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Naci el 31 de marzo de 1988. Ingresé¢ a al proceso educativo en la escuela Esperanza
Joven, donde comencé a presentar cualidades cientificas debido a la labor de mis
profesores quienes me guiaron al descubrimiento de la naturaleza. Continué mi
ensefianza media en el colegio Excelsior, lugar que me entrego multiples herramientas,
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hermanos siempre han inculcado en nuestra familia el conocimiento como herramienta
para la transformacion individual y social. Diversos factores me llevaron a tomar la
decision de dedicarme a la ciencia, y especificamente a las ciencias naturales. Mi madre
y sus ensefianzas sobre el bienestar del planeta. Mi hermana con sus discursos
filosoficos complejos que generalmente no entendia, pero que al parecer siempre fui
capaz de comprender. Mi hermano y sus debates que generalmente terminaban en
discusiones, pero que nos dieron herramientas para una relacion envidiable. Mis
profesores del colegio, que con paciencia y determinacion me mostraron una realidad
poco explorada por el curriculum educacional del pais en esa época. Ingresé entonces a
la Universidad de Chile para estudiar Biologia Ambiental, donde mostré interés por los
anfibios, viajando de vez en cuando para observar su belleza y a veces fotografiarlos.
Ingresé al segundo afio de la carrera al Laboratorio de Genética y Evolucion, donde mi
tutor Marco Méndez me guié para descubrir los multiples secretos que esconden los
sapitos del mundo. Realice mi practica en una organizacion llamada Wildlife
Conservation Society, donde descubri la necesidad de acceder a herramientas diferentes
para conservar la biodiversidad. Al egresar de la Universidad comencé a realizar mi tesis
mientras trabajaba como voluntario en Chiloé (CECPAN) lugar que me mostré la dificil
tarea de conservar desde el plano social. Actualmente realizo un Magister en
Conservacion Biologica en la Universidad Catolica de Chile. Quiero dedicar mi vida a la
Conservacion de la Biodiversidad y darle la oportunidad a las ramificaciones del arbol
de mi vida (los nifios que vienen en mi familia) para que se deleiten y se sensibilicen en
presencia de la belleza de los seres vivos que habitan nuestro planeta.




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS - UNIVERSIDAD DE CHILE

INDICE DE CONTENIDOS
INDICE DE FIGURAS .ooveveveveeesesveessvsseeeseseseseessessesaseseseasssesessesesssessesessessnessaseesnsesenns ii
INDICE DE TABLAS cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeves e esasvs s ssesssssesss e s sssos s sessssssssssasssssssasesosssss iti
LISTA DE ABREVIATURAS . eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeaernessasameasasseneesnenseneesssnaesaensanenesennenns y
RESUDMEN ...o.oeeeeeeeeeereeveeissessestess st s sssaesasesassessssssssesessteasasassssasassesenssansssesnesssasensasnsses Vi
ABSTRACT ettt et ee i sttt s se s sessstesessrsessesstaessasessaeesaetssansnseessssneetsseesmnesen smean vii
INTRODUCCION. c..oseoeeeeeeeeeeeeersesees e sveseesenerasessssaesesesseasiassesssesassaseassssessssssssessssasnessen 1
A B EIIEES ..o ev e i i e e eieres e i eeeesses e sseseseesasneesaesaesaeesaesessesesssesasaessrasessessssasasessrssssssessssesssns 4
HIPOESIS .evverieerreieeteiteesirteseerreesrerse e e s see e s raesee e se sreeasesaes s eenerabassseebe st annsassassansranass 5
P IO CIONES 1ottt ee e ee e e e e s s eneeeeseameeseeaseaeesamaaeeanesanreenannseesansrnnee snnes 5
ODBJEtiVO GENETAL....ciiecirerreecerirecrsieer e rs e eee st e e eee s es e b essessere e s e sbense s eserens 5
Objetivos eSPECIICOS ..oovrrirreeeescirees ettt ee et e e et en s ceersvenne 5
METODOLOGIA oo creeereeveeeeseesersosesessrasenessesssssssssessessassessssssssssossasassssssssssoes 7
RESULTADOS ... eeveseereereeeeeeseneeeesssseenaeas et e e ——eereateeaea e aaerrrarens 10
S ODIEVIVEIICIA ..cvveee e eetteee et es et e beeesasesesssesnesessseaeasneasassasasssasesssesssssesssnsrasssseassees 10
Rasgos de Historia de Vida........ocoeecreieeceececicstr s vt vt eeeeeesneesanesse e sssnens 10
Rasg0os MOTfOIOZICOS .....cuitemiciriiiirnsieiiicrie et et ssas s e sa e rese e s ese s s essssanesnennes 11
DISCUSION ....oovoueveeeeereereeeeseesereseesseeseessessesssconeteseseeasseseessessesssasssasssssseses s e ssesoes 13
FIGURAS .ottt et eeee e s e e e e eeeear e e e tensensreesesssneasseasnssssasnboesesassnnsesess 16
TABLAS ...ttt tee et ee e eeeeesasssanneesaaseeasaseasaaesasnesasesasasssasasssasntssssseerasesenns 23
BIBLIOGRAFTA ..o er s saesensasvessasmssessa s esanssseses st s ees e se e saonn. 30




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS —- UNIVERSIDAD DE CHILE

INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Mapa de las localidades donde fueron colectadas las puestas de huevos de R.

spinulosa. A: Region de Antofagasta. B: Region Metropolitana. Chile.................... 18

Figura 2: Atributos morfologicos medidos en postmetamoérficos. 1.- Tamarfio corporal
(SVL). 2.- Largo de ojo. 3.- Largo del brazo. 4.- Largo del fémur. 5.- Largo de
tibiofibula. 6.- Largo de tarso-metatarso-falanges. 7.- Ancho de la Mandibula. 8.-
Distancia entre narinas. 9.- Distancia entre ojos. 10.- Ancho de la cabeza. 11.- Largo de

[ LA Z. et et et ieititirssaiaesssssonnansnssensennssssresnnsnnsssesensnnnsssssessnsssesasnsnnssnns 19

Figura 3: Porcentaje de sobrevivencia en funcién de la Localidad de origen de las

puestas y la temperatura de desarrollo larval..........cooviiiiii i 20

Figura 4: Tamaiio corporal en funcion de la localidad de origen de las puestas y la

temperatura de desarrollo larval.........coooiiiiiiiiii e 20

Figura 5: Tiempo a la metamorfosis en funcion de la localidad de origen de las puestas

y la temperatura de desarrollo larval.............ccoooviiiiniinne, e reerereaeane e 21

Figura 6: Tasa de crecimiento en funcidén de la Localidad de origen de las puestas y la

temperatura de desarrollo larval.........cooviiiiiiiiiiiiiii eeeererareatean. 21
Figura 7: Resultado del anilisis de componentes principales (PCA) a 20°C.............. 22

Figura 8: Resultado del andlisis de componentes principales (PCA) a 25°C............. 22

ii




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Coordenada y altura de las localidades donde fueron colectados las puestas de

HUevos de R, SPIUIOSA v vevvsenee it 23

Tabla 2: Niamero de observaciones de cada localidad al inicio y al término del

experimento 4 ambas (EMPETAtUTAS. ......vuiirueeieeienierrer i iitrra i et trarersrsaeanans 23

Tabla 3: Resultado Modelo Lineal Generalizado con error binomial para la

SO D VIV CIa oottt eiiiieeesenenassasaceesssssnerssnsnsssssssssnnnsssasnssssssssnssnsnssasseacanss 24

Tabla 4: ANOVA de dos vias para el tamaiio a la metamorfosis. Se utilizé a la localidad

de origen y a la temperatura como factor.........coeevviiiiiii 24
Tabla 5: Test a Posteriori de Tukeypara €l SVL ...coooviiiiiiiiiiiiiniiinniii 25

Tabla 6: ANOVA de dos vias para el tiempo a la metamorfosis. Se utiliz6 a la localidad

de origen y a la temperatura como factor.......cccviiiniiiiiii i 25
Tabla 7: Test a Posteriori de Tukey para el Tiempo a la Metamorfosis.................... 26

Tabla 8: ANOVA de dos vias para la tasa de crecimiento. Se utilizé a la localidad de

origen y a la temperatura como factor............ccoevviiiiiiiinn erieesieereteretiaa 26
Tabla 9: Test a Posteriori de Tukey para la Tasa de Crecimiento............cccociininai 27

Tabla 10: Resultado de analisis multivariado, MANCOVA, para rasgos morfolégicos.

Se utilizé al SVL COMIO COVAITADIE. ..ottt iiiiies i irereiiin it stisitssscncben e aannannnnn 27

iit




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

Tabla 11: Resultado del andlisis univariado ANCOVA para cada rasgo morfolofico. Se

ULiliZO €l SV COMO COVATIADIC. 11t ittrurerenssrarenieeeianereresinseatasseeeesonssersannsssnnns 28

Tabla 12: Matriz de Clasificacién obtenida a partir del Andlisis Discriminante (DA) a

20°C usando al origen geografico como factor de agrupamiento. ......ccoeevcenennnnnnn 29

Tabla 13: Matriz de Clasificacion obtenida a partir del Andlisis Discriminante (DA) a

25°C usando al origen geografico como factor de agrupamiento. Los resultados en

negrita indican los individuos correctamente clasificados........cvvvvenieiiiiininiannnnn. 29




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

LISTA DE ABREVIATURAS

ANCOVA: Anilisis Univariado de Covarianza

ANOVA: Analisis de Varianza

°C: grados Celsius

DA Analisis Discriminante

g.l.: Grados de Libertad

MANCOVA: Anilisis Multivariado de Covariaza

MLG: Modelo Lineal Generalizado

Mm: Milimetro

MS222: Metanosulfonato de Tricaina

m.s.n.m: Metros Sobre el Nivel del Mar.

Q: Qeste

PCA: Anélisis de Componentes Principales

RHV: Rasgos de Historia de Vida

S: Sur

SVL: Tamafio Corporal




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

RESUMEN

La variacién fenotipica que presentan los anfibios los hace un modelo apropiado para
comprender los factores que promueven diferencias morfologicas y de los rasgos de
historia de vida entre poblaciones de una misma especie. Rhinella spinulosa es un anuro
que presenta una distribucion amplia y fragmentada. En Chile se distribuye desde la
region de Arica y Parinacota hasta el norte de la Patagonia, habitando una variedad de
ambientes diferentes a lo largo de su distribucién. En este estudio se pretende dilucidar
la variacién morfologica y en rasgos de historia de vida en post-metamérficos de esta
especie en funcién de la latitud y de la temperatura de desarrollo larval. Para ello se
recolectaron puestas de huevos desde cuatro localidades, las larvas fueron crecidas a dos
temperaturas distintas desde el inicio de la fase larval (Gosner 25) hasta la metamorfosis.
Una vez completada la metamorfosis, a cada individuo se le midié doce atributos
morfométricos. Ademads, con el fin de determinar variacion;as en rasgos de historia de
vida entre poblacionales y entre temperaturas de desarrollo, se midi6 el tamafio corporal
(distancia entre la narina y la cloaca), tiempo a la metamorfosis, tasa de crecimiento y
sobrevida a ]la metamorfosis. Se encontré un efecto de la interaccion de la temperatura y
la localidad para todos los rasgos de historia de vida y para los rasgos morfologicos de la
cabeza. El PCA y DA muestran, con un alto porcentaje de identidad, que Farellones
constituye un grupo diferenciado del resto de las localidades, lo que indica variacidn
morfologica geografica. Se discute adaptacién local de las poblaciones a la condicién

térmica.

vi
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ABSTRACT

The phenotypical variation that amphibians show make them a suitable model to
understand factors promoting history life features and morphological differences
between colonies of the same species. Rhinella spinulosa is an Anura showing a wide
and fragmented distribution. In Chile its distribution goes from Arica and Parinacota
region to the North of Patagonia, living in a variety of environments through all its
distribution. This study intends to clarify history life features and morphological
variations in post metamorphic individuals of this species according to the latitude and
temperature of the larval growth. For this, egg-laying was collected from four localities.
Larvae were grown to two different temperatures from the beginning of the larval phase
(Gosner 25) to the metamorphosis. Once the metamorphosis is completed, each
individual was measured with twelve morphometric attributes. With the aim of,
furthermore, determine variations on history life features between colonies and between
development temperatures, Physical size (distance between the nostril and cloaca), time
to metamorphosis, growth and survival rate to metamorphosis were measured. An
interaction effect was found between temperature and locality in all features of history
life and in all head morphological features. Principal component analysis (PCA) and
discriminant analysis (DA) show that, with a high identity percentage, Farellones forms
a different group from the other localities, which shows geographical morphologic

variation. Local adaptation of the colonies to thermal condition is discussed.

vii
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INTRODUCCION

La diversidad fenotipica ha side uno de los atributos universales observados en
poblaciones naturales (Hartl & Clark, 1997). Existen trabajos que sugieren que los
patrones de variacién morfolégica asociados al origen geografico pueden ser explicados
por seleccién natural a condiciones ecolégicas actuales o por la influencia del flujo
genético (Mayr, 1968; Endler, 1982; Castellano & Giacoma, 1998). Pese a que las
poblaciones naturales de casi todas Jas especies generalmente se presentan subdivididas,
a escalas geograficas méds amplias estas pueden mostrar un mayor grado de
diferenciacion genética debido a factores asociados principalmente a la presencia de
barreras geograficas, disponibilidad de recursos y/o al aislamiento por distancia, entre

otros (Soto, 2003).

Los anfibios exhiben una baja vagilidad, debido principalmente a la necesidad de agua
para su reproduccion, y un alto grado de filopatria (Blaustein ef al., 1994; Seppd &
Laurila, 1999; Shaffer er al., 2000; Lampert ef al., 2003). Esto permite la acumulacién
de diferencias genéticas y morfologicas entre poblaciones (Camp er al., 2000; Méndez et
al., 2004), asi como en rasgos de historia de vida (Berven & Gill, 1983). De esta forma,
es frecuente que poblaciones separadas geograficamente presenten diferencias en sus
estructuras morfologicas, particularmente en el tamafio corporal, generadas por una

acumulaciéon de diferencias genéticas y morfolégicas debido a este aislamiento

geogréfico (Castellano et al. 2000, Laugen et al. 2002, Schiuble 2004). Es por esto, que
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las especies de anfibios ampliamente distribuidas constituyen excelentes modelos para

estudiar los mecanismos por los cuales se promueve la adaptacién local.

En ectotermos, la temperatura ha sido descrita como un factor determinante asociado
con la adaptacién local (Blouin & Brown, 2000; Espinoza & Quinteros, 2008; Laugen
et al., 2003; Méndez & Correa-Solis, 2009). Existen estudios que muestran que las
larvas crecidas a bajas temperaturas retardan su diferenciacién, resultando en periodos
prolongados de desarrollo larval comparado con congéneres desarrollados a altas
temperaturas (Smith-Gill & Berven, 1979). Olsson & Uller (2003) sugieren adaptacién
local a la condicién térmica en poblaciones de Rama temporaria. Estos autores
encontraron que a bajas temperaturas de desarrollo las larvas del norte de Suecia (en
pozas calidas) muestran mayor mortalidad que las del sur (en pozas. fiias). A su vez, el
ambiente puede inducir cambios morfolégicos mediante variaciones en las tasas de
crecimiento y diferenciacién (Blouin & Brown, 2000). Esto debido a que los cambios en
la tasa de crecimiento pueden no afectar todas las partes del cuerpo de manera
proporcional (Sprent, 1972) produciendo alometrias (Gould, 1977). Por ejemplo, Blouin
& Brown (2000) encontraron que la temperatura tiene un efecto sobre el largo de la pata

independiente del tamafio corporal en Rana cascadae.

El anfibio Rhinella spinulosa (Wiegmann, 1834) (Anura: Bufonidae) posee un amplio
rango de distribucién geografica, extendiéndose desde el altiplano Peruano-Boliviano
hasta la ladera Este y Oeste de la cordillera de los Andes en Chile y Argentina (Cei,
1962). En Chile, esta especie se distribuye desde la regién de Arica y Parinacota hasta

los valles del norte de Ia Patagonia (Veloso et al., 1982; Espinoza & Quinteros, 2008).




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

Altitudinalmente, puede encontrarse entre los 2000 y 4600 m.s.n.m (Correa et al., 2010)
y solo en el extremo norte de Chile, alrededor de los 18°25°S (valle de LLuta), se han

descrito poblaciones a 1000 m.s.n.m (Veloso et al., 1982).

Diversos estudios realizados en adultos de R. spinulosa han documentado variacién
morfolégica en funcidén de su procedencia geografica (Cei, 1960; Veloso ef al., 1982;
Meéndez ef al., 2004). Veloso et al. (1982) encontraron diferencias en el tamafio corporal
y en indices biométricos de adultos entre poblaciones en funcion de un gradiente
altitudinal en la zona de Arica. Por otra parte, al comparar individuos provenientes de las
distintas localidades del norte y centro de Chile se evidencia una alta variacién
morfoldgica y divergencia genética; los individuos del norte de Chile poseen un tamafio
corporal menor que los provenientes de Chile central, sumado a Ia existencia de tres
clados diferenciados mediante marcadores RAPD, asociados a los organismos de la
primera region, de la segunda y Chile central (Méndez et al., 2004). Un caso interesante
lo constituye la localidad de El Tatio, Regién de Antofagasta, el cual posee pozas con
régimen térmico constante y cercano a 25°C lo que difiere con el resto de las localidades
que posee regimenes térmicos del agua variable, cuya temperatura media oscila en los
20°C . Se ha documentado que los individuos de la localidad de El Tatio poseen un
tamaifio corporal menor comparado con congéneres de otras poblaciones (Méndez et al.,
2004). Un experimento de jardin comin mostrd que los post-metamérficos de El Tatio
poseen un tamafio corporal mayor que los de poblaciones de Chile central y que las
larvas que realizan su desarrollo a mayor temperatura aceleran la metamorfosis, ademas

este estudio muestra alta mortalidad de larvas mantenidas a 20°C de EI Tatio, por lo que
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los autores plantean la hipdtesis de adaptacién local a la temperatura del agua en la

localidad de El Tatio (Mendez & Correa-Solis, 2009).

Una forma de comprender la influencia de la temperatura en la adaptacion local de esta
especie a la condicién termal del ambiente larval, es estudiar la variacion existente en
rasgos morfoldgicos y de historia de vida entre post-metam(’).rﬁcos de poblaciones de R.
spinulosa geograficamente cercanas y alejadas a El Tatio. Una aproximacién adecuada
para resolver esta problemidtica podria abordarse mediante experimentos de jardin
comin, utilizando la temperatura de desarrollo larval como variable, para luego evaluar

variacion de los rasgos mencionados en las distintas poblaciones.

Debido a que no existe evidencia sobre la variacién morfolégica y en rasgos de historia
de vida de post-metamoérficos de R. spinulosa entre poblaciones cercanas a El Tatio, no
ha sido posible establecer si la marcada diferenciacion fenotipica de los individuos de
esta poblacion se debe a adaptaciones locales a su régimen térmico. Es por esto que
nuestro estudio intentard determinar la variacién de rasgos morfolégicos y de historia de
vida de post-metamérficos de cuatro poblaciones en funcién de su origen geografico y
de su temperatura de desarrollo. Las muestras fueron colectadas en dos localidades
cercanas a El Tatio [lamadas Katarpe y Tilomonte, en la region de Antofagasta de Chile,
sumado a esto, se colecté muestras desde una localidad al sur de la distribucién, en

Farellones, region Metropolitana de Chile.

Antecedente: El régimen térmico de las pozas de El Tatio es constante y cercano a

25°C. Contrariamente, las pozas del resto de las localidades donde las larvas de
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Rhinella spinulosa se desarrollan poseen un régimen térmico variable; ademdis la
poblacién de El Tatio difiere del resto de las poblaciones en rasgos morfolégicos y de

historia de vida.

Hipétesis: La temperatura de desarrollo larval y el origen geografico induce variacion
en rasgos de historia de vida y morfologicos en post-metamérficos de Rhinella

spinulosa.

Predicciones: Existird variacion morfolégica y en rasgos de historia de vida en funcién
de la procedencia geogrifica y la temperatura. Ademds, la poblacién de El Tatio
mostrara diferencias en rasgos morfoldgicos y en de historia de vida respecto al resto de

las localidades estudiadas.

Objetivo General:

Evaluar la variacién morfolégica y en rasgos de historia de vida en post-metamérficos
de R. spinulosa en funcién de la localidad de origen y de la temperatura de desarrollo

larval.

Objetivos Especificos:

1. Determinar la variacién de rasgos morfologicos en post-metamorficos de R. spinulosa
mantenidos en condiciones de jardin comtn, provenientes de las localidades: El Tatio,

Katarpe, Tilomonte y Farellones.

2. Cuantificar la respuesta fenotipica de rasgos morfolégicos en funcién de Ia

temperatura de desarrollo en post-metamérficos de R. spinulosa mantenidos en
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condiciones de jardin comin, provenientes de las localidades: El Tatio, Katarpe,

Tilomonte y Farellones.

3. Determinar la variacién en rasgos de historia de vida en post-metamérficos de R.
spinulosa mantenidos en condiciones de jardin comin, provenientes de las localidades:

El Tatio, Katarpe, Tilomonte y Farellones.

4. Cuantificar la respuesta fenotipica de rasgos de historia de vida en funcioén de la
temperatura de desarrollo en post-metamérficos de R. spinulosa en condiciones de jardin
comun provenientes de las siguientes localidades: El Tatio, Katarpe, Tilomonte y

Farellones.
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METODOLOGIA

Se recolectaron puestas de R. spinulosa provenientes de cuatro localidades: El Tatio,
Katarpe y Tilomonte (pertenecientes a la region de Antofagasta) y Farellones
(perteneciente a la region Metropolitana, Figura 1, Tabla 1). En El Tatio la temperatura
de las pozas es constante y cercana a 25°C, mientras que en el resto de las localidades la

temperatura del agua varfa tanto diaria como estacionalmente (Méndez ef al., 2004).

Las puestas fueron mantenidas en una cadmara a 20°C y con fotoperiodo 121:120, en
recipientes de 2 litros (25 x 15 x 7,5 cm) separados por localidad y familia. Una vez que
las larvas alcanzaron el estadio 25 de Gosner (Gosner, 1960), fueron separadas en
recipientes individuales de 250 ml (12 x 8 x 6 cm) cada uno con 200 ml de agua
declorada. Para cada poblacién se tomaron 180 larvas por tratamiento y se pusieron a
crecer a 20°C y a 25°C. Las larvas fueron alimentadas con lechuga cocida ad libitum y
mantenidas con aireacién por burbujeo y con fotoperiodo 12L:120. El agua de los
recipientes fue cambiada dos veces por semana. El niimero de observaciones se

especifican en la Tabla 2.

Los individuos que alcanzaron el estadio 46 de Gosner fueron anestesiados con una
solucién de MS222 (metanosulfonato de tricaina) y fijados en alcohol 70%. A cada
individuo se le midi6 once atributos morfométricos. Los atributos son: largo del ojo,
altura de la cabeza, tamafio corporal (SVL), ancho de Ia cabt;:za, ancho de la mandibula,

distancia entre los 0jos, distancia entre narinas, largo de la extremidad anterior, largo del
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fémur, largo de la tibio-fibula y largo del tarso-metatarso mas las falanges (Figura 2).
Dichas mediciones fueron realizadas usando un microscopio estereoscépico con un

micrémetro ocular (0,05 mm de precision).

Se cuantificé ademis cuatro rasgos de historia de vida (RHV) de los individuos. Dichos
RHV fueron: SVL, edad a la metamorfosis, tasa de crecimiento y porcentaje de
sobrevivencia por tratamiento. La sobrevivencia fue estimada como el mimero de
individuos que completd la metamorfosis (Gosner 46), la edad a la metamorfosis fue
determinada por el tiempo promedio (dfas) que demoraron las larvas en alcanzar el
estadio 46 de Gosner. Finalmente la tasa de crecimiento fue calculada como la razén

entre el tamafio a la metamorfosis y la edad a ésta (mm/dia).

Para determinar las diferencias morfologicas entre localidades y tratamientos de
temperatura, se realizé un andlisis multivariado de covariaza (MANCOVA) utilizando
como covariable el SVL, y como factores a la procedencia geogréfica y la temperatura
de desarrollo (jardin comiin). A continuacién, se hizo un analisis univariado (ANCOVA)
para cada rasgo morfolégico utilizando como covariable el tamafio corporal y como
factores a la temperatura de desarrollo larval y el origen geografico de las larvas. Se
realiz6 ademds un andlisis de componentes principales (PCA) para describir
grificamente, en pocas variables, el patrén de variacidn morfolégico, explicando la
mayor parte de la varianza de los datos. Ademas se hizo un anilisis discriminante (DA)
con el fin de determinar las diferencias entre las poblaciones y qué rasgos permiten

discriminar entre ellas.
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Para determinar el efecto de la temperatura y de la procedencia geografica sobre los
rasgos de historia de vida se procedi6 a realizar un anélisis de varianza (ANOVA) sobre
el SVL, el tiempo a la metamorfosis y sobre la tasa de crecimiento, utilizando como
factores la procedencia geografica y la temperatura de desarrollo. Finalmente, para
determinar diferencias en la sobrevivencia se utilizé un modelo lineal generalizado con

error binomial,

Estos analisis fueron realizados utilizando los sofiwares STATISTICA 6.0 (Statsoft,

2001) y PAST, version 1.40 (Hammer et. al., 2001).
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RESULTADOS

a) Sobrevivencia: Se observé que a 20° los individuos de El Tatio tiene una
sobrevivencia baja comparado con el resto de las localidades. Katarpe, Tilomonte y
Farellones responden de manera similar a ambas temperaturas, con un alto porcentaje de
sobrevivencia, a excepcién de Farellones, donde se encontré un bajo porcentaje {Tabla
3, Figura 3). Se encontré un efecto de Ia interaccién entre la temperatura y la localidad

sobre este rasgo (p < 0,0001; d.f. = 3).

b) Rasgos de historia de vida: El tamafio corporal de los postmetamérficos de
farellones fiie menor que el del resto de las localidades estudiadas (Tabla 4, Figura 4). Se
observo un efecto de la interaccion entre la temperatura de desarrollo y la localidad de
origen (p < 0.05; d.f. = 3) y el test a posteriori de Tukey revelé una diferencia entre
Katarpe a 20 y 25°C y entre farellones respecto al resto de las. localidades estudiadas
(Tabla 5). La edad a la metamorfosis fiue mayor a 20°C en todas las localidades, siendo
mayor en la los anfibios provenientes de EI Tatio (Tabla 6, Figura 5). Para este rasgo se
observé un efecto de Ia interaccién entre la temperatura y la, localidad (p <0.001; d.f=
3). El test a posteriori muestra que todas las localidades difieren entre si a excepcion de
farellones a 20°C que no difiere del resto de las localidades estudiadas (Tabla 7).
Finaimente la tasa de crecimiento fie menor a 20°C, siendo Ios organismos de
Farellones quienes presentan los valores mds altos para este rasgo (Tabla 8, Figura 6). Se

encontr6 un efecto de la interaccion entre la temperatura y la localidad (p <0.001; d.f=

10




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

3). El test de Tukey revelo que todas las poblaciones difieren del resto de las localidades,

sin embargo Farellones a 20°C no difiere del resto de las localidades (Tabla 9).

¢) Rasgos morfolégicos: El analisis de varianza sobre los once rasgos morfologicos
evaluados, corregido por el tamafio corporal, mostrd un efecto de la interaccion entre la
localidad y la temperatura (Tabla 10). El ANCOVA para cada rasgo, con el SVL como
covariable, muestra un efecto de la interaccién entre la temperatura y la localidad de
origen solo en los rasgos de la cabeza, a excepcion del anchoe de la mandibula donde solo
se observa un efecto de la localidad. Las extremidades solo se vieron afectadas por el

origen geografico (Tabla 11).

El andlisis de componentes principales (PCA) para la condicién 20°C mostré que el
primer componente, asociado al tamafio corporal, explica el 50,4% de la varianza
(Figura 7). Dicho componente principal a 25°C explica el 55,82% de la varianza (Figura
8). En ambos anilisis se observa que los individuos de El Tatio, Katarpe y Tilomonte

forman un grupo homogéneo, mientras que Farellones forma un grupo diferenciado.

En el anélisis discriminante (DA) se utiliz6 como factor de agrupamiento al origen
geografico. A 20°C mostré diferencias significativas entre las localidades (Wilk's
lambda = 0.16284; F = 17.73; p < 0.0001) encontrandose que un 85,02% de los
individuos quedan correctamente clasificados en sus respectivas poblaciones. La
poblacién de Katarpe es quien presenta el mayor nivel de identidad, con un 92% y El
Tatio quien posee el menor nivel, con un 66,6% (Tabla 12). A 25°C se encontrd

diferencias significativas entre localidades (Wilk's lambda = 0.1777; F = 22.09; p <
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0.0001) donde el 77,47% de los individuos queda correctamente clasificados. El anélisis
muestra que Farellones tiene el mayor nivel de identidad con un 88,89% y El Tatio el

menor nivel de identidad con un 69,57% (Tabla 13).

12
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DISCUSION

Los resultados muestran una baja sobrevivencia de postmetamérficos de la poblacion de
El Tatio crecida a 20°C comparado con las mantenidas a 25°C. En cambio, la
sobrevivencia fiie similar a ambas temperaturas en el resto de las localidades estudiadas.
Este resultado se puede atribuir a que El Tatio posee un sistema de pozas termales, las
cuales mantienen su temperatura relativamente constantes durante todo el afio a 251 °C
(Benavides, 2003). En cambio, el régimen térmico del resto de las localidades varia
diaria y estacionalmente. En Farellones se ha documentado variaciones entre 4°C en la
noche y 30°C durante el dia (Méndez & Correa-Solis, 2009). Katarpe y Tilomonte
posee aguas menos célidas, oscilando entre los 18°C a 20°C (Soto, 2003) lo que
condiciona diferencias entre las localidades en otras variables, como por ejemplo, la
concentracion de oxigeno disuelto (Soto, 2003). Méndqz & Correa-Solis (2009)
estudiaron la sobrevivencia de postmetamérficos de Rhinella spinulosa de El Tatio y
Farellones bajo las mismas condiciones termales que las evaluadas en éste estudio,
encontrando similares resultados, sin embargo, en el presente trabajo se incluyen dos
poblaciones cercanas a El Tatio, las cuales muestran una baja mortalidad, indicando que
la poblacién de El Tatio se encuentra adaptada localmente a la condicién térmica del
lugar. Estudios realizados en Rana temporaria muestran que a bajas temperaturas de
desarrollo las larvas provenientes del norte de Suecia, que posee pozas calidas, muestran
mayor mortalidad que las del sur (pozas fiias) ocurriendo lo contrario a altas

temperaturas, lo que sugiere adaptacién de estas poblaciones a las condiciones termales
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locales (Olsson & Uller, 2003). Similarmente, Chen e al. (2001) estudiaron dos
poblaciones térmicamente contrastantes de Burgeria japonica en Taiwan, encontrando
que la poblacién proveniente de un ambiente termal calido (agua a 35° C), crecida a
40°C, sobreviven en promedio 9 dias, en cambio, los individuos provenientes de un
ambiente termal fluctuante en funcién de la temperatura ambiental (cercano a 23°C)

criados a la misma temperatura sobreviven en promedio 1-2 dias.

Los resultados muestran que los postmetamérficos de Farellones poseen un tamafio
comparativamente menor respecto al resto de las localidades estudiadas. Este resultado
concuerda con estudios previos realizados sobre la especie (Benavides, 2003; Méndez &
Correa-Solis, 2009), sin embargo, ellos encontraron que solo la localidad de origen tiene
un efecto en la variacién de este rasgo, en cambio, nuestros resultados muestran un
efecto de la interaccion entre el origen geogréfico y la temperatura de desarrollo larval.
Renacuajos de Burgeria japonica provenientes de un ambiente termal calido y
constante, criado a 32°C, alcanzaron mayores tamafios que los renacuajos provenientes
de un ambiente frio y fluctuante (Chen et al, 2001), concordante con lo encontrado en

este estudio.

Se ha descrito para la poblacion de R. spinulosa de Farellones, que un aumento de la
temperatura se asocia a un aumento de la desecacion de las pozas, generando una
aceleracion a la metamorfosis (Marquez-Garcia er al, 2008). Por otro lado, en este
estudio los postmetamoérficos de la poblacion de El Tatio, crecidos a 20°C, tardaron mas
en alcanzar la metamorfosis, esto podria deberse a que esta localidad posee un régimen

térmico constante a 25°C, en un sistema de agua abundante durante todo el afio. Las tres
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poblaciones restantes de este estudio mostraron un tiempo a la metamorfosis similar a
20°C y menor a la localidad de El Tatio, siendo siempre menor a 25°C. Considerando
que un aumento de la temperatura del agua se asocia a un aumento de la desecacidn de
las pozas, el ambiente termal de El Tatio no ejerceria una présic’m limitante para alcanzar
su desarrollo, retardando el tiempo a la metamorfosis. En cambio, el ambiente termal y
el régimen hidrico del testo de las localidades es variable, lo que podria estar dando
indicios de una presién sobre estas poblaciones por alcanzar rapidamente la

metamorfosis.

Se encontré que Farellones posee una alta tasa de crecimiento y tamafio corporal menor
comparado con el resto de las poblaciones, las cuales poseen bajas tasas de crecimiento
y tamafios corporales mayores. Para este rasgo se encontré un efecto de la interaccién
entre la temperatura y la localidad de origen. Se ha descrito que, para ectotermos, la
temperatura juega un importante rol en el desarrollo larval (Atkinson, 1996),
aumentando la tasa de crecimiento y acelerando Ia metamorfosis, lo que se traduce en
tamafios corporales menores (Newman, 1992; Laurila y Kujasalo, 1999; Laurila er al,

2002; Merild ef al, 2004), concordante con los resultados encontrados.

Respecto a la variacion de los rasgos morfologicos, se encontré un efecto de Ia localidad
de origen y temperatura de desarrollo larval, corregido por tamafio corporal, sobre los
rasgos de la cabeza (a excepcién del largo de la mandibula), mientras que las
extremidades solo se vieron afectadas por el origen geografico. Se ha documentado que
el ambiente puede inducir variacién morfologica mediante la afectacién de las tasas de

crecimiento y diferenciacion (Blouin and Brown, 2000) donde cambios en Ia tasa de
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crecimiento pueden no afectar todas las partes del cuerpo de manera proporcional
(Sprent, 1972) produciendo alometrias (Gould, 1977). Blouin & Brown (2000)
encontraron que la temperatura tiene un efecto sobre el 1aréo de la pata independiente
del tamafio corporal en Rana cascadae. Del mismo modo, nuestros resultados indican
que la temperatura induce variacion en la forma de Ia cabeza independiente del SVL en
R. spinulosa. Esto es particularmente importante pues se ha documentado que la
longitud de las extremidades y el ancho de la cabeza son caracteres fincionalmente
importantes para los anuros (Emerson, 1978, 1986; Duellman and Trueb, 1986) donde
las diferencias en las tasas de crecimiento pueden producir cambios en dichos rasgos

(Emerson, 1986; Newman, 1989; Blouin and Brown, 2000).

La variacién morfologica geogréfica, principalmente en el tamafio corporal, es comiin en
muchas especies (Schiuble 2004, Silva ef al. 2008). Dentro de los anuros, los andlisis de
variacién morfolégica geografica intraespecifica han revelado una amplia variacién en el
tamafio del cuerpo (Castellano ef al. 2000; Schiuble 2004) las cuales pueden deberse a
diferencias ambientales, donde diferentes microhdbitats pueden favorecer diferentes
tipos morfolégicos (Narins & Smith 1986). Baraquet et al (2012), realizaron
mediciones en distintos pardmetros morfométricos de Hypsiboas cordoba en localidades
Argentinas abarcando un gradiente latitudinal y altitudinal. Los autores analizaron los
resultados mediante un andlisis de componentes principales (PCA), encontrando que una
de las poblaciones estudiadas se diferencia del resto de las poblaciones. Sumado a ello,
los autores encontraron un incremento del tamafio corporal en funcién de la altitud,

evidenciando variacién morfolégica geogrifica. En este estudio, el anilisis de
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componentes principales sobre los rasgos morfolégicos indica que Farellones constituye
un grupo diferenciado del resto de las poblaciones estudiadas. El primer componente
principal, asociado al tamafio corporal, explica sobre el 50% de la varianza de los datos,
indicando variacién morfolégica geografica debido al tamafio corporal. Del mismo
modo, Méndez et al (2004), mediante un andlisis de componentes principales,
encontraron que Ias poblaciones de adultos de R. spinulosa de Chile central se agrupan
del resto de las poblaciones de 1a I 'y I regién de Chile, ellos encontraron ademas, que la
poblacién de El Tatio se agrupa diferencialmente del resto de las poblaciones, lo que no
concuerda con nuestros resultados, donde El Tatio es morfologicamente indiferenciado
de las poblaciones de Katarpe y Tilomonte. Sin embargo, en este estudio, los andlisis
morfométricos fueron realizados en postmetamoérficos y en poblaciones que no fiieron
consideradas en dicho estudio (Katarpe y Tilomonte). El Andalisis' discriminante (DA)
mostré un alto porcentaje de identidad de los grupos, indicando. que Farellones se

diferencia morfolégicamente de las poblaciones de la segunda region.

Finalmente, los resultados indican variacion en rasgos morfolégicos y de historia de vida
en postmetamorficos de Rhinella spinulosa determinados por la interaccién entre el
origen geogréfico y la temperatura de desarrollo larval sobre todos los rasgos evaluados.
Se observo variacién morfologica geografica en relacion al tamafio corporal y un efecto
alométrico de la temperatura sobre rasgos de la cabeza. Ademas, se observé adaptacion
local en la poblacién de El Tatio debido a la baja sobrevivencia de las larvas crecidas a

una temperatura menor a la condicion termal en el ambiente natural.
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FIGURAS

Figura 1: Mapa de las localidades dénde fueron colectadas las puestas de huevos de R.

spinulosa. A: Regién de Antofagasta. B: Regién Metropolitana. Chile.

<)




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

Figura 2: Atributos morfolégicos medidos en postmetamérficos. 1.- Tamafio corporal
(SVL). 2.- Largo de ojo. 3.- Largo del brazo. 4.- Largo del fémur. 5.- Largo de
tibiofibula. 6.- Largo de tarso-metatarso-falanges. 7.- Ancho de la Mandibula. .-
Distancia entre narinas. 9.- Distancia entre ojos. 10.- Ancho de la cabeza. 11.- Largo de

la cabeza.
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Figura 3: Porcentaje de sobrevivencia en funcién de la Localidad de origen de las

puestas y la temperatura de desarrollo larval.
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Figura 4: Tamafio corporal en funcién de Ia localidad de origen de las puestas y la

temperatura de desarrollo larval.
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Figura 5: Tiempo a la metamorfosis en funcién de la localidad de origen de las puestas y

la temperatura de desarrollo larval.
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Figura 6: Tasa de crecimiento en funcién de Ia Localidad de origen de las puestas y la

temperatura de desarrollo larval.
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Figura 7: Resultado del analisis de componentes principales (PCA) a 20°C.
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Figura 8: Resultado del andlisis de componentes principales (PCA) a 25°C.
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TABLAS

Tabla 1: Coordenada y altura de las localidades donde fueron colectados las puestas de

huevos de R. spinulosa.

Localidad Latitud (S) Longitud (O) Altitud (m.s.n.m)

ElTatio  22°20'10" 68°00'59" 4264
Katarpe  22°50'02" 68°11'55" 2460
Tilomonte  23°4724" 68°06'34" 2365
Farellones  33°21'00" 70°18'59" 2331

Tabla 2: Nimero de observaciones de cada localidad al inicio y al término del

experimento a ambas temperaturas,

Inicio Inicio Final Final

experimento  experimento  experimento experimento

20°C 25°C 20°C 25°C
El Tatio 185 185 6 69
Katarpe 180 180 125 118
Tilomonte 185 185 94 109
Farellones 140 140 29 38
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Tabla 3: Resultado Modelo Lineal Generalizado (MLG) con error Binomial para la

sobrevivencia.

d.f Wald Stat. p

Intercepto | 26,3990  <0,000001
Localidad 3 172,6230 <0,000001
Temperatura 1 53,3303  <0,000001

Loc. X Temp. 3 36,1352  <0,000001

Tabla 4: ANOVA de dos vias para el tamafio a la metamorfosis. Se utilizé a la localidad

de origen y a la temperatura como factor.

df  MS F p

Intercepto 1 033,0153 804669.4 <0,0001

Localidad 3 0,036 31 <0,0001
Temperatura 1 0,0038 3,3 0,076777
Loc. Xtemp. 3 0,004 3,5 0,016026

Error 563 0,0012
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Tabla 5: Test a Posteriori de Tukey para Ia longitud hocico cloaca (SVL).

El Tatio ElTatio Katarpe Katarpe Tilomonte Tilomonte Farellones Farellones

20°C 25°C 20°C 25°C 20°C 25°C 20°C 25°C
El Tatio
20°C 0.9993 1.000 1.000 0.9316 0.9999 0.7883 0.1678
El Tatio
25°C 0.9993 0,.2294 09122 0.8861 0.9999 0.002 >0.001
Katarpe
20°C LO0G  0.2294 0.9557 =>0.001 0.3935 0.2125 > 0,001
Katarpe
25°C 1.000 0.9122 0.9557 0.029 0.9920 0.030 >0.001
Tilomonte
20°C 09316 0.8860 =>0.001 0.029 0.3706 > 0,001 > 0.001
Tilomaonte
25°C 09952 09999 0.3935 0.9920 0.3706 0.004 >0.001
Farellones
20°C .7883 0.002 0.2125 0.0304 =>0.001 0.004 0.9422
Farellones

25°C 0.1678 >0.001 >0.001 >0.001 =>0.001 >0.001 0.9422

Tabla 6: ANOVA. de dos vias para el tiempo a la metamorfosis. Se utilizé a la localidad

de origen y a la temperatura como factor.

d.f MS F P

Intercepto 1 898,8975 38314,72 <0,0001
Localidad 3 0,6754 28,79  <0,0001
Temperatura 1 3,0388 129,53 < 0,0001
Loc. X temp. 3 0,3248 13,64 <0,0001

Error 584 0,0235
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Tabla 7: Test a Posteriori de Tukey para el Tiempo a la Metamorfosis.

ElTatio ElTatio Katarpe Katarpe Tilomonte Tilomonte Farellones Farellones
20°C 25°C  20°C 25°C 20°C 25°C 20°C 25°C

El Tatio
20°C >0.001 0.0208 =>0.001 0.003 >{0.001 >0.001 >0.001
El Tatio
25°C > 0.001 >0.001 0.0257 =>0.001 0.9999 0.4454 > 0,001
Katarpe
20°C 0.0208 =>0.001 0.001 0.9315 >0.001 0.4620 > (.001
Katarpe
25°C >0.001 0.0257 0.001 0.2712 > (0.001 0.9409 > 0,001
Tilomonte
20°C 0.003 >0.001 0.9315 02712 >0.001 0.9409 >(0.001
Tilomonte
25°C >0.001 09999 =>@0.001 >0.001 >0.001 0.1924 > 0.001
Farellones )
20°C >0.001 0.4454 0.4620 1.000 0.9409 0.1924 > 0.001
Farellones

25°C >0.001 >0.001 >0.001 >0.001 >0001 >0001 >0.001

Tabla 8: ANOVA de dos vias para la tasa de crecimiento. Se utiliz6 a la localidad de

origen y a la temperatura como factor.

df MS F p

-

Intercepto 0,952574 2451,168 <0,0001

Localidad 3 0011642 29,965 <0,0001

fu—y

Temperatura 0,060157 154,797 <0,0001

Loc. Xtemp. 3 0,008103 20,851 <0,0001

Error 575
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Tabla 9: Test a Posteriori de Tukey para la Tasa de Crecimiento.

El Tatio ElTatio Katarpe Katarpe Tilomonte Tilomonte Farellones Farellones

20°C 25°C 20°C 25°C 20°C 25°C 20°C 25°C
El Tatio
20°C >0.001 02563 0.0053 0.9836 >0.001 0.1739 > 0.001
El Tatio
25°C > 0.001 >0.001 0.001 >0.001 0.2714 0.0063 > (.001
Katarpe
20°C 0.2565 =>0.001 0.008 0.006 > 0.001 0.9981 > 0.001
Katarpe
25°C 0.0053 0.0015 0.008 > 0.001 0.7394 0.9636 >0.001
Tilomonte
20°C 0.9836 >0.001 0.0065 =9.001 > 0,001 0.0783 > 0.001
Tilomonte
25°C >0.001 0.2714 =0.001 07394 >0.001 0.4002 > 0.001
Farellones
20°C 0.1739  0.0063 0998 0.9636 0.0783 0.4002 > 0.001
Farellones

25°C >0.001 >0.001 >0.001 >0.001 >0.001 >{0.001 >0.001

Tabla 10: Resultado de analisis multivariado, MANCOVA, para rasgos morfol6gicos. Se

utilizé al SVL como cofactor.

df F p

Intercepto 10  6,9856 <(0,01
Log SVLmm 10 119,7572 <0,01

Localidad 30 285412 < 0,01
Temperatura 10  2,7313  0,002749

Loc. X Temp. 30  3,5813 <{,01 '
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Tabla 11: Resultado del anélisis univariado (ANCOVA) para cada rasgo morfoléfico. Se

utilizé el SVL como covariable.

Rasgo SVL Localidad Temperatura Loc, X. Temp

Ancho cabeza <0,01 < 0,01 0,345072 < 0,01
Distancia entre ojos < 0,01 <0,01 0,020826 <(,01
Distancia entre narinas < 0,01 <0,01 0,129004 ‘ < 0,01
Largo del ojo < 0,01 < 0,01 < 0,01 < 0,01

Brazo < 0,01 < 0,01 0,193541 0,138188

Lppl <0,01 <0,01 0,403897 0,905371

_ Lpp2 < 0,01 < 0,01 0,633617 0,971664

Lpp3 <0,01 < 0,01 0,148519 0,539811

Altura cabeza <0,01 <0,01 0,317429 0,04402

Ancho mandibula < 0,01 < 0,01 0,59507 . 0,196167
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Tabla 12: Matriz de Clasificacién obtenida a partir del An4lisis Discriminante (DA) a

20°C usando al origen geografico como factor de agrupamiento.

Porcentaje Correcto  El Tatio Katarpe Tilomonte Farellones

El Tatio 66,6666 4 1 1 0
Katarpe 92 0 115 10 0
Tilomonte 75 1 18 66 3
Farelones 89,2857 0 2 1 25

Total 85,0202 5 136 78 28

Tabla 13: Matriz de Clasificacién obtenida a partir del Anélisis Discriminante (DA) a
25°C usando al origen geogréifico como factor de agrupamiento. Los resultados en

negrita indican los individuos correctamente clasificados.

Correcto Porcentaje  El Tatio Katarpe Tilomonte Farellones

El Tatio 69,5652 48 10 .9 2
Katarpe 81,3559 8 96 13 1
Tilomonte 74,2574 4 21 75 1
Farellones 88,8888 0 1 3 32
Total 77,4691 60 128 100 36
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