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RESUNMEN
La hidrografia del altiplano chileno se caracteriza por ser muy compleja, debido
a las intensas fluctuaciones estacionales y a efectos de glaciaciones del
Pleistoceno, que han generado un alto grado de endemismo en el area. Uno de
los componentes endémicos de esta zona es el anfibio Telmafobius
chusmisensis (Telmatobiidae) (Formas et al.,, 2006) un sapo estrictamente
acuatico, que tiene una distribucién entre los 19° y 21° S, Este rango de
distribucién presenta un amplio gradiente altitudinal y latitudinal del altiplano
chileno. En este estudio se evallia la existencia de estructuracién genética y
filogeogréfica en T. chusmisensis, y la existencia de cambios en el tamario
efectivo poblacional en el tiempo. Para esto, se secuenciaron 811 pb del gen
mitocondrial Dloop y se genotipificaron 8 loci microsatélites, en 205
especimenes en 13 localidades. Para determinar la variabilidad intra e inter-
poblacional de T. chusmisensis se construyé una red de haplotipos y se
calcularon los indices de diversidad genética. Posteriormente, se estimé el
nimero de poblaciones mediante un andlisis de estructuracion genética
utiizando SAMOVA, GENELAND y STRUCTURE. La historia demogréfica de
las poblaciones se evalué mediante los indices demograficos y se realizé un
Skyline Plot. Telmatobius chusmisensis presenté cinco grupos genéticos con el
marcador mitocondrial y seis grupos genéticos con los marcadores nucleares,
esos patrones se explican por el aislamiento geogréafico entre las subcuencas,
la restriccion al sitio de origen dada la baja vagilidad de estos organismos y su

alta dependencia a los sistemas acuaticos. Por otro lado, los datos de DNA
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mitocondrial revelaron un patron filogeografico claro con separacion moderada
entre las poblaciones del norte y del sur. Se identificdé una expansién
demogréfica reciente para uno de los grupos mas meridionales (Subcuenca
Quebrada de Tarapaca), presumiblemente debido las fluctuaciones ambientales
entre periodos secos y himedos en el altiplano, durante y luego del dltimo
periodo glacial 20000-7000 afios BP. Los analisis de flujo genético
contemporaneo dan evidencia de flujo dentro de las subcuencas y entre dos
subcuencas latitudinalmente cercanas (Subcuenca Quipisca y Tarapaca) que
estaria mediado por eventos de dispersion actuales generados por el Monzén
sudamericano y ENSO, que permite el flujo asimétrico desde zonas de mayor
altitud a zonas de menor altitud. Los eventos de dispersion histéricos estarian
atribuidos al CAPE por aumentos en la precipitacion que fomentarian el flujo
genetico entre subcuencas (Tarapaca y Aroma). La subcuenca de Tarapaca
presumiblemente habria actuado como una poblacién fuente. La distancia
geografica entre subcuencas jugé un rol importante como barrera geografica en
la restriccion parcial del flujo de genes en esta especie. Un grupo independiente
y nuevo (Subcuenca Loa Medio) se reporta para Telmatobius chusmisensis, que
estaria en proceso de diferenciacion por lo cual foma gran importancia en

términos de conservacién. Este es el primer estudio de la estructura genética

de esta especie.




ABSTRACT
The hydrography of the Chilean highland is characterized by being complex due
to intense seasonal fluctuations and the effects of Pleistocene glaciations, which
have generated a high degree of endemism in this area. Telmafobius
chusmisensis (Telmatobiidae) is an endemic amphibian to this zone (Formas et
al., 2006), that is strictly aquatic, inhabiting between 12 ° and 21 ° S. This range
of distribution presents a great altitudinal and latitudinal gradient of the Chilean
highland. This study evaluates the existence of a genetic and phylogeographic
structure in 7. chusmisensis, and the presence of a change in effective population
size over time. We sequenced 811 bp of the mitochondrial Dlcop gene, and
genotyped 8 microsatellite loci in 205 specimens from 13 locations. We
determined the intra- and inter-population variability of T. chusmisensis, built a
network of haplotypes and calculated genetic diversity indexes. Subsequently, the
number of populations by a genetic structuring analysis was estimated using
SAMOVA, GENELAND and STRUCTURE. The demographic history of
populations was evaluated using demographic indices and Skyline Plot.
Telmatobius chusmisensis, presented five genetic groups with the mitochondrial
marker, and six genetic groups with nuclear markers, these patterns are explained
by geographical isolation among the sub-basins, the restriction to the site of origin
due to low vagility of these organisms. Moreover, mitochondrial DNA data
revealed a phylogeographic pattern with a moderate separation between northern
and southern populations. A recent demographic expansion was identified for the

most southern group (Quebrada de Tarapacd), presumably due to environmental
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fluctuations between dry and wet periods in the highlands during and after the last
glacial period 14000-7000 BP years. The analyzes of contemporary genetic flow
provide evidence of flow within the sub-basins and between two latitudinally close
sub-basins (Quipisca and Tarapaca Sub-basin), that would be mediated by
current dispersion events generated by the South American Monsoon and ENSO,
which allows asymmetric flow from higher altitude zones to lower altitude areas.
The historical dispersal events would be attributed to CAPE, due to an increase
in precipitation that promoted genetic flow between sub-basins (Tarapaca and
Aroma). The Tarapaca sub-basin would presumably have acted as a source
population. Geographic distance between sub-basins played an important role as
a geographical barrier in the partial restriction of gene flow in this species. We
reported an independent and new group (Medium Loa Sub-basin) for Telmatobius
chusmisensis, which would be in a process of differentiation and would have a
great importance in terms of conservation. This is the first study of genetic

structure for this species.
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1 INTRODUCCION.
El altiplano es una meseta central intermontana de gran altitud (3600-4500
msnm) situada en el cordén montarioso de la cordillera de los Andes (Rigsby et
al., 2005; Vila et al., 2013). Esta regién comprende el 15% de la superficie
continental, y ha sido catalogada como centro de diversidad y endemismo
(Duellman, 1999). Durante el periodo Glacial Tardio, el Altiplano de Chile y su
zona precordillerana, se caracterizé por la formacion de grandes cuerpos de
agua subterranea (14 000-12 000 arios B.P.) y extensos lagos, los cuales
habrian cubierfo un area cuatro veces mas extensa que la actual (Hastenrath &
Kutzbach, 1985; Vila et al., 2013) debido a un aumento en la precipitacién
(CAPE “Central Andean (or Atacama) Pluvial Event”) entre 18000-11000 afios
B.P (Grosjean et al., 1991; Gayo et al., 2012). Durante el Holoceno la zona
presentd una predominancia de condiciones de hiperaridez, caracterizadas por
un cambio en el régimen de precipitaciones, disminucion en ia cobertura vegetal
y disminucién en la productividad del area (Latorre et al., 2002; Maldonado et
al., 2005; Maldonado y Rozas, 2008; Placzek et al., 2013;). Esto dio lugar a la
formacién de un elevado nimero de sistemas endorreicos (salares, lagos y
vertientes), donde las interconexiones contemporaneas son mayoritariamente
subterraneas (Vila, 1975; Collado et al., 2013). Actualmente, esto constituye una
explicacidon recurrente de evenios de aislamiento geografico, divergencia
genética, extincién y estructuracién poblacional de organismos predominantes

de este sistema (Cei, 1986; Formas et al., 2003; Correa et al., 2010: Morales et



al., 2011; Vila et al., 2013) como es el caso de las especies de caracoles del
género Biomphalaria (Collado et al. 2011; Collado & Méndez 2013), peces del
género Orestias (Vila et al., 2013, Esquer-Garrigos et al., 2013) y especies de
sapos del género Telmalobius (Saez et al., 2014). Por lo anterior, la especiacion
alopatrica ha sido postulada como el principal mecanismo de divergencia para
la zona altiplanica {Cei, 1986; Guarnizo et al., 2009; Morales et al., 2011; Vila et
al., 2013; Saez et al.,, 2014). Esta dinamica de cambios ha generado una
marcada modificacion del paisaje, potenciando la formacién de barreras
geograficas que han restringido la migracién o intercambio genético enire
poblaciones (Cruz-Jofre, 2015) y promoviendo el aumento en la frecuencia de
haplotipos privados, como en el caso del pez Orestias ascofanensis (Morales et
al,, 2011). En la actualidad, la existencia de conexiones temporales entre
distintos sistemas endorreicos, se deben principalmente a eventos intensos de
lluvia denominados como “Invierno Altiplanico” o monzén Sudamericano
durante el verano austral (diciembre a marzo) (Zhou & Lau, 1998). Estos
eventos incrementan los niveles de agua, generando corredores que permitirian
la dispersion entre diferentes sectores y flujo genético entre algunas
poblaciones que aparentemente estan aisladas (Morales et al., 2011). Estas
condiciones podrian contrarrestar los efectos de vicarianza en estas zonas. Por
lo tanto, la caracterizacion genética de las poblaciones que habitan esta zona
es una tarea compleja dada la mezcla entre factores historicos y ecoldgicos que

co-ocurren en estos sistemas.



La mayoria de los sistemas fluviales que pertenecen a la macrozona Andina,
tienen sus nacientes en las altas montafias de la cordillera de Los Andes, y
constituye la linea divisoria de aguas entre las cuencas exorreicas del océano
Atlantico y del océano Pacifico; donde los cordones montafiosos son la principal
delimitante entre cuencas hidrograficas. Gran parte de las cuencas se extienden
desde dichos frentes montafiosos de fuertes pendientes, que son alimentados
por aguas lluvias estivales, deshielos y vertientes (FAQ, 2014). La diferencia en
los gradientes altifudinales de los sistemas montafiosos jugaria un rol
importante como fuente causal de especiacion, principalmente mediada por
aislamiento reproductivo y flujo genético restringido, debido a la diversidad
orografica y climatoldgica, que presentan estas zonas (Guarnizo et al., 2009;
Funk et al., 2015).

Los anfibios del género Teimafobius (Wiegmann, 1834) representan un

componente nativo de la batracofauna andina (Formas et al.,, 2003).
Actualmente este género estd compuesto por 63 especies distribuidas desde
Ecuador hasta Argentina y Chile en su distribucién sur (Barrionuevo & Baldo
2009; Frost 2015). Se ha postulado que su diversificacién habria ocurrido a
través de la colonizacién desde zonas del oriente hacia al occidente en los
Andes centrales (Lavilla, 1985 & Saez et al., 2014). Telmatobius chusmisensis
es un sapo endémico de Chile, se habria originado durante el Pleistoceno (0,34

Mya), es estrictamente dependiente de cuerpos de agua altiplanicas de la regién
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de Tarapaca (Saez et al., 2014). Esta especie ha sido descrita en base a su
morfologia externa, osteologia y cariotipo por Formas et al en el afio 2006 en
su localidad tipo Chusmiza.

El conocimiento de la distribucion de 7. chusmisensis era relativamente escaso
y se limitaba a la localidad tipo de Chusmiza (Formas et al., 2006}. Sin embargo,
Saez et al (2014), amplian la distribucion de la especie a 12 localidades
distribuidas en el sector septentrional de Chile, de los 19°S (Chiapa) a los 21°S
(Choja) en tres grandes cuencas (Pampa de Tamarugal, Rio Loa y Altiplanica)
y cinco subcuencas (Quebrada Aroma-Quebrada Tarapaca-Quebrada de
Quipisca-Salar de Huasco-L.oa Medio) de los andes chilenos (Figura, 1). Esta
especie utiliza una variedad de habitats acuaticos presentes en la zona (i.e
bofedales, salares, pozas con vegetacion acuatica, lagos y quebradas
precordilleranas), sobre los 2.000 m.s.n.m. desde zonas cordilleranas hasta

zonas precordilleranas (Veloso et al., 1982; Saez et al., 2014).

T. chusmisensis es parte de un nuevo linaje endémico, restringido a las
vertientes occidentales de los Andes chilenos, denominado como grupo
Telmatobius pefauri (Saez et al., 2014). Este grupo incluye las especies chilenas
T. perfauri, T. dankoi, T. vilamensis y T. chusmisensis. Las especies de este
grupo habitan en los valles occidentales de los Andes y divergieron de linajes
del altiplano durante el Pleistoceno tardio (Saez et al. 2014; Lavilla 1985).
Telmatobius chusmisensis presenta una distribucién desde zonas de gran

altitud hasta zonas precordilleranas, a diféerencia de su clado hermano (7.




pefauri, T. dankoi - T.vilamensis) el que se encuentra restringido a la zona
precordillerana. Este patrdn de distribucién permite evaluar la posibilidad de
procesos de colonizacién poblacional de T. chusmisensis desde zonas de
mayor altitud a zonas de menor altifud, razén por la cual resulta interesante
como modelo para estudios filogeograficos.

Los analisis filogeograficos son una herramienta (til para la investigacion de los
aspecfos historicos de la biogeografia y la estructura genética de las
poblaciones (Zeisset & Beebee, 2008), ya que permiten interpretar el modo y la
extension en que los procesos histéricos pudieron dejar marcas evolutivas en la
demografia y la distribucién geografica actual de los organismos (Avise 2000;
Freeland 2005). Los anfibios son particularmente informativos en temas de
investigacion filogeografica, por su distribucion global, alto grado de
estructuracion genética en las poblaciones, capacidad limitada de dispersién y
alta filopatria (Zeisset & Beebee, 2008; Seppé & Laurila 1999). En el presente
trabajo se evalta la existencia de estructuracién genética y su dimensionen 7.
chusmisensis, asi como también cambios de tamario efectivo poblacional en el

tiempo.



2 HIPOTESIS Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

2.1 Antecedentes.

Considerando: a) La topologia y climatologia del Altiplano Chileno durante y
luego del dltimo periodo glacial 28000-7000 afios BP que habrian dificultado Ia
migracién o intercambio genético entre poblaciones; b) La distribucion de T.
chusmisensis de los 19° a 21° § a lo largo de gradientes altitudinales y
latitudinales en la cordillera de los andes chilenos; ¢) La baja vagilidad de T,
chusmisensis asociada a sus habitos estrictamente acuaticos; d) La
colonizacion y divergencia de linajes del genero Telmatobius en altiplano
durante el Pleistoceno tardio, desde vertientes orientales a occidentales (zonas
cordilleranas a precordilleranas) y el flujo asimétrico de vertientes de mayor

altitud a menor altitud. Se postulan las siguientes hipdtesis:

2.2 Hipotesis |

Las poblaciones de Telmatfobius chusmisensis presentan una baja conectividad
entre subcuencas, dada su baja vagilidad.

2.3 Prediccion |

La poblaciones de T. chusmisensis presentaran alta estructuracién genética y
un bajo flujo genético entre subcuencas, lo que les permitira acumular un mayor

nimero de haplotipos privados.




2.3 Hipotesis Il

Las poblaciones 7. chusmisensis presentan procesos de dispersion asimétricos
desde zonas cordilleranas hacia zonas precordilleranas.

2.4 Prediccionll

Las poblaciones precordilleranas en T. chusmisensis presentaran una mayor
diversidad genética respecto a las poblaciones de zonas cordilleranas, producto
del flujo asimétrico predominante en la region, que lleva nuevos haplotipos
desde zonas de mayor altitud a zonas de menor altitud.

2.5 Hipotesis Il

Los periodos himedos durante el UMG habrian promovido el aumento
poblacional de T. chusmisensis.

2,6 Prediccionlll

Los poblaciones de T. chusmisensis habrian sufrido una expansion poblacional
en los periodos humedos en el altiplano, debido en un incremento de la
precipitacion en el area que facilitaria la conectividad y reproduccion de la

especie.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General:

Evaluar la existencia de patrones de aislamiento y conectividad entre
poblaciones de la sapo andino Telmatobius chusmisensis.

3.2 Objetivos Especificos:

Determinar patrones de estructuracion genética y filogeografica entre
poblaciones del sapo andino Telmatobius chusmisensis.

Establecer los patrones de flujo genético en las poblaciones del sapo andino
Telmatobius chusmisensis.

Estimar la sefiales de cambios demograficos en las poblaciones del sapo andino

Telmatobius chusmisensis.




4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Obtencién de Muestras

Se capturaron un total de 275 individuos, con un tamiz de pesca, entre rocas de
arroyos con corriente leve, pozas con vegetacién acuaiica y bofedales del
Altiplano. Los individuos capturados fueron anestesiados por inmersion en una
solucién 0,2% benzocaina (Saez et al., 2014). Posteriormente, los ejemplares
fueron muestreados y liberados en el lugar de su captura. Las muestras de tejido
se conservaron en etanol absoluto hasta su analisis. Se tomaron muestras de
un trozo de membrana interdigital de los pies (aproximadamente 3mm3). Para
la identificacidn del espécimen se usaron descripciones originales y claves
taxonémicas de Formas et al., 2003 del adulto de Telmatobius. Las localidades
incluidas en este estudio se indican en la Tabla 1 y la Figura 1, y se encuentran

distribuidas dentro de cinco grandes subcuencas.

4.2 Procedimientos de laboratorio

La extraccién de DNA se realizé utilizando el método de extraccion de sales
(modificado de Jowett, 1986). Se amplifico el gen mitocondrial D-loop (~ 1300
pb), para lo cual se disefiaron los partidores (F “CAACAATCGGAGCACTAGA™
R "CCTAGCTCCTGACTTCTT"). Las condiciones de PCR se estandarizaron.
La mezcla para la amplificacion mediante PCR consistié en un volumen final de
30 pl, compuesto por Buffer de PCR 1X, Cloruro de Magnesio 3.0 mM, DNTPS

0.4mM, solucién de partidores 0.15 mM c/u, 1 U de Taq DNA polimerasa y 60




ng de DNA. Luego se realizd los ciclos térmicos que se detallan a continuacion:
un primer paso de desnaturalizacioén de 3 minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos
de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 54 °C, 1:20 segundos a 72 °C y para
terminar una extension final de 10 minutos a 72 °C. Los fragmentos obtenidos
se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con GelRed®
(Biotium, Inc.). Los productos amplificados se analizaron en el servicio de
secuenciacién Macrogen Inc., (www.macrogen.com) Corea del Sur. Estas
secuencias fueron alineadas con la opcion ClustalW del programa BioEdit v.
7.2.0 (Hall, 1999) y editadas mediante inspeccion visual en Geneious v. 10.0.9

(Kearse et al., 2012), las secuencias seran depositadas en el GenBank.

Tabla 1. Coordenadas geogréficas de [as localidades visitadas en la Regién de Tarapaca
durante dos salidas a terrenoc, en primavera de 2015 e invierno de 2016.

Localidad Latitud Sur Longitud Altura Cuenca Subcuenca
Oeste (msnm)

1 Chiapa 19° 31" 56,33" 69° 12' 19,58" 3062 PT QA
2 llialla 19° 33' 4,83" 69 13' 31,21" 2953 PT QA
3  Chusmiza 19° 41' 3,38" 69° 11' 2,29" 3500 PT QT
4  lLaonzana 19° 51" 17.09" 69° 19 58,83" 1843 PT QT
5 Lirima 19° 50'44.00" 68° 51'7.00" 4086 PT QT
6 Noasa 19° 59'8.00" 69° 7'23.00" 3148 PT QQ
7 Choja 21° 5'24.00" 68° 52'17.00" 3531 RL LM
8 Copaquire  20° 55' 35,78" 68° 51" 11,77" 3663 RL LM

Copaquire  20° 55' 45,37" 68° 53' 6,53" 3542 RL LM
9 Huatacondo 20°56'0,87" 68° 57" 12,66" 2945 RL LM
10 Chijlla 21°1,0'25,57"  68° 44' 9,87" 4500 RL LM
11 Collacagua 20° 1'55.61" 68° 49'17.11" 3930 A SH
12 Piga 20° 2'26.55" 68° 45'38.63" 3933 A SH
13 Huasco 20° 15' 46,09" 68° 52' 32, 42" 3806 A SH

Cuencas, PT: Pampa de Tamarugal, A: Altiplanica, RL: Rio Loa.

Subcuencas, QA: Quebrada Aroma QT: Aroma-Quebrada Tarapaca QQ: Quebrada de

Quipisca LM: Loa Medio SH: Salar de Huasco

Todos los individuos fueron genotipados utilizando 8 loci microsatélites

polimérficos, seleccionados de un resultado de andlisis de 644.686 lecturas,
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90.324 microsatelites y 52.489 primers, realizado por la empresa OMICS
Solutions del Centro Nacional de Gendmica y Bicinformatica de Chile.

El tamafio de los alelos amplificados se determind mediante electroforesis
microcapilar en un secuenciador de DNA automatico (ABI prism 377 - Applyed
Biosystems) (Macrogen Inc). El analisis de fragmentos se realizé en el software
GENEMAPPER 4.0 (SoftGenetics). Se llevé a cabo el control de calidad para
cada loci con el programa Microchecker (vam Qosterhout et al., 2004) con el fin
de corregir alelos con peaks grandes, presencia de stutters que generan errores

de lectura y detectar la presencia de alelos nulos.
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Figura 1. Area de estudio y distribucién geografica de Telmatobius chusmisensis. Chusmiza:
localidad tipo de T. chusmisensis. Lineas en blanco: Subcuencas con presencia de T.
chusmisensis de Norte a Sur. Subcuenca Aroma (Chiapa e lllalla), Subcuenca Tarapaca
(Chusmiza, Laonzana y Lirima), Subcuenca Salar de Huasco (Salar de Huasco, Collacagua y
Piga) y Subcuenca Loa Medio (Huatacondo, Copaquire, Chijlla y Choja). Zonas de gran altitud en

color burdeo y zonas precordilleranas en color naranja.
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4.3 Analisis de datos DNAmt

Los indices de diversidad estandar tales como el nimero de haplotipos (k), sitios
polimorficos (S) y diversidad haplotipica (H), se estimaron a partir del
alineamiento de secuencias de Dloop utilizando DNAsp v5.10 (Librado & Rozas,
2009), con el fin de determinar los niveles de polimorfismo genético para cada
grupo geografico. También se estimé el promedio de diferencias entre pares de
secuencias ([) vy la diversidad nucleotidica () de acuerdo a Nei (1987). Las
relaciones genealdgicas entre las poblaciones de Telmalobius chusmisensis se
determinaron usando el algoritmo median-joining en PopArt v.1.7 (Bandelt ef al.
1999; French et al., 2013).

La estructura genética global se analizé utilizando SAMOVA (Dupanloup,
Schneider & Excoffier, 2002) sobre la base de los datos genéticos y geograficos
disponibles. SAMOVA define grupos de poblaciones geograficamente
homogéneas y diferenciadas al maximo entre si. El conjunto de datos se dividio
en grupos K (K = 2, 3, ..., 12), maximizando la proporcién de varianza genética
total como resultado de las diferencias entre grupos de poblaciones (FCT) y
obteniendo la configuracion de K que exhibia el mayor valor FCT. La
significancia {(a = 0,01) de esfe indice se evalud con una prueba de permutacion
(10.000 permutaciones).

Se estimé el niimero de clusters, asi como los limites espaciales entre ellos
utilizando un modelo bayesiano calculado con el paquete GENELAND, Versidn
4.0.0 (Guillot et al., 2005) en el entorne R (R, Versién 3.0.2; lhaka y Gentleman

1996). Este software Implementa un procedimiento de Monte Carlo utilizando
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cadenas de Markov (MCMC) para determinar el mejor agrupamiento de
muestras usando datos genéticos y geograficos. El andlisis fue realizado para
las 13 localidades. Se realizaron diez corridas independientes usando
10.000.000 MCMC de iteraciones, con una frecuencia de muestreo de 1.000 y
un periodo de burn-in de 250. Un primer analisis fue realizado entre un Kmin= 1
y un Kmax= 13 clusters. Un segundo andlisis se realizé considerando los dos
valores de K mas probables Kmin=1 y Kmax= 5 clusters, obienidos del primer

analisis.

Para determinar si existia estructuracion filogeografica se realizd el fest de
permutacion con Permut (http: //www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/Software/)
utilizando un ensayo analitico. Se evalud si NST (Diferencias por pares de sitios
polimérficos) era significativamente mayor que GST (Frecuencias de haplotipos)
por comparacion de los valores medidos de NST directamente, con los obtenidos

después de 10000 permutacion aleatorias (Jost, 2008).

Se evalud la diferenciacién genética entre pares de localidades de Telmafobius
chusmisensis y por pares de Clusters definidos por los analisis del algoritmo
median-joining, GENELAND, SAMOVA y FST pareado por localidades usando

la regién control del mtDNA en Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005) la

significancia estadistica fue definida utilizando 1.000 permutaciones.




Para evaluar si la distancia genética estaba relacionada con la distancia
geogréfica entre sitios después de controlar por la diferencia altitudinal, se realizo
un Test de Mantel (Mantel, 1967) con el paquete Vegan en el entorno R (R,
Version 3.0.2; lhaka y Gentleman 1996). En este andlisis se utilizaron seis
matrices: (1) FST (Weir & Cockerham, 1984) y (2) FST/(1-FsT) (Rousset, 1997)
basados en andlisis de microsatélites, (3) FST (Wright, 1949) y (4)FST/(1-FST)
basados en analisis de DNAmt de la Region Control, (5) una matriz de distancia
geografica (distancia lineal entre localidades) y (6) una matriz de distancias
altitudinales (distancia euclidiana en metros entre localidades). Para determinar
la significancia de correlaciones entre matrices se realizaron 10.000 iteraciones.
E!l analisis fue realizado para 12 localidades. El test de Mantel simple fue usado
para evaluar la significancia de la relacion entre FST y una variable predictora a
la vez. Posteriormente, el test de Mantel parcial fue usade para determinar si el
FST estaba relacionado significativamente con la distancia geogréfica después

de eliminar los efectos de la diferencia altitudinal.

Las inferencias de cambios demogréficos del pasado en T. chusmisensis fueron
estimadas mediante las pruebas D Tajima y de Fu’s Fs (Tajima, 1989; Fu, 1987)
utilizando DnaSP v5.10 (Librado & Rozas, 2009) y Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier
et al., 2005), para evaluar el supuesto de neutralidad selectiva de secuencias
de DNA mitocondrial y poblacién en equilibrio mutacién-deriva. Asi, los valores
negativos significativos para estas pruebas corresponderian a evidencia de

exceso de polimorfismos raros en un poblacién, lo que indicaria ya sea reciente
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expansién demogréafica o seleccion positiva (Tajima, 1989; Gonzalez-Wevar et
al., 2011). Adicionalmente se realizo el indice de Raggedness en el programa
Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005), que es un prueba la validez de un
modelo de expansion slbita basado en la suma de las desviaciones cuadradas
entre el desajuste observado y esperado. Los valores no significativos de este
indice significan que los datos no se desvian de lo esperado bajo el modelo de

expansion es decir indican la expansion de la poblacion.

Utilizando las secuencias del DNAmt (Dloop), se construyd un distribucion de
diferencias entre pares de secuencias {mismatch distribution), para evaluar las
sefiales de expansion en la historia demografica de las poblaciones de T.
chusmisensis utilizando el programa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005),
donde cambios bruscos de tamafo de la poblacion generaron distribuciones
unimodales (Rogers y Harpending, 1992). ElnUmero de diferencias observadas
entre pares de secuencias de DNAmt se compararon con la distribucion
esperada de las diferencias bajo una modelo demografico especifico (es decir,

popultation growth-decline).

Para explorar la historia demografica asociada con las secuencias de DNA en
las poblaciones de T. chusmisensis se realizd un Skyline Plot en BEAST
Software version 1.7 {Drummond et al., 2007). Este enfoque se basa en una
genealogia inferida de secuencias de DNA y estima el tamafio efectivo de la

poblacion (Ne) en el tiempo, utilizando un enfoque bayesiano. Los modelos de
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sustitucién nucleotidica HKY+G+l y F81 fueron seleccionados por medio de AIC
utilizando el programa JMODELTEST (Posada, 2008). El modelo de F81 no es
implementado en BEAST, por lo que fue sobreparametrizado por el modelo
HKY+G+l. El andlisis se realizd utilizando el modelo de Log-normal no
correlacionado, basado en la seleccidn AIC implementado en TRACER, version
1.6 (Drummond & Rambaut, 2007). Se realizaron busquedas con este modelo
especificando la tasa de cambio (0,7 mutaciones / sitio / MYR que
corresponden, a distancia por pares de 7% MYR) sugeridas por Ho et al. (2007)
y para la Regién Control por Burridge et al. (2008). Para estimar los parametros
en la zona de convergencia, se corrieron 100 millones de generaciones,
muestreando cada 10 mil generaciones y descartando el 25% de generaciones
como burn-in. El resultado fue visualizado en TRACER, version 1,6 (Drummond

& Rambaut, 2007). Para este analisis no se tuvieron en cuenta los migrantes.

Se utilizaron métodos coalescentes para estimar las conectividades histdricas
entre las poblaciones de T. chusmisensis. Cuatro posibles modelos de flujo de
genes fueron evaluados (Tabla 2) mediante MIGRATE-N v. 3.6 usando Markov
basado en cadenas de Montercalo, este es un modelo que infiere parametros
poblacionales utilizando Maximo de Verosimilitud. Basado en la teoria de
coalescencia a escala de mutacion, estima las tasas de migracion histéricas
entre las poblaciones asumiendo un modelo de matriz de migracion (Beerl,
2006) (Tabla 2). La distribucion marginal (probabilidad de que pase un evento

X independiente de un evento Y) se estimara seguida de un ranking del factor
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de Bayes (medida de preferencia para seleccionar un modelo sobre otro) de
cada modelo de migracién evaluado (Beerli y Palczewski, 2010). La genealogia
de partida sera tomada de un arbot UPGMA y los valores theta (2Neu) inicial y
de M (M/Ne; migrantes por generacion) se obtendran a partir del calculo FST. El
static heating se aplicd a 4 cadenas independientes usando ajustes de
temperatura de 1,0, 1,5, 3,0 y 1 000 000,0. Un total de 13500 de steps fueron
corridos, registrando un valor cada 2700 generaciones, posteriormente 33750
fueron descartadas como burn-in. Se realizaron fres corridas independientes,
evaluando un total de 1.093.500.000 genealogias. Los resultados se expresaron
como el valor promedio de estas fres corridas independientes. Para hacer esta
comparacion posible, la tasa de migracion histérica se escald usando la formula

m = M x y, y la tasa de mutacion utilizada fue 3 x 102,

Tabla 2 Modelos de migracion de las poblaciones de Telmafobius chusmisensis que se
evaluaran en MIGRATE-n.

Modelo Descripcidn
Migracién (Full) Flujo de genes entre todas las subcuencas.
Step stone 1 Solo las subcuencas mas cercanas presentaran flujo de genes (Quebrada Aroma-

Quebrada Tarapaca -Quebrada de Quipisca -Salar de Huasco-Loa Medio)

Division de Step  Solo las subcuencas més cercanas presentaran flujo de genes, sin flujo de genes

stone 1 entre (Quebrada Aroma-Quebrada Tarapacéa-Quebrada Quipisca) y Loa Medio.

Division de Step  Solo las subcuencas mas cercanas presentaran flujo de genes, sin flujo de genes
stone 2 entre (Quebrada Aroma-Quebrada Tarapaca-Quebrada de Quipisca) (Salar de

Huasco y Loa Medio).
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4.4 Analisis de datos con Microsatelites (SSR)

Para el analisis con los loci microsatélites (SSR), se disefiaron marcadores
mediante secuenciacion de DNA en la plataforma lon Torrent chip 314 con un
resulftado de andlisis de 644.686 lecturas, 90.324 microsatélites y 52.489
primers, servicio prestado por la empresa Omics Solutions Centro Nacional de
Genbmica y Bioinformatica de Chile. Se obtuvo una lista de posibles partidores
especificos para la amplificacion de microsatélites en Telmatobius
chusmisensis, de los cuales se solicitd la sintesis de un set de 72 pares de
partidores microsatélites (dinucledtidos, trinucleétidos y tetranucledtidos) a la
empresa Macrogen Inc. {Corea). A continuacién, se realizé la estandarizacion
de las reacciones de PCR simples utilizando el protocolo descrito por Schuelke
(2000), para el marcaje con fluoréforo de los fragmentos amplificados. La
mezcla para la amplificacién mediante PCR consistié en un volumen final de 15
ul, compuesto por Buffer de PCR 1X, Cloruro de Magnesio 2,5 mM, solucién de
desoxiribonucledtidos 400 puM, partidor Forward-M13 130 nlM, partidor Reverse
130 nM, partidor Fluorescente 130 nM, 1 U de Taq DNA polimerasa y 60 ng de
DNA. Luego se realizaron los ciclos térmicos que se detallan a continuacion: un
primer paso de desnaturalizacion de 3 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos de
30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 56-58 °C (dependiendo de cada marcador
SSR), 30 segundos a 72 °C. A continuacién 8 ciclos de 30 segundos a 94 °C,
45 segundos a 52 °, 30 segundos a 72 °C, para terminar con una extension final

de 10 minutos a 72 °C. Finalmente, con el objetivo de determinar cuales
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marcadores SSR permitian identificar la presencia de multiples alelos y asi
poder diferenciar entre las distintas poblaciones del presente estudio, se
desarrolld una prueba de polimorfismo en 17 marcadores con amplificacion
especifica. El analisis de polimorfismo consistié en la amplificacion de tres
muestras de cada una de las localidades incluidas en el presente estudio para
cada marcador SSR. En este caso, el analisis de los fragmentos se realizd a
través de electroforesis capilar, utilizando un secuenciador ABlI PRISM 3730xI
(Applied Biosystems) por el servicio de secuenciacion de Macrogen Inc. (Sedl,
Corea). Finalmente se seleccionaron 8 loci microsatélites polimorficos
definitivos para el analisis de limites de distribucidn y flujo genético en las

poblaciones de Telmaiobius chusmisensis (Tabla 4).

Para definir la estructuracion contemporanea de las poblaciones de
Telmatobius chusmisensis se utilizaron los genotipos de los individuos, por
medio de un analisis bayesiano implementado en STRUCTURE V 2.3.4
(Pritchard et al., 2000). Se analizaron de 1 a 13 grupos, realizando 20 diferentes
corridas de 1.000.000 iteraciones de MCMC; se quemaron las primeras 250.000
iteraciones; estos parametros fueron calculados para cada valor de K, bajo el
modelo No aditivo (No Admixture model) (Pritchard et al., 2000). El nimero mas
probable de poblaciones K, fue determinado usando el valor de la verosimilitud
de los datos observados, LnP (D) y la tasa de cambio de segundo orden del
logaritmo de la verosimilitud de los datos en corridas diferentes de K (AK)

descrito en Evanno et al., (2005). Adicionalmente se realizé un analisis en el
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programa de GENECLASS versién 2 (Piry et al. 2004) para detectar los
migrantes de primera generacién entre las subcuencas e identificar los

porcentajes de asignacion a la subcuenca de captura.

Se analizd el grado de estructuracién genética entre pares de poblaciones
calculando los indices FsT (Weir & Cockerham, 1984) en el programa GENETIX
4.05 (Belkhir et al. 2004). Para graficar las diferencias entre las poblaciones se
realizoé un Analisis Factorial de Correspondencia (AFC) en GENETIX 4.05. Para
evaluar el aislamiento por distancia, se analizé la correlacion entre las distancias
genéticas y geograficas entre muestras (distancia genética media para cada
unidad) mediante un Test de Mantel, similar al efectuado con los FsT del analisis

con la regién control del DNAmt.

Para estimar el flujo de genes contemporaneo, se realizdé un analisis bayesiano
utilizando el software de BAYESASS (Wilson y Rannala 2003). El software
BAYESASS implementa inferencia bayesiana, la cual estima tasas de
migracién simétrica o asimétrica sobre las Gltimas dos o tres generaciones entre
las poblaciones. Este andlisis se realizé usando 30.000.000 iteraciones y una
burn-in de 3.000.000 de iteraciones, con un muesireo hecho cada 100
iteraciones. Diez corridas independientes con diferentes seeds fueron
realizadas para examinar la consistencia en los resultados. Los resultados se

expresaron como el valor medio de estas diez corridas independientes.
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5 RESULTADOS

Se usaron un total de 205 individuos de T. chusmisensis para el analisis con
DNAmt, provenientes de 13 localidades (Chiapa, Chijlla, Chusmiza, El Piga,
Malla, Laonzana, Lirima, Noasa, Choja, Collacagua, Salar de Huasco
Huatacondo y Copaquire) todas de la zona precordillerana y cordillerana de la
regién de Tarapaca.

Se obtuvieron 811 pb de la Regioén Control del DNAmt. Un total de 64 sitios
polimorficos fueron encontrados entre 48 haplotipos, con una diversidad
haplotipica de 1=0,918 y el numero promedio de diferencias entre pares de
secuencias []=10,810 (Tabla 3). Se realizaron analisis filogenéticos (MP, ML,
IB) con las secuencias de la region control de Telmatobius chusmisensis,
incluyendo secuencias de Telmatobius marmoratus, Telmatobius pefauri y
Telmatobius vilamensis, para corroborar que los individuos correspondieran
solo a Telmatobius chusmisensis. Se encontraron localidades de simpatria
entre Telmatobius chusmisensis y Telmatobius marmoratus. Las localidades de
Piga y Collacagua presentaron 3 y 14 individuos respectivamente,

correspondientes a la especie Telmatobius marmoratus.
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Tabla 3. Medidas de diversidad genética de Telmatobius chusmisensis a nivel de subcuenca, basadas

en analisis mitocondrial de ta Regién Control.

DNAmt
Subcuenca n Numerode Numerode Diversidad Diversidad Promedio de
sitios Haplotipos Haplotipica Nucleotidica numero de
polimérficos {K) {H) () diferencias
(S) entre pares de
secuencias
(B}
Total 205 64 48 0.918+0.13 0.0138¢9 10.810
A Quebrada 64 31 20 0.863+0.001 0.00404 3.202
Tarapaca
B Quebradade 12 18 6 0.68240,021 0.00388 3.136
Quipisca
c Salar de 21 25 8 0.624+0.014 0.00331 2.629
Huasco
D Quebrada 34 7 6 0.752+0.0012 0.00220 1.770
Aroma
E Loa Medio 74 27 10 0.559+0.003 0.00295 2.330

Se genotipificéd un total de 275 individuos. Los Locus TCh1232 y TCh2261

fueron monomoérficos y TCh0796 resultaron en genotipado poco fiables sin

concordancia entre amplificaciones independientes, por lo que no se incluyeron

en los andlisis posteriores (Tabla 4). La mayoria de poblaciones se desviaron

del Equilibrio Hardy-Weinberg a excepcion de Chiapa, Chijlla, Copaquire y

Huatacondo, pero ya que este patrén no fue observado en la mayoria de los loci

se incluyeron en los andlisis (Tabla 5). El programa Micro-Checker 2.2.3 no

pudo realizar el analisis binomial para algunos loci debido a que mas del 50%




de los alelos en estos loci eran de un solo tipo de tamafio, sin embargo para el

resto de los loci no identificd errores de genotipado, alelos nulos o pérdida de

alelos en nuestros datos. Todos los individuos incluidos en los analisis

amplificaron por lo menos cuatro loci, 208 de 275 individuos (75,7%)

amplificaron todos los loci analizades. En la Tabla 5 se indican los valores de

diversidad genética por localidad, se observa que las localidades de Huasco,

Copaquire y Collacagua presentaron los mayores valores Heterocigosidad

observada (Ho) y las localidades Choja y Noasa los de menor valor.

Tabla 4. Marcadores microsatélites analizados en las muestras recolectadas de Telmatobius chusmisensis con sus

respectivas caracteristicas. Ta = temperatura de annealing. pb = pares de bases nucleotidicas.

Locus Motivo Secuencia Partidor Forward Secuencia Partidor Reverse Fluor6f Ta Tamafo
Repetid (5'-3") (58"-3") oro (°C) alelos
o (pb)
Tch_2664 (TTC) ACATTGATTTATAGGGTAAC TAAAATGTTACACCTGGTT PET 56 118-i21
Tch_2123 (AGAC)s TACACAAACAAATCTAGTCTC GAATCTGCTATTGTAGAGTAT 6-FAM 58 168-192
Tch_2517 (CAT)e AGATCATGATAATGATGAAG TAGTGATGAGGAGAGTGTAG VIC 58 195-201
Tch_1971 (GCA)s TTTTACTCACTTCAACCAG AAAGTAATAAGCAACATCG NED 56  198-213
Tch_1213 (ATT)4 TATAGAAAGCTTAGGTCAGTA AACATCTGTATATGTGAAGTC NED 58 145-172
Tch_9786 (TATG)s AGCATTTCTGTAATTATCTC ACTTTTAATCAGATGTGAAC VIC 58 204-212
Tch_968 (TCT)s AAATCTGAAATTAGACTCCT GTCACAGAGACAAGTATCG 6-FAM 58 215-221
Tch_2243 (TAG)s AAGTGTGAACATAACCTTAC GCTACTGAGGGATTATAGTA PET 58 172-232
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Tabla 5.Localidades y nimero de individuos muestreados,
parametros de variacion genética determinadas del analisis de 8

loci microsatélites.

Localidad N Ho He Fis
Chusmiza 34 0.2904 0.4855 0.4116
Chiapa 29 0.3319 0.3608 0.0975*
lllalla 14 0.3214 0.3785 0.1867
Lirima 21 0.2619 0.4709 0.4632
l.aonzana 16 0.2422 0.3831 0.3953
Noasa 16 0.2188 0.3176 0.3401
Collacagua 33 0.3977 0.4771 0.1812
Huasco 4 0.5313 0.4766 0.0228*
Piga 35 0.2821 0.5715 0.5170
Choja 2 0.0625 0.4531 0.9285
Chijlla 22 0.2330 0.2275 -0.0005*
Copaquire 24 0.4323 0.4117 -0.0288*
Huatacondo 25 0.3113 0.3700 -0.1688*

N: NCmero de individuos. FIS valores mostraron desviacion
significativa del EHW, con 10.000 permutacicnes (p < 0.01); * p<0.01,
no significativo.

5.1 Patrones de estructuracion filogeografica

La red de haplotipos de DNAmt (Figura 2) mostré una alta diversidad genética,
48 haplotipos fueron encontrados con una diversidad haplotipica de 0.918 (Tabla
3), se encontraron haplogrupos con una asociacién no aleatoria correspondiente
mayoritariamente a su origen geografico a nivel de subcuencas. La subcuenca
de Quebrada Tarapaca compuesta por las localidades de Chusmiza, Lirima y
Laonzana, mostrd dos haplotipos dominantes de mayor frecuencia con una forma
predominanie de estrella, es el grupo con mayor nimero de haplotipos (n=20) y
mayor diversidad haplotipica (0.863 + 0.001) (Tabla 3). Este grupo presentd

haplotipos compartidos con la localidad Chijlla correspondiente a la subcuenca
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Loa Medio. La subcuenca Quebrada de Quipisca presento el menor nimero de
haplotipos (n=6) con una diversidad haplotipica de 0.682 + 0,021, representada
por la localidad de Noasa, con un haplotipo dominante y pocos pasos
mutacionales. La subcuenca Salar de Huasco, presento un total de 8 haplotipos
con una diversidad haplotipica menor que la Quebrada Quipisca (0.624 + 0.014),
pero con mayor distribucion geografica representada por las localidades de Salar
de Huasco, Collacagua y Piga. La subcuenca Quebrada Aroma representada por
las localidades de Chiapa e lllalla reporta un bajo nimero de haplotipos (n=6)
pero una alta diversidad haplotipica (0.752 + 0.0012), presentd haplotipos
compartidos con la localidad de Lirima y pocos pasos mutacionales con la
subcuenca de Loa Medio, esta Ultima representada por las localidades mas
australes de |a distribucion de T. chusmisensis, Huatacondo, Copaquire, Chijllay
Choja, presentd dos haplotipos de mayor frecuencia y fue el grupo con la menor
diversidad haplotipica (0.559 + 0.003). Este haplogrupc presentd haplotipos
compartidos con las localidades de Collacagua y Noasa correspondientes a las
subcuencas de Quebrada de Quipisca y Salar de Huasco sugiriendo retencion de
polimorfismos por una posible conexién histérica. En general la red de haplotipos
mosiro conexiones con pocos pasos mutacionales entre localidades

pertenecientes a las misma subcuenca (Figura 2).

El analisis de diferenciacion genética realizado mediante el test de FST pareado
por localidades muestra que todas las comparaciones fueron significativas, a

excepcion de las localidades Piga-Collacagua, Huasco-Collacagua y Copaquire-
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Huatacondo, Copaquire-Chijlla, pertenecientes a la misma subcuenca Salar de

Huasco y Loa medio respectivamente (Tabla 6).

L os coeficientes de NST (0.934+0.02) fueron significativamente mayores que los
valores de GST (0.334+0.06) (p < 0,05), lo que sugiere que existe estructuracion
filogeografica, donde pares de haplotipos de DNA mitocondrial de la misma
poblacion tienen una secuencia mas similar que los pares de haplotipos de
poblaciones diferentes y que dentro de una poblacion es mas probable encontrar

haplotipos genéticamente relacionados que genéticamente distantes.
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5.2 Estructuracién genética y flujo genético entre poblaciones

El analisis de SAMOVA indico cuatro grupos como la mejor agrupacion (75,12%
de la variacion entre grupos), este ordenamiento agrupo individuos pertenecientes
a la misma subcuenca (i) Chiapa, lilalla (i) Laonzana, Chusmiza, Lirima, (iif)
Huatacondo Chijlla y Copaquire; a excepcion del grupo (iv) Noasa, Collacagua,
Piga y Huasco; que agrupo a dos subcuencas latitudinalmente cercanas Quebrada
Quipisca y Salar de Huasco. El segundo mejor grupo fue K = 5 grupos. (74,10% de
varianza entre los grupos), con la misma asociacion pero diferenciando a illalla
como un quinto grupo. La localidad de Choja se eliminé de estos analisis debido
al bajo numero de individuos que presentaba.

Los resultados del analisis GENELAND apoyaron los resultados de esfructuracion
entre las unidades poblacionales preestablecidas por el analisis de SAMOVA; el
programa indicé cuatro poblaciones (K = 4) en toda la distribucion (i) Quebrada
Aroma, (i) Quebrada Tarapaca, (iii) Quebrada Quipisca y Salar de Huasco y (iv)
Loa medio, la probabilidad a posteriori explicada por este ordenamiento fue de un
57.43% (Figura 3).

Resumiendo, los resultados de las estimaciones de diferenciacion genetica entre
pares de localidades, las relaciones genealdgicas mediante el algoritmo de
median-joining, el analisis de GENELAND y SAMOVA, se logran definir cuatro
grupos genéticos ordenados principalmente a nivel de subcuencas a excepcion del
grupo establecido por las subcuencas Quebrada Quipisca y Salar de Huasco que

corresponderian a una misma unidad genética.
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El analisis de diferenciacion genética realizado mediante el test de FST pareado
por grupos genéticos muestra que todas las comparaciones fueron significativas,
es importante destacar que el cluster establecido por las Subcuenca Loa Medio
fue el que presento los valores de FST y NST mas altos respecto al resto de grupos

(Tabla 7).

Tabla 7. Estimaciones de !a diferenciacién genética y Nsy por pares de grupos genéticos
realizado con la Region Control. Todos los valores fueren significativos. Significancia al 5%,
con correccion de FDR.

Grupo Aroma Tarapacd _ Quipisca_Huasco Loa Medio
Aroma - 11.13079 7.65040 7.27552
Tarapaca 0.76442 - 5.44936 16.24440
Quipisca_Huasco 0.64214 0.54117 - 11.75713
Loa Medio 0.69176 0,81357 0.73129 -

Valores de FsT entre pares de grupos genéticos se encuentran debajo de la
diagonal y valores de NST corregidos se encuentran sobre la diagonal.
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El test de Mantel indicO una alta correlacién entre la distancia genética y la
geografica estimada con los microsatélites y con region control del DNAmt (FsT
DNAmt de la regién control, r=0.4653, p< 0,05; FsT microsatelites, /=0.4399, p<
0,05), indicando una tendencia similar en los dos marcadores (r = 0.5234, p< 0,09)
(Tabla 8). En el test de Mantel simple por parejas entre FsT y otra variables a la
vez (Distancia geogréafica, diferencia altitudinal), solo la distancia geografica fue
predictor significativo del FsT por pares de secuencias (0=0.05). La correlacion
entre las distancias genéticas y geograficas usando las diferencias altitudinales
como covariables por medio de un test de mantel parcial, fue significativa (FsT
DNAmt de la region control, 1=0.4594, p< 0,05; FsT microsatelites, r=0.4267, p<
0,05), a diferencia de las relaciones usando la distancia geografica como
covariable que no fueron significativas. Las correlaciones realizadas con Fst/(1-
FsT) proporcionaron una correlacion sistematicamente mas baja, y correlaciones

parciales entre distancia genética y otras distancias (Tabla 8).
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Figura 3. Analisis espacial de Geneland usando un medelo no correlacionado para datos de

DNAmt de todas las muestras de T. chusmisensis. a) Numero de poblaciones (K=4); b) Mapa de

pertenencia de la poblacion; ¢) Mapa de probabilidad postericr de pertenecer a diferentes clusters.

Los circulos negros indican cada localidad. El sombreado mas oscuro y mas claro es proporcional

a las probabilidades posteriores de pertenecer a los grupos, las areas mas claras (amarillas)

muestran las probabilidades de pertenencia mas altas de los grupos.




Tabla 8. Resultados de la Prueba de Mantel entre distancias genéticas y distancias fisicas (distancia geografica

y diferencia de altitud).
Matriz 1 Matriz 2 Covariable R P-valor
Comparacién de marcadores moleculares

FsT Microsatelites FsTDNAMtCR  ——eemme 0.5234 < (,05

FsT/(1-FsT) Microsatelites FsT/(1-FsT) DNAmt CR —————- 0.0854 NS

Test de Mantel Simple

FsT mitocondrial RG Distancia geografica  — 0,4653 < 0,05

Fst mitocondrial RG Diferencia altitudinal ~  -——— — 0,0940 NS
FsT microsatélites Distancia geografica @ -—— - 0.4399 < 0,05

FsT microsatélites Diferencia altifudinal ~  -——-—-- 0.2576 NS
Fs7/(1-FsT) Microsatélites Distancia geografica @ ~  =m—----e- 0.3739 < 0,05

FsT1/(1-FsT) Microsatélites Diferencia aliitudinal = 0.2679 NS
FsT/(1-FsT) Mitocondrial RG Distancia geografica @~  -——we- 0.3511 <0,05

FsT/(1-FsT) Mitocondrial RG Diferencia altitudinal ———— -0.0279 NS

Test de Mantet Parcial

FsT mitocondrial RG Distancia geografica Diferencia altitudinal  0,4594 <0,05

FsT mitocondrial RG Diferencia altitudinal Distancia geografica  0,0442 NS
FsT microsatélites Distancia geografica Diferencia altitudinal ~ 0.4267 < 0,05

FsT microsatélites Diferencia altitudinal Distancia geografica  0.2303 NS
FsT/(1-FsT) Microsatélites Distancia geografica Diferencia altitudinal ~ 0.3629 < 0,05

FsT/(1-FsT) Microsatélites Diferencia altifudinal Distancia geografica  0.2426 NS
FsT/(1-FsT) Mitocondrial RG Distancia geogréfica Diferencia altitudinal ~ 0.3571 < (,05

FsT/(1-FsT) Mitocondrial RG Diferencia altitudinal Distancia geografica  -0.0748 NS

DNAmt CR, DNA mitocondrial de la region control; r, coeficlente de correlacion; NS, no significativo.
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Los valores de migracion histérica entre las poblaciones establecidas mediantes

SAMOVA y GENELAND se muestran en la Tabla 10. La comparacién de los

modelos de migracién reveld que el modelo de Step Stone 7 (Con flujo genético solo

entre las subcuencas mas cercanas) tuvo el mayor apoyo de los datos, con una

diferencia de log de Bayes Factor difference »>10° unidades relativas los otros

modelos de migracion (La diferencia de »10 unidades provee un fuerte soporte de

un modelo sobre otro, Kass & Raferty 1995) (Tabla 9). Segtn los anteriores

resultados, el principal escenario de migracion histdrica para las poblaciones

analizadas muestra una prevalencia de tasas de migracién asimétrica. Las mayores

tasas de migracion corresponden al flujo genético desde la Subcuenca Tarapaca a

la Subcuenca Aroma que son poblaciones latitudinalmente cercanas (Tabla 10).

Tabla 9. Bayes Factor y Log probabilidad marginal para los modelos de flujo genético histérico de Telmalobius chusmisensis

Modelo Beizer Lmli Harmonic Lml LBF {Beizer) Eleccidn (Beizer)  Probabilidad del Modelo
Migracién -2225.,165484 -1930.098013 -121.852244 3 3.46834x10-4
Step stone 1 -2164.239362 -1923.414026 0.00 1 (Best) 1

Division de .2248.827699  -2055.805778  -169.176674 4 1.83549x10°%7
Step stone 1

Division de .2196,795564  -2030.201534 -65.112404 2 7.26141x10°%

Step stone 2
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Tabla 10. Tasa de migracion historica estimada para las poblaciones de Telmatobius chusmisensis.

Desde/Hacia Aroma Tarapacd Quipisca  SHuasco Loa Medio

Aroma - 0.00 - - -
Tarapaca 5.427 - 0.00 - -
Quipisca - 0.00 - 0.00 -
SHuasco - - 0.00 - 0.00
Loa Medio - - - 0.00 -

La diferenciacion genética entre pares de localidades de Telmafobius chusmisensis
usando SSR, mediante un test de FST pareado, mosirdé que la mayoria de
comparaciones entre localidades fueron significativas, solo los pares de localidades
Chiapa-llialla, Chusmiza-Laonzana, Noasa-Laonzana, Huasco-Collacagua,
Huasco-Piga, Huasco-Lirima no presentaron diferencias significativas (Tabla 11).
En la Figura 4 (Andlisis de correspondencia factorial, AFC), se distinguen

claramente 6 grupos de localidades.

El analisis de STRUCTURE, presento altos valores de la verosimilitud de los datos
observados LnP (D), entre K= 6 y K= 11 poblaciones. Se calculd el AK, para
sucesivos valores de K (entre 1y 13 clusters), lo que revela multiples peaks para la
estimacion del K optimo, dos de ellos presentan alios valores de AK, en K=6

(AK=114.274345), y K=10 (AK=56.616820), los otros valores de AK presentaron

valores inferiores a 10 (Figura 5).
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El grafico de clasificacion individual con los ordenamientos de clusters en K=6,
que corresponden a los mayores valores de AK, se presenta en la Figura 5. En
este es posible distinguir el ordenamiento de las localidades en clusters, que
corresponden al nimero de poblaciones (K), se observa la diferenciacion en su
mayoria a nivel de la subcuencas, el primer grupo es conformado por Chiapa-
lfalla, Chusmiza-Laonzana Noasa-Lirima Huasco-Collacagua Copaquire-
Huatacondo Chijlla y Choja; el grupo de localidades Chusmiza y Laonzana

presentan una baja clasificacién de individuos (Figura 6).

En general integrando los resultados de FST, analisis de correspondencia de AFC
y estructuraciéon genética mediante STRUCTURE, se logran definir seis grupos
genéticos compuestos por Chusmiza-l.aonzana, Noasa-Lirima ya que son mas
cercanos geograficamente y adicionalmente presentan cuerpos de agua que
podrian estar conectado las dos subcuencas a las que perienecen (Tarapacd y
Quipisca); Huasco-Collacagua-Piga y Copaquire-Huatacondo que a pesar de que
no presentaron diferencias genéticas significativas los valores de FST fueron muy
bajos (Tabla 11) y se agruparon tanto en el analisis de AFC como en STRUCTURE
(Figura 4 y 6); Chijlla que siempre se diferencié del resto de las localidades de la
distribucion sur de 7. chusmisensis y Choja que no se puedo ubicar bien dentro

de algtin grupo genético debido al bajo tamario muestral de [a localidad.
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segun Evanno et al., 2005, calculados en STRUCTURE harvester. (Earl & von Holdt 2012).
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Figura 6. STRUCTURE, plot basado en 8 loci de Microsatélites en K= 6. Cada individuo es
representado por una linea vertical dividida en segmentos de colores que representan los grupos

o clusters (K), el eje Y muestra el porcentaje de pertenencia a cada clusters.

En la Tabla 12 se muestran las tasas de migracion contemporaneas (ultimas dos
generaciones). La mayoria de estas tasas fueron inferiores a 0,04. Esto indicaria
flujo bajo de individuos entre las subcuencas y que la mayor proporcion de
individuos en cada localidad tendria un origen local (tasas de origen > 0,6). Sin
embargo, la subcuenca de Quipisca presenté tasas de migracion importantes
hacia subcuenca de Tarapaca (0,2779). Las pruebas de asignacion de
GENECLASS para la primera generacion de migrantes (Tabla 13) confirmaron lo
proporcionado por el programa BAYESASS, evidenciando los mayores
porcentajes de asignacion a la subcuenca de captura, a excepcion de las

subcuenca de Quipisca y Tarapaca.
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Tabla 12, Tasas de migracion contemporanea estimada con microsatélites, la primera columna
corresponde a la localidad de origen, siguientes columnas localidad receptora de individuos, en negrita

se muestran los valores superiores a 0,1.

Desde/Hacia Sub Sub Sub Sub Sub
Aroma Tarapaca  Quipisca S.Huasco Loa Medio
Sub Aroma 0.9602 0.0077 0.0076 0.0076 0.0168
Sub Tarapaca 0.0048 0.9313 0.0364 0.0224 0.0051
Sub Quipisca 0.0152 0.2779 0.6961 0.0153 0.0154
Sub 8. Huasco 0.0256 0.0047 0.0396 0.9252 0.0049
Sub Loa Medio 0.0073 0.0091 0.0086 0.0044 0.9707

Tabla 13. Resultados de las pruebas de asignacion de la primera generacién de migrantes como
el porcentaje de individuos de la subcuenca muestreada asignados a cada subcuenca, en negrita
se muestran los valores superiores a 15%.

Sub Sub Sub Sub Sub

Muestreado en / Aroma Tarapaca  Quipisca S.Huasco Loa Medio

Asignado a

Sub Aroma 97.68 0.00 0.00 0.00 6.15
Sub Tarapaca 0.00 74.03 6.25 2.77 0.00
Sub Quipisca 0.00 15.5 87.5 0.00 0.00
Sub 8. Huasco 0.00 5.60 6.25 97.2 1.83
Sub Loa Medio 232 4.22 0.00 0.00 92.30
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5.3 Analisis de historia demografica

Los analisis de cambios demograficos en las poblaciones de T. chusmisensis se
realizaron usando las secuencias de la Region Control. De acuerdo a los valores
de Fu’'s F y Tajima’s D solo el grupo de la subcuenca de Tarapaca de Ia
distribucion norte de la especie mostraron sefiales de expansion demografica
reciente, como lo sugieren los valores negativos significativos de Fu's F y no
significativos de Raggedness (Fs Fu= -4,89005, Raggedness= 0.01469) (Tabla
14). Segun lo sugerido por los graficos de mistmatch, la mayoria de poblaciones
mostraron una tendencia hacia una distribucién unimodal, correspondida con una
desviacion no significativa desde la curva esperada bajo el modelo de expansion
demografica. Los graficos de mismatch mostraron valores bajos de distancias por
pares de secuencias en todos los grupos (Figura 8). Solo la Subcuenca de
Tarapaca presenté una forma de acuerdo con Ia significancia del indice de Fu's y
Raggedness (hipdtesis nula de expansion demografica repentina no fue
rechazada) (Tabla 3), reflejando sefiales expansion demografica reciente. Para el
resto de grupos nos podemos hablar de expansion poblacional pero tampoco de
equilibrio demografico ya que los patrones de distribucién no correspondieron a
desigualdades multimodales. La reconstruccion de los tamarios efectivos de la
Subcuenca de Tarapaca con el Bayesian skyline plot indicd compatibilidad con una
posible expansidn poblacional posterior a los 13 000 afios BP, alcanzando el
tamario de la poblacion estable sélo 3000 afios BP (Figura, 7). El resto de grupos

nos presentaron cambios significativos en el tamario efectivo de la poblacion.
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Tabla 14. Test de neutralidad selectiva, poblacion en equilibrio mutacién-deriva de Telmatobius

chtismisensis, a nivel de subcuencas basadas en analisis mitocondrial de la Region Control.

*Significancia al 5%, (p<0,05).

DNAmt
Cluster n Tajimas Fu'sFs Indice de
D Ra@edness
Total 206 -0.14666 -5.00970 0.01950
A Quebrada 64 -1.4641 -4.89005* 0.01469
Tarapaca
B Quebrada de 12 -1.2160 -0.82364 0.09808
Quipisca_Salar
de Huasco
C Quebrada 34 -0.56595 0.33950 0.06640
Aroma
D Loa Medio 74 -1.59566  0.14572 0.26330
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Figura 7. Reconstruccién de la historia demografica utilizando el fragmento de la Regién Control
del DNAmt de Telmatobius chusmisensis, usando Bayesian Skyline plot. Eje x: intervalo de tiempo
reconstruido en el periodo 0-13 mil aflos BP. Eje v: reconstruccion del tamafo efectivo de la
poblacién en escala logaritmica. La linea negra es la estimacion media del tamafo de la poblacién
con el tiempo. La region en azul representa las regiones de densidad postericr mas altas del 95%.
a) Subcuenca Tarapaca, b) Subcuenca Quipisca_SalarHuasco, c) Subcuenca Aroma d)
Subcuenca Loa Medio. La Subcuenca de Tarapaca marca el inicio de la expansion poblacional,
aproximadamente 10000-12500 afios BP.
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Figura 8. Distribucién de mismatch de las secuencias de Telmatobius chusmisensis en los

diferentes grupos genéticos establecidos por SAMOVA v GENELAND. a) Subcuenca Tarapaca, b)

Subcuenca Quipisca_SalarHuasco, ¢) Subcuenca Aroma d) Subcuenca Loa Medio.




6 DISCUSION
Los analisis de estructuracion genética con el marcador mitocondrial (Dloop)
coinciden en la determinacion de cuatro grupos genéticos para Telmafobius
chusmisensis, identificando un patron de asociacién correspondiente en su
mayoria a su origen geografico a nivel de subcuencas 1) Quebrada Aroma 2)
Quebrada de Tarapaca 3) Quebrada Quipisca-Salar de Huasco 4) Loa Medio. Esta
estructuracion podria deberse a la alta diferenciacién de ecotonos de las
subcuencas, capacidades de dispersion restringidas (Rowe et al., 2000; Beebee,
2005) alta filopatria, conservadurismo de nicho dominante en anfibios (Wiens et
al., 2005; Guarnizo et al 2009) y predominancia de sistemas endorreicos en estas
zonas, topografia e hidrologia de la zona (Vila, 1975; Collado et al., 2013; Cruz-

Jofré et al., 2015).

Una incipiente divergencia entre poblaciones del sur de [a distribucion
correspondientes a la subcuenca Loa medio, respecto al resto de subcuencas
podria reflejar un nuevo linaje independiente, dados los patrones de diferenciacién
genética (Tabla 7) y flujo genético restringido coincidentes con la discontinuidad
geografica (Figura 6). Adicionalmente, el marcador mitocondrial indicé haplotipos
compartidos entre la Subcuenca de Tarapaca y la localidad de Chijlla, Subcuenca
Aroma con la localidad de Lirima, y Subcuenca Loa medio con las localidades de
Noasa y Collacagua. Esto podria ser explicado por dos escenarios: 1) flujo génico
entre las poblaciones y 2) por posibles procesos de retencién de polimorfismos

(Funk & Omland, 2003). Si bien, es complejo conocer con exactitud a cual de las

477




dos causas se debe este patron, considerando que los haplotipos compartidos son
tan escasos y de zonas geograficas lejanas, la explicacion mas parsimoniosa para

este patrén es que se trate de retencién de polimorfismo ancestrales.

Un probable escenario climatoldgico, hidrolégico y biogeografico de los posibles
eventos de dispersion y colonizacién de las poblaciones de Telmatobius
chusmisensis, se relacionan con la deteccién de descargas perennes de agua
desde la Quebrada Mani cercana a Huasco en la zona cordillerana hacia la Pampa
de Tamarugal {Nester et al., 2007; Latorre et al., 2012), procesos que pudieron
haberse replicado a lo largo de la cordillera y ocurrido mas de una vez en el tiempo,
como consecuencia de incrementos de precipitacion durante el Pleistoceno a
mayor altitud y fluctuaciones en la isoterma 0°C (Morales et al., 2011; Placzek et
al., 2013). Esto habria generado descargas de agua desde zonas altas a zonas
precordilleranas, que fomentarian diversos procesos de dispersion y efecto
fundador, promoviendo la diferenciacion entre las poblaciones precordilleranas y
cordilleranas de la distribucion de T. chusmisensis. La informacién obtenida del
presente estudio en poblaciones de T. chusmisensis, permite inferir en términos
generales que las poblaciones precordilleranas como la subcuenca de Quebrada
de Tarapaca, probablemente pudieron acumular grandes diferencias genéticas
(Tabla 3), causadas por el flujo asimétrico entre poblaciones de mayor altitud a

menor altitud.
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Los resultados de flujo genético historico nos sugieren una conexién asimétrica
entre las subcuenca de Aroma y Tarapaca (Tabla 9), actuando la Subcuenca de
Tarapaca como una poblacion fuente y Subcuenca Aroma como poblacion
sumidero. Probablemente esta conexion habria ocurrido, durante los periodos
postglaciales, debido a un aumento en la precipitacién del area producto del
“Central Andean (or Atacama) Pluvial Event” que se habria instaurado entre los
18000-11000 B.P (Gayo et al., 2012) elevado el nivel y cobertura de agua de los
lagos (eg. Lago Tauca) (Geyh et al., 1999), y la inundacién o saturacion de amplias
zonas que genero6 masas de agua y zonas hiimedas extendidas (Ochsenius, 1986;

Maldonado y Rozas, 2008).

Las fluctuaciones ambientales entre periodos secos y hiimedos en el altiplano
(Ochsenius, 1986; Victoriano et al., 2015) habrian jugado un rol importante en la
conectividad y/o estructuracion reportada en 7. chusmisensis. Caracterizado
principalmente por un ciclo himedo que se habria instaurado de 14 000 a la 11
000 afios BP, mientras que durante el Holoceno alrededor de los 7000 afios BP
las condiciones climaticas habrian sido extremadamente aridas, lo que derivo a
cambios constantes y diversas condiciones climaticas inestables de temperatura y
humedad (Villagran, 1993; Latorre etal., 2002; Maldonado et al., 2005; Maldonado
y Rozas, 2008; Placzek et al., 2011; Gayo et al., 2012). Esto habria causado la
inestabilidad de las poblaciones de 7. chumisensis (Duellman 1982),
especialmente durante los periodos secos, propiciando la fragmentacion, baja

conectividad y disminucion poblacional traducida a eventos potenciales de cuello
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de botella. Tal seria el caso dela Subcuenca de Tarapacd. Segun la reconstruccion
del Bayesian skyline plot se indica compatibilidad con una posible expansion
poblacional posterior a los 13 000 afios BP, alcanzando el tamafio de la pobiacion
estable s6lo 3000 afios BP (Figura, 7), lo que se relaciona con estos escenarios
paleoclimaticos e hidroldgicos de ciclos himedos como el CAPE (Gayo et al,
2012) en la zona precordillerana y secos como lo descrito por Latorre et al. (2002)

y Placzek et al. (2013).

Los analisis genéticos utilizando los 8 loci de microsatélites, permiten identificar
seis grupos de localidades claramente diferenciables, con los indices de Fsr, el
analisis factorial de correspondencia (AFC) y el resultado de estructuracion
genética estimado en STRUCTURE (Figura 4 y 6). Estos grupos se encuentran,
organizados de forma distinta a lo reportado por el marcador mitocondrial. Las
principales diferencias que se muestran en estas localidades con los marcadores
nucleares también se encuentran correlacionadas con el aislamiento geogréfico.
Esto se corrobora con las pruebas de Mantel que reportan una correlacion
significativa entre la distancia geografica y la diferenciacién genética entre
localidades. Se logran identificar como primera unidad genética a Chiapa-lllalla de
la misma subcuenca, Chusmiza-Laonzana, Noasa-Lirima, Huasco-Collacagua-
Piga, Copaquire-Hutacondo, Chijlla y Choja. Las localidades en general se
encuentran correlacionados a nivel de subcuencas y estas conexiones entre
localidades pertenecientes a la misma subcuenca, presumiblemente ocurren de

forma asimétrica desde zonas mas alta a zonas maés bajas, pudiendo ser
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explicadas por la existencia de conexiocnes contemporaneas temporales entre
estos sistemas endorreicos. Segun los resuitados de flujo genético contemporaneo
las poblaciones de los extremos de la distribucion como la Subcuenca Aromay la
Subcuenca de Loa Medio no presentaron flujo genético con el resto de
subcuencas, mientras que las poblaciones del centro de la distribucion de la
especie presentarian flujo genético especificamente entre las subcuencas de
Quipisca y de Tarapaca (Tabla 12 y 13) probablemente entre las localidades de
Noasa y Lirima (Figura 6) que son las mas prdximas latitudinalmente y podrian
estar conectadas por diversos cuerpos de agua. En general, el escenario de flujo
genético contemporaneo dentro de las subcuencas y entre subcuencas podria
explicarse por recurrentes periodos himedos inestables en el altiplano mediados
por eventos intensos de lluvia como “Invierno Altiptanico” 6 monzén Sudamericano
durante el verano austral (diciembre a marzo) (Zhou & Lau, 1988) y Oscilacion del
Sur-El Nifio (ENOS) (Maldonado & Rozas 2008) que incrementan los niveles de
agua, generando corredores que permiten la dispersion entre diferentes sectores
y flujo genético entre algunas poblaciones que estan aisladas, similar a lo descrito
para el complejo T. marmoratus (Victoriano ef al., 2015).

L os grupos genéticos mas probables entregados por los modelos de estructuracion
poblacional con los marcadores nucleares (STRUCTURE) concuerdan con los seis
grupos genéticos encontrados en el analisis factorial de correspondencia (Figura
4 y 6). La clasificacién de algunos individuos del programa STRUCTURE de
localidades de la distribucion del norte en las poblaciones del sur podrian ser

explicador por procesos de homoplasia donde a pesar de que dos alelos tengan el
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mismo tamafio (pb) esto no es debido a que sean idénticos, sino que se adquirieron
de forma independiente por azar (Primmer & Ellergren, 1998).

Los marcadores nucleares muestran una variacion que sugiere que la subcuenca
Loa Medio de! sur de la distribucidn ha sido aislada recientemente. La asignacion
bayesiana mediante STRUCTURE y el FST pairwise con microsatélites muestra
flujo genético restringido y diferencias significativas entre la Subcuenca Loa Medio
(Choja, Chijlla, Huatacondo y Copaquire) con las poblaciones del norte la
distribucién (Subcuencas Quebrada Aroma, Quebrada de Tarapaca, Quebrada
Quipisca, Salar de Huasco) (Tabla 11, Figura 6). Estos datos podrian sugerir a
esta subcuenca como una posible Unidad Evolutiva significativa (ESU) sensu
stricto Waples (1995), que ha comenzado a generar diferencias geneticas,
producto de su posicion geogréfica lo que impide que se conecte a las subcuencas
del norte de la distribucion de la especie, tomando gran importancia en términos

de conservacion.

Por otra parte, existen diversos factores que pueden amenazar la viabilidad de una
poblacién y con frecuencia pasan desapercibidos, este es el caso de la localidad
de Chijlla, que sufrio alteracion de su diversidad genética debido a procesos de
translocacién. Las translocaciones se estan proponiendo cada vez mas como una
forma de conservar la biodiversidad, particularmente en el manejo de especies
amenazadas y claves, con los objetivos de mantener la biodiversidad y la funcién
de los ecosistemas dado el aumento de fragmentacion del habitat y el cambio

climatico (Weeks et al., 2011). Sin embargo, sin el conocimiento previo de la
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estructura genética de la especie, esta intervencién tiene consecuencias
importantes tales como perdida de diversidad, depresion por exogamia e
hibridacion de distintos linajes evolutivos divergentes (Huff, 2011; Rymer et al.,
1996). Asi, el conocimiento detallado de la poblacién y de la estructura genética
de una especie es esencial antes de la iniciacién de programas dirigidos como el
rescate genético (Keely et al., 2015). Estos generan perdida de diversidad
significativa como fue el caso esta localidad (Tabla 4, Figura 6) que podrian llevar
a cuellos de botella poblacionales por efectos de la deriva genética (Mock et al.,
2004; Wright et al., 2014).

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos postular que los eventos
alopatricos corresponderian al principal mecanismo de divergencia para explicar
la actual distribucion de Telmatobius chusmisensis. Los eventos alopatricos ya han
sido postulados para la zona altiplanica en diversos organismos, como el caso de
caracoles del genero Biophalaria y Heleobia, (Cei, 1986; Guarnizo et al., 2009;
Morales et al., 2011; Vila et al., 2013; Saez et al., 2014), y peces de la especie
Orestias ascotanensis donde reportan cuatro grupos genéticos que corresponden
a las vertientes V1, V2-V7, V8-V10 y V11, con una unidad evolutiva significativa
(ESU) que presenta altas diferencias genéticas (Cruz-Jofre, 2015), datos que al
igual que los reportados para T. chusmisensis estarian siendo explicados por el

aislamiento geografico.
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7 CONCLUSIONES

Telmatobius chusmisensis presenta cuatro grupos genéticos con el marcador
mitocondrial y seis grupos genéticos con los marcadores nucleares, esos
patrones se explican por el aislamiento geogréafico entre las subcuencas, la
restriccién al sitio de origen dada [a alta filopatria y baja vagilidad de estos
organismos.

Los datos de DNA mitocondrial revelaron un patrén filogeografico claro con
separacién moderada entre las poblaciones del norte y del sur. Se identifico una
expansion demografica reciente para uno de los grupos mas meridionales
(Subcuenca Quebrada de Tarapaca), presumiblemente debido las fluctuaciones
ambientales entre periodos secos y hiimedos en el altiplano, luego del dltimo
perfodo glacial 20000-7000 arios BP.

La homogenizacion dentro de subcuencas estaria mediada por eventos de
dispersion actuales generados por el Monzdn sudamericano y ENSO, que
permite el flujo asimétrico desde zonas de mayor altitud a zonas de menor altitud.
Y los eventos de dispersion histéricos estaria atribuidos al CAPE por aumentos
en la precipitacion que fomentarfan el flujo genético entre subcuencas.

Un grupo independiente y nuevo (Subcuenca lLoa Medio) se reporta para
Telmatobius chusmisensis, que estaria en proceso de diferenciacién por Jo cual

toma gran importancia en términos de conservacion.
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