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RESUMEN

Bufo spinulosus (ANURA: BUFONIDAE) es un anfibio sudamericano que habita la
cordillera de los Andes y que en Chile tiene una distribucién alopatrica (discontinua). Esta
especie ha sido descrita sélo en las Regiones Primera y Segunda y en la Zona Central.
Diversos estudios han mostrado que existe una alta variabilidad morfoldgica
interpoblacional, especialmente entre las poblaciones que habitan el Norte y el Centro.
Estudios preliminares usando marcadores genéticos RAPDs indican cierto grado de
diferenciacion entre algunas poblaciones de la Segunda Regién y la Zona Central.

Para examinar si existe un grado similar de variabilidad a nivel genético, se
aplicaron dos tipos de marcadores genéticos (RAPDs y secuencias de la Regién Control
mitocondrial o "D-loop”) en un total de 105 ejemplares pertenecientes a 13 localidades
que abarcan gran parte del rango de distribucién de esta especie en Chile. Los
marcadores nucleares RAPDs fueron utilizados para determinar la variabilidad
interpoblacional a través de analisis de cluster y estimar los niveles de subestructuracion
geneética a través de los coeficientes de diferenciacion genética (Gsy). Por otra parte, las
secuencias de la Region Control fueron utilizadas para determinar las relaciones
filogenéticas entre poblaciones en un contexto de diferenciacion historica.

Patrones similares de diferenciacion interpoblacional fueron encontrados con
ambos marcadores y, ademds, una alta correlacién entre las distancias genéticas
calculadas a partir de cada marcador y las distancias geograficas que separan las
localidades. Estos resultados podrian interpretarse dentro del marco de un modelo de

aislamiento por distancia y sugieren una marcada estructuracion filogeografica para Bufo

spinulosus en Chile.
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ABSTRACT

Bufo spinulosus (ANURA: BUFONIDAE) is a south American amphibian that
inhabits the Andes mountains and in Chile present a allopatric distribution. This species
has been described at First and Second Regions and at Central Zone of Chile. Several
studies have shown that exist a high interpopulation morphologic variability, especially
between populations that inhabits on North and Central Zones. Preliminary studies
employing RAPD markers indicate some grade of genetic differentiation between Second
Region and Central Zone populations.

To examinate if exists a similar grade of variability at genetic level, two kinds of
genetics markers (RAPDs and D-loop sequences) were applied to 105 specimens
belonging to 13 localities that include a great part of the distribution range of this species in
Chile. Nuclear RAPD markers were utilized to determinate interpopulation variability by
means of cluster analysis and estimate levels of genetic substructure by coefficients of
gene differentiation (Ggr). On the other hand, D-loop sequences were utilized io
determinate phylogenetic relationships between populations in relation to differentiation in
a historical explanation.

Similar patterns of interpopulation genetic differentiation were found with both
markers. In addition, a high correlation between genetic distances calculated by each
marker and geographic distances among localities was found. These results can be
interpreted into theoretical framework of a isolation by distance model and suggest a

marked phylogeographic structure of Bufo spinufosus in Chile.




1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES.

Los representantes del género Bufo (ANURA: BUFONIDAE), -conocidos
cominmente con el nombre de sapos, presentan una distribucion cosmopolita
(exceptuando las Regiones Polares, Oceania y Madagascar) donde ocupan una amplia
variedad de habitats preferentemente en las regiones calidas y templadas del globo
(Duellman y Trueb, 1994). Seis especies de este género se reconocen en nuestro pais,
dos de las cuales son tipicas de los habitats de altura de Ia cordillera de los Andes (Cei,
1972; Veloso y Navarro, 1988). Una de estas especies, Bufo spinulosus Wiegmann 1835,
habita las zonas cordilleranas desde el altiplano de Perd y Bolivia hasta los Andes
centrales en Chile y Argentina (Vellard, 1959). En Chile presenta una distribucion
discontinua, habiendo sido descrito en las regiones Primera, Segunda (hasta el sur del
Salar de Atacama} y en la Zona Central (Regiones Quinta, Metropolitana y Sexta) (Cel,
1961; Veloso y Navarro, 1988). En la mayor parte de este territorio se puede encontrar
desde los 1200m, con la excepcion de la zona de Arica, donde habita desde el nivel del
mar hasta los 4600m (Veloso y col, 1982). Cei (1962), dentro del contextio de
diferenciacién de diversas especies de Bufo, ha postulado que esta distribucién
fragmentada se deberia a |a barrera geografica que representa la zona desértica entre
estas regiones, lo que provocaria un total aislamiento geografico entre estas poblaciones
de Bufo spinulosus. La otra especie, Bufo papillosus Philippi 1902, habita desde la
provincia de Taica (Séptima Regién) hasta la provincia de Alto Palena (Décima Region)
sobre los 1000m (Ortiz y col., 1994).

Diversos estudios han mostrado la existencia de una aita variabilidad morfolégica
de Bufo spinufosus en Chile. Cei (1960, 1961) establecid una clara distincién entre las

poblaciones cordilleranas del Norte (Primera y Segunda Regién) y las de la Zona Central,
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aungue destaca cierto grado de’ sobreposicién en los rangos de medidas de los caracteres
morfologicos entre poblacicnes. Veloso y col. (1982), documentan un alto nivel de
variacién fenotipica interpoblacional a lo large de un gradiente altitudinal en la zona de
Arica donde este anfibio habita desde el nivel del mar (Azapa) hasta los 4600m
(Parinacota). Otro estudio morfométrico que considerd ejemplares del Norte (Primera y
Segunda Regién) y la Zona Central, demostrd que hay diferencias significativas entre las
poblaciones del Norte y el Centro, y entre las que habitan por sobre y bajo los 3000m
(Méndez y col.,, in litteris). En particular, el tamafio corporal decrece con la altitud y
aumenta con la latitud, pero todas las variables estudiadas (17 caracteres morfométricos
en total) varian entre poblaciones. En este trabajo se destaca, ademas, la alta divergencia
morfolégica que presentan los individuos del Tatio (Segunda Region), los cuales se
diferencian notablemente por una reduccién en el tamafio de la glandula parétida, un
tamario corporal menor y una coloracién mas oscura que el resto de las poblaciones.
Aunque en este estudio se enfatiza la necesidad de complementar esta informacién con
estudios genéticos poblacionales, hasta la fecha sélo se han realizado estudios
preliminares usando marcadores nucleares RAPD ("Random Amplified Polymorphic
DNA"), los cuales han revelado la existencia de diferenciacion genética entre algunas
poblaciones del Norte (Segunda region) y de la Zona Central. Estos resultados, que
forman parte del trabajo de investigacién del Laboratorio de Zoologia de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile, sugieren que un estudio mas detallado usando este
tipo de herramientas moleculares permitiria establecer el grado de diferenciacién genética
dentro de esta especie y si existen niveles de variacién semejantes a los observados en

los caracteres morfoldgicos entre poblaciones.
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1.2 MARCADORES MOLECULARES.

El uso de marcadores. para detectar variacion a nivel genético, junto con el
desarrollo de nuevos métodos estadisticos y programas computacionales que permiten
analizar esta informacién, han ampliado enormerﬁente la capacidad para investigar los
procesos que determinan la estructura y la dinamica de las poblaciones (Sunnucks, 2000).
Una de estas herramientas, la técnica RAPD-PCR, permite generar una gran cantidad de
fragmentos anénimos a partir de la amplificacién de DNA gendmico usando partidores de
secuencia aleatoria (Welsh y McClelland, 1990; Williams y col., 1990). El nimero de
fragmentos amplificados depende de la cantidad y la posicién relativa de los sitios de
alineamiento presentes en el genoma de cada organismo. La distribucién azarosa de
estos sitios constituye una ventaja frente a otras marcadores nucleares (por ejemplo,
aloenzimas) debido a que los fragmentos representan tanto zonas codificantes como no
codificantes del genoma. Ofras ventajas de esta técnica son su bajo costo y la relativa
facilidad de su aplicacién, ya que los fragmentos pueden ser separados por electroforesis
en geles de agarosa (Parker y col., 1998).

Aunque esta técnica entrega bastante informacion al comparar los patrones de
bandas entre individuos, algunas dificultades se presentan al tratar de derivar algunos
parametros genéticos a partir de los patrones observados. Estos andlisis se basan en el
supuesto de que cada banda representa un /ocus dialélico cuyos alelos segregan de
forma mendeliana, suponiendo, ademas, que no hay comigracion de fragmentos. El alelo
dominante, "presencia de banda", seria el segmento de DNA en que los sitios de
alineamiento no estan alterados, mientras que el alelo recesivo corresponderia al
segmento del cromosoma homélogo que presenta un cambio en alguno o ambos sitios
por lo que no se produce la amplificacion del fragmento (alelo "ausencia de banda"). La
dificultad que se presenta en los organismos diploides es que no se puede distinguir con

certeza entre los individuos homacigotos dominantes (en que hay amplificacién de ambos
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segmentos} y los individuos heterocigotos (en que sélo uno de los segmentos amplifica
porque el ofro esta alterado). Esto determina la naturaleza dominante de estos
marcadores {Williams y col., 1993). Esta desventaja ha incentivado el desarrollo de varios
metodos de analisis para estimar las frecuencias genotipicas y otros parametros
genéticos a partir de los patrones de bandas, pero en general se ha establecido que se
debe usar una mayor cantidad de individuos o /oci en comparacién con otras técnicas
(Clarck y Lanigan, 1993; Lynch y Milligan, 1994). Sin embargo, a pesar de estas
limitaciones, estos marcadores han sido muy ttiles para dilucidar las diferencias genéticas
intra e interpoblacionales en una gran variedad de organismos (por ejemplo: Gibbs y col.,
1994; Kirsten y col., 1998; Louy col., 1998; Ritland y col., 2000).

Aunque es posible obtener una gran cantidad de informacién acerca de Ia
estructura genética de las poblaciones a partir de marcadores RAPDs, este enfoque no
permite establecer las relaciones de parentesco (filogenéticas) entre las poblaciones
estudiadas ya que se desconoce la naturaleza genética de los fragmentos que se
comparan. Para establecer relaciones a este nivel, puede recurrirse a la comparacién de
secuencias homodlogas de DNA. El DNA mitocondrial (DNAmt) presenta varias ventajas
con respecto a otras regiones dentro del genoma. En general, el DNAmt tiene una tasa de
sustitucion nucleotidica mas alta que los genes nucleares de copia Unica y exhibe un alto
nivel de polimorfismo dentro de la mayoria de las especies. Debido a que en vertebrados
estas moléculas se heredan por via materna, teéricamente no habrfa recombinacion entre
moléculas de diferentes linajes, por lo que las variantes detectadas en diferentes
individuos estarian conectadas histéricamente a través de una genealogia maternal
{Avise, 1992).

El genoma mitocondrial de vertebrados y otros animales contiene los genes de
algunas proteinas involucradas en la cadena de transporte de electrones (por ejemplo,

citrocromo b y citocromo oxidasas) y algunas proteinas, todos los RNA de transferencia y
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los RNA ribosomales necesarios para la sintesis de proteinas mitocondriales (Griffiths y
col., 1993). La principal regién no codificante, de alrededor de 1000pb, es llamada region
control (o “D-loop”) y se sitita cerca del sitio de iniciacion de la replicacion. Tanto esta
region como los otros genes mitocondriales presentan diferentes tasas de evolucion
(tasas de sustitucion nuclectidica), razén por la cual los analisis basados en
comparaciones de estas secuencias han sido extensamente usados para estudios
filogeneéticos a distintos niveles de organizacion sistematica (Avise, 1994). En particular, la
Regién Control ha sido usada para identificar relaciones entre linajes estrechamente
relacionados (especificamente a nivel poblacional) debido a que muchos sitios no estan
restringidos por funcién y evolucionan rapidamente (Goebel y col., 1999). Debido a esta
caracteristica, un importante nimero de estudios ha utilizado secuencias de esta regién
para establecer los patrones filogeograficos (sensu Avise y col., 1987) y niveles de
estructuracion poblacional, asi como inferir los procesc;s que los han determinado (por
ejemplo: Walker y col., 1995; Encalada y col., 1996; Kvist y col., 1999).

En resumen, la aplicacion de estos dos tipos de marcadores, RAPDs y secuencias
de la Regién Control, a un estudio poblacional de Bufo spinulosus, permitiria estimar el
grado de diferenciacion genética e inferir las relaciones filogenéticas entre las poblaciones
de esta especie en Chile. Ademas, debido a que el modo de herencia difiere en ambos
marcadores, podria establecerse si existen diferencias en las capacidades de dispersion

que presenfan ambos sexos.
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1.3 OBJETIVO E HIPOTESIS.

Considerando los patrones de diferenciacion morfoldgica descritos en esta especie
y el aislamiento geografico postulado entre las poblaciones que habitan el Norte y la Zona
Central, el objetivo principal de esta tesis es determinar la variacion genética
interpoblacional en esta especie usando estos marcadores y establecer si el patrén de
diferenciacion hallado se corresponde con las distancias geograficas entre las
poblaciones estudiadas. Las hipdtesis de este trabajo son las siguientes: a) existe
diferenciacion genética (medida como distancias genéticas) entre estos dos grupos de
poblaciones y b) las distancias genéticas son mayores entre las poblaciones del Norte y

del Centro que entre las poblaciones de las Regiones Primera y Segunda.

1.4 ESTRUCTURA DE LA TESIS.

La variabilidad detectada con los marcadores RAPDs y las secuencias de la
Regién Control, tanto a nivel individual como poblacional, permitio establecer los patrones
de diferenciacion genética en poblaciones del Norte y el Centro del pais. Estos resultados
son presentados graficamente en forma de arboles. Por otra parte, las secuencias de la
Region Control fueron utilizadas para examinar la distribucion de linajes filogenéticamente
relacionados usando como grupo externo individuos de Bufo papillosus. Los marcadores
RAPDs fueron utilizados, ademas, para estimar algunos parametros genéticos
{(coeficientes de diferenciacion genética y nimero de migrantes) los cuales son una
es}timacién del grado de subestructuracion genetica entre poblaciones. Finalmente, para
verificar las hipétesis planteadas, se utilizd la informacidn (distancias genéticas entre
poblaciones) derivada de ambos marcadores para establecer si estas distancias se

correlacionaban entre si y con las distancias geograficas utilizando pruebas de Mantel.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MARCADORES RAPDs.

2.1.1 Ejemplares y poblaciones analizadas. En este estudio se incluyeron un total de
105 ejemplares de Bufo spinulosus (FIGURA 1) provenientes de 13 localidades que
abarcan gran parte del rango de distribucion conocido para esta especie en Chile
(FIGURA 2). En la TABLA 1 se entregan datos de cada localidad (ubicacion regional,
coordenadas y altura sobre el nivel del mar) y el nimero de ejemplares incluidos para
cada una de estas localidades. Todos los individuos fueron depositados en la Coleccién
Herpetologica del Departamento de Biologia Celular y Genética de la Universidad de Chile

(DBGUCH).

FIGURA 1: Ejemplares adultos hembras de Bufo spinulosus provenientes de distintas
localidades del Norte y Centro del pais. A: Tatio (Segunda Region); B: Quebrada Jerez
(Segunda Region); C: Portillo (Zona Central).
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FIGURA 2: Ubicacion geografica de las localidades incluidas en este estudio de Bufo
spinulosus y Bufo papillosus. En los recuadros se indican las localidades de la Primera,

Segunda Regién y la Zona Central.
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LOCALIDAD REGION COORDENADAS |ALTURA (msnm) | EJEMPLARES
Azapa Primera 18°30°'S; 70°13' O 164 3
Socoroma | Primera 18°15'S;69°36'0 3058 5
Zapahuira Primera 18°20'§;69°35' O 3320 7
Putre Primera 18°11’ §; 69°33' O 3507 10
Pacollo Primera 18°10° S, 69°31' O 4090 6
Parinacota Primera 18°12'S; 69° 16’ O 4445 10
Tatio Segunda 22°20'S; 68° 01_ O 4264 10
Cuesta Chita Segunda 22°25 §;68°10' O 3741 10
Vilama Segunda 22°52' S;68°10'0 2579 10
Quebrada Jerez [ Segunda 23°11'§,67°59'0 2513 10
Portillo Quinta 32°51'§;70°10' 0 2119 10
Farellones Metropolitana | 33°21'S; 70° 18' O 2331 10
Lagunillas Metropolitana | 33°36'S; 70°17' O 2242 4

TABLA 1: Datos de las localidades consideradas en este estudio. Se indica la ubicacién
geogréafica, [a altura y nimero de ejemplares de Bufo spinufosus incluidos por localidad.

2.1.2 Obtencion de muestras de tejido y extraccion de DNA total. Los animales fueron

anestesiados y luego sacrificados por medio de una puncion cervical y bajo estrictas

condiciones asépticas. Inmediatamente se extrajo un trozo de higado y/o dedo el cual fue

inmerso en etanol absoluto y guardado a —4°C. De estas muestras se tomd un trozo de

higado o dedo de aproximadamente 3 mm de diametro el cual se molié en una mezcla

mantenida en hielo de 600 plL de buffer STE (0,1 M NaCl, 10mM Tris pH 8,0, TmM EDTA

pH 8,0), 30 pL de SDS al 20% y 5,5 pL de proteinasa K (20mg/mL) dentro de un




eppendorf de 1,5mL. Esta mezcla se mantuvo agitada a 50-55°C por toda la noche hasta
la disolucion completa del tejido. Posteriormente se realizé una extracciéon fenélica de
acuerdo al siguiente protocolo: se agregaron sobre la mezcla anterior, 600 pL de fenol
saturado con Tris 0,1M pH 8, se agité el tubo hasta obtener una solucién de aspecto
lechoso y se centrifugé por 10 min a 2500 rpm, luego se traspasoé la fase superior a otro
tubo con una pipeta pléstica y se agregaron subsecuentemente 500 pl. de
fenol:cloroformo  (1:1) y cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) siguiendo el mismo
procedimiento antes descrito.

Para precipitar el DNA se agregaron 900 plL de etanol absocluto a ~20°C sobhre la
fase superior resultante de la mezcla anterior. Se tomé el DNA con una pipeta de vidrio
sellada y se sumergio varias veces en etanol al 70% para eliminar las sales, se dejo secar
y se resuspendid finalmente en buffer TE 0,1X (Tris 1mM pH 8, EDTA 0,1mM pH 8). La
muestra fue mantenida a 37°C por toda la noche y agitada durante dos dias para disolver
completamente el DNA. La concentracion de DNA fue medida a 280 nm en un
espectrofotometro (Hewlett-Packard 8452A) y luego se hicieron diluciones de 10ng/ul en
buifer TE 0,1X para el PCR. La calidad y cantidad refativa tanto del DNA total como de las
diluciones fueron determinadas en geles de agarosa al 0,7%. Los geles fueron preparados
con buffer TBE 0,5X (Tris 0,45M, &cido bérico 0,45M, EDTA 10mM pH 8) con bromuro de

etidio (0,5ug/mL) (8pL de bromuro en 86,5mL de TBE) y corridos en el mismo buffer a

8,75 Vlem.

2.1.3 Mezcla y condiciones de PCR para obtener marcadores RAPDs. Los PCRs
fueron realizados en un termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.) con un volumen total
de mezcla de 15pL que se cubrio con una gota de aceite mineral. Los componentes de la

mezcla por cada muestra fueron los siguientes (reactivos GIBCO BRL): H,0: 1,64pL;
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buffer (10X): 1,5uL; MgCl; (50mM): 0,75uL; dNTPs (10mM de cada uno): 0,18pL; partidor
(1.2uM): 6,25pL; Taq (5U/uL): 0,18ul; DNA total (10ng/uL): 4,2ul. Las condiciones de
PCR fueron las siguientes: 2 min de denaturacion inicial a 95°C; 6 ciclos de 1 min de
denaturacién a 94°C, 1 min de alineacién a 35°C y 2 min de extension a 72°C, seguidos
por 30 ciclos de 10s de denaturacion a 94°C, 30s de alineacién a 35°C y 1 min de
extension a 72°C; finalmente 5 min a 72°C de extensién final.

Para visualizar los productos amplificados, la mezcla total del PCR (15pL) fue
mezclada con 2,5pL de buffer de carga (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno-
cianol y 30% de ficol en agua estéril). Estas mezclas fueron separadas por electroforesis
en geles de agarosa al 1,5% y corridos a 7,5 Vicm en buffer TBE 0,5X con bromuro de
etidio (0,5pg/mL) (20ul. en 750mL de TBE). Para determinar el tamario de las bandas se
cargé en cada gel 0,8uL de marcador de peso molecular de 100pb (GIBCO BRL) (15uL
marcador, 35ul. buffer almacenamiento (10mM Tris pH 7,5, 50mM NaCl, 0,1mM EDTA),
20uL buffer de carga). Las bandas fueron visualizadas con luz UV (transiluminador Vilber
Lourmat) y los geles se fotografiaron con una camara Polaroid.

En total se probaron 10 partidores de 10 nucledtidos de longitud (OPERON
Technologies): OPB-08, OPB-10, OPB-11, OPB-14, OPG-05, OPG-08, OPG-14, OPM-03,
OPM-10 y OPM-12, de los cuales se seleccionaron 6 por la reproducibilidad y la calidad

del patron de bandas electroforético que producian. En la TABLA 2 se especifican los

partidores escogidos y su secuencia.

2.1.4 Analisis de los patrones de bandas y calculos de frecuencias. Los patrones de
bandas electroforéticos fueron comparados para determinar las bandas mas
caracteristicas y notorias producidas por cada partidor. Un total de 85 bandas fueron

seleccionadas para los andlisis y fueron tabuladas como una matriz de caracteres (1 para
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presencia y 0 para ausencia) en una planilla de Microsoft Excel 2000 (Microsoit
Corporation). Las frecuencias para todas las bandas fueron calcuiadas con el mismo
programa. Las frecuencias del alelo "presencia de banda" fueron calculadas con el
programa POPGENE (Molecular Biology and Biotechnology Center, University of Alberta,
1997) agrupando todos los individuos. También se calcularon ias frecuencias de este alelo
por grupos de poblaciones (Primera region, Segunda regién y Zona Central) y en cada

una de las poblaciones usando el mismo programa.

PARTIDOR SECUENCIA
OPB-08 5'-GTCCA CACGG-3'
OPB-10 5-CTGCT GGGAC-3'
OPB-11 5'-GTAGA CCCGT-3'
OPG-05 5'-CTGAG ACGGA-3'
OPG-06 5'-GTGCC TAACC-3'
OPG-14 5-GGATG AGACC-3'

TABLA 2: Secuencias de los seis partidores (OPERON Technologies) seleccionados para
obtener bandas RAPDs en Bufo spinulosus.

2.1.5 Calculos de distancias (indices de disimilitud) y dendrogramas. Las matrices de
caracteres fueron usadas para calcular dos tipos de distancias o indices de disimilitud
entre cada par de ejemplares con el programa FREETREE (Pavliéek y col,, 1999):
distancia de Rogers: 1- [(n11 + n00) / '(n11 + 2 x (n10 + n01) + n00)], (Rogers y Tanimoto,
1960) y distancia de Nei y Li: 1-[2 x n11/(2 x n11 + n01 + n10)], (Nei y Li, 1979), donde
n11 es el nimero de bandas compartidas por ambos ejemplares, n00 el nimero de

bandas ausentes en ambos, y n07 y n10 el nimero de bandas presentes en sdlo uno de
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los ejemplares. Los valores de ambas distancias pueden tomar valores entre cero Y uno,
donde el valor cero indica que los individuos tienen patrones de bandas idénticos. Estas
distancias fuercn escogidas principalmente porque incluyen tanto las diferencias como las
similitudes entre los individuos que se comparan. Pararealizar los analisis de cluster, es
decir agrupar los individuos por su grado de similitud, se aplicaron dos métodos de
construccion de arboles: UPGMA ("Unweighted Pair Group Method using arithmetic
Averages") (Sneath y Sokal, 1973) y Neighbor joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987). Se
utilizaron estos dos algoritmos con ambas distancias con el objeto de comparar los
resultados. Estos métodos fueron aplicados con el programa FREETREE vy los resultados
visualizados con el programa TREEVIEW (Page, 2001) en forma de dendrogramas
(arboles con todas las ramas terminales a una misma distancia del origen). En todos los
casos se aplico el metodo de aleatorizacién "bootstrap” (Felsenstein, 1985) con el

programa FREETREE (1000 seudoréplicas) para estimar el porcentaje de confianza en

los nodos.

2.1.6 Andlisis genéticos y distancias de Nei entre poblaciones. La estimacion de
parametros genéticos a partir de marcadores RAPDs se basa en el cumplimiento de
varios supuestos: cada banda representa un focus dialélico (descartando la comigracion
de fragmentos de igual tamafio), estos alelos segregan de forma mendeliana y los
genotipos muestran [as proporciones de equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de las
poblaciones (Lynch y Milligan, 1994). Debido a la naturaleza dominante de estos
marcadores, en la practica sdlo la frecuencia del homocigoto recesivo (proporcion de
individuos en que la banda esta ausente) puede conocerse sin ambigiiedad, por lo que
este valor puede usarse para calcular las frecuencias alélicas en cada focus. Con estas
frecuencias se pueden determinar las frecuencias relativas de los homocigotos vy

heterocigotos para cada banda siempre que se estudie "un ndmero sustancial de
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individuos" (Nei y Kumar, 2000). Lynch y Milligan (1994) recomiendan eliminar de los
analisis las bandas cuya frecuencia sea mayor a 1- (3/N) (donde N es el niimero de
ejemplares por poblacién) para evitar una subestimacién en la frecuencia del alelo
“ausencia de banda" debido a la baja frecuencia observada de los individuos que no
presentan la banda. Ademas, ellos indican que idealmente se deberian incluir por lo
menos 100 individuos por poblacion para obtener frecuencias no sesgadas de la
frecuencia del alelo "ausencia de banda". Debido a la imposibilidad de incluir y analizar
esa cantidad de individuos por poblacién, no se aplico directamente este criterio, pero se
decidié eliminar de los analisis genéticos aquellas bandas con una frecuencia mayor a 1-
(3/N), considerando N como el numero total de individuos en este caso (105). Se utilizo
esta modificacion debido a que al aplicar directamente la correccién propuesta por Lynch
y Milligan, las bandas que en una poblacién se presentan en una relativa baja frecuencia,
en ofras poblaciones pueden presentarse en aita frecuencia por lo que serian eliminadas
del analisis al aplicar estrictamente este criterio. Por lo tanto, la eliminacién de estas
bandas siguiendo un criterio menos riguroso, se concibié como una manera de aminorar
el efecto de desviacion en la estimacion de las frecuencias genotipicas que mencionan
Lynch y Milligan. De acuerdo a esto se excluyeron las bandas con frecuencias mayores a
0,9714 (en la practica, aquellas bandas ausentes en tres 0 menos individuos del total de
105). Las bandas monomorficas, aquellas presentes en todos los individuos, también
fueron eliminadas porque no aportan informacion acerca de la variabilidad poblacional. En
la TABLA 3 se indica el nimero de bandas usadas para los analisis de cluster (las 85
inicialmente consideradas) y el niumero de bandas por partidor que se incluyeron en los
analisis genéticos (71 en total).

Uno de los enfoques mas importantes para describir el grado de subestructuracion
genética dentro de las poblaciones, es el uso de los coeficientes F o coeficientes de

Wiright, que particionan la variacién en poblaciones subdivididas y proveen una obvia
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descripcion de los niveles de diferenciacién genética (Hedrick, 2000). Unc de estos
parametros, Fsr, es una medida que resume la diferenciacién genética entre
subpoblaciones y es siempre positivo. Como una estimacién de Fsy y asumiendo
proporciones de Hardy-Weinberg, Nei (1973) definid el coeficiente de diferenciacion
genética, Gsr. Este coeficiente se define como (Hr - Hg) / Hy, donde Hs es Ia
heterocigosidad Hardy-Weinberg promedio dentro de una subpoblacién para todos los loci
y Hr = 1- 5p%, donde p; es la frecuencia promedio del alelo j, para cualquier niimero de
alelos (Hedrick, 2000). En este estudio en particular, las subpoblaciones corresponden a
las localidades estudiadas, mientras que la poblaciones corresponden a los grupos de la
Primera Regién, Segunda Regidn, Zona Central o al conjunto de todas estas regiones.

Ggy puede interpretarse como una medida de la subestructuracion genética dentro
de una poblacién con apareamiento aleatorio debido a la diferencia en las frecuencias
genotipicas observadas en las subpoblaciones que la forman. Wright sugirié algunos
valores limites de Fsr (que pueden ser aplicados a Gsy) para medir cualitativamente el
grado de diferenciacion genetica: 0 - 0,05, puede considerarse como indicacién de baja
diferenciacion genética; 0,05 - 0,15, maderada diferenciacion genética; 0,15 - 0,25, alta
diferenciacidén genética, y sobre 0,25, diferenciacion genética muy aita (Hartl'y Clark,
1997).

Se calculd, ademas, el flujo génico {(medido aqui como nimero de migrantes, Nm)
a partir de los indices de fijacién usando la férmula Nm = 0.5 (1 - Gsy) / Gsr, donde N es el
tamario efectivo de la poblacién y m la tasa de migracién (proporcion de alelos dentro de
una poblacién de origen migrante). Estos céalculos se realizaron con el programa
POPGENE para estimar los niveles de flujo génico entre las poblaciones analizadas
dentro de cada region y entre regiones, al considerar el conjunto total de poblaciones.

La relacién entre estos parametros, Nm y Gsy, expresada en la formula anterior,
radica en varios supuestos. Las estimaciones indirectas de flujo génico, es decir aquellas
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derivadas de la distribucién de ciertos marcadores moleculares entre las poblaciones, se
basan en la neutralidad (desde el punto de vista de la seleccion natural) de los

marcadores en un modelo de islas, donde se supone que una especie esta subdividida en

- poblaciones (islas) de igual tamario (N), todas las cuales intercambian alelos. con igual

probabilidad (Avise, 1994). El modelo de islas no considera la distribucion espacial de las
poblaciones, por lo que cualquiéra de ellas puede ser fuente o receptora de los genes que
se intercambian. También se supone que cada poblacion tiene un tamafio infinito por lo
que las frecuencias génicas no son afectadas por deriva genética dentro de cada
poblacion (Hartl y Clark, 1997). Un criterio cualitativo para estimar el grado de flujo génico
a partir de los valores de Nm fue propuesto por Slatkin (1985): un valor de Nm mucho
mayor que 1 indica aito flujo genico mientras que un valor mucho menor que 1 indica bajo
flujo génico.

Las matrices originales fueron usadas, ademas, para calcular la distancia genética
corregida de Nei (Nei, 1978) entre todas las poblaciones con el programa POPGENE
(TABLA 5). Esta distancia esta definida como: D = - Ln (Jy, / (4il,)*®), donde J,, J, y Jy
son los promedios aritméticos para todos los foci de 2x7, 2y y Zxy, respectivamente {x;e
yi son las frecuencias del alelo / en las poblaciones X e Y). Debido a que esta distancia se
calcula a partir de las frecuencias alélicas, se utilizaron las mismas bandas que se
consideraron para calcular Gsr y Nm. Estas distancias fueron usadas para visualizar las

relaciones entre todas las poblaciones estudiadas usando el método de NJ con el

programa MEGA (Kumar y col., 2001).

2.1.7 Prueba de Mantel. Para determinar la existencia de correlacién entre las distancias
geneticas de Nei entre todas las poblaciones y las distancias geograficas que las separan,
se realizé una prueba de Mantel. Las distancias geograficas lineales fueron calculadas a
partir de las coordenadas de cada localidad usando el programa accesible en linea
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“Surface Distance Between Two Points of Latitude and Longitude® (direccion
hitp://mww.werl.ars. usda.gov/cec/java/lat-long.htm) y tabuladas como una matriz analoga
a la de distancias genéticas entre poblaciones. Se calcularon las distancias euclidianas
para todos los valores de ambas matrices con el programa STATISTICA (SatSoft Inc.,
1997) y las matrices resultantes fueron usadas para realizar la prueba de Mantel con el
programa MANTEL (Liedloff, 1999). Esta prueba entrega un valor g, el que debe ser
mayor a cierto valor critico para rechazar la hipétesis nula (de no correlacion significativa
entre las matrices) con una cierta probabilidad (P), y un coeficiente de correlacion, r, para
medir el grado de correlacion. 1000 iteraciones fueron realizadas para aumentar la
confianza en el resultado de esta comparacion. Los resultados de estas pruebas se

indican especificando los valores de ry P.

PARTIDOR | N°DE BANDAS INICIALES | N° DE BANDAS PARA ANALISIS
OPB-08 17 16
OPB-10 15 15
OPB-11 11 6 ’
OPG-05 16 15
OPG-06 14 11
OPG-14 12 8
TOTAL 85 71

TABLA 3: Numero de bandas RAPDs por partidor, En la primera columna se indica el
ntmero de bandas consideradas inicialmente en este estudio que fueron usadas para los
analisis de cluster. En la segunda columna se indica el nimero de bandas usadas para
los analisis genéticos después de excluir las bandas con una frecuencia rmayor a 0,9714 y
tres bandas monomérficas.
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2.2 SECUENCIAS DE LA REGION CONTROL.

2.2.1 Ejemplares y poblaciones analizadas. Para los analisis de secuencias se
incluyeron ejemplares de las mismas poblaciones usadas para los marcadores RAPDs,
con [a excepcion de 3 localidades de la Primera Regién: Socoroma, Pacollo y Zapahuira.
Ademas se incluyeron 5 especimenes de Bufo papillosus de la Laguna del Laja
(1400msnm; 37° 26' S, 71° 15" 0), Octava Regidn, para ser usados como grupo externo
(FIGURA 2). La eleccién de esta ultima especie se basa en los andlisis de caracteres
morfoldgicos, conductuales y moleculares, los cuales indican que Bufo papiliosus
corresponde al grupo hermano de Bufo spinulosus (Méndez, 2000). Las localidades
incluidas de Bufo spinulosus fueron: Azapa (3 ejemplares), Putre (5 ejemplares),
Parinacota (5 ejemplares), Tatio (5 ejemplares), Cuesta Chita (5 ejemplares), Vilama (5
ejemplares), Quebrada Jerez (4 ejemplares), Portillo (5 ejemplares), Farellones (5
ejemplares) y Lagunillas (3 ejemplares). Los datos de ubicacion geografica y altura para

estas localidades se encuentran en la TABLA 1.

2.2.2 Amplificacion de la Regién Control y secuenciacién. Las mismas muestras de
DNA total usadas para obtener los marcadores RAPDs fueron utilizadas para amplificar la
Region Control. Los partidores fueron los mismos que Goebel (1999) utilizé para
amplificar esta region en diversas especies de Bufo: CytbA-L (5-GAATY GGRGG
WCAAC CAGTA GAAGA CCC-3") y ControlP-H (5'-GTCCA TAGAT TCAST TCCGT CAG-
3'). La mezcla de PCR fue la siguiente (reactivos GIBCO BRL): H,0: 11,2pL; buffer (10X)
3,5uL; MgCl, (50mM): 1,5puL; dNTPs (2,5mM de cada uno) 5ul; partidor L (20uM): 1pl;
partidor H (20pM): 1pL; Tag (5U/uL): 1pl; DNA total: 0,8ul. Se usaron directamente las
muestras de DNA exiraidas sin diluir ya que se observé que se obtenia un buen producto

de amplificacién a pesar de las diferencias de concentracion. Las condiciones de PCR
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fueron las siguientes: 1 min de denaturacién inicial a 94°C; 28 ciclos de 1 min de
denaturacion a 94°C, 1 min de alineacion a 56°C y 2 min de extension a 72°C y 5 min a
72°C de extensién final. En cada PCR se usé un control negativo en que el DNA fue
rempiazado con agua para descartar la posibilidad de contaminacién. Los productos de
amplificacién fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer
TBE 0,5X con bromuro de etidio y visualizados con luz ultravioleta. En todos los geles se
carg6 un marcador de peso molecular de 100pb (GIBCO BRL) para verificar el tamafio de
la region amplificada, aproximadamente de 1100pb. En todos los casos se observé sélo
una banda intensa del tamario esperado. Este producto fue purificado del resto de los
reactivos del PCR usando el kit Qiaquick (Qiagen). Para la secuenciacién se uso el
secuenciador automatico ABI Prism 377 (ABI Biosystems). Todos los productos de

amplificacion fueron secuenciados en ambos sentidos para obtener las lecturas de ambos

extremos de la regién.

2.2.3 Anadlisis de las secuencias. Las dos secuencias de cada ejemplar fueron alineadas
con el programa BIOEDIT (Hall, 1999) para corregir las lecturas ambiguas en los
extremos de cada secuencia. Estas correcciones se hicieron comparando cada
alineamiento con los perfiles de fluorescencia de cada espectrograma. Los
espectrogramas fueron visualizados con el programa CHROMAS (McCarthy, 1998). Las
50 secuencias corregidas fueron alineadas con el programa Clustal W (Thompson y col.,
1994) y posteriormente alineadas a mano con el programa BIOEDIT. De los 1124
nucleétidos que se obtuvieron como promedio en cada ejemplar, 946 fueron
seleccionados después de excluir los exiremos donde no pudieron realizarse los
alineamientos con certeza. Estos sitios fueron utilizados para calcular las distancias entre
cada par de ejemplares y entre poblaciones (promedio)} usando el modelo de sustitucion

nucleotidica Kimura de dos parametros (K2P) con el programa MEGA. Este mismo
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programa se utilizo para construir arboles con el método de Neighbor joining utilizando las
distancias K2P entre individuos y poblaciones. Se realizé un bootstrap de 1000
seudoréplicas para calcular el soporte en los nodos del arbol en gque se examinod la

diferenciacion individual.

2.2.4 Pruebas de Mantel. Para determinar la correlacion entre la diferenciacion
encontrada con la Region Control (medida como la distancia K2P entre poblaciones) y las
distancias geograficas, se realizé una prueba de Mantel. Otra prueba se realizé para ver si
existia concordancia entre las distancias genéticas interpoblacionales calculadas con

ambos marcadores (distancias genéticas de Nei versus distancias K2P).
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3. RESULTADOS

3.1 MARCADQRES RAPDs.

3.1.1 Patrones de bandas. Las matrices completas para todos los ejemplares incluidos
en este estudio se encuentran en el ANEXO 1, donde se especifican los nombres usados
para individualizar cada banda y su tamafio. Se observd una completa reproducibilidad de
los patrones de bandas en todos los casos que se repitio la amplificacion de los individuos
usados como controles. Esto permitid descartar la posibilidad de que algunas bandas
observadas fueran artefactos producidos por el PCR. Los patrones de bandas en algunas
poblaciones para cada partidor pueden verse en las FIGURAS 3 y 4. En cuanto a los
patrones individuales, todos los ejemplares presentaron una combinacidn tinica de
bandas lo que permitié ubicar graficamente cada individuo en un nodo terminal de los

dendrogramas construidos a partir de las distancias calculadas (FIGURA 8).

3.1.2 Frecuencias de bandas. De las 85 bandas utilizadas para los andlisis de cluster, se
eliminaron 11 que presentaban una frecuencia superior a 0,9714 (B-08.6, B-11.1, B-11.2,
B-11.3, B-11.5, B-11.7, G-05.2, G-06.13, G-14.2, G-14.5 y G-14.10) y tres bandas
monomérficas (G-06.2, G-06.3 y G-14.11). Las frecuencias de las 71 bandas restantes,
considerando la totalidad de los individuos, abarcan valores entre 00762 y 0,9619 y se
concentran principalmente entre 0,2 y 0,4 y sobre 0,9 (FIGURA 5). La distribucién de
estos valores no indica ninguna tendencia en particular por lo que se considerd que las
bandas seleccionadas representan una muestra aleatoria de los marcadores obtenidos.
Los valores de frecuencias del alelo "presencia de banda" de las 71 bandas por
agrupaciones y poblaciones se muestran en la ANEXO 2. Al analizar estas frecuencias en

cada poblacién puede apreciarse que estos valores son heterogéneos para todos los /oci,

21




OPB-08

Farellones Tatio C. Chita Q. Jerez Portillo

M
-
-

OPB-10

Farellones Tatio C. Chita Q. Jerez Portillo

OPB-11

Fare. Port. Jerez C. Chita Vilama Tatio Pari.

B Bt et

e R e

FIGURA 3: Patrones electroforéticos de bandas RAPDs encontrados con los partidores
OPB-08, OPB-10 y OPB-11 en algunos ejemplares de Bufo spinulosus. Algunas
localidades se indican por una abreviacion de sus cuatro letras iniciales. El carril central

(M) corresponde al marcador de peso molecular de 100pb.
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FIGURA 4: Patrones electroforéticos de bandas RAPDs encontrados con los partidores
OPG-05, OPG-06 y OPG-14 en algunos ejemplares de Bufo spinulosus. El carril central

(M) corresponde al marcador de peso molecular de 100pb.
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FIGURA 5: Distribucion de frecuencias de bandas RAPDs. En el grafico sélo se incluyen
las 71 bandas consideradas en los analisis genéticos y en los calculos de las distancias

de Nei.

presentando valores extremos (1 6 0) solo en algunas poblaciones. Ademas se puede
observar que ninguna de estas bandas pertenece exclusivamente a una determinada
poblacién, con la excepcion de la B-08.15, que se presenta casi exclusivamente en
Quebrada de Jerez (ver ANEXO 2). El mismo analisis para las poblaciones agrupadas por
regiones (considerando las poblaciones de la Zona Central como una region), muestra
que solo tres bandas (B-10.15, G-05.5 y G-05.12) estan presentes exclusivamente en una
region, mientras que el resto se distribuye con frecuencias variables entre dos o las tres
regiones. Entre estas Ultimas algunas se presentan en alta frecuencia (mayores a 0.8) en
todas las regiones (por ejemplo: B-10.4, B-11.2, B-11.5, G-05.2, G-OB.S, G-14.10)
mientras sélo una aparece con frecuencias por debajo de 0,2 (B-08.15). Otras bandas
tienen una alta frecuencia en una region particular, pero estdn escasamente
representadas en las otras (frecuencias menores a 0,2) por lo que se podrian considerar
como caracteristicas de cada region. Entre estas se pueden mencionar las bandas G-05.4
y G-05.12 para la Primera Regién, G-06.1 y G-14.12 para la Segunda Region y B-08.13 y

B-11.11 para la Zona Central. Gran parte de las bandas restantes son compartidas en
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distinto grado por alglin par de regiones. Por ejemplo, las bandas B-10.11 y G-06.7 se
encuentran en frecuencias relativamente altas en la Primera y Segunda Regién estando
ausentes en la Zona Central. Lo mismo puede decirse para la banda B-10.1, compartida
por la Segunda Region y la Zona Central, y las G-05.3, G-06.12 y G-14.6, presentes en la

Primera Regidn y la Zona Central.

3.1.3 Dendrogramas y diferenciacion poblacional. Todos los dendrogramas
construidos con los dos métodos utilizados (UPGMA y Neighbor joining) presentaron una
topologia similar para ambas distancias por lo que se muestra sélo uno de estos
resultados. En las FIGURA 6 se observa el dendrograma construido con UPGMA
utilizando la distancia de Rogers en el que se indican todos los valores significativos de
bootstrap (mayores que 50) para los nodos externos y algunas agrupaciones
poblacicnales. En esta representacién se observan tres grupos que corresponden a los
ejemplares de las Regiones Primera, Segunda y Zona Central. Estas agrupaciones estan
respaldadas por valores de hootstrap mayores que 90. También puede observarse que
los grupos de individuos de la Primera y Segunda Regién se agrupan separéndose de los
ejemplares de la Zona Central. A nivel poblacional sélo las poblaciones de Quebrada
Jerez, Lagunillas y Azapa tienen valores de bootstrap mayores que 50 y se separan del
resto, aunque en los dos (ltimos casos esto podria deberse al bajo nimero de individuos
incluidos de estas poblaciones. Las poblaciones de la Zona Central (Farellones y Portillo)
también se separan pero con valores bajos de bootstrap (excepto Lagunillas). En el resto
de los casos se observa que los individuos de varias poblaciones se entremezclan,
particularmente los ejempiares de la Segunda Region (Vilama, Cuesta Chita y Tatio) y los
de la Primera Region {con excepcion de los de Azapa). El arbol construido con la

distancia de Nei entre poblaciones (TABLA 5) muestra la misma topologia general

(FIGURA 7).
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FIGURA 6: Dendrograma construido con UPGMA usando la distancia de Rogers
calculada a partir de 85 bandas RAPDs. Se muestran los nodos que presentan valores
significativos de bootstrap (sobre 50). Se sefialan, ademas, las agrupaciones de
ejemplares por Region y algunas agrupaciones poblacionales.
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FIGURA 7: Arbol construido con Neighbor joining usando la distancia genética de Nei.
Para calcular estas distancias promedio entre poblaciones se utilizaron sélo 71 bandas
RAPDs.

3.1.4 Coeficientes de diferenciacion genética y flujo génico. El resumen de los valores
de diferenciacion genética tanto para agrupaciones de poblaciones como para el total de

individuos de Bufo spinulosus se muestra en la TABLA 4. De acuerdo a los criterios

’cualitativos sugeridos por Wright para los valores de Ggr, todas las agrupaciones

consideradas muestran una alta diferenciacion genética (mayor a 0,25). Las estimaciones
de flujo génico (Nm) son muy similares entre si al considerar las regiones (promedio

0,845}, pero son mayores que el valor estimado para el conjunto total (0,570).
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3.1.5 Prueba de Mantel. Esta prueba mostré una significativa correlacion entre las

distancias geograficas y distancias de Nei entre poblaciones al realizar 1000 iteraciones

{r = 0,7044,; P < 0,005). Las distancias geograficas entre localidades se muestran en las

TABLAS 5y 6.

GRUPOS DE POBLACIONES N° DE Gst Nm
EJEMPLARES

PRIMERA REGION 41 0,3735 | 0,8387

SEGUNDA REGION 40 0,3291 | 1,0193

ZONA CENTRAL 24 0,4251 | 0,6761

TOTAL 105 | 0,4675 | 0,5695

TABLA 4: Coeficientes de diferenciacidn genética (Gsr) y nimero de migrantes (Nm) para
agrupaciones de poblaciones y para la totalidad de ejemplares de Bufo spinulosus.

FAR [ POR | LAG JER TAT VIL CHI PAR | PUT | SOC | PAC ZAP AZA
FAR 0 55,80 | 28,90 [1.151,64|1.244,01/1.183,40]1.232,76|1.686,63|1.685,67|1.677,9411.687,61[1.670,11|1.647,90
POR | 0,102 0 83,67 |1.095,87(1.188,28|1.127,68(1.177,07|1.631,72]1.630,85|1.623,24(1.632,86/1.615.41)1.593,65
LAG | 0,099 { 0,130 0 |1.179,3011.271,81)1.211,24}1.260,64/1.715,20/1.714,21(1.706,58}1.716,23/1.698,75|1.676,66
JER | 0,809 | 0,595 | 0,668 0 94,43 { 40,70 | 87,70 | 569,93 | 578,20 | 572,32.| 578,83 | 564,52 | 566,04
TAT | 0,645 | 0,627 | 0,676 | 0,138 o 60,97 | 18,24 | 478,00 | 487,62 | 482,00 | 488,03 | 474,38 | 480,10
ViL 0618 | 0,634 | 0666 | 0,132 | 0,069 0 49,92 | 530,68 | 438,43 | 542,46 | 539,13 | 524,64 | 525,48
CHI | 0,588 | 0621 | 0,753 | 0,157 | 0,093 | 0,050 0 482,26 | 490,80 | 485,02 | 491,37 | 477,24 | 480,50
PAR { 0,331 | 0,319 | 0,468 | 0,393 | 0,411 { 0,410 | 0,437 0 30,81 | 36,00 | 26,67 | 37,45 | 102,06
PUT | 0,373 | 0,380 | 0,509 | 0,427 | 0,436 | 0,420 | 0,477 | 0,046 0 8,72 4,63 | 15,73 | 74,23
SOC | 0418 | 0,494 | 0,530 | 0,455 | 0,504 | 0,424 | 0,489 | 0,112 | 0,086 0] 12,79 | 7,92 | 66,79
PAC | 0415 | 0472 | 0,452 | 0,492 | 0,549 | 0,476 { 0,576 | 0,129 | 0,088 | 0,070 0 18,86 | 78,84
ZAP | 0,376 | 0,437 | 0,451 | 0,480 | 0,525 | 0,442 | 0,537 | 0,156 | 0,106 | 0,050 | 0,052 0 64,68
AZA | 0,492 | 0,505 | 0,595 | 0,500 | 0,514 { 0,512 | 0,584 | 0,152 | 0,088 | 0,111 | 0,161 | 0,148 0

TABLA &: Distancias de Nei y distancias geograficas entre poblaciones. Los valores bajo
la diagonal corresponden a las distancias de Nei promedio calculadas a partir de los
marcadores RAPDs. Los valores sobre la diagonal corresponden a las distancias
geograficas (km) entre localidades. Las poblaciones son indicadas por una abreviacion de
sus tres letras iniciales.




.

3.2 SECUENCIAS DE LA REGION CONTROL.

3.2.1 Patrones de diferenciacién. En la FIGURA 8 se muestra el arbol construido por NJ
con las secuencias de los 50 ejemplares incluidos en este estudio. Los valores sobre los
nodos en esta figura son los valores significativos (mayores que 50) de bootstrap. En este
arbol puede apreciarse la separacién de los individuos de Bufo spinufosus en tres grupos
que corresponden a las tres Regiones consideradas (Primera Regién, Segunda Regién y
Zona Central} con valores de bootstrap de 99 6 100 y que se diferencian completamente
de los ejemplares de Bufo papiflosus (100% de bootstrap). Se observa, a diferencia del
dendrograma construido con los marcadores RAPDs (FIGURA 6), un valor no significativo
de bootstrap (36) para la agrupacion de las Regiones del Norte. A nivel poblacional, solo
los individuos de Quebrada Jerez (Segunda Region) y los pertenecientes a las tres
localidades de la Zona Central forman agrupaciones respaldadas por valores significativos
de bootstrap, mientras que el resto, todos los ejemplares de la Primera Regién y del resto
de la Segunda Region (Tatio, Cuesta Chita y Vilama), se entremezclan. El arbol
construido a partir de las distancias K2P promedio entre poblaciones (FIGURA 9) también
muestra la separacién de las poblaciones en las tres regiones anteriormente sefaladas,
pero a diferencia del arbol anterior, la Segunda Regién y la Zona Central aparecen
agrupadas. La topologia en ambos arboles es ia misma a nivel de poblaciones, con la
separacion de Quebrada Jerez del resto de las poblaciones de la Segunda Region y la

misma agrupacion de las poblaciones de la Zona Central.

3.2.2 Pruebas de Mantel. Estas pruebas muestran que existen correlaciones
significativas tanto entre las distancias genéticas (K2P) promedio entre poblaciones
(TABLA 6) y las distancias geograficas (r = 0,538; P < 0,005), asi como entre las
distancias genéticas calculadas para los marcadores RAPDs y las secuencias de la
Regién Control (r = 0,868; P < 0,005).
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FIGURA 8: Arbal construido con Neighbor joining usando la distancia Kimura dos
parametros (K2P) entre ejemplares. Para calcular esta distancia se utilizaron 946 sitios
nucleotidicos de la Regién Control de 50 ejemplares de Bufo spinulosus. La barra

representa la distancia K2P a lo largo de las ramas.
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FAR POR LAG JER TAT VIL CHI PAR PUT AZA

FAR 0 55,80 28,90 11.151,64|1.244,01(1.183,40(1.232,76|1.686,6311.685,67 | 1.647.90
POR 0,016 0 83,67 |1.085,87(1.188,28{1.127,68}1.177,071.631,72(1.630,85!1.593,65
LAG 0,002 0,017 0 1.179,30(1.271,8171.211,24 [ 1.280,64 [ 1.715,20 | 1.714,21 | 1.676,66
JER 0,044 0.042 0,042 0 94,43 40,70 87,70 | 569,93 | £78,20 | 566,04
TAT 0,044 0,040 0,042 | 0,013 0 60,97 18,24 | 478,00 | 487,62 | 480,10 -
VIL 0,044 0,040 0,042 0.014 0,604 0 49,92 | 530,68 | 438,43 | 52548
CHi 0,042 0,040 0,040 0,012 0,002 0,003 0 482,26 | 490,80 | 480,50
PAR 0,046 0.044 0,044 0,046 0,045 0.046 0,045 0 30,81 | 102,06
PUT 0,047 0,045 0,045 0,048 0,047 0,048 0,047 0,006 0 74,23
AZA 0,045 0,044 0,044 0,047 0,046 0,046 0,045 0,006 0,003 0

TABLA 6: Distancias Kimura dos pardmetros (K2P) promedio entre poblaciones y
distancias geograficas entre localidades. Los valores bajo la diagonal corresponden a las
distancias K2P calculadas a partir de las secuencias de la Regién Control. Los valores
sobre la diagonal corresponden a las distancias geograficas (km). Las poblaciones son
indicadas por una abreviacion de sus tres letras iniciales.
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FIGURA 9: Arbol construido con Neighbor joining usando la distancia Kimura dos
parametros (K2P) promedio entre poblaciones. La barra representa la distancia K2P a lo

largo de las ramas.
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4. DISCUSION

Una de las ventajas principales de la técnica RAPD-PCR es que se puede obtener
un gran numero de marcadores anénimos a un costo relativamente bajo en comparacion
con ofras técnicas (Parker y coi., 1998). En este estudio se han obtenido un total de 85
bandas, nimero que es mayor al promedio (74) de marcadores usados en otros estudios
poblacionales en que se uso esta técnica (Gibbs y col., 1994; Le Corre y col., 1997;
Kirsten y col., 1998; Lou y col., 1998; Ritland y col., 2000 Tansley y Brown, 2000). Esta
observacion es importante ya que las estimaciones de coeficientes de diferenciacién
genética y el calculo de distancias de Nei enire poblaciones dependen de las frecuencias
genotipicas, valores gue dependen a su vez de los niveles de polimorfismo detectables.
Lynch & Milligan (1994) proponen varias formulas corregidas para calcular una serie de
parametros genéticos y disminuir de esta manera las desviaciones producidas en los
calculos debidas al caracter dominante de estos marcadores. Como una de sus
conclusiones, ellos recomiendan eliminar de los analisis aquellas bandas con una
frecuencia relativamente alta (mayor a 1 - 3/N, donde N es el ntimero de individuos por
poblacidn), por lo que se hace necesario aumentar el nimero de /oc/ para compensar esta
pérdida de marcadores. Aungue este criterio no fue aplicado directamente en este
estudio, se decidid excluir de los andlisis genéticos 14 bandas presentes en muy alta
frecuencia (considerando el total de individuos), como una forma de disminuir Ia
desviacion en los calculos de frecuencias genotipicas mencionada por Lynch y Milligan.

Las 85 bandas utilizadas en los analisis de cluster permitieron distinguir entre si a
los 105 ejemplares utilizados en este estudio. Sin embargo, una comparacion detallada de
la distribucion de bandas entre poblaciones vy regiones, indica que no es posible
diferenciar estas agrupaciones por la posesion o ausencia completa de determinadas

bandas sino que la distincion radica en patrones de frecuencias caracteristicos para cada
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una de eilas. Esto podria deberse a que [a resolucion (nimero de bandas) alcanzada en
este estudio no permitié hallar marcadores especificos para diferenciar cada una de las
poblaciones o regiones, o efectivamente algunos grupos de poblaciones comparten
determinados patrones de polimorfismo debido a un alto grado de similitud a nivel
genético.

Los coeficientes de diferenciacion genética (Gsy) han sido usados ampliamente
para describir 1a estructura genética de las poblaciones (Avise, 1994). Interpretados como
una medida de diferenciacion genética dentro de un modelo de aislamiento por distancia,
en que las caracteristicas genéticas adquiridas por las subpoblaciones (en este caso las
localidades) estan correlacionadas con las distancias que las separan, o como la
reduccion de heterocigocidad debido a la endogamia dentro de cada subpoblacion, estos
indices proveen una medida de la subestructuracién genética dentro de una poblacién (en
este caso cada Region o el fotal de pobiaciones) (Hartl y Clark, 1997). Los valores de
estas medidas encontrados en este estudio (TABLA 4) indican que en todos los casos hay
una alta diferenciacion genética dentro de cada regién, lo que podria explicarse por una
efectiva separacion espacial entre las poblaciones. Las estimaciones de fiujo génico (Nm)
calculadas para cada una de las regiones indican un moderado flujo génico entre las
poblaciones que las conforman de acuerdo a los criterios cualitativos sugeridos por Slatkin
para interpretar estos valores (Slatkin, 1985). Tedricamente esto no concuerda con los
altos valores de Gsr calculados para cada region, ya que para valores altos de
subestructuracion genética dentro de una poblacion se esperarian valores bajos de flujo
génico entre las subpoblaciones que la conforman (Avise, 1994). Esta relacién parece
cumplirse al considerar el conjunto total, donde se observa un valor mayor de Gsr y un
valor menor de Nm con respecto a los calculados dentro de cada regién, lo que podria
explicarse por las grandes distancias geograficas que separan las regiones. Sin embargo,

las interpretaciones derivadas de las estimaciones de Nm a partir de Gs; deben tomarse
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con mucha precaucién ya que la relacion entre ambos parametros radica en muchos
supuestos que no corresponden a la situacién real de las poblaciones (Whitlock y
McCauley, 1999).

Aunque los valores de Gsr calculados son una indicacién de un alto grado de
subestructuracion pobiacional dentro de las regiones, estos datos no permiten determinar
si es que alguna o algunas poblaciones se han diferenciado mas del resto 0 si hay un
patrdn de diferenciacion uniforme dentro de cada region. Las agrupaciones de individuos
Y pobiaciones se pueden cbservar graficamente en los arboles de las FIGURAS & y7,en
los que se aprecia la misma topologia general, independientemente de la distancia usada
0 del método para construir el arbol. Aunque en todos los casos se observa una clara
separacion entre las poblaciones que conforman cada regién, dentro de las regiones solo
algunas poblaciones se separan del resto, indicando que algunos grupos de poblaciones,
-especialmente en la Primera y en la Segunda Regidn, aparentemente no han alcanzado
un nivel detectable de diferenciacién genética o presentarian un nivel importante de flujo
génico. Esta titima interpretacion presenta algunas dificultades debido a las condiciones
extremas en la que estos animales habitan, especialmente la aridez en las Regiones del
Norte (Veloso y col., 1982). En cuanto al patrdon de diferenciacion general, la clara
separacion entre las regiones del Norte y del Centro concuerda con el aislamiento
geografico postulado por Cei (1962) para ambos grupos dentro de la especie Bufo
spinulosus.

Una manera de determinar si la diferenciacion genética observada se debe en
parte a un efecto de aislamiento por distancia, es verificar si existe una correlacion
significativa entre las distancias genéticas calculadas 'y las distancias geograficas que
separan cada localidad. La alta correlacion observada en el prueba de Mante! usando los
marcadores RAPDs (r = 0,7044; P < 0,005), indica que el patrén general de diferenciacién

se podria explicar en gran medida por las grandes distancias que separan las regiones.
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En un estudio similar, Ritland y col. (2000), usaron estos marcadores para determinar el
grado de estructura genética y su relacion con la distancias geograficas entre varios
grupos de poblaciones en Ascaphus truei, una especie de rana norteamericana. Estos
autores encontraron una gran variacion en los indices de fijacion de Wright (Fs7) vy una
heterogenea correlacion entre las distancias genéticas y geograficas a diferentes escalas,
lo cual es interpretado como resultado de un complejo patron de expansiones y
contracciones de rango geografico que han afectado diferencialmente a las poblaciones
consideradas. Conirastando con estos resultados, en este estudio se han encontrado
valores similares de Gsr dentro de todas las Regiones y una significativa correlacién entre,
las distancias genéticas y geograficas (a una escala regional), lo que concuerda, en la
interpretacion mas simple, con una diferenciacion genética provocada por un
distanciamiento uniforme entre los individuos que conforman estas poblaciones
(aislamiento por distancia). Es posible que el gran nimero de marcadores (169 foci) e
individuos (469) usados por Ritland y colaboradores les hayan permitido postular tan
complejo escenario de diferenciacion.

Una de las herramientas més usadas para determinar el patrén de diferenciacion
filogeografico entre poblaciones es la comparacién de secuencias de genes
mitocondriales (Avise, 1992). Aunque en este estudio no fue posible incluir ejemplares de
todas las poblaciones usadas en los andlisis con RAPDs, la variedad de individuos
incluidos en estos analisis fue suficiente para analizar las diferencias dentro de las
regiones anteriormente consideradas. En la FIGURA 8 se puede apreciar que el patrén
general encontrado con la Regién Control se asemeja mucho al obtenido a partir de los
marcadores RAPDs {comparese con las FIGURA 6), con la diferencia de que en el arbol
construido con todas las secuencias, la agrupacion de los ejemplares de las Regiones
Primeras y Segunda no esta soportada por un valor significativo de bootstrap. A nivel

poblacional (FIGURA 9), las poblaciones de la Segunda Regién aparecen agrupadas con
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las de la Zona Central, resultado que no concuerda con el patron hallado con los
marcadores RAPDs (FIGURA 7). Esto resultados no son incongruentes. Los marcadores
RAPDs indican sélo los niveles de semejanza a nivel genético (por lo que no es de
extrafiar que las pobiaciones del Norte se asemejen entre si), mientras que las
agrupaciones encontradas entre las secuencias pueden interpretarse como relaciones
entre los linajes que habitan cada una de las zonas geograficas. La posicién basal de las
poblaciones de la Primera Region en la FIGURA 9, indica una relacion ancestral con
respecto a las poblaciones de la Segunda Regién y la Zona Central, lo cual sugiere un
origen septentrional para esta especie en Chile. La verificacion de esta hipotesis requiere
la inclusién de poblaciones de los paises limitrofes, tanto de Pert:, Bolivia y Argentina, y
un muestreo mas detallado a lo largo del rango de distribucion en nuestro pais.
Independientemente de la interpretacion que podria derivarse de la diferenciacién
encontrada ‘con la Regidén Control, es importante destacar que los marcadores
mitocondriales permiten detectar linajes filogenéticamente separados por descendencia
uniparental (indicando el grado de dispersién alcanzado por las hembras de la especie),
por lo que estos resultados sugieren que las poblaciones que conforman estas regiones
han alcanzado un nivel importante de divergencia y pertenecen a tres linajes diferentes.
En cuanto al patron de diferenciacién interpoblacional, es interesante destacar que con
este marcador tampoco se obtiene una completa separacién entre las poblaciones de la
Primera Region y algunas de la Segunda Regién, o que sugiere que alguncs de estos
linajes estan estrechamente emparentados y se distribuyen ampliamente entre estas
poblaciones. La significativa correlacién entre la diferenciacién encontrada con estos
marcadores y la distancia geografica entre las poblaciones consideradas en este estudio,

sugiere que existe una marcada estructura filogeografica (sensu Avise y col., 1987) a lo

largo de un gradiente latitudinal.
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La alta correlacion entre los patrones de diferenciacion genética encontrados con
ambos marcadores puede interpretarse como el resultado de la filopatria (tendencia de los
organismos a permanecer y reproducirse en los mismos lugares de nacimiento) que
muestra este tipo de animales, especialmente en habitat extremos (Dueliman & Trueb,
1994). La evidente estructuracion filogeografica encontrada con la Regién Contral, sugiere
que distintos linajes maternos han permanecido relativamente aislados alcanzando los
niveles de divergencia detectados en este estudio. Por ofra parte, los marcadores
nucleares, que podrian dar una indicacién de la capacidad de dispersion de ambos sexos
entre las poblaciones, muestran una marcada subestructuracién, sugiriendo que los
niveles de fiujo génico actuales o pasados no han tenido un importante efecto
homogeneizador a nivel genético. Esto puede explicar en gran parte el patrén general de
diferenciacion genética, que concuerda con la diferenciacion morfoldgica a lo largo de un
gradiente latitudinal anteriormente documentada, pero es evidente que a una escala
menor ofros procesos han determinado la falta de diferenciacién, tanto morfolégica como
genética, entre algunas poblaciones, particularmente en las poblaciones de la Primera
Regién y algunas de la Segunda Region.

En un contexto mas general, el uso de marcadores moleculares constituye el
primer paso para inferir los procesos historicos o demograficos que determinan la
distribucion de la variabilidad genética a nivel intraespecifico. Esta informacion, en un
marco tedrico adecuado, permitiria establecer la importancia relativa de las distintas
fuerzas que moldean la evolucidn en poblaciones naturales y contribuir al entendimiento
de los procesos que llevan a la aparicién y mantenimiento de la biodiversidad. Ademas, el
conocimiento de la estructura genética dentro de una especie puede servir de base para
investigar e identificar los procesos adaptativos que producen la alta variabilidad de

formas intraespécificas que se pueden observar en la mayoria de las especies.
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Finalmente, los estudios de variacién genética a nivel intraespecifico, pueden
servir de base para la identificacion de organismos prioritarios desde un punto de vista
conservacionisfa. Esto permitiria concentrar los esfuerzos en aquellas especies que
presenten una menor diversidad o aquellas poblaciones con caracteristicas particulares,
cuya desaparicion significaria una pérdida de la variabilidad genética a nivel
intraespecifico. Los resultados del presente estudio indican que Bufo spinulosus presenta
un alto nivel de variacion genético a nivel interpoblacional, por lo que la posibitidad de que
algunas poblaciones desaparezcan provocaria una disminucion de la diversidad genética
de la especie. Aunque al parecer esta anfibio es relativamente abundante y puede
sobrevivir en ambientes acuéticos alterados (observaciones personales), la desaparicion
sistematica de estos sistemas puede potencialmente provocar la pérdida de algunas
poblaciones. Lamentablemente, nada se puede decir acerca de la variabilidad genética en
otras especies de anfibios chilenos, algunas de las cuales son endémicas ¥y con un

restringide rango de distribuciédn, ya que hasta la fecha no se ha estudiado su variabilidad

desde este punto de vista.
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5. CONCLUSIONES

El nimero de bandas RAPDs usadas en este estudio y el nivel de polimorfismo
detectado con estos marcadores, permiten diferenciar claramente tres grupos de
poblaciones en Bufo spinulosus que corresponden a las Regiones Primera, Segunda y
Zona Central.

Dentro de estas regiones solo algunas poblaciones pueden diferenciarse del resto, lo
que podria indicar que las poblaciones que aparecen mezcladas no han alcanzado un
nivel detectable de diferenciacion genética debido probablemente al efecto de algiin
proceso de homogeneizacion genética (por ejemplo, flujo génico).

Los coeficientes de diferenciacion genética estimados a partir de los marcadores
RAPDs para las distintas regiones consideradas en este estudio (Primera, Segunda y
Zona Central) y para el conjunto total de indi\fiduos, indican un alto grado de
subestructuracion genética dentro de estas agrupaciones, lo que concuerda con el
patron general de diferenciacion hallado a partir de las distancias genéticas
calculadas.

El patrén de diferenciacion encontrado con los marcadores RAPDs esta altamente
correlacionado con las distancias geograficas que separan las localidades
consideradas, lo cual puede interpretarse como resultado de la diferenciacion genética
producida por el distanciamiento entre los individuos (tanto machos como hembras)
que conforman cada una de las poblaciones dentro del marco de un modelo de

aislamiento por distancia.
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Las secuencias de la Region Control sugieren que hay un alto nivel de divergencia
entre los linajes maternos detectados dentro las tres regiones consideradas y entre
algunas poblaciones dentro de estas regiones (particularmente, Quebrada Jerez
(Segunda Regién) y las poblaciones de la Zona Central).

A nivel poblacional y regional, un patrén de diferenciacion similar puede ser observado
con este marcador al compararlo con el patrén hallado con los marcadores RAPDs, lo
cual sugiere una marcada estructuracion filogeografica para esta especie en Chile.

La significativa correlacion entre los niveles de diferenciacion genética hallados con
ambos marcadores, asi como entre cada marcador y las distancias geograficas que
separan las distintas localidades, permiten sugerir que la diferenciacién genética
encontrada entre estas poblaciones estd determinada en gran medida por la
separacion geografica que las separan seguin un modelo de aislamiento por distancia,
verificando de esta manera las hipotesis planteadas inicialmente.

Los resuitados del presente estudio permitirian explicar en gran parte los patrones
latitudinales de diferenciacién morfoldgica descritos anteriormente y podrian servir
como base para establecer los procesos genéticos que han determinado la alta

diversidad morfoldgica que presenta esta especie a nivel poblacional.
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