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Resumen 
 

La tasa de declinación de anfibios a nivel global se ha incrementado notablemente en los 

últimos cuarenta años. Las principales causas de esta declinación son la introducción de 

especies invasoras, destrucción de hábitat, enfermedades emergentes y el cambio climático. 

Nuevas aproximaciones tales como la genética de la conservación han permitido focalizar y 

priorizar las estrategias de acción en las especies que se encuentren más amenazadas. 

En este estudio se compararon los patrones filogeográficos de dos especies de anfibios 

endémicas de Los Andes de Chile central, Alsodes montanus y A. tumultuosus, utilizando 

secuencias del gen mitocondrial citocromo b. Estas especies se encuentran en categoría de 

conservación Vulnerable (según la IUCN) y en Peligro-Rara (según el Reglamento de 

Clasificación de Especies del MMA), distribuyéndose entre la Región Metropolitana y la Región 

del Libertador Bernardo O’Higgins entre los 1.200-2.600 msnm. Se aplicó una técnica no 

invasiva de obtención de muestras utilizando tórulas para extraer mucosa bucal. Los individuos 

fueron capturados en siete localidades representativas de las principales cuencas hidrográficas 

que conforman las distribuciones de ambas especies, incluyendo algunas áreas protegidas: La 

Parva, Lagunillas, Potrero Grande, Pangal, Reserva Nacional Cipreses, Termas del Flaco y Alto 

Huemul.  

Los resultados indican que ambas especies presentan niveles de variación genética 

intrapoblacional muy bajos; sin embargo, Alsodes montanus presenta mayor variación genética 

a nivel de especie en comparación con A. tumultuosus. En A. montanus se observa un alto nivel 

de estructura genética, con tres linajes bien definidos a lo largo de su distribución, mientras que 

en A. tumultuosus la estructura genética es muy baja.  

Para detectar señales de expansión demográfica se usaron los tests D de Tajima y Fs de Fu 

con las agrupaciones genéticas entregadas por el programa GENELAND. Mientras que para 

Alsodes montanus no se detectaron señales de expansión, en el caso de A. tumultuosus solo 

se pudieron detectar señales de expansión poblacional en la localidad de Alto Huemul, que 

representa el extremo sur de su distribución. El Análisis de Varianza Molecular (AMOVA) en que 

las localidades se agruparon por cuencas hidrográficas mostró valores altos de variación entre 

grupos para ambas especies, sugiriendo que gran parte de la diferenciación genética 

intraespecífica puede explicarse por el aislamiento por cuencas hidrográficas, siendo este 

efecto mayor en Alsodes montanus. 

El test de Mantel, usado para evaluar si la variación genética a nivel de toda la distribución de 

cada especie se ajusta a un modelo de aislamiento por distancia, mostró significancia sólo en el 
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caso de A. tumultuosus. 

Basándose en los patrones de variación genética observados en este estudio, la mayor parte de 

la variación genética interpoblacional de ambas especies está representada en áreas 

protegidas de la Región de O’Higgins. Sin embargo, las estrategias de conservación deben ser 

orientadas principalmente a las poblaciones de La Parva y Potrero Grande para el caso de A. 

montanus, y de La Parva para el caso de A. tumultuosus, ya que representan linajes 

genéticamente diferenciados que no están protegidos formalmente. 

 

Palabras claves: anfibios altoandinos, filogeografía, Alsodes. 

 

Summary 
 

The rate of decline of amphibians globally has dramatically increased over the last forty years. 

The main causes of this declination are the introduction of invasive species, habitat destruction, 

emerging diseases and climate change. New approaches such as genetics conservation have 

made it possible to focus and prioritize strategies of plans on species that are most threatened. 

In this study the phylogeographic patterns of two species of endemic amphibians in the Andes of 

central Chile, Alsodes montanus and A. tumultuosus, using sequences of mitochondrial 

cytochrome b gene were compared. These species are categorized as Vulnerable (IUCN) and 

Endangered-Rare (RCE), distributed between the Metropolitan Region and the Region of 

Libertador Bernardo O'Higgins between 1.200-2.600 meters. 

A noninvasive technique for obtaining samples using swabs to remove buccal mucosa was 

applied. Individuals were captured in seven representative locations in the major river basins 

that make the distributions of both species, including some protected areas: La Parva, 

Lagunillas, Potrero Grande, Pangal, Cipreses National Reserve, Termas del Flaco and Alto 

Huemul. 

The results indicate that both species have very low levels of genetic variation within 

populations; however, Alsodes montanus has greater genetic variation at the species level 

compared to A. tumultuosus. In A. montanus a high level of genetic structure is observed, with 

three lineages well defined along all their distribution, whereas in A. tumultuosus the genetic 

structure is very low.  

In order to detect signs of demographic expansion, the D of Tajima y Fs of Fu test were used 

with genetic groupings provided by the GENELAND program. While for Alsodes montanus no 

expansion signals were detected in the case of A. tumultuosus population expansion can be 



 8 

seen in Alto Huemul. Molecular Analysis of Variance (AMOVA) by watershed showed higher 

values of variation between groups for both species, suggesting that the reason for the 

differences is genetic isolation by watersheds, being higher the percentage change in Alsodes 

montanus. 

Mantel test used to evaluate the correlation between geographical distances and genetic 

differentiation for both species showed significance only for the case of A. tumultuosus. 

Based on the results obtained in this study, conservation strategies should be focused on 

Potrero Grande in the case of A. montanus, and La Parva in the case of A. tumultuosus. 

 
Key words: high andean amphibians, phylogeography, Alsodes. 
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Introducción 
 

Los efectos del cambio climático global sobre la biodiversidad han sido foco de activa 

investigación en los últimos años (Bellard et al., 2012; Shen & Ma 2014). Entre los efectos 

ecológicos y evolutivos atribuidos al cambio climático se han descrito alteraciones en la 

fenología, parámetros fisiológicos, estrategias de vida, probabilidad de extinción y colonización, 

y la habilidad de dispersión de diversas especies (Parmesan, 2006; Bellard et al., 2012). 

Aunque el cambio climático actual se enmarca dentro del último período interglacial en el 

Holoceno, los futuros cambios climáticos y efectos en los biomas serán distintos a los 

observados durante esta era (Benito-Garzón et al., 2014). Uno de los ambientes que está 

siendo afectado en mayor grado por el cambio climático es el de alta montaña (Nogués-Bravo 

et al., 2007; Dirnböck et al., 2011). Históricamente, las respuestas de las poblaciones que 

habitan en las montañas frente a las glaciaciones pleistocénicas han sido muy variadas, por 

ejemplo, se han documentado procesos de extinción, retracción o expansión (latitudinal y/o 

altitudinal), sin embargo, estos efectos se han acelerado con el cambio climático actual 

(Spellman et al., 2007; Gottfried et al., 2012).  

En los últimos años, se han realizado diversos estudios que han evaluado el efecto del 

cambio global desde una aproximación filogeográfica (Petit et al., 2005; Provan & Bennet, 

2008). La filogeografía es la disciplina que permite identificar qué procesos históricos y 

evolutivos han modificado las distribuciones geográficas de las especies (Hickerson et al., 

2010). Definida como “el campo de estudio relacionado con los principios y procesos que 

gobiernan la distribución geográfica de linajes de genes” (Avise, 2000), la filogeografía se basa 

en que la mayoría de las especies presentan una estructura genética asociada a la geografía en 

que habitan (Domínguez-Domínguez & Vásquez-Domínguez, 2009). Este tipo de aproximación 

permite describir la distribución de la diversidad genética e identificar los factores que pueden 

estar actuando sobre el flujo génico (Zeisset & Beebee, 2008), lo cual indicaría dónde se 

debiesen enfocar los esfuerzos de conservación. Además, los estudios filogeográficos que 

involucran más de una especie son esenciales para la conservación, ya que permiten identificar 

áreas con alto nivel de endemismo, riqueza de especies, focos geográficos de procesos 

evolutivos y cambios en los patrones de distribución (Rissler et al., 2006; Avise, 2000), 

permitiendo indicar las especies prioritarias para su conservación y proteger los procesos 

evolutivos que mantienen la diversidad biológica (Moritz, 2002). 

A nivel mundial se considera que los anfibios presentan ventajas como un modelo para 

estudios filogeográficos, por su amplia distribución y el alto nivel de estructura genética que 
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presentan la mayoría de las especies (Zeisset & Beebee, 2008), lo cual ha sido atribuido a una 

baja capacidad de dispersión, acompañada generalmente de una alta filopatría (Beebee, 1996). 

Además, los anfibios son el grupo de vertebrados con mayor grado de amenaza a nivel 

mundial, debido principalmente a la destrucción de sus hábitats y los efectos ambientales 

provocados por el cambio global (Stuart et al., 2004), y particularmente vulnerables por sus 

estrechas preferencias de hábitat y distribución restringida (Wake & Vredenburg 2008). Chile no 

está ajeno a esta problemática, ya que aproximadamente un tercio de las 63 especies descritas 

en la actualidad tienen problemas de conservación (Lobos et al., 2013). Además, presentan un 

alto grado de endemismo (Correa et al., 2011; Correa et al., 2016), debido a la diversidad 

geográfica y climática de nuestro país, y a las barreras naturales que lo aíslan, por ejemplo, el 

desierto de Atacama, la Cordillera de Los Andes, el Océano Pacifico y los glaciares del extremo 

sur. 

En Chile, se han realizado diversos estudios genéticos y filogeográficos en anfibios, los 

cuales involucran especies de amplia distribución (e.g. Victoriano et al., 1995; Formas & Brieva, 

2000; Correa et al., 2008, 2010; Núñez et al., 2011; Vásquez et al., 2013). Sin embargo, el 

conocimiento de la historia evolutiva de los anfibios de Los Andes en Chile, donde se 

encuentran varias especies endémicas con distribución reducida, es escaso, limitándose a 

estudios filogenéticos y filogeográficos en el extremo norte, como por ejemplo, en Rhinella 

spinulosa (Correa et al., 2010) y Telmatobius (Sáez et al., 2014; Victoriano et al., 2015). 

Actualmente no se han realizado estudios similares en los ecosistemas andinos de Los Andes 

de Chile central, zona que fue afectada por las glaciaciones pleistocénicas (Duellman, 1979; 

Strecker et al., 2007) y donde se distribuyen cinco especies del género Alsodes (Cuevas & 

Formas, 2005). Dos de estas especies son endémicas de Los Andes de Chile y están 

codistribuidas entre los 33 y 35°S: Alsodes montanus y A. tumultuosus. 

Alsodes montanus fue descrito por Lataste (en Phillipi, 1902) como Telmatobius 

montanus. Posteriormente, Veloso et al., (1982) y Díaz & Valencia (1985a) describieron que 

dicha especie presentaba características más similares a las especies del género Alsodes que 

a Telmatobius, renombrándolo finalmente como Alsodes montanus. Por su parte, Cei (1962) lo 

describe como un anfibio de tamaño pequeño, robusto, de cabeza muy corta, con dientes 

vomerianos evidentes y membranas interdigitales que llegan hasta las puntas de los dedos en 

las extremidades posteriores. Además, es una especie de hábitos estrictamente nocturnos y 

acuáticos, que se refugia entre piedras y rocas durante el día. Es endémica de Chile y se 

encuentra clasificada como Vulnerable de acuerdo a la IUCN (2016) y En Peligro/Rara según el 

Reglamento de Clasificación de Especies (RCE). Se distribuye entre la Región Metropolitana y 
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la Región de O’Higgins, entre los 1.350 y 3.000 msnm (Araya & Riveros, 2008; Correa et al., 

2008; Horta et al., 2014; Mora et al., 2015). Por otra parte, A. tumultuosus, descrito por Veloso 

et al., (1979), es un anfibio de tamaño mediano, que se caracteriza por tener una membrana 

interdigital incompleta en sus miembros traseros y porque los machos presentan parches 

espinosos protuberantes en el pecho y en sus primeros dígitos. En comparación con A. 

montanus esta especie no es estrictamente acuática, y de acuerdo a Lobos et al., (2013) se 

distribuye sólo en La Parva y Potrero Grande (Región Metropolitana), aunque hay registros 

recientes que extienden su distribución hasta Sierras de Bellavista (Región de O’Higgins) (Horta 

et al., 2014, Correa et al., datos no publicados). Se encuentra en la categoría Vulnerable de 

acuerdo a la IUCN (2016) y En Peligro/Rara según el RCE. 

En este estudio se aplicó un enfoque de filogeografía comparada en las especies 

codistribuidas Alsodes montanus y A. tumultuosus, las cuales probablemente han 

experimentado los mismos procesos históricos, como la orogénesis andina y las glaciaciones 

pleistocénicas. Si bien a escala regional estas especies coexisten en los ecosistemas 

altoandinos de Chile central, a una escala local se segregan altitudinalmente: A. tumultuosus se 

encuentra generalmente a mayor altura que A. montanus. Además, difieren marcadamente en 

su dependencia del agua (A. montanus es acuática, mientras que A. tumultuosus es más bien 

terrestre), lo cual podría influir en cómo los procesos evolutivos y las dinámicas demográficas 

que ambas especies experimentan afectan sus estructuras poblacionales. El objetivo de este 

estudio es describir desde un punto de vista histórico cómo estas especies han sido afectadas 

por los cambios climáticos pleistocénicos, y por ende cómo podrían responder al cambio 

climático actual, proporcionando a su vez información geográfica y genética relevante para su 

conservación. 
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Hipótesis 
 

Debido a que las poblaciones de ambas especies de Alsodes han estado sometidas a los 

mismos procesos geológicos ocurridos en los ecosistemas altoandinos de Chile central, las 

diferencias en la estructura genética de estas especies estarían principalmente determinadas 

por las diferencias en sus capacidades de dispersión. De este modo, se hipotetiza que Alsodes 

montanus, por ser una especie acuática, con menor capacidad de dispersión, presentará una 

mayor estructura genética entre sus poblaciones en comparación con A. tumultuosus.  

 

Objetivos 
 

Objetivo general: Comparar los patrones filogeográficos de dos especies de anfibios 

altoandinas codistribuidas. 

 

 

Objetivo específico 1: Describir los patrones filogeográficos de Alsodes montanus y A. 

tumultuosus a lo largo de toda su distribución. 

Objetivo específico 2: Estimar los niveles de variación genética intra e interpoblacional de 

ambas especies. 

Objetivo específico 3: Detectar señales de expansión poblacional y cuellos de botella en ambas 

especies. 

Objetivo específico 4: Inferir los procesos históricos y evolutivos que han producido los patrones 

de variación genética de ambas especies. 

Objetivo específico 5: Identificar las áreas de mayor variación y/o diferenciación genética para 

ambas especies, en relación a las áreas protegidas presentes en sus rangos de distribución. 
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Materiales y Métodos 
 

Localidades y material de estudio 

 

Se capturaron individuos de Alsodes montanus y A. tumultuosus (Figura 1) en localidades 

donde ambas especies cohabitan. Las localidades muestreadas se definieron según las 

principales cuencas hidrográficas que conforman la distribución de estas especies (Figura 2; 

Tabla 1). Las localidades incluidas fueron La Parva, Potrero Grande, Lagunillas, Reserva 

Nacional Cipreses, Pangal, Termas del Flaco y Santuario de la Naturaleza Alto Huemul (Figura 

3). 

Se utilizaron para el estudio adultos y juveniles, de los cuales se obtuvieron muestras de 

mucosa bucal con tórulas Copan. Posteriormente, todos los individuos fueron liberados en el 

mismo sitio de captura. 

El estudio fue realizado con permiso del Servicio, Agrícola y Ganadero (SAG), resolución 

Nº1875/2015. 

 

 

 
Figura 1. A la izquierda ejemplar adulto de Alsodes montanus; a la derecha un individuo adulto 

de A. tumultuosus. 
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Figura 2. Ubicación geográfica de las localidades de Alsodes montanus (círculos) y A. 

tumultuosus (triángulos) incluidas en este estudio. 
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Figura 3. Algunas localidades de Alsodes montanus y A. tumultuosus incluidas en este estudio. 

A. La Parva, Región Metropolitana (ambas especies). B. Reserva Nacional Cipreses, Región del 

Libertador Bernardo O’Higgins (A. montanus). C. Reserva Nacional Cipreses (A. tumultuosus). 

D. Lagunillas, Región Metropolitana (A. montanus) E. Pangal, Libertador Bernardo O’Higgins 

(ambas especies). 
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Tabla 1. Coordenadas y altitudes de las localidades de Alsodes montanus y A. tumultuosus 

incluidas en este estudio. 

Localidad Región Cuenca 

hidrográfica 

UTM E UTM N Altitud 

(msnm) 

Especie 

capturada 

La Parva Metropolitana Maipo 0379285 6311037 2.630 

 

A.montanus 

A.tumultuosus 

Potrero 

Grande 

Metropolitana Maipo 0380947 6300721 2.586 A. montanus 

Lagunillas Metropolitana Maipo 0378203 6278211 1.501 A. montanus 

Pangal Libertador 

Bernardo 

O’Higgins 

Cachapoal 0369537 6210146 1.311 A.montanus 

A.tumultuosus 

Reserva 

Nacional 

Cipreses 

Libertador 

Bernardo 

O’Higgins 

Cachapoal 0370732 6196663 1.231 A.montanus 

A.tumultuosus 

Termas 

del Flaco 

Libertador 

Bernardo 

O’Higgins 

Tinguiririca 0358029 6141151 1.251 A.montanus 

A.tumultuosus 

Alto 

Huemul 

Libertador 

Bernardo 

O’Higgins 

Tinguiririca 0345921 6138030 1.608 A.montanus 

A.tumultuosus 

 

 

1.- Extracción de DNA y obtención de secuencias mitocondriales 

 

La extracción de DNA se realizó utilizando el kit ReliaPrepTM Gdna Tissue Miniprep System 

(Promega) de acuerdo al protocolo del fabricante. 

Se amplificó por PCR un fragmento del gen mitocondrial citocromo b de aproximadamente 1100 

pares de bases utilizando los partidores Cytb A-L (5’GAA TYG GRG GWC AAC CAG TAG AAG 

ACC C-3´) y ControlP-H (5´-GTC CAT AGA TTC AST TCC GTC AG-3´). 

Los reactivos y perfil térmico del PCR se describen en las Tablas 2 y 3, respectivamente. El 

producto de PCR fue secuenciado en ambas direcciones en un secuenciador automático 

(Aplied Biosystems) en la empresa Macrogen Inc., Corea (www.macrogen.com). 
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Tabla 2. Reactivos utilizados para los procesos de PCR en este estudio. 

Mezcla uL 

H2O 
 

20,3 
 

Buffer (10X) 
 

3 

MgCl2 (25mM) 
 

3,6 

dNTPs (2,5mM) 
 

1,4 

Partidor H (10uM) 
 

0,25 

Partidor L (10uM) 
 

0,25 

Taq (5U/uL) 
 

0,2 

DNA 1 

Total 30 

 

 
Tabla 3. Programa de perfil térmico utilizado en este estudio. 

Perfil térmico Temperatura 
(°C) 

Tiempo 

Desnaturalización inicial 94 
 

1' 
 

Desnaturalización 94 
 

4” 

Annealing 56 
 

50” 

Extensión 72 50” 

Extensión final 72 
 

8' 
 

Reposo 10 Infinito 
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2.- Análisis genéticos y fi logeográficos 

 

Las secuencias fueron editadas y alineadas con el programa Bioedit versión 7.2.5 (Hall, 1999). 

Con los resultados obtenidos se generó una red de haplotipos con el método median-joining 

(Bandelt et al., 1999) para estimar y visualizar las relaciones entre los haplotipos de cada 

especie, utilizando el programa Network versión 5.0 

(http://www.fluxusengineering.com/sharenet.htm). En las redes obtenidas, los círculos 

corresponden a los distintos haplotipos, cuyo tamaño es proporcional a la frecuencia dentro de 

la muestra, y el largo de las ramas representa el número de mutaciones entre ellos. 

Se realizó un análisis de varianza molecular (Analysis of MOlecular VAriance, AMOVA) 

agrupando a las localidades según las principales cuencas hidrográficas donde se ubican, para 

establecer si los límites entre las cuencas que conforman la distribución de las dos especies 

habrían actuado como barreras geográficas. 

La estructura filogeográfica de ambas especies fue evaluada con un análisis en GENELAND 

versión 1.0.7 (Guillot et al., 2005a, Guillot et al., 2005b), para evaluar la presencia de estructura 

poblacional en un conjunto de datos genotípicos georeferenciados a través de la inferencia y 

localización de discontinuidades genéticas.  

Para estimar la variación genética a nivel intrapoblacional de cada una de las especies, se 

calcularon las siguientes medidas de diversidad genética: número de haplotipos (K), diversidad 

haplotípica (H, indica la probabilidad de que al elegir dos haplotipos al azar, éstos sean 

diferentes) y diversidad nucleotídica (π, indica el número de diferencias promedio que existe 

entre todos los pares de secuencias que hay en la muestra).  

Para detectar señales de expansión demográfica, se calcularon los estadísticos D de Tajima 

(Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997), con el programa DnaSP versión 5 (Librado & Rozas 2009) 

utilizando como unidades las “poblaciones” definidas por GENELAND.  

Finalmente, para evaluar si la variación genética de estas especies se ajustó a un modelo 

de aislamiento por distancia (es decir, para determinar si hay menos diferencias genéticas entre 

localidades cercanas que entre localidades lejanas), se determinó si existe una relación 

significativa entre la diferenciación genética (FST) y las distancias geográficas de las localidades 

calculadas con el programa R, por medio de una prueba de Mantel (Mantel, 1967) realizado en 

el programa Arlequin. 
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Resultados 

Objetivo específico 1: Describir los patrones filogeográficos de Alsodes montanus y 

A. tumultuosus a lo largo de toda su distribución. 

Con las secuencias obtenidas de cada especie se construyó una red de 

haplotipos con el método median-joining. Al comparar las redes de haplotipos se 

puede observar patrones filogeográficos completamente distintos entre sí: Alsodes 

montanus presenta una mayor diversidad genética, con nueve haplotipos y alta 

divergencia entre algunos de ellos, a diferencia de A. tumultuosus que presenta 

sólo siete haplotipos con baja divergencia entre ellos. Sin embargo, existe un 

patrón común en ambas, que es una variación genética muy baja dentro de sus 

localidades. 

 

Alsodes montanus 

De las 63 secuencias, se obtuvieron nueve haplotipos distintos (K), con 87 sitios 

correspondientes a sitios polimórficos (S), una diversidad haplotípica de 0,839 (H) y el número 

de diferencias entre pares de secuencias (π) igual a 0,03059 (Tabla 4).  

El análisis de median-joining mostró tres haplogrupos (A, B y C) separados por al menos 14 

pasos mutacionales. El primer grupo incluyó las localidades de la Región Metropolitana de La 

Parva y Potrero Grande (haplogrupo A), el haplogrupo B incluyó localidades de la Región 

Metropolitana Lagunillas y Región del Libertador Bernardo O’Higgins correspondientes a 

Reserva Nacional Cipreses, Pangal y Termas del Flaco y el tercer grupo sólo incluyó a la 

localidad de Alto Huemul (haplogrupo C) (Figura 4). 
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Figura 4. Red de haplotipos de Alsodes montanus muestreados en siete localidades 

representativas de toda su distribución. Cada círculo de color es un haplotipo, identificado con 

un número de color negro. Los números de colores indican los pasos mutacionales entre 

haplotipos y las letras junto a cada círculo indican los haplogrupos. 

 

Alsodes tumultuosus 

De las 43 secuencias, el número de haplotipos (K) para este conjunto de datos fue de 

siete, 12 sitios correspondieron a sitios polimórficos (S), la diversidad haplotípica fue de 0,0796 

y el número de diferencias entre pares de secuencias (π) igual a 0,00487 (Tabla 4). 

 El análisis de median-joining no mostró haplogrupos evidentes para A. tumultuosus 

(Figura 5). 
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Figura 5. Red de haplotipos mediante el método median-joining de Alsodes tumultuosus 

muestreados en cinco localidades a lo largo de toda su distribución. Cada círculo de color es un 

haplotipo, identificado con un número de color negro. Los números de colores indican los pasos 

mutacionales entre haplotipos. 

 

Objetivo específico 2: Estimar los niveles de variación genética intra e 

interpoblacional de ambas especies. 

Los resultados obtenidos por el programa DnaSP mostraron valores de diversidad 

genética extremadamente bajos tanto para Alsodes montanus como para A. tumultuosus. Sin 

embargo, al comparar las dos especies A. montanus presenta una diversidad genética 

notablemente mayor.  

En la Tabla 4 se señalan los valores de los cuatro índices de diversidad calculados: 

sitios polimórficos (S), número de haplotipos (K), diversidad haplotípica (H) y diversidad 

nucleotídica (π) para cada una de las especies. En las Tablas 5 y 6 se muestran los valores 

obtenidos por localidad de Alsodes montanus y A. tumultuosus, respectivamente. 
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Tabla 4. Índices de diversidad del conjunto de muestras de cada especie. 

Especie Nº 
secuencias 

K S H π 

Alsodes 
montanus 

63 9 87 0,839 0,03059 

Alsodes 
tumultuosus 

43 7 12 0,0796 0,00487 

 

 

 

Tabla 5. Índices de variación genética por localidad para A. montanus. Los guiones indican 

valores de cero para los índices. 

 

Localidad Nº 

secuencias 

Índice de diversidad 

K S H π 

La Parva 9 1 - - - 

Potrero 

Grande 

4 2 1 0,5 0,00056 

Lagunillas 15 2 1 0,133 0,00015 

Pangal 9 1 - - - 

Reserva 

Nacional 

Cipreses 

11 1 - - - 

Termas 

del Flaco 

13 2 1 0,1538 0,00017 

Alto 

Huemul 

2 1 - - - 

Total 63     

 
 

 



 23 

Tabla 6. Índices de variación genética por localidad para A. tumultuosus. Los guiones indican 

valores de cero para los índices. 

Localidad Nº 

secuencias 

Índice de diversidad 

K S H π 

La Parva 14 1 - - - 

Pangal 10 2 1 0,3556 0,00039 

Reserva 

Nacional 

Cipreses 

1 1 - - - 

Termas 

del Flaco 

11 1 - - - 

Alto 

Huemul 

7 3 3 0,6667 0,00114 

Total 43     

 

 

 

Objetivo específico 3: Detectar señales de expansión poblacional y cuellos de botella en 

ambas especies. 

Para detectar señales de expansión poblacional se utilizaron las agrupaciones genéticas 

entregadas por el programa GENELAND. El resultado del análisis GENELAND para Alsodes 

montanus reconoció cinco grupos: 1.- La Parva, Potrero Grande 2.-Lagunillas 3.- Pangal 4.- 

Reserva Nacional Cipreses 5.-Termas del Flaco, Alto Huemul. Para A. tumultuosus GENELAND 

reconoció cuatro poblaciones: 1.- La Parva 2.- Pangal, Reserva Nacional Cipreses 3.-Termas 

del Flaco 4.- Alto Huemul (Figura 6). 

En base a estas poblaciones se realizaron los análisis de expansión poblacional: tests D de 

Tajima y Fs de Fu para ambas especies. Los resultados indican que no hay evidencia de 

expansión poblacional en Alsodes montanus (Tabla 7) y en el caso de A. tumultuosus, sólo la 

localidad de Alto Huemul sugiere una reciente expansión poblacional con un Fs de Fu de -

8,32107 significativo (p = 0,001) (Tabla 8). 
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Figura 6. Agrupaciones entregadas por el programa GENELAND con las que se realizaron los 

test D de Tajima y Fs de Fu. Cada color representa una población y cada punto es una 

localidad. 
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Tabla 7. Resultados de los tests D de Tajima y Fs de Fu para Alsodes montanus. Los valores 

de significancia (p) mayores a 0,05 no son significativos (n.s.= no significativo). 

Alsodes 

montanus 

 

D de Tajima Valor de 

significancia (p) 

Fs de Fu Valor de 

significancia (p) 

Grupo 

GENELAND 

La Parva-

Potrero Grande 

-1,14915 

 

0,15300 n.s. 

 

-0,53714 

 

0,112 n.s. 

 

Lagunillas -1,15945 

 

0,131 n.s. 

 

-0,64899 

 

0,117 n.s, 

 

Pangal - - - - 

Reserva 

Nacional 

Cipreses 

- - - - 

Termas del 

Flaco y Alto 

Huemul 

-1,14915 

 

0,176 n.s. 

 

-0,53714 

 

0,111 n.s. 

 

Total 1,4676 

 

0,1 n.s. 

 

28,599 

 

0,0001 
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Tabla 8. Resultados de los tests de D de Tajima y Fs de Fu para Alsodes tumultuosus. Los 

valores de significancia (p) mayores a 0,05 no son significativos (n.s.= no significativo). 

Alsodes 
tumultuosus 
 

D de Tajima Valor de 
significancia (p) 

Fs de Fu Valor de 
significancia (p) 

Grupo 
GENELAND 
La Parva - - - - 
Pangal-Reserva 
Nacional 
Cipreses 

0,67135 
 

0,1 n.s. 
 

0,779 
 

0,402 n.s. 
 

Termas del Flaco - - - - 
Alto Huemul -0,65405 

 
0,2 n.s. 
 

-8,32107 
 

0,001 
 

Total 1,85826 
 

0,1 n.s. 
 

3,459 
 

0,046 
 

 

 

 

Objetivo específico 4: Inferir los procesos históricos y evolutivos que han producido los 

patrones de variación genética de ambas especies. 

Para detectar la presencia de barreras geográficas entre especies se realizó un análisis 

de varianza molecular (AMOVA) por cuencas hidrográficas según la ubicación de las distintas 

localidades.  

Las cuencas hidrográficas asociadas a cada localidad para Alsodes montanus fueron: 

• Cuenca del río Mapocho: La Parva, Potrero Grande. 

• Cuenca del río Maipo: Lagunillas. 

• Cuenca del río Cachapoal: Pangal, Reserva Nacional Cipreses. 

• Cuenca del río Tinguiririca: Termas del Flaco, Alto Huemul. 

Y para las localidades de Alsodes tumultuosus se consideraron las siguientes cuencas 

hidrográficas: 

• Cuenca del río Maipo: La Parva 

• Cuenca del río Cachapoal: Pangal, Reserva Nacional Cipreses. 

• Cuenca del río Tinguiririca: Termas del Flaco, Alto Huemul.  
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El AMOVA indica para Alsodes montanus que la variación entre grupos 66,88% es mayor que la 

variación entre poblaciones dentro de grupos (32,86%); sin embargo, los resultados de los 

análisis para esta especie no dieron significativos (p>0,06) (Tabla 9). En el caso de A. 

tumultuosus los resultados muestran un porcentaje de variación de 80,68% con una 

significancia alta de 0,00001 (p) (Tabla 10) 

Los porcentajes de variación entre grupos para ambas especies son altos, sugiriendo que una 

de las principales causas de la diferenciación genética observada es el aislamiento por cuencas 

hidrográficas, siendo mayor este efecto en A. tumultuosus. 

 

 

 

Tabla 9. Análisis de varianza molecular. Análisis de los componentes de varianza molecular 

entre grupos y dentro de poblaciones para Alsodes montanus. FSC= Entre poblaciones dentro de 

grupos; FST= Entre poblaciones; FCT= Entre grupos; g.l.=Grados de libertad. 

  
Fuente de 
variación 

 

g.l. 
 

Suma de 
cuadrados 

Componentes 
de varianza 
 

Porcentaje 
de 
variación 

Índices 
de 
Fijación 
 

Significancia 
(p) 
 

Entre 
grupos 
 

3 741,598 
 

11,758 
 

66,88 
 

FCT       
0,669 
 

0,07331±	
0,00930 
 

Entre 
poblaciones 

dentro de 
grupos 

 

3 109,367 
 

5,777        
 

32,86 
 
 

FST       
0,961 
 

0,06843±	
0,0068 
 

Dentro de 
poblaciones 

56 2,606 
 

0,046  
 
 

0,26 
 

FSC      
0,798 
 

0,00001 
 

Total 62  
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Tabla 10. Análisis de varianza molecular. Análisis de los componentes de varianza molecular 

entre grupos y dentro de poblaciones para Alsodes tumultuosus. FSC= Entre poblaciones dentro 

de grupos; FST= Entre poblaciones; FCT= Entre grupos; g.l.=Grados de libertad. 

  
Fuente de 
variación 
 

g.l. 
 

Suma de 
cuadrados 

Componentes 
de varianza 
 

Porcentaje 
de 
variación 

Índices 
de 
Fijación 
 

Significancia 
(p) 
 

Entre 
grupos 
 

2 83,734 
 

2,588  
 

80,68 
 

FCT       
0,806 
 

0,00001 
 

Entre 
poblaciones 
dentro de 
grupos 
 

2 5,383 
 

0,494             
 

15,43 FST      
0,961 
 

0,06843	
±0,0068 
 

Dentro de 
poblaciones 

38 4,743 
 

0,124   
 

3,89 FSC       
0,798 
 

0,00001 
 

Total 42 93,86 
 

3,207 
 

   

 

 

Para estimar si existe una correlación entre las distancias geográficas y la diferenciación 

genética entre las localidades se realizó un test de Mantel con el programa Arlequin. Las 

matrices utilizadas se entregan en las Tablas 11 y 12 para cada especie por separado. 

Para Alsodes montanus el test de Mantel arrojó un coeficiente de correlación de 0,329 con una 

significancia de 0,079 (p) y para A. tumultuosus resultó un coeficiente de correlación de 0,669 

con un nivel de significancia de 0,03 (p). 
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Tabla 11. Matriz de distancias geográficas (kilómetros) entre localidades sobre la diagonal y por 

debajo la diferenciación genética (FST) para Alsodes montanus.  

 

 La 

Parva 

Potrero 

Grande 

Lagunillas Pangal Reserva 

Cipreses 

Termas 

del Flaco 

Alto 

Huemul 

La Parva 0 10,5 
 

33,3 
 

101,7 
 

115,2 
 

171,8 
 

177,7 
 

Potrero 
Grande 

0,217 
 

0 23,1 
 

91,6 
 

105,0 
 

161,7 
 

167,8 
 

Lagunillas 0,996 
 

0,996 0 68,5 
 

81,9 
 

138,6 
 

144,8 
 

Pangal 1,000 0,997 0,988 0 13,6 
 

70,1 
 

76,7 
 

Reserva 
Nacional 
Cipreses 

1,000 0,998 0,980 1.000 0 57,0 
 

64,2 
 

Termas 
del Flaco 

0,998 0,996     0,988 0,993 0,993 0 11,0 
 

Alto 
huemul 

1,000 0,992 0,997 1,000 1,000 0,996 0 

 

Tabla 12. Matriz de las distancias geográficas (kilómetros) entre localidades sobre la diagonal y 

por debajo la diferenciación genética (FST) para Alsodes tumultuosus. 

 
 

La 
Parva 

Pangal Reserva 
Cipreses 

Termas del 
Flaco 

Alto Huemul 

La 
Parva 

0 99,7 
 

127,6 
 

179,4 
 

177,1 
 

Pangal 0,978 0 30,1 
 

80,7 
 

82,6 
 

Reserva 
Nacional 
Cipreses 

1,000 0,555 0 51,8 
 

52,5 
 

Termas 
del 
Flaco 

1,000 0,964 1,000  0 21,2 
 

Alto 
huemul 

0,955 0,831  0,650 0,732 0 
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Objetivo específico 5: Identificar las áreas de mayor variación y/o diferenciación genética para 

ambas especies en relación a las áreas protegidas presentes en sus rangos de distribución. 

Reconociendo que uno de los niveles más importantes que se debe conservar en la 

naturaleza es la diversidad genética de las especies (McNeely et al., 1990), y en base a los 

datos genéticos entregados en este estudio, se definieron las localidades que deben tener 

mayor prioridad para estrategias de conservación. 

La diversidad intrapoblacional resultó ser extremadamente baja en ambas especies, sin 

embargo, Alsodes montanus mostró mayor diversidad genética que A. tumultuosus (π=0,03059 

y π=0,00487, respectivamente). En A. montanus se observan tres linajes bien diferenciados 

representados por tres haplogrupos (Figura 5), haplogrupo A: Potrero Grande y La Parva, 

haplogrupo B: Lagunillas, Pangal, Reserva Nacional Cipreses y Termas del Flaco y el 

haplogrupo C: Alto Huemul (Figura 4). Estos antecedentes junto con las localidades con mayor 

diversidad nucleotídica (Potrero Grande (π=0,00056), Lagunillas (π=0,00015) y Termas del 

Flaco (π=0,00017)) pueden ser usados para orientar los esfuerzos de conservación en 

poblaciones específicas. Los haplogrupos B y C se encuentran representados en dos áreas 

protegidas, Reserva Nacional Cipreses y Santuario de la Naturaleza Alto Huemul, por lo que 

estos linajes se encontrarían bajo un menor grado de amenaza. En contraste, el haplogrupo A 

(que  incluye las localidades de La Parva y Potrero Grande) se encuentra actualmente sin 

protección oficial. Esta condición, sumado a que la mayor diversidad genética la presenta 

Potrero Grande, indican que esta última localidad debiera ser priorizada para promover la 

conservación de Alsodes montanus. 

 

En el caso de Alsodes tumultuosus no fue posible definir haplogrupos, por lo que sólo se pudo 

analizar según los valores de diversidad genética de cada localidad. Igual que en el caso de 

Alsodes montanus, las poblaciones ubicadas en las localidades de Alto Huemul (Santuario de la 

Naturaleza) y Reserva Nacional Cipreses se encontrarían con un bajo grado de amenaza. Estas 

a su vez muestran los mayores valores de diversidad genética (Alto Huemul (π=0,00114) y 

Pangal (π=0,00039)). Sin embargo, el haplotipo de Pangal está representado en la Reserva 

Nacional Cipreses, por lo que la única localidad que se encuentra sin protección oficial es La 

Parva. 
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Discusión 
 

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la diversidad genética 

intrapoblacional es muy baja en Alsodes montanus y A. tumultuosus. Sin embargo, los patrones 

filogeográficos de Alsodes montanus y A. tumultuosus son muy distintos entre ambas especies: 

en la primera se observan tres linajes bien definidos, con distribuciones geográficas exclusivas, 

y una diversidad genética mayor que la de A. tumultuosus y con mayor estructura genética. En 

A. tumultuosus no se identificaron linajes genéticos diferenciados, presentando una mayor 

diversidad genética en el extremo sur de su distribución (Santuario de la Naturaleza Alto 

Huemul). Además, se identificó que el aislamiento por cuencas hidrográficas puede explicar 

gran parte de la diferenciación genética de ambas especies, aunque el efecto fue mayor en el 

caso de A. tumultuosus. 

En Chile existen muy pocos estudios de filogeografía en anfibios altoandinos (Correa et 

al., 2010; Victoriano et al., 2015), los cuales se restringen a la zona norte altiplánica del país. 

Hasta la fecha no existen estudios similares sobre los anfibios que habitan en Los Andes de la 

zona central de Chile, donde se han descrito varias especies endémicas del género Alsodes. 

Esta zona actualmente cuenta con una menor superficie protegida, en comparación por ejemplo 

con la zona altiplánica de las Regiones de Arica y Parinacota y de Tarapacá, y además está 

amenazada por el desarrollo de numerosos proyectos mineros e hidroeléctricos. Considerando 

esta situación, este estudio provee información de base para evaluar cómo estos proyectos 

podrían afectar la diversidad genética de estas especies. 

En este estudio, se trabajó con dos anfibios de la cordillera de Los Andes de Chile 

central que comparten los mismos hábitats y tienen distribuciones simpátricas; sin embargo, sus 

patrones filogeográficos son muy distintos entre sí, lo que puede explicarse en parte por sus 

hábitos de vida diferentes. Alsodes montanus es una especie estrictamente acuática, lo que 

limita su dispersión y su potencial conexión con otras localidades. En cambio, A. tumultuosus es 

de hábitos más bien terrestres, lo que le confiere una mayor capacidad de dispersión, lo que a 

largo plazo puede producir una menor estructura genética. Sin embargo, en otros géneros de 

anfibios altoandinos no es la misma situación. Un ejemplo de ello es Rhinella spinulosa que 

tiene hábitos terrestres y presenta una alta estructura genética (Correa et al., 2010), 

y Telmatobius marmoratus que es de hábitos acuáticos con una baja estructura genética 

(Victoriano et al., 2015). 

Aunque los niveles de divergencia genética entre ambas especies difieren, ambas 
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especies muestran una diversidad genética intrapoblacional muy baja, lo que puede asociarse a 

la inestabilidad de los ambientes cordilleranos donde habitan. La Cordillera de Los Andes se 

caracteriza por una historia de reiterados e intensos cambios geológicos y climáticos (Veblen 

2007). A una escala más local, fenómenos como aluviones o erupciones volcánicas pueden 

destruir los hábitats y producir cuellos de botella en las poblaciones, lo cual implica una 

disminución de su diversidad genética. Un bajo nivel de diversidad genética también ha sido 

reportado en otra especie de anfibio altoandino del mismo género, Alsodes pehuenche (Correa 

et al., 2013; Correa et al., datos no publicados), que habita en una zona modificada 

profundamente por la actividad volcánica, lo cual sugiere que este patrón podría ser común en 

las poblaciones de anfibios de Los Andes.  

La literatura sobre estas dos especies es muy escasa (Veloso et al., 1979; Díaz & 

Valencia 1985; Mora et al., 2016), por lo que se cuenta con muy pocos antecedentes biológicos 

para diseñar, implementar y evaluar estrategias de conservación. En este contexto, la 

información preliminar sobre la variación genética de Alsodes montanus y A. tumultuosus 

obtenida en este estudio puede servir como un marco de referencia inicial para implementar 

medidas de conservación de sus poblaciones. Sin embargo, es necesario complementarla con 

estudios genéticos con marcadores nucleares que nos permitan investigar otros aspectos 

relevantes para la conservación tales como, estructura poblacional, patrones de flujo génico, 

identificación de cuellos de botella e hibridación entre poblaciones (González, 2003). Además, 

es imperativo realizar estudios acerca de la demografía, ecología y las potenciales amenazas 

que puedan afectar la persistencia de sus hábitats, los cuales, en conjunto, son esenciales para 

implementar medidas efectivas de conservación in situ. 
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