria con mayor diversidad filogenética si se
protegiera. Una vez protegida esta poblacion la segunda poblacion que se deberia considerar
seria Quebrada de Jere. Estas dos poblaciones aportarian sustancialmente a la proteccién de la

diversidad filogenética.

El Unico criterio que difirié fue el mas laxo, que incluye a las poblaciones dentro del buffer de 10

km de cualquier area protegida, para este analisis la primera eleccion fue Quebrada de Jere y
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en segundo lugar Farellones. En las tablas 12 a 15, se sefiala la secuencia en que deberian
incluirse dentro del sistema de proteccion aquellas localidades que no se encuentran protegidas
para maximizar el aporte de diversidad filogenética resguardada, para cada uno de los criterios
de clasificacion de localidades. En las Figuras 11-14 se muestra en un filograma el aporte de
las dos localidades, que actualmente no se encuentran protegidas, y que podrian aportar la
mayor diversidad filogenética a la actualmente resguardada si se protegieran, Quebrada Jere y
Farellones. Estos resultados debieran ser tomados con precaucion pues el indice es

dependiente del nimero de individuos muestreados por localidad.

Tabla 12. Diversidad filogenética complementaria a los Parques Nacionales. Secuencia en que deberian
incluirse localidades dentro de los parques nacionales para maximizar la proteccion de la diversidad genética en
éstos. D.F.=valor de la diversidad filogenética (Faith 1992); Aporte de localidad=valor en que aumenta la diversidad
filogenética al incluir una nueva localidad; Porcentaje de proteccidon= representa el valor de la diversidad filogenética
protegida, de la diversidad total. DFP=Diversidad Filogenética protegida inicialmente; Far= Farellones; QJ=Quebrada
de Jere; Fla=EIl Flaco; Til=tilomonte; Tat=Tatio; Queb=Quebe; VP= Vado Putana; Por= Portillo.

D.F. Aporte de Porcentaje de

localidad proteccion (%)
DFP 6,91 0,184957
DFP + Far 10,71 3,8 0,28667
DFP + Far + QJ 14,04 3,33 0,375803
DFP + Far + QJ + Fla 15,47 1,43 0,414079
DFP + Far + QJ + Fla + Til 16,59 1,12 0,444058
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat 17,69 1,1 0,473501
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat + Queb 18,61 0,92 0,498126
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat + Queb + VP 19,52 0,91 0,522484
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat + Queb + VP + Por 20,35 0,83 0,5447

44



Tabla 13. Diversidad filogenética complementaria a las areas del SNASPE. Secuencia en que deberian incluirse
localidades dentro de los parques nacionales para maximizar la proteccion de la diversidad genética en éstos.
D.F.=valor de la diversidad filogenética (Faith 1992); Aporte de localidad=valor en que aumenta la diversidad
filogenética al incluir una nueva localidad; Porcentaje de proteccion= representa el valor de la diversidad filogenética
protegida, de la diversidad total. DFP=Diversidad Filogenética protegida inicialmente; Far= Farellones; QJ=Quebrada
de Jere; Fla=EIl Flaco; Til=tilomonte; Tat=Tatio; Queb=Quebe; VP= Vado Putana; Por= Portillo.

D.F Aporte de  Porcentaje de

localidad proteccién (%)

DFP 7,33 0,196199
DFP + Far 11,12 3,79 0,297645
DFP + Far + QJ 14,46 3,34 0,387045
DFP + Far + QJ + Fla 15,89 1,43 0,425321
DFP + Far + QJ + Fla + Til 17,01 1,12 0,4553
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat 18,1 1,09 0,484475
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat + Queb 19,02 0,92 0,509101
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat + Queb + VP 19,93 0,91 0,533458
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat + Queb + VP + Por 20,77 0,84 0,555942

Tabla 14. Diversidad filogenética complementaria a Parque nacionales y localidades dentro de un area buffer
de 10 Km. Secuencia en que deberian incluirse localidades dentro de los parques nacionales para maximizar la
proteccion de la diversidad genética en éstos. D.F.=valor de la diversidad filogenética (Faith 1992); Aporte de
localidad=valor en que aumenta la diversidad filogenética al incluir una nueva localidad; Porcentaje de proteccion=
representa el valor de la diversidad filogenética protegida, de la diversidad total. DFP=Diversidad Filogenética
protegida inicialmente; Far= Farellones; QJ=Quebrada de Jere; Fla=El Flaco; Til=tilomonte; Tat=Tatio; Queb=Quebe;
VP= Vado Putana; Por= Portillo.

D.F. Aporte de Porcentaje de

localidad proteccion (%)
DFP 10,24 0,27409
DFP + Far 14,04 3,8 0,375803
DFP + Far + QJ 17,37 3,33 0,464936
DFP + Far + QJ + Fla 18,8 1,43 0,503212
DFP + Far + QJ + Fla + Til 19,92 1,12 0,533191
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat 21,02 1,1 0,562634
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat + Queb 21,94 0,92 0,587259
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat + Queb + VP 22,85 0,91 0,611617
DFP + Far + QJ + Fla + Til + Tat + Queb + VP + Por 23,68 0,83 0,633833
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Tabla 15. Diversidad filogenética complementaria a las areas del SNASPE y localidades dentro de un area
buffer de 10 Km. Secuencia en que deberian incluirse localidades dentro de los parques nacionales para maximizar
la proteccién de la diversidad genética en éstos. D.F.=valor de la diversidad filogenética (Faith 1992); Aporte de
localidad=valor en que aumenta la diversidad filogenética al incluir una nueva localidad; Porcentaje de proteccién=
representa el valor de la diversidad filogenética protegida, de la diversidad total. DFP=Diversidad Filogenética
protegida inicialmente; Far= Farellones; QJ=Quebrada de Jere; Fla=El Flaco; Til=tilomonte; Tat=Tatio; Queb=Quebe;

VP= Vado Putana; Por= Portillo.

D.F. Aporte de Porcentaje de

localidad proteccién (%)
DFP 15,98 0,427730193
DFP + QJ 18,3 2,32 0,489828694
DFP + QJ + Far 20,27 1,97 0,542558887
DFP + QJ + Far + Fla 21,7 1,43 0,580835118
DFP + QJ + Far + Fla + Til 22,82 1,12 0,610813704
DFP + QJ + Far + Fla + Til + Tat 23,91 1,09 0,639989293
DFP + QJ + Far + Fla + Til + Tat + Queb 24,84 0,93 0,664882227
DFP + QJ + Far + Fla + Til + Tat + Queb + VP 25,74 0,9 0,688972163
DFP + QJ + Far + Fla + Til + Tat + Queb + VP + Por 26,58 0,84 0,711456103
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Figura 11. Diversidad complementaria a los Parque Nacionales; criterio estricto. Filograma del arbol bayesiano,
muestra la diversidad total de R.spinulosa en Chile. mm Diversidad filogenética protegida en los parques nacionales.
mmm Diversidad filogenética no protegida del linaje 1. === Diversidad filogenética no protegida del linaje 2. ==
Diversidad filogenética no protegida del linaje 3. Diversidad filogenética no protegida del linaje 4. mmDiversidad
filogenética aportada por la localidad de Farellones. mmDiversidad filogenética aportada por Quebrada de Jere. Los

nameros sefialan que areas protegidas del SNASPE se encuentran implicadas en la proteccion de la diversidad
filogenética.
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Figura 12. Diversidad complementaria a las areas protegidas SNASPE; criterio estricto. Filograma del arbol
bayesiano, muestra la diversidad total de R.spinulosa en Chile. mm Diversidad filogenética protegida en las Areas
Protegidas del SNASPE. mmm Diversidad filogenética no protegida del linaje 1. === Diversidad filogenética no
protegida del linaje 2. mmm Diversidad filogenética no protegida del linaje 3. Diversidad filogenética no protegida
del linaje 4. mmDiversidad filogenética aportada por la localidad de Farellones. mmmDiversidad filogenética aportada
por Quebrada de Jere. Los nimeros sefialan que areas protegidas del SNASPE se encuentran implicadas en la
proteccion de la diversidad filogenética.
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Figura 13. Diversidad complementaria a los parques nacionales; criterio laxo, que incluye como protegidas a
las localidades dentré de un buffer de 10 Km. Filograma del arbol bayesiano, muestra la diversidad total de
R.spinulosa en Chile. mm Diversidad filogenética protegida en los Parques Nacionales del SNASPE. == Diversidad
filogenética no protegida del linaje 1. === Diversidad filogenética no protegida del linaje 2. mmm Diversidad filogenética
no protegida del linaje 3. Diversidad filogenética no protegida del linaje 4. mmDiversidad filogenética aportada
por la localidad de Farellones. mmDiversidad filogenética aportada por Quebrada de Jere. Los numeros sefialan que
areas protegidas del SNASPE se encuentran implicadas en la proteccién de la diversidad filogenética.
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Figura 14. Diversidad complementaria a las areas protegidas SNASPE; criterio laxo, que incluye como
protegidas a las localidades dentr6 de un buffer de 10 Km. Filograma del arbol bayesiano, muestra la diversidad
total de R.spinulosa en Chile. mm Diversidad filogenética protegida en las Areas Protegidas del SNASPE. mm
Diversidad filogenética no protegida del linaje 1. m=m Diversidad filogenética no protegida del linaje 2. mmm Diversidad
filogenética no protegida del linaje 3. Diversidad filogenética no protegida del linaje 4. mmm Diversidad filogenética
aportada por la localidad de Farellones. mmDiversidad filogenética aportada por Quebrada de Jere. Los nimeros
sefialan que areas protegidas del SNASPE se encuentran implicadas en la proteccion de la diversidad filogenética.
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Discusion

Los resultados muestran 4 linajes principales bien soportados cuyas poblaciones se encuentran
agrupadas latitudinalmente. El primer linaje corresponderia a las poblaciones que se
encuentran entre Umaqui (69°23’0; 17°44’S) y el Salar de Alconcha (68°29°0; 21°35’S). El
segundo linaje incluiria a todas las poblaciones entre Carcote (68°19'0; 21°16’'S) y Tilomonte
(68°06°0; 23°47’S). El tercer linaje incluye a todas las poblaciones entre Portillo (70°10°0;
32°52’'S) y El Flaco (70°27°0; 34°57’S), y el cuarto linaje a las poblaciones conocidas al sur de
Lircay (70°59°0; 35°34’S). Este andlisis mostré la presencia de subclados dentro de los grupos
2y 3.

Los linajes principales se encontrarian asociados a la presencia de barreras geograficas que
habrian mantenido estos clados separados en Chile y habrian contribuido a la diferenciacion
genética. La primera de estas barreras, que separaria al linaje 1 del 2 seria un cordén
montafioso que separa el Salar de Carcote del Salar de Alconcha el cual incluye al cerro Tres
Mofios, al volcan Aucanquilcha y al complejo de volcanes bolivianos Olca-Cardén.

La separacion del linaje 2 y 3 se podria deber a la presencia de la diagonal arida (23°S-29°S)
que pasa por el sur del salar de Atacama entre los 25°S y 27°S en direccion sur-oriente. Esta
diagonal corresponde a un area geografica hiperarida que se habria establecido producto del
fortalecimiento de la Corriente del Peru (Corriente de Humboldt) en el Océano Pacifico y el
levantamiento de la Cordillera de Los Andes lo cual habria generado un efecto de sombra de
lluvia a las masas atmosféricas provenientes del este (Hinojosa & Villagran 1997; Villagran &
Hinojosa 2005). El establecimiento de la Diagonal Arida habria afectado a la evolucion y
distribucién de la flora y vegetacién del Cono Sur de Sudamérica (Villagran & Hinojosa 2005),
dificultando la expansién norte-sur de la flora a lo largo del cordén andino causando bajos
niveles de similitud floristica entre la flora andina de la Puna y la flora andina mediterranea
(Villagran et al. 1998; Villagran & Hinojosa 2005) . Esta area, que se considera el nucleo del
desierto de Atacama, habria mantenido su condicién de aridez durante el Pleistoceno/Holoceno,
no habiendo sido afectada por los cambios de humedad (Kull et al. 2002). La hipétesis que esta
diagonal podria actuar como barrera geografica para R. spinulosa se encuentra parcialmente
sustentada por el resultado de cuatro algoritmos utilizados para modelar la distribucion:
‘Domain”, “Back Propagation-ANN”, “Maxima Entropia” y “Generalized Linear Model (logit)”;

ademas la distribucion conocida para la especie también respaldaria la influencia de la diagonal
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arida como una barrera importante, ya que ésta se interrumpe a los 23°S en Chile (Tilomonte) y
a los 27°S en Argentina ajustadndose al trazado de la diagonal arida. La especie vuelve a
aparecer por el lado argentino a los 29°S, latitud que coincide con la mayor extension de la
diagonal &rida a fines del UMG.

En la cuenca del rio Mataquito, ubicada entre 34°5’S y 37°3’ S (DGA 2004), no existen registros
de R. spinulosa, y la presencia del ensamble volcanico constituido por los volcanes Petorea,
Planchon y Azufre nos hace pensar que podria constituir una barrera geografica entre los
linajes 3 y 4. Esta agrupacion volcanica tiene su centro a los 35°15’S 70°30°0. El mas grande y
antiguo de este grupo es el volcan Azufre que habria comenzado a formarse debido a actividad
volcénica durante el plio-pleistoceno (0,55 Ma) (Hildreth et al. 1988; Tormey et al. 1989). Este
quiebre filogeografico coincidiria con los resultados de Sérsic et al. (2011) , quienes encontraron
dos quiebres, a los 35°S y 37,5°S. El mismo autor sefala que estos dos serian compartidos por
plantas y animales; y su presencia podria atribuirse a la orogénesis de los Andes (mioceno-

plioceno) y los procesos tecténicos asociados.

El andlisis filogeografico utilizando el programa Geneland permitié agrupar las localidades en 6
unidades poblacionales distintas. El primer y Gltimo de estos grupos se correspondieron con los
linajes 1 y 4 del andlisis filogenético. Mientras que los linajes 2 y 3 se encontraron subdivididos
en dos unidades poblacionales respectivamente. Dentro del linaje 2, las poblaciones de
Tilomonte y Peine fueron asignadas como una unidad poblacional independiente del resto de
las localidades que conforman este linaje. Este resultado sugiere que estas poblaciones
guedaron aisladas hasta alcanzar un alto grado de divergencia. Tilomonte se ubica al sur del
salar de Atacama y no existe evidencia de individuos que compartan haplotipos con las
localidades del linaje principal, es posible que para esta localidad el salar de Atacama actle
como un barrera geografica que habia permitido la diferenciacién de R. spinulosa. En Peine,
Socaire y Quebrada Jere se encontraron individuos pertenecientes a ambos haplogrupos, esto
se ajustaria a un patron de contacto secundario. Existe evidencia que sugiere que en el salar de
Atacama, entre los 22°S y 24°S, ocurrieron dos fases humedas posterior a la retirada de los
hielos; la primera se encontraria datada entre finales de la era glacial y principios de Holoceno
(15,4 — 9 Ka) vy habria originado la mayor parte de los recursos hidricos en esta region
(Grosjean et al. 1995; Rech et al. 2002); y la segunda se dataria a mediados del holoceno, entre
8 y 3 Ka, ambos periodos habrian terminado abruptamente y habrian sido reemplazados por

periodos de hiperaridez (Rech et al. 2002). Durante estos periodos humedos, las diferentes
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poblaciones de R.spinulosa podrian haberse conectado y el patron genético actual seria

consecuencia de esto.

Dentro del linaje 3 (que comprende las localidades entre la region de Valparaiso y O’higgins)
Farellones, El Yeso, Lagunillas, Morales y El Teniente formaron una unidad poblacional distinta
a Portillo y El Flaco, el andlisis filogenético sugiere que este grupo seria un linaje mas reciente
que habria derivado a partir de poblaciones como el Flaco y Portillo. Farellones, El Yeso,
Lagunillas, Morales y El Teniente pertenecen a la cuenca del rio Maipo y podrian mantenerse
conectadas entre si a través de valles transversales de la cordillera andina por ejemplo el Cajon
del Rio Olivares y el valle del Rio San José. Por el norte, este grupo se encontraria aislado de
Portillo, que pertenece a la cuenca del rio Aconcagua, por la cadena montafiosa que separa a
ambas cuencas y que esta formada por los glaciares Olivares y Juncal Sur, entre otros. Por el
sur no existe una barrera clara que separe este grupo de la localidad de El Flaco, aunque lo
MAas parsimonioso es pensar que el grupo de cerros que separa las cuencas de rio Rapel y del
rio Maipo (cerros Los Lunes, Durazno, Del Valle y Catedral) constituirian una barrera efectiva.
Nuestros datos no nos permitieron evaluar la relacion existente entre las localidades de El Flaco
y Portillo. Extender el area de estudio hacia las poblaciones argentinas y utilizar otros
marcadores genéticos podria entregar un panorama mas claro sobre la relacion filogeogréfica

entre estas dos poblaciones.

El linaje mas austral mostré la mayor diversidad genética a pesar de tener la menor cantidad de
individuos muestreados y localidades prospectadas; especialmente la localidad del Laja donde
se encontraron haplotipos muy diferenciados entre si. Este patrén de alta diversidad podria ser
consecuencia de las glaciaciones y se ajustaria al modelo de mudltiples refugios. Durante el
Ultimo Méximo Glacial las poblaciones podrian haber encontrado refugio en mltiples areas, sin
conectividad entre ellas, donde se podrian haber diferenciado. Es necesario sefialar que este
mismo patrén podria ser consecuencia de la intensa actividad volcanica que también podria
haber actuado como barrera; o una mezcla de ambos procesos. En estos refugios cada
poblacion habria pasado por un proceso de diversificacion y posteriormente, con el retroceso de
los hielos R.spinulosa habria recolonizado las areas donde se encuentra hoy. Esta inferencia
debe ser tomada con precaucion debido a la deficiencia de muestras genéticas para las
localidades del grupo 6 y este escenario podria cambiar con un muestreo mas intensivo en las

poblaciones desde Lircay al sur.
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Gran parte de las poblaciones de Rhinella spinulosa se encontraron en areas bioclimaticamente
estables. De las localidades evaluadas a nivel genético, solamente Lluta y Azapa del linaje
norte; y Ensenada del linaje més austral podrian verse visto afectadas por el UMG. Lluta y
Azapa son dos localidades cercanas entre si que se encuentran alrededor de los 18°S a menos
de 1000 m.s.n.m, los modelos de distribucion sugieren que ambas localidades no presentan las
condiciones climéticas para la existencia de R.spinulosa por lo tanto su presencia en estas
localidades podria deberse a la migracion de individuos a través de los valles de Lluta y Azapa
desde poblaciones “fuentes”, ubicadas a mayor altura. De todas maneras es necesario evaluar
si existen condiciones microclimaticas y/o ecolégicas que permitieran la persitencia de
R.spinulosa en estas localidades. Para Ensenada, la localidad mas austral de este estudio, los
modelos sugieren que las condiciones biocliméticas sélo serian adecuadas para la persistencia
de R. spinulosa en el presente. Por lo tanto seria una poblacién establecida posterior a la

retirada de los hielos.

Rhinella spinulosa mostr6 ser una especie de anfibio con una alta diversidad genética en Chile,
la cual se encontr6 asociada a la abrupta geografia de Chile y a la extensa distribucion que
presenta R. spinulosa en nuestro pais. Este trabajo permitié evaluar cuantitativamente la
proteccion de las areas protegidas sobre la diversidad de esta especie, lamentablemente los
resultados muestran que solamente una fraccion de la diversidad total se encuentra protegida.
Tres de los cuatro criterios que utilizamos para evaluar la proteccién de esta diversidad,
mostraron que los linajes 2 (Carcote-Tilomonte) y 3 (Portillo-El Flaco) se encuentra totalmente
desprotegidos. Los analisis de diversidad complementaria muestran que la solucion éptima para
aumentar la proteccion de la diversidad no representada en las areas protegidas seria incluir las
poblaciones de Farellones y Quebrada de Jere dentro del Sistema Nacional de Areas Silvestres
Protegidas. Con esto se aseguraria que al menos todos los linajes principales se encontraran
protegidos. Si bien esta especie no se encuentra amenazada, es plausible que otras especies
con una distribucién similar pudiesen presentar problemas de conservacion a nivel de especie o
intraespecifico (linajes, variedades, razas). Algunas de estas especies podrian presentar una
estructuracion de la diversidad genética similar a R. spinulosa, asociada a las mismas barreras
geograficas. Por ejemplo estudios recientes en el género de anfibios Telmatobius sugieren un
quiebre geogréfico de los linajes que se corresponde perfectamente con el quiebre entre los
linaje 1y 2 de R. spinulosa (68°23'0; 21°S).
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Anexo 1. Valor de correlacion (r) entre las distintas variables bioclimaticas disponibles en WORLDCLIM (http://www.worldclim.org/). Bio 1. Temperatura
anual promedio; Bio 2: Rango diurno promedio; Bio 3: Isotermalidad; Bio 4: Estacionalidad de la temperatura; Bio 5: Temperatura maxima del mes mas calido; Bio
6: Temperatura minima del mes mas frio; Bio 7: Rango anual de temperatura; Bio 8: Temperatura promedio del trimestre mas humedo; Bio 9: Temperatura
promedio del trimestre mas seco; Bio 10: Temperatura promedio del trimestre mas calido; Bio 11: Temperatura promedio del trimestre mas frio; Bio 12:
Precipitacion anual; Bio 13: Precipitacién del mes mas hamedo; Bio 14: Precipitacién del mes mas seco; Bio 15: Estacionalidad de la precipitacion; Bio 16:
Precipitacion del trimestre mas humedo; Bio 17: Precipitacion del trimestre mas seco; Bio 18: Precipitacion del trimestre mas cdlido; Bio 19: Precipitacion del
trimestre mas frio.

Bio2 Bio3 Bio4 Bio5 Bio6 Bio7 Bio8 Bio9 Biol0 Bioll Bio12 Bio1l3 Biol4 Biol5 Bio16 Bio17 Bio18 Bio 19
Biol [0872 0957 0449 098 0932 0,78 0992 0988 0992 0988 0865 0902 0551 0,804 0899 0589 0,796 0,661
Bio2 | - 0925 0736 0944 0642 0971 0883 0,836 0913 0801 0696 074 0428 0,882 0736 0459 0723 0,469
Bio3 | - - 0,496 0,963 0,845 0827 0944 0952 0958 0,933 0862 0892 0588 0846 0888 0,623 0803 0,672
Bio4 | - - - 061 013 0873 0489 0,38 056 0307 0251 0252 0225 0516 0246 0233 0,368 0,129
Bio5 | - - - - 0,845 0,888 0979 0957 0996 0939 0822 0858 0526 0839 0854 0563 0781 0,612
Bio6 | - - - - - 0,503 0,905 0946 0,884 0972 0864 0892 056 0632 089 0598 0719 0,72
Bio7 | - - - - - - 0,802 0731 0848 068 0583 0618 0368 0811 0613 0394 0642 0,369
Bio8 | - - - - - - - 0962 0989 0972 0841 0877 0536 0808 0873 0573 0802 0,621
Bio9 |- - - - - - - - 0972 098 0877 0913 056 0782 0911 0599 0,77 0,699
Bio 10 | - - - - - - - - - 096 0839 0873 0545 0817 0869 0581 0789 0,635
Bio 11 | - - - - - - - - - - 088 0918 055 0765 0916 0589 0,783 0,685
Bio 12 | - - - - - - - - - - - 0971 0792 058 0975 0,828 0878 0,843
Bio 13 | - - - - - - - - - - - - 065 0696 0998 0691 0837 0,808
Bio 14 | - - - - - - - - - - - - - 0189 0657 0994 0,749 0,716
Bio 15 | - - - - - - - - - - - - - 0686 0222 0569 0,388
Bio 16 | - - - - - - - - - - - - - - 0,697 0841 0811
Bio 17 | - - - - - - - - - - - - - - - 0,773 0,748
Bio 18 | - - - - - - - - - - - - - - - - 0,582
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Anexo 2. Variables bioclimaticas utilizadas para los modelos de distribucion. La columna Colinealidad muestra
aquellas variables que se encontraron correlacionas (r>0,95) con la variable de la columna Cédigo. La columna
Modelos muestra si la variable en cuestion fue, o no, utilizada en la ejecucién de los modelos bioclimaticos.

Codigo Variable Colinealidad (r >0,95) Modelos
Bio 1 Temperatura anual promedio Bio 3, Bio 5, Bio 8, Bio 9, Bio 10, Bio  Si
11
Bio 2 Rango diurno promedio Bio 7 Si
Bio 3 Isotermalidad Bio 1, Bio 5, Bio 9, Bio 10 No
Bio 4 Estacionalidad de la emperatura Si
Bio 5 Temperatura maxima del mes mas calido Bio 1, Bio 3, Bio 8, Bio 9, Bio 10 NO
Bio 6 Temperatura minima del mes mas frio Bio 11 Si
Bio 7 Rango anual de temperatura Bio 2, No
Bio 8 Temperatura promedio del trimestre méas Bio 1, Bio 5, No
humedo

Bio 9 Temperatura promedio del trimestre mas seco  Bio 1, Bio 3, Bio 5, bio 8 No
Bio 10 Temperatura promedio del trimestre més célido Bio 1, Bio 3, Bio 5, Bio 8 No
Bio 11 Temperatura promedio del trimestre mas frio Bio 1, Bio 6, Bio 8 No
Bio 12 Precipitacion anual Bio 13, Bio 16 Si
Bio 13 Precipitacion del mes mas humedo Bio 12, Bio 16 No
Bio 14 Precipitacion del mes mas seco Bio 17 Si
Bio 15 Estacionalidad de la precipitacion Si
Bio 16 Precipitacion del trimestre mas humedo Bio 12, Bio 13 No
Bio 17 Precipitacion del trimestre mas seco Bio 14 No
Bio 18 Precipitacion del trimestre méas célido Si
Bio 19 Precipitacion del trimestre mas frio Si
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