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RESUMEN

Entender como miltiples factores afectan la evolucin de complejos funcionales tales
como los cantos, corresponde a un problema escasamente abordado. Si bien, se ha
demostrado que distintas fuerzas selectivas afectan la evolucién de los cantos, debido a que
no todos los caracteres son moldeados por seleccién natural, la inclusién en estos estudios de
una perspectiva comparada que incorpore el efecto de restricciones de tipo filogenéticas y
morfologicas en la expresion de estas sefiales, resulta un elemento necesario para un
adecuado entendimiento de este fenémeno.

Las especies del grupo spinulosus se caracterizan por carecer de canto nupcial, y
poseer canto de liberacion. Dada la naturaleza evolutivamente conservada del canto de
liberacion, se postula que éste deberia mostrar un correlato estricto con la filogenia del
grupo. En cuanto a Ia relacién entre los caracteres actsticos (pardmetros del canto) y los
estructuras morfologicos de la laringe, se postula que existird un desacople evolutivo
entre ambos grupos de caracteres.

Tres distintas particiones de caracteres fueron utilizadas para establecer la
hipéiesis de relaciones filogenéticas del grupo spinulosus : datos morfolégicos, el gen 128
y el gen 16S. La particién morfoldgica no mostré una resolucidn al interior del grupo
interno. En tanto que, ambas particiones moleculares mostraron una buena resolucién. El
analisis combinado de los genes 12S y 16S y el de evidencia total (todas las particiones
consideradas conjuntamente) mostraron la misma topologia y valores semejantes de
bootstrap e Indice de decaimiento (Bremer support). La hipotesis fllogenética mas
parsimoniosa, utilizando Bufo arenarum y Bufo variegatus como grupos externos, fue:
(arenarum, (variegatus, (rubropunctatus, ((chilensis, atacamensis), (spinulosus,
papillosus)))).

El andlisis univariado y multivariado de los caracteres actisticos que componen el
canto de liberacion, mostrd diferencias significativas entre las especies. En cambio, para
las estructuras morfolGgicas de la laringe, se encontr6 que no existieron diferencias

significativas, siendo la Yinica excepci6n el carscter ancho de cuerda vocal. El anslisis
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multivariado de las estructuras de la laringe, no mostr6 diferencias significativas entre las
especies. Los fenogramas, hechos a partir de los coeficientes canénicos de un anélisis
discriminante, tanio para los caracteres acisticos y los morfolégicos de la laringe,
mostraron una topologia similar a la obtenida a partir del anilisis filogenético. Esto
sugiere la existencia de un correlato entre la filogenia, sefiales aciisticas y morfologia de
la laringe.

El mapeo de los pardmetros actisticos y morfologicos de la laringe, utilizando el
algoritmo de Méxima Parsimonia, mostré que, en general, cada caricter evoluciona de
modo independiente, no asocidndose a cambios especificos en un clado particular. Entre
las especies del grupo spinulosus: B. atacamensis y B. chilensis, presentaron el mayor
nimero de caracteres plesiomérficos.

El mapeo de los pardmetros aciisticos y morfologicos de la laringe, bajo el
algoritmo de Maxima Verosimilitud, hechos sobre los valores obtenidos de un anilisis de
Componentes Principales, mostré que los caracteres actsticos y los caracteres
morfologicos de la laringe, evolucionan de modo independiente y que ambos grupos de

caracteres, no se relacionan en sus tasas de cambio evolutivo con eventos de especiacion.




ABSTRACT

How multiple factors combine to influence the evolution of functionally complex
phenotypes such the call, is a problem poorly understood. Although, it has been
demonstrated how different selective forces affect the evolution of acoustical signals,
because not all call features are shaped by natural selection, therefore the inclusion of
historical and morphological constraints in the expression of these signals, is a necessary
element, in order to understand the evolution of acoustical signals.

Species from the spinulosus group toads have no mating call but present release
call. Considering that release call is evolutionary conservative, the release call would be
a perfect matching with the phylogeny of this group and acoustical and morphological
characters of larynx would be uncoupled in the pattern of evolution.

Three different partitions were used to establish a phylogenetic hypothesis of
chilean species belonging to the spinulosus group: morphological, 12S gene and 168 gene
partitions. The morphological analysis does not show resolution in the ingroup.
Molecular partitions (12S and 16S) show little conflict between them, and good
resolution, with strong support for each node. The combined analyses of molecular (128-
16S) and total evidence (all partitions treated together) showed identical topologies with
high values of bootstrap as well as Decay Index (Bremer support). The phylogenetic
hypothesis obtained, using Bufo arenarum and Bufo variegatus as outgroup, was:
(arenarum,  (variegatus, (rubropunctatus  ((chilensis, atacamensis), (spinulosus,
papillosus)))).

Univariate and multivariate analyses of acoustical characters show significant
differences among species. On the other hand, univariate analysis of larynx characters
shows no differences among species, with the exception of the vocal cord volume.
Multivariate analysis of larynx morphology shows no differences among the species
studied. Acoustical and morphological characters phenograms using from canonical

coefficients of discriminant analysis, show in both cases a similar topology to that
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obtained with phylogenetic analysis, suggest that acoustical signals, larynx morphology
and phylogeny are coupled.
In general, characters mapped in the phylogeny using Méximum Parsimony
shows that the evolution of acoustical and morphological characters, did not follow a
trend associated to a particular clade. Among all species of this group, B. atacamensis
and B. chilensis showed the highest number of plesiomorphic characters.
Characters mapped in the phylogeny using Maximum likelihood analysis suggests
that acoustical and morphological characters evolved independently and their evolution

rates are not correlated with speciation events.
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INTRODUCCION
El género Bufo es un género cosmopolita que en Sudamérica presenta un patrén de
distribucion asociado con la geomorfologia y paleoclimatologia del continente (Blair, 1972;
Vellard, 1959). Duellman & Schulte (1992) reconocen para Sudamérica, ocho mayores
tendencias evolutivas dentro del género Bufo: el grupo granulosus, el grupo marinus, el
grupo typhonius, el grupo guttatus, el grupo veraguensis, el grupo crucifer, el grupo vallicep
y el grupo spinulosus.

El grupo spinulosus se encuentra restringido a la parte sur de Ia Cordillera de los
Andes, distribuyéndose desde las altas montafias de Pert, por el altiplano boliviano y en
Chile por las regiones montafiosas de Antofagasta y Tarapacd y desde esta tltima regién
hacia el Sur por la regién cordillerana chileno-argentina desde los 1000-1200 m hasta los
5000 m, legando hasta el paralelo 43 de latitud Sur, en la region de bosque austral frio,
Duellman & Schulte (1992) reconocen para el grupo spinulosus trece especies, de las cnales
seis habitan en Chile: B. atacamensis Cei, 1961, B. chilensis Tschudi, 1838 B.
rubropunctatus Guichenot, 1848, B. spinulosus Wiegmann, 1835, B. papillosus Philippi,
1902 y B. variegatus (Ghiinter,1870). La distribucién geogréfica de B. atacamensis (tierra
tipica Vallenar), corresponde a las zonas desértica y mediterranea, sobreponiéndose con B.
chilensis en la regi6bn mediterrdnea. Esta dltima se sobrepone a su vez, con B.
rubropunctatus (tierra tipica Valdivia) en esta misma region. La especie B. spinulosus se
extiende desde el Altiplano de Perd y Bolivia hasta la Araucania en una distribucién “cis-

trans” entre Chile y Argentina. Esta especie presenta una distribucién disyunta, puesto que

existen poblaciones en las quebradas y altiplano del Norte Grande (Lat. 18°-20°)
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separadas por el desierto de Atacama de las poblaciones de los valles centrales y del valle
longitudinal de Chile Central. B. papillosus habita la cordillera de los Andes por sobre los
1000 m, desde la Araucania hasta Aysén, habitando también en Ia zona argentina. En tanto
que B. variegatus (tierra tipica Magallanes) se distribuye entre las zonas ocednicas y
andinas, hasta los 1500 m, desde la Araucania hasta Aysén, habita en ambientes himedos y
frios asociados a bosques de Nothofagus en Chile y Argentina. Esta especie ha sido descrita
como un extremo de variacion morfoldgica dentro de las especies sudamericanas (Cei,
1972), razém por la cual se la ha excluido del grupo spinulosus, colocindola en un grupo
aparte (Martin, 1972a; Gallardo; 1962), sin embargo, un estudio acabado que respalde esta
afirmacion no existe.

{Corresponde el grupo spinulosus a un grupo monofilético?:

El establecimiento de la monofilia de un Brupo corresponde a un paso necesario para
realizar estudios comparados que evaliien caracteristicas adaptativas entre las especies
(Harvey y Pagel, 1991). El grupo spinudosus ha sido Propuesto como un grupo monofilético
principalmente por su craneo estrecho Yy otras caracteristicas craneales que lo separa de los
otros grupos sudamericanos (Blair, 1972; Cei, 1980; Duellman y Schulte, 1992). Sin bien,
esta caracterizacion diferencia al grupo spimulosus de los oiros grupos, estos rasgos no
aportan informacién acerca de las relaciones al interior del grupo.

Los estudios taxondmicos en el grupo spinulosus han sido realizados desde el prisma
de la Escuela de Clasificacién Evolutiva (sensu Wiley, 1981). Estos se han enfocado a
estudiar distintos caracteres por separado: la existencia de compatibilidad genética entre las
especies (Blair, 1972); caracteristicas del canto de las especies B. chilensis, B. spinulosus y

B. atacamensis (Penna y Veloso, 1981; Penna y col, 1986); la correspondencia entre el
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canto y el sistema auditivo en B. chilensis, B. spinulosus y la especie argentina Bufo
arenarum, del grupo marinus (Penna y col, 1990). Hasta ahora, el tnico estudio en el grupo
spinulosus en que se han considerado mas de un tipo de caracteres, corresponde al de Mezey
(1979). Esta autora analiza desde el punto de vista fenético caracieres morfoldgicos y
cariotipicos para poblaciones de B. atacamensis, B. chilensis y B. spinulosus. Mezey (1979)
encuentra que existe una alta afinidad entre estas tres especies al ser comparadas con B.
arenarum. El anilisis de caracteres morfoldgicos mostré que existfa mayor similitud entre B.
chilensis y B. atacamensis que entre estas con B. spinulosus. Este hecho, es corcondante con
la sugerencia de Cei (1972, 1962), quien postuld que existiria una separacion precoz de B.
spinulosus de las otras dos especies, y que B. atacamensis habria derivado de poblaciones de
B. chilensis de Ia estepa central de Chile. Estas diferencias también se expresan al analizar
los cariotipos de estas especies, mostrando que existen diferencias en la ubicacién de la
region organizadora del nucleolo (NOR) de los cromosomas separando a B. arenarum y B.
spinulosus (par cromosémico 11) y B. chilensis ¥ B. atacamensis (cromosoma 7). Mezey
(1979) también realiza estudios de compatibilidad genética, mediante cruzamientos y estudio
de hibridos, encontrando que existe una alta afinidad genética entre las especies del grupo
spinulosus y menor entre éstas y Bufo arenarum. Si bien, Mezey (1979) no analiza a las
otras dos especies del grupo B. rubropunctatus y B. papillosus. Es posible, considerando
tanto evidencia morfoldgica (Cei, 1972; Mezey, 1979), cromosémica (Blair, 1972; Mezey,
1979) y de comportamiento (Penna y Veloso, 1981; Penna y col, 1990) postular la idea de
que el grupo spinulosus podria corresponder a un grupo monofilético.

Hasta ahora el grupo spinulosus no ha sido evaluado desde la Gptica de la Escuela

Sistemdtica Filogenética (Henning, 1966) por lo que la evaluacién de este grupo desde el

.




punto de vista cladista corresponde a un punto prioritario en esta tesis. Desde esta
perspectiva es posible generar una hipétesis filogenética de relaciones dentro del grupo
spinulosus:

Con B. rubropunctatus como el grupo mis antiguo dando origen a dos grupos:
chilensis-atacamensis y spinulosus-papillosus y B. variegatus como un grupo lejanamente
emparentado (primer outgroup).

Adicionalmente, se utilizard como segundo outgroup a la especie del grupo marinus
B. arenarum, este procedimiento de basa en los trabajos de Mezey (1979) y en el trabajo de
Maxson (1984) basado en albuminas, que establece que el grupo hermano del grupo
spinulosus corresponde a B. marinys, grupo al que pertenece B. arenarum.

La hip6tesis filogenética propuesta se fundamenta en el escenario propuesto por
Duellman (1979) quien postula que las especies del grupo Bufo spinulosus con el
aparentemente primitivo B. variegatus corresponderfan a un grupo primariamente andino
confinado a zonas frias temperadas de Sudamérica. Para Duellman (1979) el centro de
origen del grupo corresponderia a la zona sur de la Patagonia y la presencia en el resto de]
continente se explicaria por posterior migracién hacia el Norte. Este mismo autor plantea
que la herpetofauna andina se origing por invasiones separadas desde las tierras bajas, de
modo que los grupos faunfsticos surefios estarfan Compuestos por inmigrantes a la region
andina y por inmigrantes tardios de la selva austral y la Patagonia. En este modelo los
eventos de dispersion y especiacion estin estrechamente asoclados al levantamiento andino y

con las fluctuaciones climéticas del Pleistoceno.




Evolucion de sefiales acisticas
Lvolucion de senales aciisticas

En muchas especies de vertebrados e invertebrados los machos producen un
rango de sefiales actisticas cuyas funciones son: atraccion de hembras, defensa de territorios
y/o el rechazo de otros machos, tanto interespecificos como intraespecificos. Entre Ia amplia
gama de sefiales, las sefiales actisticas son usadas tanto por vertebrados como invertebrados.

Las sefiales de vocalizacién son fundamentales en la conducta reproductiva de
muchas especies de anuros (Gerhardt, 1994). El significado adaptativo, de este tipo de
conducta es clara, para el macho se relaciona con aumentar la probabilidad de contactar una
hembra y reproducirse. Para la hembra se relaciona tanto con la identificacién de machos de
la misma especie, como una forma de evitar la hibridacién (Blair, 1972), ;:omo con la
seleccion de aquel macho que garantice una reproduccién efectiva (Ryan, 1988). En este
contexto, las sefiales del canto corresponderian a una conducta importante para garantizar
aislamiento reproductivo.

En los anuros los machos adultos de la mayoria de las especies producen sefiales de
comunicacién auditiva que pueden ser agrupadas en el término canto de aviso
("advertisement call") (Gerhardt, 1994). En  Bufo, estas sefiales estin generalmente
relacionadas ya sea con el canto nupcial ("mating call"), producido para atraer hembras, o
con el canto de liberacion ("release call"), que se produce por la identificacién de individuos
del mismo sexo (Martin, 1972b). Como sefiala este tltimo autor el canto nupcial en muchas
especies de Bufo, no tiene una definicign funcional, sino una definicién contextual: "la
vocalizacién mas coninmente dada, en una agregacién reproductiva, por un adulto macho
sin estimulacion tactil ". A pesar, de lo anterior, es claro que las diferenciag entre canto

nupcial y canto de liberacién, son de indole funcional Y seé relacionan principalmente con: a)
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el receptor de la sehal (hembra o macho, respectivamente) y b) con el proposito (atraccion o
rechazo, respectivamente).

Cada vocalizacién puede ser caracterizada en términos cuantitativos utilizando
métodos estindar de anilisis acistico, 1as medidas son por lo tanto, objetivas y fepetib]es
eliminando problemas de subjetividad, asociados a diferencias entre observadores (Martin,
1972; Ryan, 1988a, 1988b). En una especie, el canto muestra un patrén consistente que
puede ser medido en cada individuo y puede ser caracterizado por una serie de pardmetros
energéticos y periodicos estindar como: el largo del canto, los pulsos, la frecuencia
domiante, tasa de canto, amplitud del canto entre otros. De este modo, la variacién en
estos pardmetros ha sido usada para realizar comparaciones tanto entre poblaciones de una
misma especie (Sullivan y Wagner, 1988; Sullivan y Malmos, 1994: Gerhardt, 1994;
McClelland y col, 1998) o a nivel interespecifico (Wilczynski y col. , 1993; Cocroft y Ryan,
1995; Ryan y Rand, 1995 McClelland y col, 1997),

Factores que afectan la evolucién de sefiales aciisticas.-

Costos y beneficios.- Desde la perspectiva de los modelos de optimizacion se ha planteado
que los animales tienen costos y beneficios asociados a las conductas de forrajeo o
reproduccién. Dos tipos de costos reproductivos han sido examinados en Ja literatura en
relacion con la emisién de sefiales: el gasto energético y el riesgo de depredacién (Ryan y
col, 1983). Ryan y col. (1982) estudiando el anfibio Physalaemus pustulosus observaron una
reduccion en el riesgo de depredacién en los machos por el hecho de cantar en coros,
sugiriendo que ligado a esta conducta habria un incremento en el éxito reproductivo.  Si
bien, existen medidas indirectas del costo reproductivo como pérdida de peso durante la

reproduccion (Wells, 1978), el mds fiel estimador del costo asociado al canto corresponde a




las mediciones de Ia tasa de consumo de oxigeno. Bucher y col (1982), Ryan y col (1983) y
Ryan (1985) evaluaron el gasto metabélico del canto en Physalaemus pustulosus mostrando
que el gasto erade 1.13 ml O, h', Los trabajos de Taigen y Wells (1985) y Taigen y col.
(1985) sobre los anfibios Hyla versicolor e Hyla crucifer muestran valores de 1.70 ml O, h'!
y 1.51 ml , h' respectivamente. Si se evalda el gasto del canto en funcién del metabolismo
en reposo (metabolismo canto/ metabolismo en reposo), se observa que los valores oscilan
entre 5.5 en Physalaemus pustulosus a 21.6 veces en Hyla crucifer, claramente la actividad
de canto tiene un costo alto. Esto se verifica, también, sise comparan otras conductas, por
ejemplo, el metabolismo maximo en ejercicio para Hyla versicolor oscila entre 1 y 1.2 ml Q,
h*, mientras que el gasto asociado al canto se concentra entre 0.9 3 1.8 ml O, h* (Taigen y
Wells; 1985). Se ha demostrado ademds, que la actividad de canto, es a su vez mantenida
casi absolutamente por metabolismo aerébico (Ryan y col. ,1985; Taigen y Wells, 1985) y
dado que, finalmente, como sefiala Ryan (1988a), una parte importante de la energia
metab6lica invertida en la produccién de canto es pérdida y no incorporada en el signo,
la energética entonces, corresponde  claramente a un factor limitante en la produccién de
canto nupcial.

De acuerdo a Ryan (1988a) existen cuatro factores potenciales que pueden
determinar la eficiencia del acople acistico: reconocimiento especifico, seleccién sexual,
bioacustica ambiental y sensibilidad del receptor.,

1) Morfologia.- Entre Jos factores que afectarfan la produccién de canto el tamaifio corporal
ha sido frecuentemente reportado (Martin, 1972b; Ryan y Brenowitz, 1985; Ryan, 1988;
enire otros). Martin (1972b) postula que la divergencia evolutiva de la frecuencia dominante

del canto nupcial es complicada e involucra cambios en la respuesta a la seleccién de tamafio
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corporal, como también a la seleccion del canto. Factores selectivos directos podrian operar
a través de cambio en la masa fibrosa de la cuerda vocal, a través por ejemplo, de Ia
evolucién alométrica del tamafio de Ia laringe. Cambios en la presién del aire pulmonar
durante la vocalizacion podrian a su vez, producir cambios en la resonancia (saco vocal) o
cambios en la cavidad de la boca. Este autor sugiere que una alta heterogeneidad en el canto
nupcial resultarfa principalmente debido a seleccién indirecta mediada por tamafio corporal y
seleccion directa sobre la frecuencia del canto nupcial (Martin. 1972b). Si bien, esta
posibilidad resulta atractiva, Brown y Littlejohn (1972) estudiando el grupo del B,
americanus no encuentran una relacién consistente entre tamafio corporal y este pardmetro
en el canto de liberacion, por lo que para este grupo no se podria hablar de seleccién
indirecta ligada a tamafio corporal. De cualquier modo, es claro que el problema de
variacion en las sefiales es complejo, e involucra varios factores actuando conjuntamente que
requieren desde explicaciones morfolégicas hasta bioaciisticas.

Se ha planteado que existirfa un desacople entre la longitud de onda de la sefial y el
tamafio de la estructura resonadora. Esto se hace particularmente cierto para vertebrados que
se caracterizan por sefiales de frecuencia baja (Ryan, 1985; 1988a). Otro ejemplo de
desacople es mostrado por Martin (1972b) para Bufo cognatus especie en la que el saco
vocal es un radiador méds que un resonador, hecho que disminuye las posibilidades de una
comunicacion éptima. Dada la importancia de la sefial emitida para garantizar el éxito
reproductivo, resulta paradéjico la existencia de este desacople, debido a que se ha
demostrado que aquellos machos que emiten sefiales acisticas con mas energia son

seleccionados por las hembras, por tanto, es posible postular que un incremento de energia
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se corresponde con una mayor atraccién para las hembras (Wells y Schwartz,1984; Ryan,
1985).

2) Seleccién Sexual.- El entendimiento de cémo las preferencias de las hembras afectan la
evolucion de las sefiales en los machos, ha sido la preocupacion de las dltimas décadas en
biologia evolutiva (Ryan y Rand, 1995). En estos trabajos, se ha visto cémo las preferencias
de las hembras definen cambios en la expresion de las sefiales y como estos estudios son
adscritos a distintos tipos de modelos (de desventaja (handicap), de calidad genética (good
gene), de fuga (runaway); para una revisién ver Ryan, 1998). Ryan y Rand (1995) plantean
para el grupo del Physalaemus pustulosus, un modelo alternativo al que se refieren como:
explotacién sensorial (sensory exploitation), en el que los machos producirian cambios en
Sus caintos que son previos al evento de seleccién de las hembras. Independiente del modelo
que explique la variacion en los atributos en el canto, es claro que la seleccién de Ia hembra
modifica su expresién y que este es uno de los factores mejor documentados en anfibios,
aves e insectos (Ryan, 1985; Shaw, 1999). Algunos de los caracteres que se han descrito
como variables en funcién de las preferencias de las hembras son: duracién del canto,
frecuencia dominante, tasa de pulsos (para una revisién ver Gerhardt, 1988).

3) Atenuacién Ambiental.- Respecto de la evolucién de sefiales acisticas, resulta interesante

la relacion existente entre la sefial a emitir y la atenuacién ambiental. Ryan y Brenowitz
(1985) mostraron en algunos hébitats que sonidos emitidos por insectos pueden producir un
decrecimiento de la frecuencia dominante en aves. Ryan (1985) propone que para P,
pustulosus existirfa una seleccién ambiental para emitir cantos con frecuencias bajas, dado
que se atendan menos ripidamente, mientras que desde el punto de vista morfolégico las

frecuencias altas son las radiadas con mayor intensidad. De este modo, las propiedades
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acusticas del medio y la morfologia estarian en conflicto. Penna y Solis (1998), demuestran
para especies de anfibios del bosque temperado de Chile que existe una carencia de
relaciones Gptimas entre las propiedades del hbitat, en cuanto a Ia transmision de sonidos, y
la estructura espectral de los cantos de estas especies. En otro trabajo, Ryan y Wilczynsky
(1991) demostraron para el anuro Acris crepitans, que distintas poblaciones modifican los
pardmetros acisticos de sus cantos en funcién del habitat, al comparar los cantos producidos
en ambientes abiertos y boscosos. Este hecho, muestra que en la dindmica de las sefiales de
comunicacion interviene en grado importante el componente ambiental y sugiere que las
respuestas de los emisores debieran mostrar un alto grado de plasticidad.

Un caso, particular de atenuacitn ambiental, puede constituir el efecto de otros
machos en coros sobre canto nupcial de un macho. Esto ha sido descrito para Acris crepitans
blanchardi por Wagner (1989), quien muestra como machos de esta especie modifican Ia
tasa de pulsos en funcién de los machos que se encuentran cantando en su vecindad, En el
esquema presentado este factor se ha denominado como Contexto Social.

4) Filogenia.- E! andlisis de los caracteres dentro de un marco filogenético explicito
(Hennig, 1966; Wiley, 1981) provee una metodologfa para distinguir entre factores causales
contempordneos e histdricos (Brooks Yy McLennan, 1991; McLennan, 1991, Miles y
Dunham, 1993; Harvey y Pagel, 1991). Desde el punto de vista histérico, al establecer el
estado de un caricter y relacionarlo con la ocurrencia de un régimen selectivo particular, se
posibilita el identificar el contexto en el que un estado de un caricter aparece y su relacién
con una caracteristica ambiental particular (Baum y Larson, 1991). El uso de Ia filogenia,
ademds, permite estimar el mimero de eventos evolutivos independientes, y evita la

generacion de conclusiones erréneas basadas en inferencias estadisticas impropias,




11

producidas al tratar las especies como entidades independientes, cuando éstas estén
relacionadas por historia. El andlisis filogenético, entonces, previene que se confundan
efectos histdricos con efectos actuales (Brooks y McLennan, 1991: Felsenstein, 1985). A
pesar de que esta aproximacién constituye un protocolo de anilisis utilizado ampliamente, el
uso de este protocolo para el anslisis de caracteres ecoldgicos y fisiologicos ha sido mas bien
escaso en la literatura (Huey y Bennet, 1987; Lauder, 1990: Losos, 1990, 1994; Dial y
Grismer, 1992).

En anuros, la comparacién de caracteres del canto desde el punto de vista
filogenético es relativamente reciente (Nelson, 1973; Ryan y Drewes, 1990; Emerson y
Boyd; 1999; Sullivan y Malmos, 1994; Cocroft, 1994; Cocroft y Ryan, 1995). En estos
trabajos el canto ha sido usado en Microhylidos como tinico elemento en la construccion de
filogenias (Nelson, 1972) o en Hylidos ha estado asociado con el uso de caracteres
morfoldgicos, inmunolégicos y conductuales en la construccién de la filogenia del grupo
(Cocroft, 1994). De particular importancia, resulta el trabajo de Cocroft y Ryan (1995) en
el que se estudian los patrones de evolucién del canto en Hylidae y Bufonidae, encontrando
que para la primera familia existe un patrén m4s conservativo para los caracteres ligados a la
morfologia del canto, mientras aquellos ligados a la conducta y fisiologfa del canto son
menos conservativos. Para bufénidos, no se encontrd tasas de divergencia distintas entre
caracteres fisiologicos, conductuales y morfolégicos. Un hecho interesante, es que para
ambos grupos los caracteres mas conservados son los morfolégicos, en tanto que los
caracteres mas divergentes son los fisiol6gicos. Lo que estd de acuerdo con la sugerencia de
Ryan (1988a) que los caracteres morfolSgicos son mas conservados que los ligados a

conducta o fisiologia. En resumen, un entendimiento acabado sobre la evolucién de las
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senales acdsticas es complicado, pues esti influenciado por factores préximos (tamaiio
corporal, variacion clinal, depredacién, fisiologia, parasitos, seleccién sexual) y factores
histdricos (filogenia) (ver esquema).

Estudio de la vocalizacién en Ias_especies del género Bufo: el canto de liberacién y los

factores que modelan su evolucion.-

Las investigaciones desarrolladas sobre el origen y vocalizacién en las especies del

género Bufo han estado focalizadas particularmente en el canto nupcial, mientras que el
canto de liberacion ha sido poco estudiado. La funcién del canto nupcial ha sido estudiada
por Gerhardt (1981,1982,1987) para hylidos y, por Ryan para Physalaemus pustulosus
(1988a; 1995). En estos estudios, se ha evidenciado que este caracter muestra un alto grado
de especie-especificidad, siendo clave para garantizar la homoseleccién. Sin embargo, la
divergencia evolutiva del canto nupcial es de dificil interpretacién y podrfa involucrar
cambios en la respuesta a la seleccién natural en el tamafio corporal como también a la
seleccién sexual actuando sobre el canto. En contraste, el canto de liberacion no ha recibido
similar atencién dentro del género, a pesar de la evidente importancia que puede tener esta
sefial para evitar la hibridizacion (Brown y Littlejohn, 1972) y para la identificacion eficaz
de la pareja al momento del amplexo (Marco y col, 1998; Howard y Young, 1998). En
este 1ltimo sentido, es que se ha sugerido que el canto de liberacién serfa importante para
especies en las cuales el evento de reproduccién se produce a altas densidades, pues
corresponderia a una sefial que como resultado garantizarfa una reproduccitn eficaz, dada la
rapida respuesta de reconocimiento y rechazo que oscila entre 6 s para B. alvarius y 34 s
para B. americanus (Blair y Petrus, 1954; Howard y Young; 1988). En el contexto de dar

valor adaptativo a este tipo de canto, Brown y Littlejohn (1972), han postulado que Ia répida
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respuesta de objecion dada por el canto de liberacién, podria ser energéticamente ventajoso,
de lo anterior, se desprende que, para este tipo de canto, no existirfan restricciones
energéticas. Brown y Littlejolin (1972) sugieren ademds, que dada la baja variabilidad
intraespecifica detectada en especies del grupo del Bufo americanus en algunos parametros
del canto de liberacion, este cardcter seria (til para realizar estudios filogenéticos, pues
reflejaria de mejor modo la filogenia. Adicionalmente, dado que este tipo de canto, no
involucra seleccion mediada por la hembra, sino que corresponde, en bufénidos, a una sefial
de comunicacién entre machos, es posible pensar que ésta debiera ser una sefial conservada.
Finalmente, dado que el canto de liberacién corresponde a una sefial de contacto, no seria
esperable que la atenuacién ambiental sea un factor determinante en la evolucisn de esta
sefial. Lo anterior, nos lleva a pensar que en términos de los factores que podrian afectar a
la sefial, el canto de liberacién presenta para un andlisis comparativo, evidentes ventajas en
comparacion al canto nupcial, ya que s6lo serfan importantes factores como Ja filogenia vy las
restricciones morfol6gicas asociadas a las estructuras que producen el canto (laringe,
musculatura tordcica; ver Esquema). De este modo, dada la naturaleza conservada del canto
de liberacién y la aparente ausencia de los factores determinantes en los cambios de las
sefiales acisticas tradicionalmente descritos para el canto nupcial (seleccién - sexual,
atenuacion ambiental), es posible predecir que el canto de liberacién debiera estar
correlacionada con la filogenia de las especies. Debo enfatizar, que si bien las otras fuentes
de variacion, no han sido descritas como afectando el canto de liberacién, esto no implica
necesariamente que estas no afecten a la conducta en estudio. Sin embargo, es probable, que

si hay efectos, éstos no se manifiesten en la misma magnitud descrita para el canto nupcial,
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‘ dadas las consideraciones anteriores. Por lo tanto para efectos de esta tesis me centraré sélo en

, las fuentes: morfologicas y filogenéticas.

ESQUEMA
Restricciones Fisiologicas Restricciones Ambientales
| Depredacion \ Restricciones
| Parasitos Canto de Morfologicas
| Liberacion
ReStI‘iCCiOI‘leS Filogenéticas Sc]ecci()n Sexual

Contexto Social

Esquema de los factores descritos que podrian afectar la evolucion del Canto de
Liberacién. En azul se representan los factores estudiados en la presente tesis.
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El canto de liberacién en el grupo spinulosus

Las especies del grupo spinulosus carecen de las sefiales de vocalizacién a distancia
(Martin, 1972b). De este modo, las especies del £rupo no emiten canto nupcial y carecen de
saco vocal. Debido a esto su vocalizacion ha sido considerada como un canto de liberacién
(Martin, 1972b; Penna y Veloso, 1981: Penna y col, 1986; Penna y col, 1990).

Penna y Veloso (1981) caracterizaron el canto de liberacion en B. chilensis, B.
atacamensis y B. spinulosus, encontrando diferencias en log parémetros temporales que
permitian diferenciar a las especies. Penna y Veloso (1981) reportan que los amplexos
homosexuales tienen una duracién promedio de 6 s mientras que los heterosexuales duran en
promedio 6 horas, lo que apoyaria la afirmacién de Brown y Littlejohn (1972) sobre el
ahorro energético y respaldar la idea de la importancia de esta sefial para especies de
reproduccion explosiva, en que el evento de reproduccién ocurre en pocos dias y con miles
de individuos simultineamente en un mismo sitio.

Penna y col (1990) han analizado la correlacion entre el sistema auditivo y el emisor
de la sefial de liberacién para el canto de liberacion de las especies del grupo spinulosus y
para el canto nupcial y de liberacion en la especie argentina B. arenarum, una especie con
sisterna de comunicaci6n a distancia. En este trabajo los autores encuentran que existe una
mayor similitud entre los umbrales auditivos entre B. arenarum y B. chilensis, y una
correspondencia entre el tamafio y la sensibilidad de la papila basilar entre B. arenarum y B.
spinulosus. Este hecho, sugiere que la evolucién de los sistemas recepfor-emisor para este
grupo, se encuentra bajo distintas presiones de seleccién, pues si bien, el sistema emisor

que produce el canto nupcial en B, arenarum debiera ser objeto de una amplia presién
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selectiva, el sistema auditivo podrfa no estar bajo una presién selectiva similar, al encontrar
valores similares en los umbrales auditivos entre B. arenarum, (con canto nupcial) y B.
spinulosus (sin canto nupcial).

La ausencia de canto nupcial y la presencia de canto de liberacion, hace a las
especies del grupo spinulosus, un grupo ideal para investigar si, el canto de liberacién
muestra un correlato estricto con la filogenia, y si el sistema emisor (laringe) muestra un
acople con las sefiales emitidas (cantos) en este grupo de especies 0 si ambos sistemas
evolucionan en forma independiente. De este modo, en esta tesis, se evaluari para las

especies chilenas del grupo spinulosus, las siguientes hipétesis:

HIPOTESIS DE TRABAJO

1) El canto de liberacién en este grupo mostrara un correlato estricto con Ia filogenia.
2) En este grupo el sistema emisor (laringe) y las sefiales producidas (cantos)

evolucionan de modo distinte mostrando un desacople.
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OBJETIVOS

De acuerdo a lo anterior los objetivos de la presente tesis son:

1) Analizar en las especies del grupo spinulosus, en Bufo variegatus y en B. arenarum

distintos tipos de caracteres (morfolégicos, morfométricos, carioldgicos, DNA ).

2) Establecer con el anilisis de los caracteres una hipétesis de relaciones filogenéticas para el

grupo spinulosus.

3) Estudiar desde el punto de vista morfoldgico las relaciones entre el tipo de canto y la
estructura del sistema emisor de las distintas especies (laringe) en las especies del grupo

spinulosus.

4)  Establecer si existe un correlato entre la filogenia de las especies y los atributos

acusticos y morfolégicos de la laringe en las especies del grupo spinulosus,

5) Investigar la existencia de acople evolutivo entre los caracteres del canto y los caracteres

de la laringe en las especies del grupo spinulosus.
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MATERIALES Y METODOS

1) ANALISIS FILOGENETICO DE LAS ESPECIES CHILENAS DEL GRUPO
spinulosuys.

Para la estimacién de las relaciones filogenéticas de las especies chilenas del grupo
spinulosus se realizaron dos tipos de andlisis: no molecular (caracteres morfologicos,
cromosomicos, un cardcter conductual) y moleculares (genes ribosomales: 12S y 16S).
Se realizaron andlisis por separado y combinando los distintos caracteres en un solo
anilisis en la biisqueda de una hipétesis filogenética mas robusta. En todos los anilisis se
usé como grupo externo B. arenarum, una especie del grupo marinus, y B. variegatus.
La eleccién de B. arenarum como grupo externo se hizo basada en Mezey (1979), quien
encontré un grado importante de afinidad genética entre esta especie y las especies B.
chilensis, B. spinulosus y B. atacamensis, y en el trabajo de Maxson (1994), autora que
utilizando distancias genéticas a partir de albiiminas encontrd que B. spinulosus
correspondia al grupo hermano de B. marinus, especie relacionada con B. arenarum.
Para Bufo variegatus, los trabajos de Cei (1972, 1980) y Martin (1972a) sugieren que

esta especie corresponde al grupo hermano de Ias especies del grupo spinulosus.
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I.-_Anélisis No Molecular. -

Se analizd la morfologia exterpa en material preservado perteneciente a las
siguientes colecciones: Coleccién Herpetologica del Departamento de Biologia Celular y
Genética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (DBGUCH), Coleccion
de! Museo de Zoologfa de la Universidad de Concepcion (IZUC), Coleccion del Instituto
de Zoologia de la Universidad Austral de Chile (IZUA). Los detalles del material
analizado se resumen en Ia Tabla 1. El anslisis morfolégico consideré tanto caracteres
cualitativos como caracteres cuantitativos (morfométricos). Para el anilisis morfométrico
se realiz6 un total de 17 mediciones (Fig. 1). Todas las mediciones fueron hechas por la
misma persona, utilizando un Vernier Mitutoyo marcado en unidades minimas de 0.05
mm. Se realizaron ANCOVAs para establecer si existian diferencias entre las especies
entre los caracteres estudiados, en todas las comparaciones se utilizé el tamafio corporal
como covariable.

Para efectuar comparaciones osteoldgicas, dos ejemplares por especie fueron
analizados, con la excepcién de B. rubropunctatus donde solo se estudié un espécimen.
Para este tipo de anilisis se estudio principalmente caracteres asociados al craneo y la
cintura escapular (Fig. 2). La nomenclatura sigui6 a Cei (1980) y a Escariz (1967).

Los analisis cromosémicos fueron realizados siguiendo técnicas estindares (Session,
1996). Estos andlisis utilizaron la constriccién secundaria como carcter. Los andlisis

fueron complementados con los trabajos de Formas (1980) y Blair (1972).
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Finalmente, como carécter conductual se utilizé la presencia de reflejo hipnético. Este
cardcter descrito por Cei (1972, 1980) no mostré un grado importante de variacién en las
especies estudiadas, estando presente sélo en B. spinulosus 'y en B. arenarum. Un

resumen del material analizado se adjunta en la Tabla 3.

II Andlisis Molecular. -

a) Extraccién de DNA.- Para las especies del grupo spinulosus y para B. arenarum vy B.
variegatus se extrajo DNA genémico a partir de muestras de higado, fijadas en
alcohol absoluto, utilizando Chelex 100 (Walsh y col., 1991). Un total de 24
animales fue analizado. Para cada especie se incorporé material de distintas
localidades, -a excepcién de B. rubropunctatus, especie en la que s6lo se dispuso de

un ejemplar (Tabla 2).
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Figura 1.- Esquema de las mediciones morfométricas efectuadas en las especies del grupo

spinulosus, Bufo arenarum y Bufo variegatus. Para una definicion de los caracteres ver
Anexo 1.




Figura 2

Figura 2.- Dos de los caracteres morfolgicos usados en el anlisis filogenético:

22

1) Caracteres craneales, para detalles de las estructuras descritas desde "a" a "k", ver Cei

(1980) y 2) Cintura Pectoral { A: Bufo spinulosus; C: Bufo rubropunctatus ; D: B.
variegatus y E: B. arenarum). La terminologia de caracteres sigue a Cei (1980).
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Tabla 1
Localidad Coleccién | N° de coleccién
Bufo spinulosus Lagunillas DBGUCH (1,2,3,5,6,7,8,9,1 0,11.
San Pedro DBGUCH [1,4,15,17,21,22.
El Tatio DBGUCH |7.9, 14, 41,13,14,16,22,23,38,41,50.
Farellones DBGUCH |190,1 97,299,305,320, 327.
Putre DBGUCH 298, 303, 713.
Azapa DBGUCH 375,376,535,611 850,722 723, 724,725.
Lauca DBGUCH |605,606,709,727.
Zapahuira DBGUCH {536, 537, 538.
Parinacota DBGUCH | 598, 597, 977, 978,979, 980, 981.
Quebrada Jerez DBGUCH | 2074, 2075, 2078, 2093, 2097, 2102,
Bafos Morales DBGUCH | 1408,
Bufo atacamensis | Pajonales DBGUCH |2078,21586,21 65,2168.
Paposo DBGUCH |2089, 2111, 2112, 2113, 2123, 2124,2141, 2142,
2145, 2162, 2163.
Bandurrias DBGUCH |2092, 2099, 2101, 2114,
Finca Chanaral DBGUCH _ | 2260, 2261, 2262, 2264, 2266, 2269, 2274, 2278.
Socos DBGUCH |207s.
Bufo chifensis Quebrada de la Plata DBGUCH [1,2,3,4,8s.
La Dehesa DBGUCH |272, 302,315,316, 20986, 2101.
Melipilla DBGUCH 902,
La Ligua DBGUCH |1072, 1073, 1075, 1076, 1077, 1083, 1084, 1088,
1087, 1090, 1091, 1092, 1093, 1148.
Curacavi DBGUCH |2089,
Quebrada de Cérdoba |DBGUCH [1163.
Bufo papillosus Volcan Antuco clzuc 1109, 1149, 1150, 1152, 1153, 11 54, 1155, 11586,
1158,1159.
Malleco ClZuc 1115
Bufo Ramadilla ClZuc 1020, 4289, 4343, 4549, 4840, 4841, 5218, 5227,
rubropunctatus 5240, 5242, 5265,
Volean Puntiagudo ClZzuc 1307
i Lo Barros ClZuc 1295, 1296, 1297,12909.
Bufo variegatus | Volcan Llaima 1ZUA 97, 98, 99.
Volcan Antuco 1IZUA 1304,
La Picada 1IZUA 13886,
Antillanca [ZUA 1552, 1553, 1555, 1556, 1557, 1758, 1759,
Puerto Edén DBGUCH | 2326, 2327, 2328, 2329, 2334,
Bufo arenarum Mendoza DBGUCH |2101, 2103, 2150, 2151, 2152, 2246, 2247, 2249,
2251,

Tabla 1 .- Resumen de los ejemplares analizados para los andlisis morfométricos y
cariologicos en las especies del grupo spinulosus. Se detallan las especies, las localidades
y el nimero de coleccion. En este trabajo se utilizd material de tres colecciones:
Coleccién Herpetoldgica del Departamento de Biologia Celular y Genética de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Chile (DBGUCH); Coleccién del Museo de Zoologia
de la Universidad de Concepcién (IZUC) y Coleccion del Museo de Zoologia de la
Universidad Austral de Chile (IZUA).
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Especie

Niimero de animales

muestreados

Localidades

B. atacamensis

4 (2078, 2123, 2171, 2348)

Paposo, Pajonales,Quebrada
los Sapos,

B. chilensis

3 (2154, 2412, 2412)

Quilicura, Curacavi, Talca.

B. papillosus

4 (2374, 2383, 2418, 2423)

Laguna del Laja

B. rubropunctatus

1 (s/m)

Chubut {(Argentina)

B. spinulosus

6 (1, 2132, 2174, 2400,
2155, 2157).

Tatio, Peine, Portillo.

B. variegatus

3 (1712, 2409, 2417)

Campos de Hielo, Puerto

Edén

B. arenarum 3 (2100, 2333, 2346)

Mendoza (Argentina)

Tabla 2.- Detalle de los ejemplares analizados para los genes 128 y 16S. Se representa
entre paréntesis el mimero de coleccién del ejemplar.

a)Amplificacién v _Secuenciacién de DNA.- Se amplificaron dos regiones de los genes

ribosomales mitocondriales 12S y 16S. Para el gen 128 se utilizé los partidores descritos
por Kocher y col. (1989): L1091 (5-AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT.3" )y
H1478 (5-TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT -3 ). Para el gen 16S se utilizd los
partidores descritos por Palumbi y col. (1991): 16Sar: (SCGCCTGTTTATCAAAAACAT -3 )y
16Sbr: (5'- CCG GTCTG AACTC AGATC ACGT -3' ). Reacciones de PCR para genes 125 y 168,
fueron realizadas utilizando ambos partidores, bajo las siguientes condiciones: treinta y
cinco ciclos de: 95°C por 30 s, 55°C por 45 s, 72°C por 45 s y finalmente 10 min de
extension a 72°C. Cada reaccién de PCR se realizd en un volumen de 50pl (1 pl de cada
primer (20uM}, 5ul buffer Taq Buffer 10X (Perkin Elmer), 5ul dNTPs, 1 pl de templado
(56-70 ng DNA/ul), 0.4 ul Taq Polimerasa (Perkin Elmer) y 36.6 ul de agua destilada).

Los productos de la reaccién fueron corridos en geles de agarosa (1.2%) y se usé
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Bromuro de Etidio para su visualizacién. Los productos de PCR fueron purificados
usando filtros Ultrafree (Millipore, Bedford, MA, USA) y posteriormente fueron usados
para la reaccion de secuenciacion, utilizando 1 pl de templado y el Kit Big Dye Reaction
(Perkin Elmer, Weiterstadt, Germany) segin las instrucciones del fabricante. Se
corrrieron dos reacciones por muestra utilizando un solo primer en cada una, esto
permiti0 el secuenciar el mismo sector de DNA en ambas direcciones de modo
independiente. Los productos de esta reaccién fueron analizados en un secuenciador
ABI™ 377 (Perkin Elmer). Las muestras resultantes fueron alineadas primero
visualmente y posteriormente utilizando la opcién CLUSTAL W (Thompson y col., 1994)
, disponible en el grupo de programas Sequencer Navigator (Perkin Elmer).
b) Anédlisis Filogenético:

El anélisis filogenético para la particién no molecular fue realizado usando PAUP*4 b
para Windows (Swofford, 1999) y la opcién de Mixima Parsimonia. Todos los
caracteres fueron tratados como no ordenados. Los anélisis realizados involucraron el uso
de peso diferencial de caracteres en aproximaciones sucesivas, utilizando las opciones:
TBR, random addition=100 y constraints, para mantener a Bufo arenarum y B.
variegatus fuera del grupo interno. Las hipStesis mas parsimoniosas fueron evaluadas
utilizando dos criterios: su soporte estadistico mediante Bootstrap con 1000 réplicas y el
Indice de Decaimiento (Bremer support; Bremer, 1994) utilizando para esta finalidad el
programa AutoDecay 4.0 (Eriksson, 1998).

Para la particion molecular, la estimacién de las relaciones filogenéticas fue realizada
utilizando los siguientes programas : PAUP*4b ( Windows y Mac) y MEGA (Molecular

Evolutionary Genetic Analysis, version 1.2; Kumar y col. 1993), Los anilisis fueron
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realizados utilizando diferentes métodos de construccion de arboles: Méxima Parsimonia,
Neighbor Joining (opcién:Kimura 2P), Minimum Evolution (opcién Logdet), Maxima
Verosimilitud (HKY85). Para Méxima Parsimonia se utilizé la opciones: Tribisection
and reconnection (TBR), ACCTRAN vy peso diferencial de transiciones v/s tranversiones
(1:1 0 1:2), todos los caracteres fueron tratados como no ordenados. EI programa MEGA
fue utilizado para realizar la estimacién de la filogenias usando sélo transversiones. Para
cada arbol se evalué la significancia estadistica de cada nodo utilizando bootstrap (1000
réplicas; PAUP*4b) e Indice de decaimiento (Bremer Support; Bremer, 1994), en este
caso el programa Autodecay 4.0 (Eriksson, 1998) fue utilizado para realizar las
estimaciones de soporte para cada nodo (Bremer support).

El andlisis conjunto de las particiones sigui6 a Bull y col (1993) y Huelsenbeck y
col (1996). Los diferentes conjuntos de datos fueron analizados primero separadamente.
Posteriormente los datos moleculares fueron analizados en forma conjunta (12S y 168) y
finalmente se realizé un tercer anilisis en que se creo una sola matriz con todos los
caracteres (evidencia total). Cada combinacidén de caracteres (particién) fue evaluada en
su heterogeneidad utilizando el Test de Incongruencia (LD, Incongruence Length
Differences; Farris, 1994). Para esto se usé la opcion disponible en PAUP*4 b

(Swofford,1999).
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2) ANALISIS DE ATRIBUTOS ACUSTICOS Y MORFOLOGICOS ASOCIADOS AL
CANTO DE LIBERACION.

a) Andlisis de sefiales aciisticas.

Se analizaron grabaciones hechas entre los afios 1977-1979 y material recolectado
entre los afios 1996-1999. La tabla 5 resume el material analizado para el canto de
liberacién. Para obtener el canto de liberacion, se manipulé a los animales presionando
suavemente en los flancos a los machos, situacién que produce el canto de liberacién en
forma espontinea en estas especies. Las grabaciones fueron realizadas utilizando una
grabadora Uher 4000 Report IC, con una velocidad de 19 cm/s y un micréfono Uher m 517
0 una grabadora Sony Profesional Sony Walkman TCD-5M utilizando una cinta TDK SAS0
y un micréfono Shure Prologue. Las grabaciones fueron posteriormente digitalizadas
usando un computador Power MacIntosh 7100 y el programa Signalyze ®, a una tasa de
captura de 22000 puntos por dato. Para todas las especies en cada canto se analizd Ia
frecuencia dominante (Hz), tasa de pulsos (s), duracién del canto (s), tiempo promedio de
pulsos (s), nimero de pulsos por canto, tasa de pulsos (pulsos/s} y niimero de pulsos dobles
(Tabla 3). Para cada macho se analizé entre seis a doce cantos, excepto en el caso de la
frecuencia dominante y la frecuencia promedio de Bufo chilensis, en que se analizaron cinco
cantos por cada individuo. Se llevé un registro del tamafio corporal de los animales,
utilizando un Vernier Mitutoyo (0.01 mm precisién). En cada grabacién la temperatura
fue determinada. En el caso de  B. chilensis y B. atacamensis se midi6 la temperatura del
aire (18-19°C, respectivamente), mientras que en las otras especies se midi6 la temperatura

de cada animal , utilizando una termocupla Sensortek Modelo BAT-12 . En estas

L
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grabaciones la temperatura de los animales fue de 16 + 2 °C. Dado que no fue posible el
encontrar material vivo y que no se disponfa de grabaciones de B. rubropunctatus, esta
especie no fue incluida en los andlisis de sefiales acisticas.

Los datos de los regisiros fueron analizados utilizando el programa SYSTAT 6.0.1
para Windows 95 (Wilckinson, 1996 ) y el programa STATISTICA 6.0 (StaffSoft. Inc,
1997 para Windows). Para comparar cada caricter del canto entre especies se utilizd
andlisis de varianza de medidas repetidas (ANOVA) con el tamaiio corporal como
covariable. Finalmente, una prueba @ posteriori de Tukey fue usada para establecer entre
cuales especies se observaron las diferencias. Todos los atributos actisticos fueron analizados
conjuntamente utilizando Anilisis de Componentes Principales (ACP), una matriz de
varianza-covarianza, y posteriormente Analisis Discriminante (AD). Con los coeficientes
canonicos derivados de este ultimo anilisis se generd un agrupamiento que permitié asignar

la variacién multivariada a cada especie.

Tabla 3
1) Duracién (s) : Tiempo desde el inicio hasta el final del canto.
2) Pulsos : Ntmero total de pulsos por canto.
3} Tasa de pulsos: Niimero total de pulsos dividido por la duracién total.

4) Tiempo promedio de pulsos:  Promedio de la duracién de todos los pulsos de un

canto.
5) Pulsos dobles: Numero de pulsos dobles producidos por canto.
6) Frecuencia Dominante (Hz):  Frecuencia del canto con la mayor energia.
7) Rendimiento: Cuociente entre el largo de un pulso y el intervalo

entre el final de un pulso y el comienzo del siguiente
pulso. El valor corresponde a la sumatoria total para
un canto.

Tabla 3.- Lista de caracteres evaluados en las sefiales aciisticas en las especies del grupo
spinulosus , B. arenarum y B. variegatus.
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b) Anilisis de caracteres morfolégicos asociados al canto.

Para las especies estudiadas se realizé dos tipos de andlisis. El primer analisis
consideré los misculos asociados a la produccion del canto de liberacién junto con Ja
relacién de tamafio de la laringe en las distinias especies. Con esta finalidad se procedio a
seccionar en material fresco los musculos abdominales, oblicuo externo y la laringe
(incluyendo cartilago). Posteriormente, tanto la musculatura como la laringe fueron
pesadas (peso fresco) utilizando una balanza analitica ANDER-120A. Estas mediciones
fueron estandarizadas utilizando el peso de cada animal. EJ detalle de los animales
utilizados se resume en la Tabla 4. Las laringes fueron fijadas en formalina al 10% para su

andlisis posterior.

Tabla 4
ESPECIE Rango de tamafio |Laringe- |Mausculo Miisculo N° de Coleccién
(trim) Cartilago | Oblicuo | Abdominal
Externo

B. arenarum 87.5-67.6 7 7 6 2344, 2345, 2346, 2130,
2131, 2339, 2150.

B. spinulosus 35.9-81.3 9 9 5 2074, 2104, 2128,2130,
2135, 2248, 2332, 2338,
2386,

B. atacamensis 55.5-69.4 6 6 6 2113, 2145, 2165, 2347,
2348, 2352.

B. chilensis 69 - 100 4 4 3 2271, 2272, 2387

B. variegatus 27.8 - 30.1 2 2 1 2327,2334

B. papillosus 70 1 i | 2383

Tabla 4. - Detalle del material analizado para las correlaciones entre musculatura y

canto.
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Las laringes extraidas fueron procesadas segin el siguiente protocolo:
1) Lavado en agua corriente por tres horas.
2) Solucién de EDTA 10% pH 7.0 por 48 horas.
3) Lavado en Agua Corriente por dos horas.
4) Bateria de Deshidratacién: Etanol 50 % por toda la noche, Etanol 70 % por 45 min,
Etanol I 95% por 60 min, Etanol 1I 95 % por 60 min, Etanol 95%-Butanol por 60 min,
Butanol I por 60 min, Butanol II por 60 min, Butanol III por toda la noche.
5) Para la impregnacién las laringes fueron colocadas en Histosec (Merck) por toda la
noche, y cambiadas a nuevos recipientes conteniendo Histosec (Merck). Este
procedimiento se repitié tres veces y posteriormente las muestras fueron incluidas en el
molde.
7) Se realizaron cortes histologicos de cada laringe (cada 20pm). Cada 10 cortes (una
seccion) se tomaron cinco cortes para montar, los otros cinco fueron desechados, en el
caso de B. variegatus dado que las laringes eran pequefias se procedio a seccionar toda la
laringe.
8) Con la finalidad de distinguir musculatura de cartilago, los cortes histolégicos fueron
tefiidos utilizando una solucién de Hematoxilina-Floxina, y luego se montaron para obtener
preparaciones permanentes (ver Anexo 3).

Para analizar los cortes histolégicos, se tomaron fotografias de cada corte usando
una lupa estereoscopica Nikon y una cdmara Nikon Modelo FX-35DX. Cada seccién fue
fotografiada a un aumento de 0.66X y en cada fotografia se incluyé wna escala para
efectuar las mediciones correspondientes. La pelicula que se us6 fue Ilford PAN-50. Cada

fotografia fue posteriormente escaneada utilizando el Programa Adobe PhotoShop 5.0.
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El anilisis de la laringe considerd un total de catorce animales (Tabla 5). En cada
corte se analiz6: Misculo Dilatador, Mtsculo Constrictor, Cartilago Aritenoide, Cartilago
Cricoide y las Cuerdas Vocales. Las mediciones consideraron el drea de cada estructura,
para lo cual se usé como referencia la escala presente en cada corte (4.2 mm). Para
estimar el drea de cada estructura se utilizd el programa ImageTool 2.0. (Wilcox y col.,
1995). Para cada medicién se considerd el perimetro de las reas relevantes de cada corte,
cada medici6n fue hecha tres veces, y se registré el promedio para cada estructura. Las
mediciones fueron hechas a intervalos de 20 pm. No se midieron todos los cortes, sino que

se selecciond cada 200 pm tres cortes, estos valores fueron considerados como

representativos de la seccién de 200 pm.

Tabla 5
Especie Namero de animales |Nimero de coleccién
analizados
B. atacamensis 4 2142 (Paposo), 2145 (Paposo),
2347 (Paposo), 2140 (Pajonales).
B. chilensis 2 2271 (Quilicura),2272 (Quilicura).
B. spinulosus 3 2332 (Vilama), 2338 (Vilama),
2386 (Portillo)
B. papillosus 1 . 2388 (Laguna del Laja)
B. arenarum 3 2074, 2332 vy 2346 (Mendoza, Argentina)
B. variegatus 1 2334 (Puerto Edén)

Tabla 5.- Detalle de los animales estudiados para estimar caracteres asociados a la laringe.
Para cada animal analizado se detaila su mimero de Coleccign Yy en paréntesis la localidad
de procedencia.
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Para las estimacién de los volimenes totales de cada estructura se utilizé la formula

descrita por McClelland y col. (1996):

ntl1

Via= 24V e = 22 TV(AY (A 0t At A L,
i=0 3

donde i corresponde al indice de corrida de cada corte, i es el primer corie con un 4rea
medible, n es la ultima placa con estructura a medir presente, A; es el drea de la
estructura {en mm°) en una seccidn, A;. ) es el drea de la estructura en la Siguiente

seccion medida y T es la distancia entre las dos secciones (200ptm). Esta férmula para el
volimen del fustrum no descansa en el supuesto de que el 4rea a medir de cada placa debe
ser igual, en orden a calcular el volumen exactamente (McClelland y col., 1996).

El andlisis estadistico de estas muestras involucré Anslisis de Varianza utilizando y
andlisis de correlacién de Pearson utilizando los datos de canto de cada especie y los datos
de morfologia de la laringe y musculatura asociada. Ep todos los andlisis se utilizé el
programa SYSTAT 6.0. En aquellas variables que mostraron una influencia significativa
del tamafio corporal se analizé la variacién residual, De esta manera, el efecto del tamafio
corporal fue removido, los residuos fueron obtenidos mediante andlisis de regresién entre
la variable de interés y el tamafio corporal. Para las correlaciones de Pearson entre el
canto y las estructuras morfoldgicas asociadas se analizé las medias de cada variable, de
este modo se obtuvo un valor por especie para todas las variables., El sentido, de estos

andlisis corresponde a analizar en detalle la variacin en los atributos medidos en cada
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especie, buscando relaciones entre pares de caracteres. Junto a este tipo de analisis, se
realiz6 un andlisis multivariado de componentes principales y funcion discriminante. Con
este andlisis se asoci6 toda la variabilidad existente en unos pocos vectores
("eigenvalues”), los que fueron usados para efectuar comparaciones entre las especies,
tanto a nivel estadistico (discriminante) como a nivel filogenético (ver seccién mapeo de

caracteres).

3) ANALISIS FILOGENETICO DE LOS CARACTERES ASOCIADOS AL CANTO.

Dos tipos de andlisis fueron realizados para dar cuenta de la evolucién de las
sefiales aciisticas. El primero involucré el mapeo de los distintos caracteres en la filogenia,
utilizando el programa MacClade 3.1 (Maddison y Maddison, 1992). En este anilisis se
utilizé la filogenia originada a partir del andlisis de M4xima Parsimonia de los genes 128,
16S y los caracteres no moleculares. Sobre esta filogenia se mapearon los caracteres
asociados al canto.

El segundo tipo de anilisis correspondi6 a un andlisis multivariado de dos grupos
de caracteres: los asociados a la sefial actistica y los asociados a la laringe. El objetivo de
este andlisis fue analizar la relacién existente entre las sefiales aciisticas, las estructuras
asociadas al tanto (laringe) y la filogenia, en el marco de distintas hipétesis de cambio
evolutivo. Con esta finalidad, se realizé una comparacion cualitativa entre las similitudes
fenéticas asociadas al canto entre las especies evidenciadas a través del anilisis de
agrupamientos y la filogenia de las especies. Para explorar las posibles fuentes de cambio
se procedio a evaluar tres modelos de cambio evolutivo en funcién de la filogenia (Mooers

y col., 1999). Los modelos seleccionados corresponden a cambios asociados a
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especiacién, en que los cambios son mis probables de originarse si estsn ligados a eventos

de especiacion (por €j. caracteres asociados a seleccion sexual); Cambios asociados a Ia
diferenciacién genética entre Ias especies, en que la tasa de cambio de los caracteres est4
fuertemente ligada a la variacién genética entre las especies y cambios no histéricos, en
este tltimo modelo los cambios entre especies hermanas no son mas probables de ser mas
similares que dos especies tomadas al azar (Mocers y col, 1999). De este modo, es posible
investigar que modelo describe en mejor forma la evolucién de cada grupo de caracteres.
Con esta finalidad se procedio a estimar a partir de la matriz de los genes 128 y 168, Ia
hipétesis filogenética de Maxima Verosimilitud utilizando esta vez el programa PHYL]IP
(version 3.4; Felsenstein, 1993) y las opciones de Méxima Verosimilitud con reloj
molecular (DNAMLK tree) y Méxima Verosimilitud sin reloj molecular (DNML tree). En
ambos casos se usaron los mismos pardmetros (tasa de transiciones:transversiones 2:1,
frecuencias empiricas, una categoria de sustitucién). En ambos anilisis se excluyo a B.
rubropunctatus, debido a que no se disponia de informacién sobre los caracteres a evaluar
para esta especie. Ambas filogenias mostraron |z misma topologia y similares valores de
probabilidad (DNAMLK: Lq Likelihood = -2329.77341; DNAML: Ln Likelihood = -
2325.70334), y fueron similares a las obtenidas utilizando PAUP*4b (Swofford, 1999)
para todas las especies. Dado que no existieron mayores diferencias entre ambasg
topologfas y que no fue posible objetar la hipétesis de reloj molecular, se selecciongd Ia
filogenia obtenida con DNAML para posteriores anilisis.

El andlisis de evolucién de caracteres consideré dos fuentes de informacién: los
cantos y las estructuras morfoldgicas relacionadas con Ja produccion de canto (laringe).

Con esta finalidad para cada set de caracteres se utilizaron las medias. Con estos valores,
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se realizé un Andlisis de Componentes Principales, sobre una matriz de correlacién. Todos
los valores fueron hechos positivos adicionando el mfnimo valor a cada eje. Con estos
valores se procedid a calcular la filogenia esperada para el modelo de cambio asociado a
especiacion. En este caso se utilizé el programa para estimar filogenias usando caracteres
continuos CONTLM del paquete de programas PHYLIP, que calcula una filogenia
utilizando caracteres continuos. Finalmente se aplicd el programa FIT.EXE (Mooers y
col., 1999) para evaluar el ajuste de cada modelo con los datos obtenidos para cada set de
caracteres. Este programa utiliza la filogenia y los caracteres de interés y calcula las
probabilidades (Maximum Likelihood) para cada modelo. En este caso dos hipétesis son
consideradas distintas si se obtiene un valor de diferencia de log "likelihood”" de
aproximadamente siete veces entre ellas (Edwards, 1992; Mooers y col., 1999). A pesar
de que existe una variedad de métodos para la reconstruccién de caracteres ancestrales
desde la perspectiva de evolucion de caracteres continuos (Mdxima Verosimilitud:
Felsenstein, 1973; Schluter, 1995, Schiuter y col., 1997; Método de Contrastes
Independientes: Garland y col., 1992; Autoregresion y Generalized least squares
(GLS): Martin, 2000) y la evidente dicotomia entre buscar correlaciones con una causa
putativa o explicaciones causales en la investigacién de la evolucién de los caracteres
continuos, he seleccionado el método de Mooers y col. (1999), debido a: a) la ventaja de
contrastar la relacion existente entre filogenia y modelos explicitos de cambio evolutivo
(por ej. Modelo de especiacion) de caracteres complejos, b) la posibilidad de comparar
distintos grupos de caracteres en relacion a la filogenia, c) y asumiendo que existe una
correlacion en las tasas de cambio entre caracteres moleculares y morfoldgicos (Omland,

1997), la posibilidad de explicar la correlacion observada con modelos de evolucién vy
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fijacion de novedades evolutivas como: Deriva genética en grandes poblaciones, modelos

de especiacion, entre otros (Para una revisién ver Pagel, 1999).
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1) ANALISIS FILOGENETICO DE LAS ESPECIES CHILENAS DEL GRUPO

spinulosus.-

I.- Anélisis No Molecular.- Con toda la informacién disponible se construyo una matriz

con un total de cuarenta y un caracteres. Muchos de los caracteres evaluados no

mostraron variacién en el grupo interno, por lo que fueron excluidos del anilisis. El

nimero final de caracteres correspondid a 21 FEl detalle de los caracteres y las

polarizaciones realizadas se resume en el Anexo 1.

ESPECIES/CARACTERES

Bufo
Bufo
Bufo
Bufo
Bufo
Bufo
Bufo

Tabla 6- Matriz utilizada para la estimacién filogenética

spinulosus

atacamensis

chilensis

rubropunctatus

prapillosus
variegatus
arenarum

Tabla 6

1
1234567890

2
1234567890

[y

1000110100
1002000000
1110111011
0001010000
1100010000
0100000000
1110111111

2201011201
1200011001
1200011011
1227100110
1121711011
0000000001
0020710111

HORRKKHRMO

a partir de caracteres

morfolégicos, cromosémicos y conductuales en las especies chilenas del grupo
spinulosus, B. variegatus y B. arenarum. Los caracteres con su estado indeterminado se

representan con el simbolo "?".
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{I.- Resultados del Analisis_Filogenético de caracteres no moleculares. -

Se realizaron distintos anélisis para estos datos, desde tratar a todos los caracteres
con igual peso hasta establecer peso diferencial de caracteres. El anilisis con igual peso de
todos los caracteres no mostré ser resolutivo para las especies del grupo spinulosus. Por
otra parte, al establecer peso diferencial de los caracteres se obtuvo un mejor nivel de
resolucion. En este andlisis se asigné un mayor peso al cardcter constriccién secundaria
con peso tres, a los caracteres esqueléticos con peso dos, y a los restantes once caracteres
con peso uno. Con este procedimiento se obtuvo solo un 4rbol mas parsimonioso (Largo:
64 pasos; Indice de Consistencia (CI): 0.57; RI:0.30, excluyendo caracteres no
informativos).  Sin embargo, en este rbol, s6lo se obtuvo resolucién para B.
rubropunctatus, especie que se separa de las otras especies del grupo interno (Fig. 3). Un
anilisis de Bootstrap de 1000 réplicas evidencié que el soporte para esta separacién no es
muy robusto (58%; Fig. 3). Por lo que la informacién derivada del anélisis no molecular

fue bastante limitada al no permitir la resolucién de las otras especies del grupo interno.

III.- Andlisis Molecular

Entre los dos genes amplificados se obtuvo un total de 1025 pares de bases
nucleotidicas (453 para el gen 12S y 570 para el gen 16S), las secuencias alineadas se
muestran en el Anexo 2. En general ambos genes mostraron un grado similar de variacién
y de sitios informativos desde el punto de vista de la parsimonia ¥ una proporcién similar

de A-T (Tabla 7).
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Figura 3

variegatus

arenarum

rubropunctatus

100

spinulosus

5 8 atacamensis

chilensis

papillosus

Figura 3.~ La hipdtesis filogenética mds parsimoniosa para 21 caracteres (morfologfa
externa, osteologia, cromosomas y conducta) analizados en el grupo de especies chilenas

del grupo spinulosus. Sobre cada nodo se representa el valor de bootstrap (1000 réplicas).

Tabla 7
Gen % de sitios % de N° de sitios amplificados %, A+T
variables sitios informativos
128 22.29 4.36 4.53 57.2
16S 14.6 5.06 572 56.0

Tabla 7.- Resumen de la informaci6n de las secuencias amplificadas para los genes 128 y
16S, se representa el porcentaje de sitios variables para cada gen, el porcentaje de sitios

informativos para Andlisis de Parsimonia, nmimero total de bases amplificadas y finalmente
la proporcion de A y T encontradas.

o
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Andlisis Gen 128 - El andlisis del gen 12S para MP con igual peso de transiciones y

tranversiones encontré un solo arbol méas parsimonioso (Largo: 150; CI: 0.92; RI: 0.58;
excluyendo caracteres no informativos). Un segundo andlisis con una proporcion de
transiciones y transversiones de 2:1, mostré un solo drbol mds parsimonioso (Largo: 58
pasos; CI: 075; RI:0,61, excluyendo caracteres no informativos; Figura 4 ) y presentd la
misma topologia que en el primer andlisis. El anglisis de bootstrap mostré alios grados de
resolucion para el clado spinulosus-papillosus (81%) , para el clado que agrupa a
spinulosus, papillosus, chilensis y atacamensis (85%), en tanto que la separacion entre
rubropunctatus 'y las otras especies de grupo spinulosus no fue robusta (59%). Por otra

parte el Indice de Decaimiento mostr6 valores entre 1 y 2 (Figura 4). El arbol resultante

Figura 4

arenarum

rubropunctatus

variegatus
1
59 chilensis
59
1 2 ¢ .
85 atacamensis
2 81 | papillosus
2 spinulosus

Figura 4.- La hipétesis filogenética més parsimoniosa para el gen 128S. Sobre cada nodo se
representa el valor de bootstrap (1000 réplicas) y bajo cada nodo se muestra el Indice de
decaimiento (Bremer support).
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muestran que B. chilensis y B. atacamensis corresponden a especies hermanas, y que B.
spinulosus 'y B. papillosus constituye su grupo hermano, siendo B. variegatus el grupo
hermano de ambos clados. La especie B. rubropunctatus se ubica en este irbol como
especie hermana a todas las especies restantes, mientras que B. aremarum aparece la
especie mas basal.

Por otro lado, tanto los anélisis de ML con un tipo de sustitucidn (F81) y dos tipos
de sustitucion (HKY 85) mostraron la misma topologiz que el analisis de MP, pero
mostraron menores valores de bootstrap para cada nodo (Tabla 8). El anilisis de ME
(opcidn Logdet) mostrd la misma topologfa pero los valores de bootstrap para cada nodo
fueron superiores (Tabla 3). Finalmente el andlisis de NJ con la opcién K2P mostré
nuevarmente la misma topologfa y similares valores de soporte estadistico para cada nodo al
andlisis de MP.

Andlisis Gen 16S.- El anilisis del gen 16S para MP con igual peso de transiciones y
tranversiones enconiré dos arboles igualmente parsimoniosos (Largo: 54; CI: 0.74; RI:
0.63; excluyendo caracteres no informativos). Un segundo anslisis con una proporci6n de
transiciones y tranversiones de 2:1, mostré nuevamente dos irboles més parsimoniosos
(Largo: 58 pasos; CI: 0.75; RI:0.61, excluyendo caracteres no informativos; Figura 5b y
5¢) y presenté la misma topologia que en el primer andlisis. El analisis de bootstrap, sin
embargo, mostré un mayor grado de soporte para el segundo grupo de drboles. En este
se obtiene un 100 % para el clado spinulosus-papillosus, un 67 % para el clado chilensis y
atacamensis 'y un 87% par el clado que agrupa a spinulosus, papillosus, chilensis
atacamensis y rubropunctatus, en tanto que la separacion entre esta tltima y las otras

especies del grupo spinulosus no fue sustentada desde el punto de vista estadistico (Figura
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5a). Por otro lado los valores de indice de decaimiento (Bremer support) resultaron ser

igual a 1 para todos los clados con la excepcion de spinulosus-papillosus en el que el valor

fue tres (Figura 5a).

Figura 5
99
a) 3
63
67
1 1
1

spinulosus

papillosus

chilensis

atacamensis

rubropunctatus

variegatus

arenarum

Figura 5.- &) Arbol de consenso obtenido de un anilisis de bootstrap para el gen 168.
Sobre cada nodo se representa el valor de bootstrap (1000 réplicas) y bajo cada nodo el
valor de Indice de decaimiento (Bremer suppor:) b) Una de la hipétesis igualmente
parsimoniosas obtenidas para el gen 16S, c¢) La segunda hipGtesis igualmente

parsimoniosas obtenidas para el gen 168S.
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Andlisis Conjunto Genes 128-168S.- Un segundo tipo de anélisis correspondi6 al andlisis

conjunto de los genes 125 y 16S. El andlisis de MP tratando con igual peso transiciones y
tranversiones arrojo dos arboles igualmente parsimoniosos (Largo: 443 pasos; CI: 0.905;
RI: 0.567), ambos con la misma topologia encontrada para el gen 16S (Figura 5b y 5c¢).
En ambos édrboles sélo se observo diferencias en la posicion de B. rubropunctatus,
estando unido al clado spinulosus-papillosus en uno de los arboles y en el otro
apareciendo basal a las otras especies del grupo spinulosus. Por otro lado, el anilisis MP
utilizando un peso diferencial de transiciones-tranversiones 1:2, mostré un solo arbol més
parsimonioso (Largo: 162 pasos, CI: 0.74; RL: 0.567; Figura 6), en este drbol aparece B.
rubropunctatus como especie basal al grupo spinulosus, aunque su respaldo estadistico es
bajo (56%). La topologfa obtenida con el andlisis de MP fue similar para los anlisis ML,
ME y NJ, aunque sélo en este ultimo se observé respaldo estadistico para B.
rubropunctatus (52 %, Tabla 8), como grupo hermano de las otras especies del grupo
spinulosus, Con relacién al andlisis de MP, al considerar el sustento a cada clado a través
del Indice de decaimiento (Bremer support), se observé un considerable aumenté para

cada nodo, en comparaci6n al ofrecido al analizar las particiones 12S y 16S por separado.
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Andlisis de Evidencia Total.- El anilisis filogenético de MP utilizando todos los
caracteres (ambas particiones), tratando a todos los caracteres con similar peso disponible
arrojé un solo arbol mis parsimonioso (Largo: 132 pasos, CI: 0.65: RI: 0.48). Un
segundo analisis en que se tratd a las transiciones-transversiones con un peso 1:2 arrojé
también un solo 4rbol (Largo: 201 pasos, CI: 0.70; RI: 0.5). Este 1ltimo 4rbol evidencié
la misma topologia que la particién 128-16S, y aunque valores de soporte de boostrap
fueron levemente inferiores, en comparacién a la particién molecular. Sin embargo, al
comparar los indices de decaimiento (Bremer support) se observd valores similares enire
ambas particiones (Figura 6; Tabla 8). Este arbol mostré ademés sustento estadistico para
la separacion de B. rubropunctatus, mientras que el primer anilisis no lo mostré (Tabla 8).
La Tabla 9 resume los resultados para el andlisis de las distintas particiones para
Maxima Parsimonia. Se puede observar que, en general, a pesar de la existencia de un
mayo nimero de caracteres para las particiones moleculares, estas presentan un porcentaje
notablemente menor de caracteres filogenéticamente informativos. Sin embargo, las
particiones moleculares muestran valores de indices de retencién mayores que los
presentados por los datos morfoldgicos. Esto se mantiene para los anlisis de MP de los
genes 125-16S conjunto y de evidencia total. Finalmente, el anilisis a través del ILD test,
mostré que es posible combinar los caracteres moleculares en una sola matriz, pero que la
combinacion entre caracteres moleculares y morfolégicos (evidencia total), sugiere que

existe un grado importante de conflicto entre los datos morfolGgicos y los moleculares.
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Tabla 8
Particién Nimero % de C.1. | R.L. | Niimero | ILD test
de caracteres Caracteres de arboles | (p > 0.05)
Informativos
Morfologia 21 85.7 0.57 { 0.30 1 -
128 453 5.07 0.75 | 0.61 1 -
16S 572 6.29 0.76 | 0.62 2 -
128-16S 1025 5.75 0.74 | 0.57 1 0.53
Evidencia 1046 7.36 0.70 | 0.50 1 0.01
Total

Tabla 8- Comparacién de los distintos analisis de Parsimonia efectuados para las distintas
particiones evaluadas en biisqueda de una hipdtesis filogenética para las especies chllenas
del grupo spinulosus.

Contrastacién de distintos métodos de Construccién filogenética.- La Tabla 9 resume

la informacidn acerca del desempefio de distintos métodos de reconstruccién filogenética
en la estimacion de las relaciones filogenéticas de las especies chilenas del grupo
spinulosus. Se puede observar que, en general, independiente del método de
reconstruccion usado se mantienen los clados spinulosus-papillosus y chilensis-
atacamensis, la Gnica excepcion corresponde a las estimaciones de Maxima Parsimonia a
partir de datos morfoldgicos. Esta tabla muestra ademis, que los valores de respaldo
estadistico (bootstrap) son altos para estos dos clados, siendo considerablemente mas
bajos para la separacion entre B. rubropunctatus y las otras especies del grupo interno.
En relacién a este dltimo punto, s6lo MP y NJ muestran valores de soporte para el

anilisis de las particiones 125-16S y de evidencia total.
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Figura 6.- La hipétesis filogenética mds parsimoniosa para el andlisis combinado de los
genes 125-168 y el andlisis de evidencia total resultante de combinar la evidencia
molecular (12S-16S) y la evidencia morfolégica-conductual . Sobre cada nodo se
representa el valor de bootstrap (1000 réplicas) y bajo cada nodo el valor de soporte para

cada nodo (Bremer support). El valor de la derecha corresp

el de la izquierda al resultante de Ia evidencia total.

onde a la particién 125-16S y
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Tabla 9
Nodos'
Particion  Método A B C D
Morfologia MP Sin Peso 58 100
Peso 51 100
Molecular Tv:Tr?
128 MP 1:1 78 55
1:2 81 59 59
ML 1:1 80
1:2 97 72 79
ME logdet 84
NJ Kimura 2P 88 60
16S MP 1:1 99 67 63
1:2 100 67 87
ML 1:1 99 58
1:2 99 60 63
ME logdet 38
NIJ Kimura 2P 90
128-16S MP 1:1 99 80 76
1:2 98 82 56 73
ML 1:1 99 70 76
1:2 o4 71 84
ME logdet 100 94 80
NJ Kimura 2P 100 95 52 81
Combinado
MP 1:1 97 63 66
: 97 75 59 67

Tabla 9.- Comparacién entre distintos métodos de reconstruccién filogenética ( Méxima
Parsimonia (MP), Maximum Likelihood (ML), Minimun Evolution (ME) y Neighbor
Joining (NJ))para las distintas particiones de datos. Se detalla los valores de bootstrap
para cada nodo, sélo se representan los valores superiores al 50 %.
1.- Nodo A: (spinulosus, papillosus);
Nodo B: (chilensis, atacamensis) ;
Nodo C: ((rubropunctatus(spinulosus, papillosus) (chilensis, atacamensis);
Nodo D: (((rubropunctatus(spinulosus, papillosus) (chilensis, atacamensis), arenarum, variegatus).

2.- Tv:Tr: Proporci6n de transversiones versus transiciones.
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2) ANALISIS DE ATRIBUTOS ACUSTICOS_.Y MORFOLOGICOS ASOCIADOS AL
CANTO DE LIBERACION,

Anilisis Univariado

a)_Andlisis de sefiales aciisticas.- El andlisis de varianza de medidas repetidas mostré la

existencia de diferencias entre las especie en la mayoria de los atributos medidos (Figura

7). Las mayores diferencias se dieron entre las especies del grupo spinulosus y los grupos
externos B. arenarum y B. variegatus, siendo en esta dltima especie donde se aprecian
una alta diferenciacién (ver por ejemplo: Tiempo promedio (Tprom), Tasa de Pulsos,
Duracion del canto). Al interior del grupo spinulosus sélo en el clado atacamensis-
chilensis se obse{vc’) el caricter pulsos dobles (Fig. 7a). Sin embargo, los valores
encontrados resultaron ser mayores para el outgroup B. arenarum (9.84 pulsos dobles por
canto) a las dos especies anteriores (0.3-3.1 pulsos dobles por canto). De modo similar, el
cardcter Duracién del canto muestra los mayores valores para B. atacamensis, B.
chilensis y B. arenarum (Fig. 7b), mientras que en las restantes especies el canto de
liberacion dura menos de 1.5 segundos. En relacién al caricter Nfimero de pulsos,
nuevamente se aprecia una diferenciacién entre B. chilensis, B. atacamensis y B.
arenarum y las otras especies (Fig. 7c), produciendo mas pulsos por canto. Se debe
recalcar, que para este parimetro los pulsos dobles son contados como un pulso,
eliminando la posibilidad de sesgo metodolégico en esta medida. En un estado intermedio
se ubica B. variegatus (6.8 pulsos por canto), mientras que B. spinulosus y B. papillosus

producen 5.4 (£ 1.8) y 4.3 (+ 0.12) pulsos por canto respectivamente. Un atributo que

mostré un patrén interesante corresponde a Tprom, caricter que mide el tiempo

promedio de duracién de cada pulso para un canto. Para este parimetro B. variegatus se

O
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diferencia claramente de las otras especies con pulsos extremadamente cortos 0.011%
0.01 s, Fig. 7d), mientras que B. spinulosus y B. papillosus muestran para este caracter
los pulsos mas largos (0.14 + 0.03 y 0.16 * 0.08 s respectivamente). Para el cardcter
Tasa de pulsos, B. variegatus presenta la mayor cantidad de pulsos por segundo (83.61+
3.17) mientras que en las otras especies los valores oscilan entre 4 y 5 pulsos por
segundo, evidenciando una alta homogeneidad en este parametro (Fig. 7e). A pesar, de la
enorme diferencia observada entre B. variegatus y las otras especies, éstas no resultaron
significativas al controlar por tamafio corporal en un anélisis de medidas repetidas (p<
0.09). Para el caricter Rendimiento (Duty), que es una razén entre la sumatoria de
duracion de pulsos dividido por el tiempo sin sefial (silencio) en un canto, se observa que
sOlo B. arenarum presenta valores inferiores a 0.3 (Fig. 7f), en tanto B. spinulosus y B.
papillosus presentan los mayores valores, siendo superiores a 0.6. Con relacién a la
Frecuencia Dominante, B. variegatus presenta los valores mds altos oscilando alrededor
de 1800 Hz mientras que para las otras especies este valor se encuentra entre 1000 y 1200
Hz. Sin embargo, estas diferencias se deben a un efecto de tamaiio corporal, pues no
resultan significativas al controlar por esta variable.

b) Anélisis de caracteres morfolégicos asociados al canto.

[.1.- Laringe.- El andlisis de las estructuras anatémicas de la laringe no mostr6 alta
variacion a nivel interespecifico, resultando el Volumen de Cuerda Vocal la tnica
estructura en que se encontraron diferencias significativas (ANOVA: F= 13.798, p<
0.006, g.1.: 5,1; Fig. 8¢). Para esta variable, B. spinulosus present comparativamenteel

menor Volumen de Cuerda Vocal (0.095+0.012 mm®), mientras para las otras especies
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Figura 7
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variegatus y B. arenarum. a) Numero de pulsos dobles, b) Duracién del canto, ¢) Nimero de
pulsos, d) Tiempo promedio, e) Tasa de pulsos , f) Rendimiento (Duty cycle), g) Frecuencia
Dominante (Hz) y h) Largo antero-posterior. Se representa la media + un error standard.

Figura 7 .- Comparacién de los atributos actsticos en las especies del grupo spinulosus , B
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muestran valores similares. A diferencia del Volumen de Cuerda Vocal, en ¢l Largo de
la Cuerda Vocal (Fig. 8f), para B. spinulosus no se observa una reduccidn de esta
estructura, mostrando valores similares a las otras especies, 1o que sugiere diferencias
anatémicas en la forma de su cuerda vocal en comparacion con las restantes. Se observd
que los Cartilagos Aritel;oide y Cricoide, presentaron los mayores voldmenes para B.
arenarum (Fig. 8 y 8b, respectivamente), mientras que en las especies del grupo
spinulosus, B. atacamensis y B. chilensis mostraron los mayores volimenes de estas
estructuras (Fig. 8a y 8b). En relacién a los Misculos Dilatador y Censtrictor, B.
variegatus presentd los menores valores (21.31mm? y 27.94 mm’, respectivamente; Fig.
8c y 8d). Por otra parte, B. papillosus present6é los mayores volimenes para estas
estructuras (86.94 mm® y 153.21 mm’, respectivamente). Sin embargo, al corregir por
tamafo corporal, no se detectaron diferencias significativas entre las especies
(ANCOVA; Dilatador: F=1.764, g.l.=5,1, p=0.239; Constrictor: F= 0.496,
g.l.=-5,1, p=0.771).

Al comparar la masa total asociada al canto, considerando tanto laringe y
cartilago en forma conjunta en funcién del peso total de cada organismo, se observé que
B. arenarum present6 la mayor masa, seguido de B. atacamensis Y B. chilensis, mientras
que las restantes especies mostraron valores similares (Fig. 9). Estas diferencias
resultaron ser significativas (ANCOVA: F=8.514; p<0.001; g.1.:3,1). Debo destacar,

que para estos andlisis se excluyé a B. papiflosus por disponer sélo de un valor.
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Figura 8.- Comparacién de los elementos anatdmicos de la laringe en las especies del
grupo spinulosus , B. variegatus y B. arenarum. a) Cartilago Aritenoide, b) Cartilago
Cricoide, c) Misculo Constrictor, d) Miisculo Dilatador, ¢) Cuerda Vocal y ) Largo
Cuerda Vocal. Se representa la media +/- un error standard.
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Figura 8 (continuacién)
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Figura 9.- Comparacién de [a masa total asociada a la produccién de canto para laringe
en las especies del grupo spinulosus, B. variegatus v B. arenarum. Se grafica la masa
estandarizada de laringe y cartilago para cada especie (peso laringe/peso del animal;
mediat e.s).
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1.2.- Musculatura Tordcica.- en relacién a la musculatura tordcica, se evidencié un
patréon distinto en funcién de las estructuras consideradas. Por ejemplo, la musculatura
oblicua externa mostré la existencia de dos grupos claramente distintos, por un lado B.
spinulosus y B. atacamensis con una masa muscular menor y el grupo restante con
valores mayores aunque semejantes entre si (Fig. 10a). Dentro de segundo grupo, se
observa que la especie B. variegatus presentd una masa muscular proporcionalmente
mayor para su tamafio corporal, separdndose claramente de B. arenarum, B. chilensis y
B. papillosus. Estas tendencias, sin embargo, no resultaron ser significativamente
distintas  (ANOVA, F=1.727, p=0.211; £.1.:3,13). En relacién a la musculatura
abdominal, se observé la existencia de tres agrupaciones (fig. 10b). En la primera
agrupacién se encuentra B, arenarum Y B. atacamensis, quc presenta los mayores valores
de masa abdominal, Le siguen B. chilensis y B. spinulcyus con valores intermedios y
finalmente en Ia terca agrupacion las restantes especies. Nt evamente estas diferencias no
resultaron ser significativamente distintas (ANOVA, F=0 49: p=0.448; g.1.:4 21).Cabe
destacar, que en los ANOVAs efectuados no se considers para musculatura abdominal a
B. papillosus y B. variegatus por presentar s6lo un va’® . similar excepcion se hizo en

el caso de la musculatura oblicua externa, en que se exch: - a B. papillosus.
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Figura 10
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Figura 10.- Comparaci6n de la musculatura tordcica asociada a la produccién de canto.

a) Musculatura Oblicua Externa y b) Musculatura Abdominal en las especies del grupo
spinulosus, B. variegatus y B. arenarum. Se grafica la masa estandarizada de cada
especie (peso musculo/peso total del animal; mediat e.s).
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¢} Anilisis de Correlaciones Univariadas.- Como se observa en la matriz de

correlaciones generada a partir de los datos crudos (Tabla 10), muchos de los atributos
aciisticos y morfolégicos asociados al canto covariaron. Un andlisis detallado de esta
informacion muestra por ejemplo, que el tamafio corporal (TM) afect6 significativamente
a cuatro de los catorce caracteres estudiados. Entre los pardmetros asociados a la
morfologia se encontré que los Musculos Constrictor y Dilatador son significativamente
afectados por el TM, mientras que entre los pardmetros actsticos sélo la Tasa de Pulsos y
la Frecuencia Dominante variaron significativamente y en sentido negativo, sugiriendo
que una disminucién en TM implicarfa una Frecuencia Dominante mas alta y una tasa de
pulsos mayor. El Cartilago Aritencide mostré una variacion positiva con todos los
caracteres evaluados, a excepcion del Tiempo promedio (T prom) y Rendimiento. Las
correlaciones encontradas para el C. Aritenoide resultaron ser significativas para el C.
Cricoide, Miisculo Dilatador y M. Constrictor, mientras que para los pardmetros
acisticos Ja produccién de notas dobles, la duracién del canto y el nimero de pulsos
mostraron estar relacionadas significativamente con el C. Aritenoide. De este modo, un
aumento este cartilago influirfa en la posibilidad de producir cantos con mayor nimero de
notas dobles, cantos mis largos y un mayor mimero de pulsos. Por otra parte, el
Cartilago Cricoide mostré un patrén similar al C. Aritenoide, pero sélo se encontré una
influencia significativa para la produccién de notas dobles y la duracién del canto. El
Miisculo Constrictor mostré variar negativamente con el volumen y largo de la cuerda
vocal, la musculatura abdominal, la tasa de pulsos, el nimero de pulsos y la frecuencia

dominante. A pesar de la variacion en los cambios de sefiales observada, ninguna de estas
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correlaciones resultd ser significativa. Resulta interesante que el Misculo Dilatador se
correlaciona de modo contrario al M. Constrictor con la Musculatura Abdominal, el
numero de pulsos, el tiempo promedio de pulsos y Rendimiento. Al igual que el M.
Constrictor, ninguna de las correlaciones observadas resulté ser significativa. Dentro de
los caracteres medidos de la cuerda vocal, el volumen de cuerda vocal no mostrd
significancia estadistica con las otras variables estudiadas, mientras que el largo de la
Cuerda Vocal mostré asociarse significativamente y en forma negativa sélo con Tprom.
Lo anterior sugiere, que un aumento en el largo de las cuerdas vocales posibilitaria la
produccion de pulsos més cortos. El cardcter nimero de pulsos no mostré significancia
estadistica con los otros caracteres, a excepcion del cartflago Aritenoide, en se observé
una relacion significativa y negativa . Entre las correlaciones encontradas sélo mostraron
ser significativas con la masa laringe cartilago: la duracién del canto y el mimero de notas
dobles, variando todas positivamente. La frecuencia dominante, ademés del tamafio
corporal, evidencié una correlacién significativa con la tasa de pulsos. Finalmente, la
medida Rendimiento mostré variar de distinto modo en funcién de los parametros
evaluados, siendo significativa con Ja duraci6n del canto y con el nimero de pulsos.

Si bien, se ha visto que el tamafio corporal influye de distinto modo en los
pardmetros estudiados y que sélo su efecto es significativo para la tasa de pulsos, la
frecuencia dominante y el misculo dilatador, es posible que alguna de las variables
estudiadas pueda relacionarse de modo indirecto con el tamafio corporal a través del
efecto de otras variables que sf son afectadas por el tamafio corporal, como por ejemplo,
el efecto del tamafio corporal sobre el miisculo dilatador es significativo, mientras que

este ditimo sélo es significativo con relacion al Cartilago Aritenoide. Es posible,
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entonces, que Ia significancia de esta dltima correlacién puede ser efecto sélo de tamaiio
corporal y no de la influencia por si misma del dilatador. Para detectar este tipo de
influencias, se realizé un segundo analisis de Correlacién de Pearson, pero esta vez sobre
los residuos resultantes de la regresion entre tamafio corporal y todas las variables. La
Tabla 11 resume el andlisis efectuado esta vez sobre los residuos. Se puede observar que
efectivamente la relacién significativa encontrada entre el Miusculo Dilatador y el
Cartilago Aritenoide, ahora no es significativa, por lo que se puede deducir que la
significancia anterior era un efecto indirecto del tamafio corporal. Por otro lado,
interesante resulta observar que algunas correlacione mantienen su significancia
estadistica y otras se vuelven significativas. Por ejemplo, Tprom mantiene su relacién
negativa y significativa con el largo de la cuerda vocal, pero ahora Tprom muestra una
relaci6n significativa con el nimero de pulsos. Por otra parte el Cartilago Aritenoide, que
s6lo mantiene como significativa la correlacion con la tasa de pulsos, mientras que
aparece ahora como significativa Tprom. Lo anterior muestra que existe un efecto pasivo

del tamafio corporal sobre las comparaciones efectnadas en la Tabla 10,
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ANALISIS MULTIVARIADO

a) Pardmetros Aciisticos.- La Tabla 12 muestra los pesos relativos (loading components)

de los caracteres estudiados para un Andlisis de Componentes Principales (ACP). Se
puede observar que entre el primer y segundo eje se explica un 93.56 % de la varianza
observada (79.49 % y 14.08% respectivamente). En el primer eje, los caracteres Tasa de
pulsos, la Frecuencia Dominante y Rendimiento, muestran valores negativos, mientras
que los restantes caracteres son positivos. Se ha mencionado, que en un anilisis de
Componentes Principales, el primer eje muestra los efectos asociados a tamafio corporal
(Thorpe, 1976). En este contexto, se puede sugerir que aquellos caracteres que muestran
un mayor peso, se ven mds afectados por el tamafio corporal (duracién y notas dobles) y
que el sentido de variacién (positivo o negativo) mostraria como el tamafio corporal
afecta estas variables. Lo anterior, estaria de acuerdo con los resultados del Analisis de
Correlacion de Pearson, donde los pardmetros acisticos varian en el mismo sentido y con
similar magnitud, al correlacionarlos con el tamafio corporal (ver Tabla 10).

Al realizar un andlisis discriminante sobre los coeficientes estandarizados de los
valores obtenidos a partir del anilisis de ACP, utilizando como variable de clasificacién a
las especies, se obtuvieron diferencias significativas (Wilks” Lambda=0.0233;
F=191.79; p < 0.001; g.1.=25, 2739). Lo anterior, sugiere que, para este anilisis, las
especies muestran diferencias importantes en su atributos aciisticos que permiten
distinguirlas. Esto se ve més claramente en la Tabla 13, que corresponde a la clasificacién

generada por grupos después de corregir usando "acuchillamiento de datos” ("Jacknife"),

se puede observar que los valores de clasificacién correcta oscilan entre 61 y 92 %, hecho
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que indica la existencia de diferenciacion en los atributos acisticos. La figura 11 nos
muestra graficamente este patrén, evidenciando la separacién evidente de B. variegatus
en el componente 2 y de B. arenarum el componente 1, se puede observar ademis que
todas las especies restantes segregan entorno al eje 1. Un andlisis mas detallado muesira
que las especies B. spinulosus y B. papillosus segregan juntas, mientras que lo mismo
sucede para B atacamensis y B. chilensis, mostrando este par de especies una mayor
diferenciacion en comparacion a B.spinulosus y B. papillosus, donde los valores se

sobreponen en mayor medida (Fig. 11).

Tabla 12

EJE1 EJE2 EJE3 EIE4 EJE 5
Notas dobles | 0.196  0.315 -0.102  -0.001 0.001
Duracion 0.665 -0.0001 0.082 -0.006 0.005

Pulsos 0.086  0.138 0.144  0.006 0.005
Tprom 0.013 -0.013 -0.006  0.004 0.009
Tasa -0.529  0.137 0.087 0.013 -0.001

Frec. Domin. {-0.095 0.014 0.011  -0.115 0.010
Rendimiento |-0.031  -0.020 -0.014  0.023 0.045
% varianza  |79.489 14.080  4.667  1.425 0.232

Tabla 12.- Resultados de los cinco primeros ejes de Componentes Principales de los
atributos aciisticos medidos en las especies del grupo spinulosus, B.arenarum y B.
variegatus.
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Figura 11
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Figura 11.- Representacion grafica de los atributos acusticos generado a partir de los un

Analisis de Componentes Principales para las especies grupo spinulosus, B.arenarum y B.
variegatus..




66

Tabla 13
Especies B. atac. |B.chil. |B. spin. |B.pap. |B.aren. |B.var. |% Clasif.
B. atacamensis 92 18 17 3 21 0 61
B. chilensis 3 68 2 2 0 0 %1
B. spinulosus 0 9 82 43 0 0 61 |
B. papillosus 0 0 4 36 0 0 90 ‘
B. arenarum 3 12 0 0 87 0 85
B. variegatus 0 20 0 0 0 225 92
Total 08 | 17 105 | 84 | 108 | 225

Tabla 13.- Matriz de Clasificacién generada a partir de un Anilisis Discriminante ‘
utilizando como criterio de agrupacién a las especies y como caracteres los coeficientes |
estandarizados generados por ACP. Se representa en negritas el porcentaje de clasificacién

correcta, utilizando Jacknife como factor de correccién y el nimero de cantos para cada

especie analizados, representado por el Total.

Un anilisis de agrupamiento generado a partir de los coeficientes canénicos de los
atributos actsticos, utilizando como criterio la distancia Euclidiana y como método de
agrupamiento centroide a partir de la mediana (Fig. 11), mostté que las especies B.
arenarum y B. variegatus se separan de las especies del grupo spinulosus y que, dentro
de este grupo existen dos agrupaciones B. papillosus-B.spinulosus y . B. chilensis- B,

atacamensis.
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Figura 12

B. spinulosus

B. papillosus

B, atacamensis
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B, variegatuys

Figura 12.- Agrupamiento generado a partir de los coeficientes candnicos obtenidos de
un andlisis discriminante sobre los atributos aclsticos en las especies del grupo
spinulosus, B. arenarum y B. variegatus. Se utilizé la distancia euclidiana y centroide
como criterio de agrupamiento.

a) Parimetros Morfoldgicos de la Laringe.- La Tabla 14 muestra los pesos relativos

("loading components”) de los caracteres estudiados para un Anlisis de Componentes
principales (ACP). Se puede observar que entre el primer y segundo eje se explica un
82.28 % de la varianza observada (54.09 % y 28.19 % respectivamente). En el primer

eje todos los caracteres resultaron ser positivos, sugiriendo que estos caracteres covarfan
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en el mismo sentido del tamafio corporal. Al realizar un analisis discriminante sobre los
coeficientes estandarizados de los valores obtenidos a partir del anilisis de ACP,
utilizando como variable de clasificacion a las especies, no se obtuvieron diferencias
significativas (Wilks” Lambda=0.044; F=3.026; p < 0.065; g.1.=10, 3.026). En
concordancia, la matriz de clasificacion corregida por Jacknife, solo mostré dos especies
correctamente  clasificadas, B. atacamensis 'y B. spinulosus (50% y 33%;
respectivamente). Lo anterior, podria sugerir que las especies no muestran diferencias
importantes en los caracteres morfoldgicos de la laringe asociados al canto que permita
diferenciarlas. Sin embargo, un andlisis de agrupamiento de los coeficientes canénicos de
estos caracteres evidencia un patrén similar al obtenido para los caracteres acisticos,

sugiriendo un buen correlato entre la morfologfa de la laringe y los caracteres acdsticos.

Tabla 14

EJE 1 EJE2Z EJE3 EJE4 EIES

Cartilago Aritenoide | 0.920 0.031 -0.291 0.226 (0.081
Musc. Constrictor 0.656 0.698 -0.130 0.056 -0.243
Musc. Dilatador 0.916  0.205 0.052 -0.335 0.033
Vol. Area Vocal 0.511 -0.657 0.520 0.063 -0.176
Largo Cuerda Vocal | 0.084 -0.803  -0.571 -0.094 -0.116
Cartflago Cricoide 0.928 -0.293  0.093 0.040 0.166
% varianza 54.094  28.191 11.825 3.021 2.308

Tabla 14.- Resultados de los cinco primeros ejes de Componentes Principales de los
atributos morfolGgicos de la laringe medidos en las especies del grupo spinulosus, B.
arenarum y B. variegatus.
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Figura 13
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Figura 13.- Agrupamiento generado a partir de los coeficientes canénicos obtenidos de
un anilisis discriminante sobre los atributos morfol6gicos asociados a la laringe en las
especies del grupo spinulosus, B. arenarum y B. variegatus. Se utilizé la distancia
euclidiana y centroide como criterio de agrupamiento.
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~ 3) ANALISIS FILOGENETICO DE LAS CARACTERES ASOCIADOS AL CANTO.

a) Mapeo de Caracteres.- Con la finalidad de obtener una perspectiva historica sobre la
evolucion de los atributos acisticos y morfoldgicos asociados al canto, se procedié a
mapear estos caracteres sobre la filogenia obtenida con el andlisis de evidencia total (Fig.
6). Para esto se utiliz6 el programa MacClade 3.1 (Maddison & Maddison, 1992). Esta
opcidn del programa aplica un algoritmo de optimizacidn de dos pasos bajo el criterio de
maxima parsimonia. Para efectuar este tratamiento los caracteres son tratados con igual
peso y como no ordenados. El resultado de este analisis corresponde a la reconstruccion
de los estados del carédcter mapeados sobre la filogenia. Este anlisis puede mostrar que
estos caracteres son reconstruidos como equivocos o resueltos. Equivoco implica que no
es posible asignar un estado particular del cardcter a una especie dada, mientras que
resuelto, significa que asigna a una especie un estado particular sin ambigiiedad (ver Box
1, Cunningham y col, 1998). A continuacién describo los resultados de este analisis
aplicado a las especies del grupo spinulosus, B. variegatus y B. arenarum.

La figura 14 muestra la reconstruccién realizada para el Cartilago Aritenoide. Se
puede observar que la tendencia a la reduccion de este cartilago es un paralelismo, pues
aparece dos veces de forma independiente en el clado spinulosus-papillosus y en B.
rubropunctatus. Por otro lado, el clado chilensis-atacamensis presenta un volumen de
cartilago similar al outgroup B. arenarum. El anilisis de mapeo para este caricter
sugiere que la condicién volumen del Cartilago Aritenoide, se expresa
diferencialmente dentro del grupo, manteniendo un volumen mayor el clado chilensis-
atacamensis, correspondiendo a una simplesiomorfia si se contrasta con la, condicién

encontrada para B. arenarum.
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Figura 14 .- Volumen de Cartilago Aritenoide mapeado en la filogenia construida sobre
evidencia total de caracteres morfologicos y moleculares (12S-16S). Los valores indicados
junto a la flecha muestran el volumen de Cartilago Aritenoide por especie. Los valores
mostrados en el extremo inferior izquierdo (0, 1, 2) corresponden a las polarizaciones
efectuadas para este caracter, siendo "0" la condicion plesiomorfica y los restantes valores
distintos estados del caricter analizado. Esta notacion se aplica a todas las figuras
mostradas en este tipo de analisis (Figuras 14 a 22).
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Un panorama similar al C. Aritenoide lo presenta el mapeo del Cartilago Cricoide
sobre la filogenia, con el clado chilensis-atacamensis que mantiene un mayor volumen en
comparaci6n a las otras especies del grupo y este volumen es similar al registrado para B.
arenarum (Fig. 15).

La figura 16 muestra el mapeo para el volumen de Misculo Dilatador. En general, se
observa variacion entre las especies, pues mientras B. atacamensis y B. chilensis,
muestran valores similares, B. spinulosus y B. papillosus difieren en el volumen de este
musculo. Es interesante, observar que en B. spinulosus se presentan los menores valores
de volumen muscular, correspondiendo esta tendencia a una autapomorfia del grupo
spinulosus. Al mapear el volumen de Misculo Constrictor (Fig. 17), se observa que la
condicién de un misculo constrictor grande estd representada en la mayorfa de las
especies, con la excepcion del clado chilensis-atacamensis, en el que se observa una
reduccién del tamafio de este miisculo, pudiendo postularse esta reduccién como una
sinapomorfia de este clado.

El Volumen de la Cuerda Vocal (Fig. 18) mostré valores similares en todas las
especies, pudiendo postularse una tendencia a un reduccién la cuerda vocal, para el clado
spinulosus-papillosus, siendo en la primera notablemente menor (0.9 mm?®. La tnica
excepcién a esta tendencia, corresponde a B. chilensis, donde se observan valores

similares a B. arenarum y B. variegatus.
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Figura 15.- Volumen de Cartilago Cricoide mapeado en la filogenia construida sobre
evidencia total de caracteres morfologicos y moleculares (12S-16S). Los valores indicados
junto a la flecha muestran el volumen de Cartilago Cricoide por especie.
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Figura 16
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Figura 16.- Volumen de Musculo Dilatador mapeado en la filogenia construida sobre
evidencia total de caracteres morfolégicos y moleculares (12S-16S). Los valores indicados
junto a la flecha muestran el volumen de M. Dilatador por especie.
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Figura 17.- Volumen de Musculo Constrictor mapeado en la filogenia construida sobre
evidencia total de caracteres morfologicos y moleculares (12S-16S). Los valores indicados
junto a la flecha muestran el volumen de M. Constrictor por especie.
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Figura 18.- Volumen de Cuerda Vocal mapeado en la filogenia construida sobre evidencia
total de caracteres morfologicos y moleculares (12S-16S). Los valores indicados junto a la

flecha muestran el volumen de Cuerda Vocal por especie.
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La figura 19 muestra el mapeo del caricter presencia de "trill" en el canto de las
especies estudiadas. Se puede observar que esta condicion se presenta en B. spinulosus y
B. papillosus dentro del "ingroup”, y en B. arenarum en el outgroup. En las otras
especies este cardcter estd ausenie, o resulta equivoco para B. rubropuncratus. Al
observar este cardcter, se puede postular que la presencia de "trill" corresponde a una
plesiomorfia. Por otro lado, el caricter Pulsos Dobles (Fig. 20), aparece en el clado
chilensis-atacamensis 'y en el outgroup B. arenarum, sugiriendo que su presencia
corresponderia a una condicién plesiomoérfica del grupo. Es interesante, el hecho que
nuevamente para B. rubropunctatus, la asignacién de un estado particular resulta
equivoca.

El cardcter Nimero de Pulsos (Fig. 21), presenta dos condiciones, cantos con
muchos pulsos (9-16), presente en B. chilensis, B. atacamensis y en el outgroup B.
arenarum. La otra condicién observada corresponde a cantos con pocos pulsos 4-7
presente en las especies restantes. Interesante, resulta el observar el mapeo de este
cardcter, es que la tendencia es producir pocos pulsos, siendo la condicién cantos con
varios pulsos, una condicidn plesiomérfica.

La Duracién de los cantos (Fig. 22), mostré nuevamente un patron similar al
Numero de Pulsos, con B. chilensis, B. atacamensis y el outgroup B. arenarum,
presentando cantos mds largos, mientras que las restantes especies presentan cantos en
promedio menores (0.29-1.2 s). Lo anterior, sugiere que esta ltima condicidn

corresponderfa a una novedad evolutiva en el grupo.
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Figura 19.- El caracter Trill mapeado en la filogenia construida sobre evidencia total de
caracteres morfologicos y moleculares (12S-16S). Se representa presencia (negro) y
ausencia (verde).
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Figura 20.- El caracter Pulsos Dobles mapeado en la filogenia construida sobre evidencia
total de caracteres morfologicos y moleculares (12S-16S). Se representa presencia (negro)

y ausencia (verde).
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Figura 21.- El caracter Ntimero de Pulsos mapeado en la filogenia construida sobre
evidencia total de caracteres morfologicos y moleculares (12S-16S). Se representa
presencia (negro) y ausencia (verde).
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Figura 22
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Figura 22.- El caracter Duracion del canto mapeado en la filogenia construida sobre
evidencia total de caracteres morfologicos y moleculares (12S-16S). Los valores indicados
junto a la flecha muestran el volumen de Cuerda Vocal por especie.
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Modelos de Evolucion de Caracteres asociados al canto v Filogenia.-

El método de Mooers y col (1999) evalia en que medida distintos caracteres
estdn asociados a la filogenia y que escenario (genético, histdrico, especiacion) podria
describir mejor los cambios en las estructuras estudiadas. En este sentido, es posible
comparar el distinto grado de ajuste a la filogenia, bajo distintos modelos de cambio
evolutivo. Para efectos de las comparaciones relevantes para esta tesis, he evaluado dos
grupos de caracteres: los cantos y las estructuras morfoldgicas de la laringe. Los modelos
que he contrastado corresponden al modelo genético, especiacion y no histdrico.

I.a Tabla 15 resume los valores de ajuste a la filogenia para los dos grupos de
caracteres estudiados. Se puede observar que para ambos grupos de caracteres el modelo
de especiacion es el que presenta el menor valor de ajuste a la filogenia, reflejando
probablemente, que en sus tasas de cambio, ambos grupos de caracteres no estin
determinadas por los mismos factores que producen los eventos de especiacién.

En el caso de los caracteres morfolégicos de la laringe, el modelo genético es el
que presenta los mayores valores de ajuste a la filogenia seguido por el modelo no-
histérico (Tabla 15). De acuerdo a Edwards (1992) que considera, que cualquier par de
hipétesis de verosimilitud, son distintas cuando las diferencias entre sus probabilidades
son aproximadamente de siete, es posible sugerir, que tanto el modelo genético como el
no histérico no difieren significativamente en su ajuste a la filogenia, mientras que los
dos 1iltimos, si difieren del modelo ligado a especiacién. De acuerdo a esto, los cambios
morfolégicos de la laringe estarian asociados a los cambios genéticos (por ej. Niimero de

sustituciones) en el grupo spinulosus, de modo que, los posibles cambios en este grupo
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de caracteres, serian mejor modelados como deriva en el tiempo, siendo relevante para
explicar su cambio factores como el tamafio poblacional o efectos fundadores.

Para el grupo de caracteres asociados al canto, el panorama resulta mis complejo,
pues, ninguno de los modelos evaluados se ajusta de modo significativamente distinto en
sus valores de Mdaxima Verosimilitud. Sin embargo, entre éstos el modelo no-histdrico
corresponde al que presenta el mejor ajuste, el cual es considerablemente mayor al
modelo genético. Esto sugiere que ni factores asociados a deriva genética, ni factores
asociados a eventos de especiacion, estarian modelando su evolucion. Si lo anterior es
vélido, entonces la evolucién de los cantos, estarfa explicada por factores distintos a los
que modificarfan a la laringe. Esto sugiere, fuertemente un desacople entre ;astos dos

grupos de caracteres en cuanto a su evolucion,

Tabla 15
Caracteres Genético |Especiacion | No-Histérico
Laringe 10,334 0 7,546
Canto 0,627 0 4,01

Tabla 15.- Ajustes de Maxima Verosimilitud a la filogenia para los grupos de caracteres
continuos asociados a la laringe y a los cantos. Se representa los valores de diferencia
entre los valores de Maxima Verosimilitud. Se representa con "0" a aquella que muestra
el menor ajuste.
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DISCUSION

1) ANALISIS FILOGENETICO DE 1.AS ESPECIES CHILENAS DEL GRUPO
spinulosus .-

A partir de los afios 70, ha existido un creciente interés en la utilizacion de caracteres
moleculares para estudios sistemdticos evolutivos en distintos grupos de OIganismos
(Bremer, 1996). Junto al uso de este tipo de caracteres, han emergido algunas
controversias metodoldgicas acerca de la importancia y confiabilidad de los caracteres
moleculares en comparacién a los morfolégicos y de como ambos tipos de datos deben
ser tratados: si en forma separada utilizando congruencia de caracteres (Patterson y col,
1993; de Queiroz y col, 1995), evidencia total (Kiuge, 1989), o una aproximacion
condicional (Bull y col, 1993; Huelsenbeck y col; 1996). Si bien, el problema esti lejos
de ser resuelto, en un creciente nimero de trabajos se ha comenzado a utilizar toda la
evidencia disponible en la bisqueda de hipdtesis filogenéticas (Cannatella y col., 1993;
Bremer, 1996; De Salle y col., 1997; Cunningham, 1997: Cannatella y col., 1998;
Baker y col.,1998; Miyamoto, 1996; Remsen y de Salle, 1998; Laiponte y col, 1999;
Farias y col, 2000). En estos estudios, se ha tratado a las distintas bases de datos como
particiones y se ha evaluado su grado de congruencia a través de distintos indicadores
tales como el ILD (Incongruence length differences; Farris y col, 1995) o el indice de
Bremer (Bremer support; 1996)

A la fecha, el trabajo més completo sobre estimaciones filogenéticas usando bases

de datos moleculares versus morfoldgicas, corresponde a Baker y col. (1998). Estos
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autores, basandose en una revisidon de quince estudios sistematicos concluyen que
aunque, las particiones moleculares y las morfolgicas muestran un grado importante de
incongruencia medido por la prueba ILD, la utilizacién de toda la evidencia disponible,
incrementa el soporte de cada nodo (Bremer support). Estos autores, muestran ademds,
que los datos morfolégicos tienen valores de consistencia similares o mayores que los
datos moleculares y sugieren a la luz de esta evidencia, que ambos tipos de datos deben
ser tratados de modo conjunto.

El andlisis filogenético del grupo spinulosus, basado en los caracteres
morfoldgicos no mostrd ser resolutivo al interior del grupo interno, y solo mostr6 soporte
estadistico para la separacion entre B. rubropunctatus y las otras especies. Este hecho,
concuerda con el patrén descrito para este género de "morfologia conservada” (Graybeal,
1997). A diferencia de los caracteres morfolégicos, las particiones moleculares
mostraron un alto nivel de resolucién al interior del grupo interno, con buenos valores de
bootstrap para los clados spinulosus-papillosus y atacamensis-chilensis (Figuras 4 y 5).
Es interesante observar que la evidente diferencia entre el niimero de caracteres
filogenéticamente informativos entre caracteres morfolégicos (85.7%; Tabla 8) v los
moleculares (125:4.36%; 16S: 5.06%; Tabla 7), no se refleja en el nivel de resolucién de
la filogenia dada por estos caracteres, en cuanto a topologfa y al sustento de cada nodo
(ver Tabla 8 y Figuras 4 y 5). Esto se debe a que las particiones moleculares muestran
valores menores de homoplasias. Lo anterior, sugiere que, alternativamente a que los
bufénidos sean morfoldgicamente conservados, la falta de resolucién dada por la particion

morfolgica, se debe a que, en parte, en varios de los caracteres analizados un mismo
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estado aparece mds una vez, lo que indica que varios de estos caracteres se han perdido y
vuelto a ganar (reversiones), en el transcurso de la evolucién de este grupo.

Por otro lado, tanto el gen 125 como el gen 16S, muestran topologias similares,
siendo la dmica excepcion la ubicacion de B. rubropunctatus, que es mas basal para el
gen 125, mientras que para el gen 165, la ubicacién de esta especie es problemdtica,
debido a que se resuelven dos hipdtesis igualmente parsimoniosas con distinta ubicacién
de B. rubropunctatus, en la primera esta especie corresponde al grupo hermano de las
restantes especies del grupo spinulosus, y en la otra hipétesis se ubica ligada al clado
spinulosus-papillosus. La ubicacién problematica de esta especie, se resuelve al tratar a
los genes 12S y 16S en forma conjunta en una sola matriz, ya que la hipétesis filogenética
recuperada muesira a B. rubropunctatus como la especie més basal en el grupo spinulosus
(Fig. 6). La misma topologia es nuevamente obtenida al tratar todos los caracteres en una
misma matriz usando evidencia total (Fig.6), siendo la vinica diferencia con la filogenia
anterior, menores valores de bootstrap para cada nodo. Si bien, tanto la evidencia total,
como el tratamiento separado de los caracteres recuperan esencialmente, la misma
topologia, existen importantes diferencias al comparar los valores de ILD y Bremer
support aportados por las particiones moleculares y las de evidencia total (Tabla 8). La
prueba de ILD, muestra que no existen conﬂictos al mezclar en una misma matriz los
genes 1258 y 16S (p< 0.53). A diferencia del caso anterior, se observé un importante
grado de conflicto al tratar todos los datos de modo conjunto (p< 0.01). De acuerdo, a
este criterio estas matrices (morfolégicas y moleculares) no debieran mezclarse en un
andlisis. Sin embargo, al observar los valores de Bremer support, el panorama es distinto

pues se constata que los valores de sustento son idénticos a los clados spinulosus-
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papillosus y atacamensis-chilensis, y que para la evidencia total la separacién entre B.
rubropunctatus y las restantes especies del grupo spinulosus aparece mdas robusta en un
paso (Fig 6). El encontrar que el ILD y Bremer support estan en conflicto, no es una
novedad, pues resultados similares han sido descritos por Baker y col. (1988) y Remsen
y de Salle (1998). Estos autores detectaron ademds, que el soporte de ciertos nodos se
incrementaba al agregar a los datos moleculares los morfoldgicos. Lo anterior, plantea
una dicotomia no resuelta, en orden al modo de evaluar las particiones. En mi opinion el
criterio que debiera primar es aquella combinacién que garantice el maximo poder
explicativo, alin cuando existan otros criterios como ILD que indiquen la existencia
diferencias entre particiones. Por esta razén la hipétesis filogenética que surge de la
evidencia total, surge como la més adecuada para reflejar las relaciones filogenéticas del
grupo (Fig. 6).

S1 bien, con relacién a la bisqueda de hipétesis filogenéticas, se ha abordado el
problema de la combinacién simultinea de distintas particiones, todas las bisquedas han
sido realizadas bajo el criterio de Maxima Parsimonia. Es sabido que existen por lo
menos otros tres métodos de inferencia filogenética Mdéxima Probabilidad (ML), Minima
Evolucion (ME) y Neighbor Joining (NJ), que utilizan distintos algoritmos para la
estimacion filogenética (Para una revisién ver Swofford y col. 1996). En el contexto de
la bisqueda de aquella hipdtesis que se aproxime en mejor forma a describir la historia
evolutiva de un grupo, es pertinente examinar si otros criterios distintos a MP, recuperan
la misma filogenia. La Tabla 9 resume la informacién resultante al aplicar ML, ME y
NJ. Interesante resulta el hecho que independiente del método usado los clados

spinulosus-papillosus y atacamensis-chilensis muestran un alto respaldo estadistico y que
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para B. rubropunctatus solo existe respaldo para el andlisis combinado de los genes 12S y
16S, resultando corcondante con la topologia obtenida por MP. La anterior informacién
muestra como la combinacién de distintos tipos de algoritmos y metodologfas de
bisqueda, pueden aportar para la corroboracion de la filogenia de un grupo de

organismos, via metodologfas y supuestos distintos.

2) LOS ATRIBUTQS ACUSTICOS DEL CANTO DE LIBERACION EN LAS
ESPECIES  CHILENAS _DEL  GRUPQ  spinulosus: _ CONSIDERACIONES
MORFOLOGICAS E HISTORICAS

Los estudios realizados sobre sefiales actisticas tanto en insectos, anfibios y aves se
han realizado principalmente en aspectos relacionados con la evolucién del canto bajo tres
factores selectivos: seleccién sexual, atenuacion ambiental y energética (Bucher y col.,
1982; Ryan y Brenowitz, 1985; Taigen y col, 1985; Ryan y col., 1990). Dado que la
expresion del canto es el resultado de la interaccién de diferentes presiones selectivas y de
restricciones (ej. morfoldgicas) que operan en forma independiente, la aproximacion al
estudio de la evolucion de sefiales aciisticas no puede ser entendida adecuadamente, sin
evaluar la influencia de los factores no sujetos a seleccion natural (factores 1ltimos) como
las restricciones de tipo filogenéticas y morfolégicas.

La aproximacién filogenética, ha sido incorporada, solo recientemente a la
interpretacion de la evolucién del canto (Cocroft y Ryan, 1995; Emerson, 1996;
Emerson y Boyd, 1999). Estos trabajos han analizado la evolucién del canto nupcial, y
han evidenciado, como a través de la evidencia filogenética, es posible interpretar desde
una nueva Optica este fenémeno. Emerson (1996) muestra, cémo en Rana blythi, la

pérdida de canto nupcial y su aparicién en la hembra, corresponde una novedad evolutiva.
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Esta autora basa esta conclusion en la ubicacion de esta especie en un nodo terminal. De
modo similar, Cocroft y Ryan (1995) mapeando atributos espectrales y temporales sobre
la filogenia en el género Bufo y Pseudoacris, encuentran que, en general, los caracteres
estudiados muestran un grado importante de divergencia en su evolucién, siendo algunos
muy variables entre especies hermanas, mientras que otros resultan ser muy conservados.
Adicionalmente. estos autores, encuentran en hylidos que, caracteres del canto asociados
con la morfologia resultan ser mis conservados que aquellos ligados a conducta 'y
fisiologia, mientras que para bufénidos no se encontré diferencias entre caracteres
asociados a morfologia, conducta y fisiologia. Lo anterior, sugiere que no es posible,
realizar generalizaciones, acerca ;ie la evolucion de las sefiales acisticas, sin un acabado
conocimiento de la filogenia del grupo en cuestién y que ,adicionalmente muchas de las
explicaciones son linaje dependiente, es decir, que los factores que moldearon la
evolucion de un cardcter en un grupo no necesariamente son los mismos para otro grupo,
pues factores asociados a la historia de evolutiva podrian establecer distinto tipo de
respuestas en cada grupo.
1)_Caracteres Aclisticos v correlatos morfoldgicos

En relacion a las restricciones morfolégicas a la producci6n de canto, los trabajos
se han centrado principalmente en anfibios (en Bufo: McAlister, 1971; Martin, 1971;
Martin, 1972; Martin y Gans, 1972; Schimdt y col., 1990; en Physalaemus: Drewry y
col., 1982; Ryan y Drewes, 1990; Jaramillo y col. 1997; en Xenopus: Schimdt, 1972;
1973; en Rana: McClelland y Wilckzynsky, 1989; en Hyla: McClelland y col, 1997) v,
en menor medida, en aves (Lambrechts; 1996; Buskirk, 1997; Podos; 1997; Larzen y

Goller, 1999). En estos trabajos, en general, se ha visto que la expresién de un atributo
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acistico, estd explicado por miltiples factores asociados con las estructuras que producen
la sefal, entre éstos, los mds importantes corresponden al tamailo corporal y las
estructuras asociadas a la laringe. Los estudios realizados por Martin (1972b) muestran
que la mayoria de los cambios encontrados en la expresién de un cardcter acistico, no
requieren cambios drdsticos en la configuracién morfolégica del sistema que los produce
(laringe y musculatura toracica). Por ejemplo, para especies del grupo Bufo americanus,
Cocroft y Ryan (1995) encontraron que las especies de este grupo producen el mismo
tipo de pulsos, pero cada especie lo produce a distinta tasa. Martin (1972b) muestra que
estas diferencias pueden ser explicadas, simplemente por diferencias en la activacion de la
musculatura tordcica, mads que requerir un cambio importante de la laringe. La
diferenciacion entre las especies en la produccién de sefiales acusticas, se origina
entonces, desde el punto de vista morfologico, dentro de un marco limitado de
combinaciones de las estructuras responsables del canto. Estudios realizados en esta
temdtica, han mostrado, que el tamafio de la musculatura de la laringe, tiende a
relacionarse con caracteristicas temporales de los cantos, mientras que un tamafio grande
de laringe, de las cuerdas vocales y cartilago aritenoide predice cambios en los
pardmetros temporales (McClelland y Wilczyinsky, 1989; Ryan y Drewas, 1990;
Wilczynsky y col, 1993). El sistema emisor, responde, entonces, en su expresion final de
un modo dinimico con un grado de interdependencia importante entre las estructuras
morfoldgicas de la laringe y los elementos pasivos de la produccion de canto (tracto
vocal).

Los resultados del andlisis univariado de los atributos espectrales y temporales,

mostraron que en las especies estudiadas, existieron diferencias significativas en'todos los
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pardmetros medidos excepto en la tasa de pulsos y la frecuencia dominante. Con relacién
a la tasa de pulsos, este cardcter muestra una alta homogeneidad entre las especies del
ingroup. Es interesante contrastar esta situacion a la descrita para el grupo del Bufo
americanus por Brown y Littlejohn (1972), quienes no encuentran diferencias importantes
entre las especies de este grupo ni en el canto de liberacién ni para el canto nupcial (a
excepcidn de B. woodhousei), sugiriendo que este caricter resulta ser bastante conservado

entre las especies, ya que presenta homogeneidad independiente de las distintas presiones

que pueden moldear el cardcter (gj. seleccién sexual). Con respecto a la frecuencia
dominante, nuevamente las diferencias observadas, no resultaron ser significativas entre
las especies estudiadas, al controlar por tamaiio corporal. Martin (1971) describe que las
diferencias en la frecuencia dominante entre B. cognatus, B. valliceps y B. marinus, no
dependen de la masa corporal de la cuerda vocal, sino de la capacidad de resonancia de
¢sta. Para el caso de las especies estudiadas en esta tesis, no se midid la masa de la
cuerda vocal, pero si se compard el volumen y el largo de la cuerda vocal, no
encontrandose diferencias significativas en el largo de la cuerda vocal , pero si en el
volumen de cuerda vocal, mostrando el menor volumen en Bufo spinulosus (Fig. 9e).
Esta reduccion, sin embargo, no se expresa en notables diferencias en la frecuencia
dominante entre las especies. Esto sugiere que otros factores, distintos al ancho y largo de
la cuerda vocal, determinan la expresion de la frecuencia dominante. Esto es respaldado
por el andlisis de correlaciones donde se muestra que la cuerda vocal no influye en la
frecuencia dominante y que sélo es afectada por el tamafio corporal, pues al
correlacionar los residuos de la regresion entre estas variables no aparece un efecto

significativo (ver Tablas 13 y 14). Si, sélo el tamafio corporal es el factor que determina

|
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la frecuencia dominante, la modificacién de este cardcter serfa indirecta, pues sélo
responderia de modo alométrico, esta sugerencia ya habia sido mencionada
tempranamente por Martin (1972b). El caracter pulsos dobles, claramente es el mas
divergente en €l grupo spinulosus, estando presente en B. chilensis y B. atacamensis.

El canto descrito para las especies del grupo spinulosus, se clasifica segin
Martin (1972b), como de tipo I, donde la produccién del canto de liberacidn esta
determinado por el paso unidireccional de aire desde los pulmones a la laringe, hecho que
implica una contraccién muscular pulsatil continua de la musculatura toricica. Una
mayor masa de musculatura tordcica podria entonces facilitar la contraccién rapida y
posibilitar la produccién de pulsos dobles. Los datos recolectados sugieren que esta se
estarfa dando por distinto tipo de musculatura tordcica para cada especie. Para el caso B.
chilensis, es el misculo oblicuo externo en el que presenta una mayor masa en proporeion
a las otras especies (Fig. 10a), mientras que para B. atacamensis la mayor masa se
verifica en el musculo abdominal (Fig. 10b). Adicionalmente, es interesante, el constatar
como para estas dos especies, se asocia un mayor volumen de cartilago aritenoide y
cricoide (Fig. 8a y 8b). Si bien esta tendencia no muestra diferencias significativas al
efectuar un ANOVA, el anlisis de correlacién de Pearson detecta una relacién positiva y
significativa, entre la produccién de pulsos dobles y el volumen de cartilago aritenoide y
cricoide (Tabla 10). Lo anterior nos indica, como la combinacién de una mayor masa de
musculatura tordcica y de cartilagos posibilitaria la produccién de pulsos dobles.
Schmidt (1973) describe, para Rana pipiens pipiens, que la cuerda vocal también podria
influir de modo activo en la produccién de pulsos, los datos de esta tesis no muestran que

ésta tenga algiin efecto en la produccién de pulsos totales o de pulsos dobles, pero si en
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los tiempos promedios de duracién de un pulso, como se discute més adelante (Tabla 10).
Este hecho sugiere, una vez més, que los mecanismos de produccién de una sefial pueden
evolucionar de modo independiente.

La duracion del canto, mostré ser significativamente distinta entre las especies
estudiadas. Es interesante notar que dentro de las especies del grupo spinulosus,
nuevamente B. atacamensis y B. chilensis, presentan los cantos mds largos, siendo muy
similares a los de B. arenarum. La explicacién podria estar dada por la masa muscular
toricica y de cartilagos de la laringe presentes en estas especies. Sin embargo, si la
musculatura tiene un efecto positivo sobre la duracién del canto, este no es significativo
(Tabla 10), siendo relevante sélo el efecto de los cartilagos que muestran una variacién
positiva y significativa (Tabla 10). Este efecto solo se produce por estar asociado al
tamafio corporal, pues los residuos de los cartilagos y la duracién, no muestran
significancia estadistica (Tabla 11).

Un carécter interesante, es el tiempo promedio de cada pulso, donde se observa
que los mayores tiempos promedios de duracién se dan para B. spinulosus y B.
papillosus. Las correlaciones hechas sin considerar el efecto de tamafio corporal
mostraron que este caricter, solo es dependiente del largo de la cuerda vocal y no
curiosamente, de su volumen total (Tabla 10). Sin embargo, Ia comparacion de los
residuos, ademds de confirmar el efecto negativo y significativo de la longitud de la
cuerda vocal, afiadi6 al Cartilago Aritenoide y al Nimero de Pulsos como factores que
determinan y modifican la duracién de un pulso en el mismo sentido del largo de la
cuerda vocal. De este modo y resumiendo, cantos mds cortos, cartflagos aritenoides

pequefios y cuerdas vocales largas, producen como efecto la produccién de tiempos
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promedios de pulsos mis cortos. Esto sugiere que la expresién de este caricter depende
de modo activo de la actividad del aritenoide y de modo pasivo, del largo de la cuerda
vocal. En este l6gica, cantos mas cortos, posibilitarian una mayor excitacién de la cuerda
vocal. Un mecanismo similar ha sido descrito por Schmidt (1973) para Rana pipiens
pipiens y por Martin (1972b) en las especies de Bufo. Adicionalmente, es posible asociar,
por ejemplo la presencia de "trill", en B. spinulosus y B. papillosus a estas estructuras
actuando en forma conjunta, produciendo la vibracién continua de la cuerda vocal y
dando como resultado la alta tasa de pulsos descrita (Penna y Veloso, 1981).

La cuantificacién del cardcter Rendimiento, es una manera de evaluar en el canto
de liberacion cuénto es asignado a la sefial y cuanto a silencio. Al comparar las especies,
se encontré un patron de variacion significativa, con B. spinulosus y B. papillosus las
especies que presentaron mayores valores, es decir un uso mayor del canto en la sefial,
dejando muy poco para silencio entre pulsos. Junto a esta observacion, se encontrd que la
Duracién del canto y el Cartlago Aritenoide afectan significativamente y con una
componente negativa esta variable. Esto es esperable si se piensa que cantos més largos y
con vibraciones del aritenoide mayores, producirdn més pulsos y por ende menores
eventos de silencio entre pulsos.

Un resultado interesante del anélisis de correlaciones es que el volumen de la
cuerda vocal no tiene efecto significativo pricticamente en ninguna variable actistica ni
morfologica, a pesar de la existencia de diferencias significativas mostradas por el
ANOVA. Este hecho se debe fundamentalmente, al menor volumen de cuerda vocal de B.
spinulosus. Al respecto, Martin (1972b) menciona que la masa de la cuerda vocal explica

diferencias entre la mayorfa de las especies estudiadas, pero no resulta ser un buen
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descriptor para explicar las diferencias entre B. cognatus y B. valliceps, siendo
propiedades mecanicas de las cuerdas vocales distintas a la masa las que puedan explicar
estas diferencias. En este caso, hemos visto como el largo de la cuerda vocal determina
importantes diferencias en los tiempos promedios de los pulsos. Otra consideracién anexa
a este punto es que los estudios donde se ha visto un efecto importante de las cuerdas
vocales y diferencias enire las especies, corresponden a trabajos hechos sobre canto
nupcial y no sobre el canto de liberacién. Al respecto, Martin y Gans (1971) mencionan
que para Bufo valliceps, muchas modificaciones relativas al flujo de aire (mecanismos
activos) y produccion de sonido responderia a seleccién sobre la eficiencia sobre canto
nupcial y no sobre el canto de liberacién. Esto nos lleva a pensar que un mismo sustrato
morfoldgico puede expresar distintos niveles de variacién en funcién de los factores que
lo modelan (por ejemplo: efectos indirectos, a través de cambios en tamafio corporal o
efectos directos, a través de seleccién sexual).

La perspectiva multivariada de los atributos acisticos, nos muestra que B
.variegatus presenta notables diferencias con las otras especies (Fig. 11). Las razones que
explican esta diferenciacién, se relacionan, por un lado, con las evidentes diferencias en
tamafio corporal entre B. variegatus y las otras especies. Por otro lado, con el mecanismo
descrito para la produccion del canto de liberacién (Tipo II), lo que implica que cada
pulso es producido por la contraccién contfnua de la musculatura toricica y no pulsatil

(Tipo I), como lo es en las especies del grupo spinulosus y B. arenarum (Martin, 1972).

En las otras especies, es evidente, que al utilizar de modo conjunto los cantos de las
i " especies, es posible, establecer diferencias entre ellas (Fig. 11 y Tabla 13), hecho que

sugiere que en su expresion global los caracteres acisticos serian buenos descriptores a
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nivel especifico. Es interesante, que en general, los porcentajes de clasificacién correcta
muestran valores altos (60%-91%), y que las malas clasificaciones ocurren, como era de
esperar, entre las especies hermanas (B. atacamensis-B. chilensis y B. spinulosus- B.
papillosus, ver Tabla 13). Esto sugiere que los cantos, parecen estar determinados
fuertemente por la filogenia. Al respecto, es interesante el contrastar este patrén de
diferenciacién especie especifico de los cantos con el anilisis multivariado resultante de
los caracteres morfologicos de la laringe. Este muestra que las diferencias entre las
especies resultan ser marginalmente significativos (p=0,065) y que en el anilisis de
clasificacion discriminante los valores de clasificacién correcta son extremadamente
bajos, por ejemplo solo dos especies resultan bien clasificadas (50% y 33%), sugiriendo
que la morfologia de la laringe, es conservada entre las especies. Sin embargo, al
graficar los valores de los coeficientes can6nicos para el canto y para los caracteres
morfolgicos de la laringe (Figs.12 y 13, respectivamente), es claro que ambos
agrupamientos muesiran un patrén similar, y éste resulta ser, a su vez, similar a la
filogenia de las especies. Este hecho, sugiere que los sistemas actsticos y morfolégicos,

como un todo podrian evolucionar de modo acoplado.
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2)_Sistemas Acisticos y Morfoldgicos : Evolucién Acoplada?

Auln cuando sea posible describir y explicar cémo se relacionan las estructuras
morfologicas en la produccion del canto, las preguntas acerca de cémo han evolucionado
estas estructuras y la existencia de un correlato evolutivo estricto entre los patrones
observados del canio y la estructura que las produce, requieren otro tipo de
aproximacioén. Para dar cuenta de estas interrogantes, es necesario recurrir al método
comparado.

Las métodos disponibles a la fecha son dos: el método de Parsimonia, que
reconstruye estados ancestrales utilizando caracteres discretos (Cunningham y col, 1998;
Maddison, 1990), y la familia de métodos estadfsticos desarrollados tanto para caracteres
discretos y continuos. Estos métodos se pueden dividir, a su vez, en el Método de
Contrastes Independientes (Harvey y Pagel, 1991; Garland y col., 1992) y los Métodos
de Maxima Verosimilitud (Pagel, 1994, 1997; Schiuter y col., 1997; Mooers y col,
1999). Una comparacion de estos distintos protocolos para inferir cambio evolutivo,
muestra que los métodos de Maxima Probabilidad, poseen dos ventajas, en comparacién
al método de Parsimonia, a) La posibilidad de usar caracteres continuos y b) evita
estimar puntualmente los estados ancestrales, y por tanto la posibilidad de dos o més
hipétesis igualmente parsimoniosas. Recientemente, Mooers y col (1999) han descrito un
método de Méxima Verosimilitud que ofrece la posibilidad de estimar tasas de cambio en
grupos de caracteres como un todo. Esta aproximacién ha sido aplicada para estudiar la
evolucion de los cantos, plumaje y la trdquea en un grupo de aves (Gruinae). Utilizando
este método, encuentran distintos ajustes a la filogenia, entre los cantos y la traquea,

sugiriendo que estos grupos de caracteres evolucionan de modo independiente.
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2.1) Mapeo de Caracteres usando Maxima Parsimonia.-

El mapeo de los caracteres nos muestra una vez mas, que los caracteres parecen
evolucionar en mosaico, mostrando apomorfias y reversiones dependiendo del caricter en
cuestion. Para los caracteres asociados al canto, la presencia de "trill" representa una
condicién primitiva, pues estd presente en B. arenarum. Este caricter constituiria
entonces, una simplesiomorfia y corresponderia a una reversién ya que esta presente, en
el clado terminal spinulosus-papillosus (Fig. 19). Similar interpretacion se puede aplicar
a los estados de cardcter: presencia pulsos dobles, nimero de pulsos altos y duracién del
canto (Figs. 20, 21 y 22, respectivamente). Correspondiendo a simplesiomorfias,
asociadas al clado atacamensis-chilensis. Desde esta perspectiva claramente las especies
B. atacamensis y B. chilensis, corresponden a las especies mas conservadas en cuanto a
sus cantos.

Para las estructuras de la laringe, es claro que las especies B. atacamensis y B.
‘cht"lensis, resultan mas similares a B. arenarum (outgroup). De acuerdo a esto, caracteres
como Volumen de Cartilagos Aritenoide y Cricoide, corresponden a simplesiomorfias.
Por otro lado, caracteres como Misculo Dilatador, muestra una disminucién del volumen
entre las otras especies, constituyendo una apomorfia de Bufo spinulosus. El panorama es
distinto al mapear la evolucion de la Musculatura Constrictora, pues se observa que la
condicion reduccion del volumen de este cardcter constituye una apomorfia para el clado

atacamensis-chilensis. Finalmente, respecto a la cuerda vocal, se observa que la

condicion reduccion del volumen en comparacion a los "outgroups", corresponde a una
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tendencia clara entre las especies del grupo spinulosus, con el extremo de reduccién en B.
spinulosus.

Resumiendo, los caracteres aciisticos muestran distintos grados de variacién en
funcién de la filogenia, mostrando por ejemplo que las especies mas conservadas resultan
ser B. atacamensis y B. chilensis, y que las restantes, muesiran variar en distinto
sentido. En relacion a los caracteres morfoldgicos asociados a la laringe, es posible,
generalizar, que cada estructura muestra distintas tendencias en su evolucién, siendo los
cartilagos los unicos caracteres que parecen evolucionar de modo similar. Los restantes
caracteres parecen modificarse de modo independiente, si bien, muestran estar asociados
en su cambio, a clados especificos (gj., cartilagos, misculo const}:ictmj para el clado
atacamensis-chilensis). En perspectiva comparada se puede entonces, deducir que los
sisternas de caracteres actsticos y morfoldgicos muestran distintas vias de evolucitn,

siendo dificil con este tipo analisis el establecer relaciones respecto a la evolucién de

estos caracteres como un todo y su relacion con la filogenia del grupo.

2.2) Mapeo de caracteres usando Maxima Verosimilitud

Los resultados de anlisis de evolucién de caracteres, hechos a partir del modelo
de Mooers y col. (1999), nos permiten visualizar cédmo cambian las tasas de evolucién de
los caracteres asociados al canto y a la morfologia de la laringe en la filogenia, en
funcion de distintos modelos. Es claro que ambos grupos de caracteres no se ajustan bien
al modelo de cambios asociados a tasa de especiacién, hecho que es esperable para el
canto de liberacion, pues se trata de un grupo de caracteres no involucrado en procesos de

seleccion sexual. La interpretacion del resultado de mdxima verosimilitud para la
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morfologia de la laringe, es un poco mds complicada, pues si se considera la sugerencia,
que este grupo habria perdido el canto nupcial (Martin, 1972), y que los caracteres
morfolégicos asociados al canto son conservados {(Cocroft y Ryan, 1995), la ausencia de
correlacion con factores asociados a eventos de especiacién, podria sugerir que este
grupo de especies nunca ha presentado canto nupcial o que en su expresién la morfologia
de la laringe no es influenciada por estos factores. Respecto a este Gltimo punto, se ha
documentado que la morfologia de la laringe presenta diferencias asociadas a seleccidn
sexual, tanto a nivel intraespecifico (machos y hembras: en el género Rana, McClelland y
Wilczynsky, 1983; en el género Hyla, McClelland y col., 1997) y a nivel interespecifico
(género Hyla, Wilczynsky y col. 1993). Esto sugiere que especies que presentan canto
nupcial conservan la morfologia que permite la expresién de esta conducta. Como las
especies del grupo spinulosus no muesiran este es posible que el canto nupcial nunca
haya estado presente en estas especies. Para evaluar esta proposicién, son necesarios
otros protocolos de investigacién, entre los que se incluye: un muestreo més extenso de
los bufénidos con y sin canto nupcial, y el desarrollo de una biisqueda de los factores que
modulan su expresion, como por ej. diferencias en niveles hormonales. Esta opcién ha
sido aplicada con éxito para especies del género Rana de Borneo (Emerson y Berrigan,
1993; Emerson, 1996; Emerson y Ward, 1998; para una revisién ver Emerson y Boyd,
1999), en que se ha demostrado la influencia de factores hormonales en la aparicién o

pérdida de canto nupcial y en los caracteres secundarios relacionados.
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Para los caracteres morfoldgicos asociados a la laringe, el mejor modelo de
cambio, corresponde al modelo genético, lo que sugiere, que los cambios en la laringe
estarfan ligados a fenémenos asociados a factores como por ejemplo deriva genética. Si se
considera que existen antecedentes que ligan cambios morfoldgicos a cambios genéticos
(Omland, 1997), es posible entonces postular que factores que determinen cambio
genético entre poblaciones, podrian determinar cambios en la morfologia de la laringe. Al
respecto, se ha demostrado para poblaciones de Acris crepitans (McClelland y col, 1996;
1998), la existencia de un grado importante de diferenciacién en los caracteres asociados
a la laringe, en funcién de la procedencia geografica. Si bien este corresponde a un
estudio intraespecifico, esta evidencia sugiere que factores ligados a fijacién de variantes
genéticas como barreras o tamafio poblacional, influirfan en la expresién de atributos
morfoldgicos. Esta influencia se podria dar ya sea directamente sobre la laringe o de
modo indirecto a través de variacién en el tamafio corporal.

Resumiendo, r;especto a los caracteres acisticos, ninguno de los modelos
planteados se ajusta bien a la filogenia, lo que sugiere, que en su expresién estos
caracteres serfan lo suficientemente plasticos, para no ser influidos por los factores
genéticos o factores asociados a eventos de especiacién. Por otra parte, los caracteres
asociados a la laringe, estarfan ligados a procesos de cambio genético, no siendo
importantes en este caso, factores ligados a especiacién, Esto nos muestra finalmente, que
ambos grupos de caracteres, parecen evolucionar de modo independiente y que en su
evolucion, los procesos ligados a especiacion no explicarian las tasas de cambio en ambos

grupos de caracteres.
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CONCLUSIONES
Entre las especies chilenas del grupo spinulosus: B. rubropunctatus corresponde
a la especie basal del grupo, siendo el grupo hermano de dos clados: chilensis-
atacamensis y spinulosus-papillosus.
Entre las distintas particiones evaluadas para inferir las relaciones filogenética
entre las especies chilenas del grupo spinulosus, la de evidencia total, es la que
mostro mejor soporte estadistico y valores de indice de decaimiento.
Las especies del grupo spinulosus, muestran en sus atributos aciisticos diferencias
que permiten asignar los niveles de variacién como especie- especifico.
Los caracteres morfol6gicos asociados a la laringe, no mostraron diferencias
entre las especies, lo que implica que son altamente conservados.
El mapeo de los caracteres aciisticos y morfoldgicos sobre Ia filogenia usando
Méxima Parsimonia, mostré que, en general, estos caracteres parecen
evolucionar de modo independiente.
Entre las especies del grupo interno, B. atacamensis y B. chilensis resultaron ser
las que presentaron el mayor nimero de caracteres plesiomérficos.
El andlisis de Méxima Verosimilitud, mostré que los caracteres actisticos y
caracteres morfoldgicos, evolucionan de modo independiente, y que ambos
grupos de caracteres no se relacionan con un modelo de especiacién, en cuanto a

su evolucién,
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ANEXO 1

a) Lista de caracteres morfométricos analizados.

1) Largo antero-posterior : desde el hocico hasta la cloaca,

2) Ancho de la cabeza : medido a la altura de los timpanos .

3) Altura de la cabeza : medida a la altura del eje interorbital .

4) Ancho de a mandibula inferior :; tomada en el extremo més ancho de la mandibula.

5) Largo de la pata anterior : desde el segundo dedo hasta la axila .

6) Largo de la pata posterior 1: separada en la distancia desde el segundo dedo a la
articulacién metatarsal .

7) Largo de la pata posterior 2: desde la articulacién metatarsal hasta la rodilla y

desde la rodilla a la cloaca.

8) Largo de la pata posterior 3: desde la rodilla a la cloaca.

9) Distancia narina-boca : desde la punta del hocico al eje de la narina.

10) Distancia narina-ojo : distancia desde uno de los orificios de narina hasta el borde mis
inferior del ojo.

11) Ancho interorbital : ancho del eje entre los bordes interiores de los ojos .

12) Largo hocico-gje interorbital :Largo desde la punta del hocico hasta el eje interorbital .
13) Didmetro de la parétida : didmetro en sentido antero- posterior.

14) Distancia entre narinas : Ancho entre los orificios de las narinas .

15) Didmetro del ojo : didmetro del parpado del ojo .

16) Didmetro del tfmpano : medido en sentido antero-posterior .

17) Largo de la cabeza : medido desde Ia punta del hocico al eje entre los timpanos.
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b) Detalle de las polarizaciones efectuadas para la particién morfolégica.

.- Tamaiio de la cabeza:
0. pequeiia
1. grande

2.- Forma del hocico:
0. redondeado
1. obtuso

3.- Presencia de crestas cefilicas:
0. ausente

1. presente

4 - Tamafio de los dedos de la mano:

0. 3-4-1-2
1. 3-14-2
2. 3-4=1-2

ordenados por tamaiio de cada dedo de mayor a menor.

5. Ancho internasal:
0. angosto
1. ancho

6.~ Formaciones queratinosas dorsales:
0. ausentes
1. presentes

7.- Forma de la lengua:
0. subcircular
1. elipsoidal

8.- Reflejo hipnoético:
0. ausente
1. presente

9.- Forma del canal occipital:
0. no techado
1. techado

o




10.- Supraorbitales:
0. tenues
1. prominentes

11.- Ancho interorbital:

0. angosto
1. intermedio
2. ancho

12.- Longitud de la extremidad posterior:

0. corto
1. mediano
2, largo

se considera desde el radio hasta la falange.
13.- Distancia narina-ojo:

0. corta
1. mediana
2. larga

14..- Ubicacion de la constriccion secundaria:

0. en el par 7
1. en el par 11

15.- Ubicacion del centromero:
0. submetacentrico

1. metacentrico

16.- Cintura escapular:

0. corta
1. larga
17.- Forma del Esternon:
0. sin forma de ancla
1. con forma de ancla

18.- Valores indice Ancho mandibula/ancho interorbital:

0. 3.7a4.5
1. 49a6
2. > 3.4

19.  Cresta Supraorbital:
0. ausente
1. presente
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20. Cresta Pardtica:
0. ansente
1. presente

21. Cresta Postorbital:
0. ausente
1 presente




Secuencias obtenidas

ANEXQ 2

para las especies del grupo spinulosus,
variegatus, para los genes mitocondriales 12 Sy 16S. EI simbolo:
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B. arenarum y B
(.) indica identidad

con la primera secuencia, mientras que el simbolo:(-), indica delecién (gap). Las flechas
indican el inicio y fin de cada secuencia (125 o 168S).

128

—p

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunctatus

arenarum

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunctatus

Arenaron

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
varisgatus
rTubropunctatus
Arenapum

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunctatus

arsnarum

spinttlosus
papillosus
chilensis
atacanensis
variegatus
rubropunctats

arenarum

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunctatus

Arenaram

spinulosus
papillesus
chilensis

TAARAAAG

o P r oy 4

H
;»
»
H
fol
1]
»
H

~F
.
0
0

0@

-

a0 00 e »
.
[

LI 11
» o,
3 oa
L I
E

GG

o 0D0aQ0 R
naocononao+

. - T
B

AG-A

-AG,
SAA.

e PP ¥ prA

n

0 n

H oo




atacamensis
variegatus
rubropunatatus

Arenarim

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunctatus

arenagum

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunctatus

ArXenarum

125

spimilosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubgopunotatus

arenarim

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunctatus

ACENATING

spinulesus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunetatus

arenarum

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunctatus

arenarumn

spinulosus
papillosus

chilensis

oo N an

w H

? -

G .
G .

. C

. A

@

L

N nonodona»

- GA
T-A
- . A,
A -

G..A.G
AL oo

AC. . .6,
AAd . .. ..

a0

o

aaq 0




atacamensis
variegatus
rubropunctatus

AYenarum

sprnulosus
papillozus
chilensis
aAtacamensis
Vartegatus
rubropunctatus

arenariym

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunctatus
apefhLom

spinulosus
papillosus
chilensis
atacanensis
variegatus
Tubropunctatus

arenarun

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variagakue
rubrepunctatus
arenarum

spinulosus
papillosus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunetatis

Aranarum

spinulosus
papillasus
chilensis
atacamensis
variegatus
rubropunatatus

areanarimm

spimilosus
papillosus
chilensis
atacapensis
variegatus
rubropunctatus

arenarumn

(s e}
(¢}
@

. e G L. C
.G . C c
+ « v C

H
>

G ow 006
a

G
[¢]
G

-~-+..TTC,
P - I
T.A.CTG.

TAAG

TT.AA.
TC.T. T
-.TC. ..
. CTAC,

TTTTTG

H H =



125

- ANEXO 3

Seccion transversal de la laringe de Bufo atacamensis. Se detallan las estructuras medidas en la laringe
. para las comparaciones a nivel morfologico entre las especies estudiadas




