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RESUMEN

Las causas de la variacidn geogréfica intraespecifica del tamafio corporal en
vertebrados ectotermos generalmente se han atribuido a variables ambientales (e.g.
temperatura, precipitacion) que actian a una escala temporal ecoldgica. En
anfibios, la investigacion de las ultimas décadas ha favorecido mecanismos que
involucran la disponibilidad de agua como explicacién de la variacion geografica del
tamano corporal. Sin embargo, existen escasos estudios de especies terrestres que
habitan ambientes desérticos o semidesérticos, donde es mas probable que la
escasez de agua genere importantes restricciones sobre aspectos fisiolégicos y
ecoldgicos. En este estudio se describe la variacion geogréfica del tamafio corporal
del anfibio semidesértico Rhinella atacamensis. Esta especie se distribuye por mas
de 750 km a través de un gradiente latitudinal de aridez, que constituye la transicién
entre el extremo sur del desierto de Atacama y la regiébn mediterranea de Chile
central. Se midi6 la longitud hocico-cloaca (LHC) de 315 adultos de la especie
provenientes de 11 localidades representativas de toda su distribucion (25 — 32°S)
y se utilizé un enfoque de modelacion tedrica de informacion para evaluar el soporte
de los datos para diferentes hipotesis ecogeograficas. La modelacion se basé
explicitamente en ocho hipotesis propuestas en la literatura, que involucran la
precipitacion, la temperatura, el potencial de evapotranspiracion y la productividad
primaria. El patrébn de variacion se ajustd a una clina del tamafio corporal de

Bergmann: el LHC promedio de las poblaciones incrementa consistentemente hacia

vii



latitudes mayores. Los dos mejores modelos, junto con el analisis de particion
jerarquica, mostraron que la mayor parte de la evidencia soporta la precipitacion
media anual como predictor del tamafio corporal, favoreciendo la hipétesis de la
disponibilidad de agua inversa. Se plantea que la disminucion del tamafio corporal
a menores latitudes seria el resultado de una menor actividad de forrajeo en
respuesta a la disminucién de los niveles de precipitacién en areas que también
presentan menor productividad (disponibilidad de recursos). Este constituye uno de
los pocos ejemplos en anfibios a nivel intraespecifico que no se puede atribuir a la
economia de agua, ya que no involucra un aumento de tamafo corporal como
respuesta a la disminucion de la precipitacion. Sugerimos que el inusual patrén
encontrado en el sapo de Atacama podria atribuirse a una respuesta adaptativa a
las condiciones de menor disponibilidad de agua, posibilitada por la antigiiedad del

gradiente de aridez que caracteriza la distribucion actual de la especie.
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ABSTRACT

The causes of intraspecific geographic variation of body size in ectothermic
vertebrates have generally been attributed to environmental variables (e.g.
temperature, precipitation) that act on ecological time scale. In amphibians, the
research of the last decades has favored mechanisms that involve the water
availability as explanation of geographic variation of body size. However, there are
few studies of terrestrial species that inhabit desert or semi-desert environments,
where water scarcity is more likely to create important restrictions on physiological
and ecological aspects. This study describes the geographic variation in body size
of the semi-desert amphibian Rhinella atacamensis. This species is distributed for
more than 750 km through a latitudinal aridity gradient that constitutes the transition
between the southern tip of the Atacama Desert and the Mediterranean region of
central Chile. The snout-vent length (SVL) of 315 adults of the species from 11
representative localities of its entire distribution (25 - 32 ° S) was measured and a
theoretical information modeling approach was used to assess the support of the
data for different ecogeographic hypotheses. The modeling was explicitly based on
eight hypotheses proposed in the literature, involving precipitation, temperature,
potential evapotranspiration and primary productivity. The pattern of variation was
adjusted to a Bergmann body size cline: the mean SVL of populations consistently
increases towards higher latitudes. The two best models, together with the

hierarchical partition analysis, showed that most of the evidence supports



precipitation mean annual as predictor of body size, favoring the converse water
availability hypothesis. It is proposed that the decrease in body size at lower latitudes
would be the result of less foraging activity in response to the decrease in
precipitation levels in areas that also have lower productivity (availability of
resources). This constitutes one of the few examples in amphibians at intraspecific
level that cannot be attributed to water economy since it does not involve an increase
in body size in response to decrease in precipitation. We suggest that the unusual
pattern found in the Atacama toad could be attributed to an adaptive response to
conditions of lower water availability, made possible by the age of the aridity gradient

that characterizes the current distribution of the species.



INTRODUCCION

La variacion geografica conserva un rol central en evolucion ya que se relaciona con
la naturaleza de la especie y el proceso de especiacion (Gould & Johnston, 1972).
Esta variacibn se puede presentar como unidades discretas o en forma de
gradientes geograficos, y estar relacionada con el clima o con la historia
biogeografica de las especies (Gould & Johnston, 1972; Thorpe, 1987). Las
tendencias que presentan cierta regularidad espacial han sido estudiadas como
reglas ecogeograficas (Lomolino et al., 2006; Gaston et al., 2008). Entre ellas
destaca la relacion del tamafio corporal con variables ambientales (Atkinson & Sibly,
1997), ya que el tamafio corporal es un rasgo fuertemente ligado a la ecologia y
evolucion de los organismos (Roff, 1992). La generalizacion mas estudiada de la
variacion geografica del tamafio corporal es la regla de Bergmann (Bergmann, 1847,
Mayr, 1956; Ashton et al., 2000; Ashton 200a, 2002b; Ashton & Feldman, 2003;
Adams & Church, 2008). Esta regla postula que, entre animales endotermos
estrechamente relacionados, el tamafio corporal aumenta a menores temperaturas,
debido a que los organismos de mayores tamafios corporales tienen una menor
superficie de intercambio de calor con el ambiente (menor relacién area-volumen)
y, por lo tanto, seran capaces de conservarlo en zonas geograficas mas frias

(Bergmann 1847; ver la traduccion en Clauss et al., 2013). Sin embargo, por su alta



correlacion a amplias escalas con la temperatura, tradicionalmente el predictor del

tamano corporal ha sido la latitud (Blackburn et al., 1999; Meiri et al., 2007).

La regla de Bergmann no es aplicable en ectotermos debido a sus requerimientos
térmicos (Vinarski, 2014), ya que para este tipo de organismos es relevante tanto la
conservacion como la ganancia de calor (Olalla-Tarraga et al., 2006; Olalla-Tarraga
& Rodriguez, 2007; Pincheira-Donoso et al., 2008). Por lo tanto, en ectotermos, la
denominacion de clina del tamafio corporal de Bergmann hace referencia
exclusivamente al patron de aumento del tamafio corporal a mayores latitudes o
altitudes, sin considerar el mecanismo propuesto por Bergmann (Chown & Gaston,
1999; Watt & Salewski, 2011). Para explicar este y otros patrones de variacion
geografica del tamafio corporal en ectotermos, se han propuesto diversos
mecanismos, entre los cuales los mas recurrentes se relacionan con el balance de
calor (Olalla-Tarraga et al., 2006; 2007), disponibilidad de agua (Nevo, 1973;
Ficetola et al., 2010), disponibilidad de recursos (Rosenzweig, 1968), estacionalidad
del ambiente (Mousseau, 1997) y atributos de historia de vida (Morrison & Hero,
2003). Esta variedad de mecanismos putativos resalta las dificultades asociadas
para proveer evidencia concluyente para cualquiera de ellos (Gaston & Blackburn,

1999).

Durante la Ultima década, el estudio de estos mecanismos en anfibios ha favorecido
principalmente explicaciones relacionadas con la disponibilidad de agua (Ficetola et
al., 2010; Gouveia et al., 2013; Gouveia & Correia 2016; Pincheira-Donoso et al.,

2018), debido a su fuerte dependencia del agua por la permeabilidad de su piel
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(Navas et al., 2014) y actividad (Zug et al., 2001). Esto ha permitido la formulacién
y evaluacion de mecanismos que predicen diferentes patrones de variacion del
tamafo corporal en relacién con variables ambientales (Tabla 1). Entre ellos, un
importante aporte surge al considerar que el balance térmico e hidrico estan
relacionados (e.g. la pérdida de agua a través de la superficie del cuerpo conlleva
al mismo tiempo una pérdida de calor), planteando que un mejor descriptor del
tamanfo corporal involucraria una medida de la pérdida del agua a través de la piel,
como también de la energia presente en el ambiente (potencial de
evapotranspiracion), en vez de la temperatura o disponibilidad de agua por si solos
(Gouveia & Correia, 2016). Sin embargo, estas hipoétesis han sido pocas veces
formalmente evaluadas en especies que se distribuyen dentro de gradientes de

aridez (Goldberg et al., 2017; Guo et al., 2019).

Otros factores importantes que influyen en las tendencias geogréaficas del tamafio
corporal en anfibios son el contexto geografico y preferencia de habitat (Olalla-
Térraga et al., 2009; Guo & Lu, 2016; Gouveia & Correia, 2016; Guo et al., 2019).
Por ejemplo, en ambientes desérticos o semidesérticos las presiones impuestas por
la aridez y las grandes variaciones diarias de temperatura hacen mas probable que
los anfibios respondan con adaptaciones morfolégicas y/o de comportamiento a
estas variables (Ward 2009). En contraste, en linajes de anfibios acuéaticos se
espera que el efecto de la disponibilidad de agua sobre el tamafio corporal sea
irrelevante (Gouveia & Correia, 2016). Por lo tanto, los ambientes desérticos o
semidesérticos ofrecen la oportunidad de estudiar los efectos de la disponibilidad

de agua sobre la variacion geografica del tamafio corporal; sin embargo, alin son
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escasos los estudios que han utilizado como modelo especies de anfibios que

habitan este tipo de ambientes (Nevo 1973; Amor et al., 2009; 2011).

El Desierto de Atacama, ubicado en el extremo norte de Chile, se considera uno de
los lugares mas secos del planeta (Clarke, 2006). Aunque se postula que la extrema
aridez de este desierto se remonta al Mioceno tardio (Dunai et al., 2005), las
condiciones que presenta actualmente se habrian instalado durante el Plio-
Pleistoceno (Villagran & Hinojosa, 2005). El unico anfibio que ha logrado colonizar
el extremo sur del Desierto de Atacama es el sapo de Atacama (Rhinella
atacamensis), anuro endémico de la zona semidesértica de Chile que presenta una
notable variacion geografica en el tamafio corporal y el patron de coloracion (Cei,
1962; Sallaberry et al., 2007; Correa et al., 2008; 2012; 2013; Lobos et al., 2013;
Figura 1). Su distribucion se extiende latitudinalmente por més de 750 km entre el
desierto de Atacama (25°S) y la zona mediterranea del centro del pais (32°S), en
una zona de transicion climatica en que las precipitaciones (Figura 1A) y la
productividad van disminuyendo gradualmente hacia el sur, mientras que la
estacionalidad se va acentuando (Armesto et al., 1993; Luebert & Pliscoff, 2006).
En gran parte de su distribucion se encuentra en simpatria con Pleurodema thaul,
pero solamente R. atacamensis tiene poblaciones en la parte mas arida de este
rango (25-27°S) por lo que se considera un verdadero habitante del desierto (Cei
1961, 1962, Correa et al., 2008). Inicialmente se consideraba que esta especie se
restringia a unas pocas localidades aisladas entre Paposo (Region de Antofagasta)
y el rio Huasco (Region de Atacama) (25-29°S), donde habita principalmente en

sistemas hidricos permanentes, pero de reducido tamafio. Estudios de esas
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poblaciones revelaron diferencias interpoblacionales tanto de coloracion vy
dimorfismo sexual (menos evidente en la poblacion de Paposo), como de tamafio
corporal (Cei, 1961, 1962). El grado de variacion intraespecifica de la coloraciéon y
del tamafio corporal es aun mayor al considerar las poblaciones que conforman el
rango sur de distribucidon (Region de Coquimbo, ~30-32°S; Sallaberry et al., 2007,
Correa et al., 2008). Los adultos de estas poblaciones son de mayor tamafo y
poseen una coloracion dorsal diferente a los de las poblaciones del extremo norte
(Correa et al., 2012; ejemplares de la localidad 9 de la Figura 1B), a tal punto que
Cei (1961, 1962) los consider6 como pertenecientes a otra especie. Aunque
actualmente se conoce mejor la distribucion geogréfica de R. atacamensis (revisado
en Correa et al., 2008), la magnitud y forma (e.g. patron clinal o agrupaciones
discretas) en la que se presenta la variacion del tamafio corporal no ha sido

investigada en toda su distribucion.

El alto nivel de variacion fenotipica entre las poblaciones de R. atacamensis, las
cuales se distribuyen a través de un extenso gradiente de aridez, brinda una
interesante oportunidad para estudiar las causas de la variacién del tamafio corporal
a nivel intraespecifico. En este estudio primero se describe la variacion geogréfica
del tamafio corporal de esta especie, incluyendo su dimorfismo sexual, a lo largo de
todo su rango de distribucion. Luego, utilizando datos de localidades representativas
y a través de un enfoque de modelacion tedrica de informacién, evaluamos las
predicciones derivadas de las hip6tesis relacionadas con la disponibilidad de agua
como mecanismo principal. Sin embargo, debido a que el tamafio corporal es un

rasgo complejo y su variacion geografica es un fenbmeno que puede estar
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influenciado por multiples factores (Gould & Johnston, 1972), también consideramos
hipotesis que involucran la temperatura, productividad primaria y estacionalidad
(Tabla 1) como mecanismos que podrian interaccionar e influir en la variacion de
este rasgo. Nosotros hipotetizamos que la precipitacion sera el principal predictor
del tamafio corporal en el sapo de Atacama, debido a que es un factor que comienza
a ser limitante hacia el norte de la distribucién de la especie y a la antigiedad del

gradiente de aridez.

HIPOTESIS

Considerando que: a) el tamafio corporal es un rasgo complejo que puede ser el
resultado de la interaccion de multiples variables ambientales, b) la literatura indica
gue la variacién geogréfica del tamafo corporal a nivel intraespecifico en anuros ha
sido explicada por diferentes mecanismos relacionados a la disponibilidad de agua,
balance de calor, estacionalidad y productividad del ambiente y, c) el contexto
ambiental donde se distribuye R. atacamensis muestra gradientes ambientales
relacionados a cada una de las hipotesis evaluadas (Precipitacion, productividad
primaria, estacionalidad y temperatura), ya que corresponde a la transicién entre
una region desértica a una de tipo mediterranea, en el presente trabajo, se utilizé
una metodologia de investigacion que involucra mdltiple hipétesis competidoras.
Las ocho hipoétesis evaluadas se muestran en la Tabla 1, junto con la prediccion del

patron geografico y su mecanismo correspondiente.



OBJETIVOS GENERALES

1) Describir el patrén de variacibn geografica del tamafio corporal de R.

atacamensis en toda su distribucion.

2) ldentificar los potenciales factores responsables de la variacion geografica

del tamafio corporal del anfibio semidesértico R. atacamensis.

Objetivos especificos

Obtener medidas del LHC de localidades representativas de toda la
distribucion de R. atacamensis

Evaluar el dimorfismo sexual del tamafio corporal a lo largo de la distribucion
de R. atacamensis.

Extraer los valores de las diferentes variables climaticas para cada una de
las localidades muestreadas.

Generar modelos equivalentes a de cada una de las hipotesis evaluadas.



Tabla 1. Hipotesis propuestas en la literatura para explicar la variaciéon geografica del tamafio corporal en anfibios. Junto a
las variables predictoras se indican entre paréntesis las variables bioclimaticas correspondientes utilizadas en la modelaciéon
tedrica de informacion.

Hipotesis Variable Relacion
predictora predicha con el Mecanismo (Referencias clave)
tamafio corporal
Disponibilidad Precipitacion Negativo Una menor relacién area-volumen dada por mayores tamafios corporales determina una menor
de agua media anual superficie de pérdida de agua (Nevo, 1973)
(BIO12)
Disponibilidad Precipitacion Positivo La actividad de los anfibios se relaciona frecuentemente con una alta disponibilidad de agua y
de agua inversa media anual periodos hiumedos, permitiendo mayores tiempos de forrajeo que promueven mayores tamafios
(BIO12) corporales en zonas de mayor precipitacion
(Zug et al., 2001)
Conservacion Potencial de Negativo La pérdida de agua conlleva la pérdida de calor, por lo tanto, el balance térmico esta intimamente
del agua evapotranspiracién ligado al balance hidrico en los anfibios. Asi, una menor relacion area-volumen dada por mayores
(PET) tamafos corporales reduce la capacidad del ambiente de remover agua y calor desde la superficie
corporal (Gouveia & Correia, 2016)
Estacionalidad Estacionalidad de Negativo Los individuos de poblaciones que experimentan largas temporadas de actividad favorables son
la temperatura mas grandes que los que experimentan temporadas de actividad mas cortas y fluctuantes
(BIO4) (Mousseau, 1997)
Resistencia ala | Estacionalidad de Positivo Mayores tamafios corporales permiten mayores reservas de energia para hacer frente a periodos
inanicion la temperatura de menor disponibilidad de recursos, en comparacién a menores tamafios corporales (Ashton,
(BIO4) 2002), debido a que la tasa de almacenamiento de energia es mayor que la de consumo (ver
discusion de Valenzuela-Sanchez et al., 2015)
Productividad NDVI maximo Positivo Una mayor disponibilidad de alimento otorga la posibilidad de alcanzar mayores tamafios
primaria corporales (Rosenzweig, 1968; Olalla-Tarraga & Rodriguez, 2007)
Balance de Temperatura Negativo Un mayor tamafio corporal permite una mayor inercia térmica, otorgando ventajas a ectotermos
calor media anual termoreguladores de mayores tamafios en climas frios. Inversamente, en ectotermos
(BIO1) termoconformistas, pequefios tamafos corporales son favorecidos en zonas mas frias ya que
permiten menores tiempos de calentamiento
(Olalla-Tarraga & Rodriguez, 2007)
Regla del Temperatura Negativo Los tiempos de maduracion en la mayoria de los ectotermos son de mayor duracién en climas frios,
tamafo- media anual lo que resulta en mayores tamarfos corporales (Anguilleta & Dunham, 2003)
temperatura (BIO1)




MATERIALES Y METODOS

Muestreo
Se midié el tamafio corporal (LHC) de 315 adultos de R. atacamensis provenientes
de 11 localidades representativas de toda su distribucion (Figura 1A). La mayor
parte de las medidas se tomaron in situ (los ejemplares fueron medidos,
fotografiados y liberados en el mismo sitio de captura), pero también se incluyeron
unos pocos ejemplares de las colecciones MZUC (Universidad de Concepcion) y
DBGUCH (Universidad de Chile). Las medidas fueron tomadas con un calliper digital
con precision de 0.01 mm. El limite sur de la distribucion de R. atacamensis no esta
claro debido a que alrededor de los 32°S hay una zona de hibridacion con su
especie hermana R. arunco (Correa et al., 2013), por lo que el muestreo se restringid
hasta la cuenca del rio Choapa (Palquial) para incluir solamente poblaciones puras
de R. atacamensis. En cada localidad, los individuos fueron muestreados a lo largo
del mismo sistema hidrico dentro de una distancia maxima de 4 km (Palquial), con
la excepcion de Llanos de Challe, a la cual se agregaron unos pocos individuos de
otro sitio a 22,5 km al este (Canto del Agua), ubicado en la misma cuenca
hidrografica. El sexo y madurez de los individuos fue determinado considerando
algunas caracteristicas externas y la presencia (machos) o ausencia de actividad
vocal. Los machos adultos tienen callosidades nupciales en el primer dedo de las

extremidades anteriores, coloracién amarillenta de fondo y piel lisa. Las hembras



adultas tienen una coloracién clara con marcadas manchas oscuras, piel con

pequefias espinas en la zona dorsal y contextura méas robusta (Cei 1961,1962).

Variacion geografica del tamafo corporal y dimorfismo sexual

Se calculé la media, valor minimo y maximo del LHC para cada localidad. Estas
tres variables mostraron una fuerte correlacion (r de Pearson > 0.89 y p < 0.001
en todas las comparaciones entre pares de variables), por lo que se decidio
utilizar solo la media del LHC en los analisis posteriores. Esto permite la
comparacion con estudios previos en otras especies de anuros, ya que la media
poblacional ha sido utilizada recurrentemente en estudios de la variacion
geografica del tamafio corporal a nivel intraespecifico (e.g. Valenzuela-Sanchez
et al., 2015, Boaratti & Rodrigues Da Silva, 2015). Para evaluar la forma y
magnitud de la variacién geogréfica del tamafio corporal de R. atacamensis se
obtuvo un modelo lineal utilizando el tamafio corporal y latitud como variables. La
normalidad de los datos por localidad fue evaluada a través de la prueba de

Shapiro-Wilk.

El dimorfismo sexual fue evaluado a través de diferentes andlisis. Primero se
examino el dimorfismo sexual del tamafio corporal de todas las muestras con una
prueba U de Mann-Whitney. Ademas, se realiz6 un analisis de covarianza
(ANCOVA) considerando la latitud como variable continua y el sexo como factor,
para evaluar el efecto de la interaccion sobre la diferenciaciéon entre localidades.

El indice de dimorfismo sexual fue calculado como la diferencia entre el logio del



promedio del tamafio corporal por localidad entre de machos y hembras (SSD;
Monnet & Cherry, 2002). Luego, se evalud la extension geogréfica del dimorfismo
sexual del tamafio corporal (i.e. Regla de Rensch) a través de una regresion del
eje mayor (modelo tipo Il), ajustando el SSD de los machos contra el SSD de las
hembras, que se compar6 con la pendiente de valor 1 (la que representa la
hipotesis nula de isometria entre sexos). EI modelo de regresion tipo Il fue
realizado con el paquete “smatr” del programa R (version 3.6.1; R Core Team,

2019).

Hip6tesis y variables ambientales

Las coordenadas geograficas de cada localidad fueron utilizadas para obtener las
variables climaticas desde las superficies climaticas construidas para Chile por
Pliscoff et al., (2014). Estas superficies fueron construidas con las temperaturas
y precipitaciones mensuales entre los afios 1950 al 2000 y estan disponibles con
una resolucién espacial de 1 km? Se analizé la relacién entre las variables
ambientales y el tamafio corporal para determinar qué variable explica mejor la
variacion geografica del tamafio corporal, como se muestra en la Tabla 1. EI NDVI
proporciona valores que son altamente correlacionados con la masa fotosintética
y productividad primaria (Pettorelli et al., 2005). Los datos de NDVI, disponibles
con una resolucion espacial de 30 segundos, fueron descargados desde
http://ivfl-info.boku.ac.at/ (Vuolo et al., 2012). Luego se obtuvo el NDVI maximo
para cada localidad, el cual se utiliz6 como un proxy de la oferta alimenticia

maxima que puede entregar el sistema. El potencial de evapotranspiracion (PET)



fue obtenido desde CGIAR-CSI Soil-Water Balance Database (Trabucco &

Zomer, 2010), segun lo propuesto por Gouveia & Correia (2016). Para la

extraccién de los valores de las variables climaticas, NDVI y PET se utilizo el

paquete de R “Raster” (Hijmans & Etten, 2012).

Tabla 2. Tamafos muestrales, tamafios corporales (longitud hocico-cloaca
promedio, LHC, + desviacion estandar, D.E.), precipitacibon media anual (Pp) y
coordenadas de cada una de las localidades muestreadas de Rhinella atacamensis,
ordenadas de norte a sur.

N° Localidad Numerode LHC (mm) Pp Latitud Longitud
individuos +D.E. (mm) (°S) (°O)
por
localidad
1 Paposo 48 71.1+5.6 14 -25.026  -70.453
2 Las Breas 12 66.6 + 3.3 17 -25.500 -70.401
3 Mostazal 27 70.6 + 4.8 a7 -26.682  -69.571
4 Vega 42 75.4+4.1 34 -27.153  -69.608
Cebollar
5 Quebrada 23 78.1+3.8 40 -28.080  -70.410
Los Sapos
6 Llanos de 21 80.8 £+ 6.6 40 -28.117  -71.086
Challe
7 Los Pajaritos 34 91.0+5.6 64 -29.458  -70.771
8  Cochiguaz 9 86.3+6 104 -30.261  -70.326
Alto
9 Socos 25 93.9+8.1 127 -30.731  -71.491
10 Canela Alta 30 103.1 £ 6.6 167 -31.386  -71.420
11 Palquial 46 97.7+7.4 228 -31.888  -70.945




Modelos
Para identificar los mecanismos potenciales que han producido la variacion
geografica del tamafio corporal de R. atacamensis se utilizd un modelamiento
tedrico de informacién (Burnham & Anderson, 2002). Para esto se utilizaron como
variables predictoras los datos bioclimaticos, el NDVIy el PET, generando en total
15 modelos candidatos de regresion lineal simple (mdultiple en el caso de més de
un predictor) para cada una de las seis hipétesis (Tabla 2), considerando sélo la
interaccion entre dos variables para facilitar la interpretacion de los resultados en
el caso de existir una interacciéon positiva. Los modelos fueron evaluados
utilizando el Criterio de Informacion de Akaike corregido para pequefios tamafios
de muestra (AICc; Burnham & Anderson, 1998). Luego se compararon los valores
de AlCc de cada modelo con el minimo AlCc (AAICc), con el fin de interpretar facil
y rapidamente la evidencia (Burnham & Anderson, 2002). También se utilizo el
AIC ponderado (AICw) para evaluar la incerteza de cada modelo (Burnham &
Anderson, 2002). Se incluyeron las razones de evidencia para comparar la
verosimilitud relativa de los modelos (wa/wp; donde wa es la verosimilitud para el
modelo a y wpla del modelo b; Lukacs et al., 2007). Todos los analisis fueron

realizados en el programa R.

Para evaluar y obtener una interpretacion simple de la contribucién relativa de los
factores ambientales sobre el tamafio corporal, se realiz6 un analisis de
particionamiento jerarquico (HP; Chevan & Sutherland 1991; Olea et al., 2010).
Este analisis permite identificar independientemente el porcentaje de variacion

explicada por cada factor causal (Chevan & Sutherland 1991; Mac Nally, 2000;



2002), eliminando los problemas producidos por la multicolinealidad. Para esto
se utilizé el paquete hier.part implementado en R (v 1.0.4; Walsh & Mac Nally
2013).

Autocorrelacion espacial
Finalmente, se evalud la autocorrelacion espacial del tamafio corporal y los
residuales del mejor modelo usando el indice | de Moran, el cual se utilizé para
construir correlogramas usando siete clases de distancia con el paquete pgirmess

v1.6.9 (Giraudoux et al., 2018) implementado en el programa R.



RESULTADOS

Variacion geogréfica del tamafio corporal y dimorfismo sexual
La media total del LHC de los 315 individuos adultos (190 machos, 125 hembras)

fue 84 mm (d.e.= 13.2 mm). El LHC promedio fue de 83.2 mm (d.e.= 11.9 mm) en
machos y 85.1 mm (d.e. = 13.9 mm) en hembras, valores que no presentaron
diferencias significativas entre si (U = 10.386, P = 0.0598). Entre las 11 localidades
muestreadas, el LHC promedio minimo para machos y hembras se encontro en Las
Breas (65.4 y 67.83 mm, respectivamente), mientras que el LHC promedio maximo
fue alcanzado en Canela Alta, tanto para hembras como machos (112.8 mmy 110.9
mm, respectivamente). ES necesario destacar que no hay superposicién entre los
rangos de los individuos medidos entre estas dos localidades y que solo hay una
leve superposicion entre los rangos de las localidades extremas (Paposo y Palquial).
En todas las localidades (excepto Mostazal) los tamafios minimos se presentaron
en machos, mientras que los maximos siempre fueron alcanzados por hembras
(excepto Paposo).

El andlisis de covarianza (ANCOVA) no muestra una interaccion significativa entre
la latitud y sexo sobre el tamafio corporal (F = 0.075, P = 0.784). Ademas, la
regresion lineal tipo 1l realizada con los indices de dimorfismo sexual no muestra
diferencias con la pendiente de isometria (Figura 2), indicando que no existe un

patrén de dimorfismo sexual del tamafio corporal a lo largo de la distribucién de la



especie. Por lo tanto, los siguientes andlisis fueron realizados considerando ambos

sexos por localidad.

Se observé un claro patron de disminucion del tamafio corporal (LHC) hacia el norte
de la distribuciéon de la especie (R? = 0.91; pendiente = 4.92), que es consistente

con una clina del tamafio corporal de Bergmann (Figura 1B).
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Figura 1. Localidades y tamafio corporal de Rhinella atacamensis. A: Ubicacion geogréfica de las 11 localidades
incluidas en este estudio (numeradas de acuerdo con la Tabla 2). El &rea sombreada corresponde a la distribucion
aproximada de la especie. B: Variacion geogréfica del tamafio corporal (LHC promedio de cada localidad) en funcién
de la latitud (R? ajustado: 0.90). Las fotografias muestran las diferencias de tamafios de machos y hembras de tres
localidades representativas (ver Tabla 2). Las barras negras corresponden a 10 cm.

10



2.00+1

1.951

1.901

Log1g LHC machos

1.851

1.85 1.90 1.95 2.00
Logp LHC hembras

Figura 2. Regresion lineal (Modelo de tipo IlI) entre el promedio del tamafio
corporal (LHC: largo hocico-cloaca) de machos y hembras de Rhinella
atacamensis. Los circulos negros representan la medida combinada del tamafio
corporal de machos y hembras por localidad. La linea roja representa la isometria
(pendiente igual a 1). La linea negra representa la pendiente de la regresion tipo
2 (pendiente =0.979; valor-p: 0.726). Los nimeros indican la numeracion de cada
localidad (ver Tabla 2).

Hipotesis ecogeograficas
El mejor modelo obtenido con el AlCc (Tabla 2) indica que la variacion del tamafio
corporal se explica mejor por la interaccion entre la precipitacion media anual

(BIO12) y la estacionalidad de la temperatura (BIO4). La precipitacion media
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anual y NDVI fueron incluidos por si solos en el segundo y tercer mejor modelo
respectivamente. La cantidad de evidencia explicada por el primer y segundo
modelo es aproximadamente la misma (0.47 y 0.41, respectivamente), lo que
indica que ambos modelos tienen un similar soporte de los datos (Johnson &
Omland, 2004). Por su parte, la estacionalidad de la temperatura, al ser incluida
por si sola, apareci6 como el sexto mejor modelo. Segun las razones de
evidencia, el mejor modelo fue 1.15 y 5.44 veces mas probable que el segundo y
tercer modelo ranqueado, y 7.81 x 10%y 2.44 x 10* veces mas probable que el
altimo y pendltimo mostrados en la Tabla 2. Al considerar la contribucion
independiente de cada variable ambiental se observa que la precipitacion media
anual explica el 41.9% de la variabilidad, seguido por el NDVI con un 31.1%

(Figura 4).
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Tabla 3. Modelos de regresion lineal entre variables climaticas y la media del
tamafo corporal (LHC) de adultos por localidad de Rhinella atacamensis,
ranqueados por los valores de AIC., desde el mejor al peor modelo. Se muestran
solo los siete primeros modelos, ya que a partir del seis ho presentan evidencia
(wi = 0). Para cada modelo se indican la(s) variable(s) predictora(s) y varios
parametros: R? ajustado, nimero estimado de parametros (K), valores de AICc,
deltas de AIC: (Ai) y pesos de Akaike (wi). Las variables ambientales son:
temperatura media anual (BIO1), estacionalidad de la temperatura (BIO4),
precipitacion media anual (BIO12), indice de diferencia vegetacional normalizado
(NDVI) y potencial de evapotranspiracion (PET).

Modelo R2 ajustado K AlCc Ai wi
1 BI04, BIO12 0.89 5 78.52 0.00 0.47
2 BIO12 0.73 3 78.8 0.28 0.41
3 NDVI 0.65 3 81.9 3.39 0.09
4 Blo12, PET 0.80 5 85.33 6.81 0.02
°  BIO12, NDVI 0.79 5 85.83 7.31 0.01
6 BIO4 0.44 3 86.79 8.28 0.01
” NDwI, BIO1 0.69 5 90.17 1166  0.00

Autocorrelacion espacial
Finalmente, el tamafio corporal presento autocorrelacion espacial en las primeras
dos clases de distancia (I de Moran=0.84, P = 0.001, e | de Moran = 0.56, P =

0.003, respectivamente), indicando que solo las poblaciones mas cercanas
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tienen tamafnos corporales similares (Figura 3), lo cual es concordante con el
patron geografico clinal que se puede observar en la Figura 1B. Por su parte, los

residuales del mejor modelo no presentaron autocorrelacion espacial.

| de Moran

1 2 3 4 5 6
Clases de distancia

Figura 3. Correlogramas espaciales de la | de Moran para el LHC promedio
(circulos negros) y los residuales (circulos blancos) del mejor modelo, para las
primeras siete clases de distancia entre las 11 localidades de Rhinella

atacamensis.

DISCUSION
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Los resultados muestran que la variacion geogréafica del tamafio corporal de R.
atacamensis se ajusta a una clina del tamafio corporal de Bergmann (Figura 1B),
la cual se asocia directamente con la precipitacion (Figura 5). Ademas, la
presencia de la precipitacion en los dos mejores modelos (Tabla 3) y su alto
efecto independiente (Figura 4) favorecen la hipétesis de la disponibilidad de
agua inversa (Tabla 1). Este resultado constituye el ejemplo mas claro de este
tipo de clina descrito hasta ahora en anuros, asi como también el Unico caso
donde esta hipotesis es favorecida en anfibios. Ademas, este es el Unico estudio
intraespecifico en anuros donde se han evaluado explicitamente hipotesis
ecogeograficas en el contexto de un gradiente de aridez que culmina en una zona
desértica (Figura 1A). También, corroboramos las observaciones hechas por Cei
(1961;1962) en la zona norte de la distribucion de la especie, en las cuales se
describié un aumento clinal del tamafio corporal con la latitud, y mostramos que
ese patron se extiende a lo largo de toda su distribucion. Adicionalmente, los
datos muestran que no existe un patron geografico de dimorfismo sexual
consistente con la Regla de Rensch (Figura 2; Liao & Chen 2012), lo que
concuerda con lo hallado por Cei (1961) en tres localidades de la zona mas

septentrional de la especie (Paposo, Copiap0 y rio Huasco; 25-29°S).
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Figura 4. Efecto independiente (en porcentaje) de las cinco variables ambientales
incluidas en los 15 modelos evaluados, calculadas a través de particion
jerarquica.

La preponderancia de la precipitacion como principal predictor del tamafio
corporal es consistente con trabajos previos realizados a nivel intraespecifico en
regiones desérticas. De esta manera, nuestros resultados se afiaden a lo
encontrado en otras especies que habitan zonas con restricciones hidricas y
gradientes de aridez como Acris crepitans, en Norteamérica (Nevo, 1973), Bufo
viridis en Turquia (Kutrup et al., 2006) y Pelophylax saharicus (Amor et al., 2009)
y Bufo boulengeri (Amor et al., 2011) en el Sahara occidental. Sin embargo, en

ninguno de esos estudios se utilizd un enfoque de modelacion teorica de la

16



informacion para evaluar el soporte de la relaciéon con esta variable, por lo que
no son comparables con el presente estudio en cuanto a la evaluacion explicita
de hipdtesis que involucren otras variables ambientales. Otros ejemplos
relevantes, debido a la similitud climética con la distribucién de R. atacamensis,
son los hallazgos reportados en las especies Dendropsophus minutus
(Oyamaguchi et al., 2016) y el sapo comun asiatico Duttaphrynus melanostictus
(Guo et al., 2019). Dendropsophus minutus habita un gradiente climatico que se
extiende entre una zona de lluvia continua (Amazonas) y otra con una larga
estacion seca (Cerrado), escenario analogo a la transicion climatica dentro de la
distribucion de D. melanostictus, en Asia (Guo et al., 2019). En ambas especies,
la precipitacion fue propuesta como el principal predictor del tamafio corporal
(aunque para D. minutus Boaratti & Rodrigues Da Silva, 2015 proponen la
temperatura como principal predictor). Sin embargo, el patrén de disminucion del
tamafo corporal hacia ambientes mas aridos junto con el ajuste a una clina del
tamafo corporal de Bergmann y el soporte para la hipotesis de la disponibilidad
de agua inversa en R. atacamensis, convierten a esta especie en un caso

particular entre los ejemplos mencionados.
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Figura 5. Regresion lineal entre la precipitacion media anual y el tamafio corporal
(LHC) promedio de las 11 localidades (nimeros en rojo) de Rhinella atacamensis
estudiadas. El area gris corresponde al intervalo de prediccion de la media al
95%.

De acuerdo con el mecanismo de la disponibilidad de agua inversa (Tabla 1), las
mayores precipitaciones a mayores latitudes permitirian que los individuos del
sapo de Atacama permanezcan activos durante periodos mas largos, otorgando
mejores oportunidades de forrajeo ya que, a su vez, en estas latitudes existe una
mayor disponibilidad de alimento, como se refleja en la importancia del NDVI en

los resultados (ver Tabla 3 y Figura 4). Evidencia experimental indica que la
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actividad de forrajeo en anfibios se ve limitada en condiciones de menor humedad
ambiental (Feder & Londos, 1984) como las que experimentan las poblaciones
de R. atacamensis, particularmente en el extremo norte de su distribucion.
Explicaciones similares, en donde la disponibilidad de alimento relacionada con
la precipitacion estaria produciendo variacién geografica del tamafio corporal,
han sido planteadas para algunos reptiles (Amarello et al., 2010) y mamiferos
(Tom-Yov & Geffen, 2006) que habitan regiones aridas. Por otro lado, la
presencia de la estacionalidad en el mejor modelo es congruente con el clima
presente hacia el sur de la distribucion de la especie. Debido al clima
mediterraneo, se presentan inviernos suaves y humedos (entre abril y octubre) y
veranos secos (entre diciembre y febrero; Almeyda & Saez, 1958; Di Castri &
Hajek, 1976). En estas condiciones, la estacionalidad generaria presiones
selectivas en contra de los individuos de menores tamarnos corporales durante
las épocas de sequia y escasez de alimento (Boyce, 1978; Murphy, 1985),
favoreciendo a los individuos con mayores tamafios corporales, al permitirles
hacer frente a las temporadas de escasez (Mousseau, 1997; Valenzuela-
Sanchez et al., 2015). Bajo este escenario, en el norte de su distribucion se verian
favorecidos los individuos que primero alcancen su etapa adulta, dando como
resultados menores tamafios corporales (Green & Middleton, 2003). Esto
concuerda con las observaciones de que los individuos de las poblaciones mas
septentrionales se reproducen durante todo el afio (se observan larvas en todos

los estadios y cordones ovigeros al mismo tiempo), las que podrian ser
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adaptaciones a un acondicionamiento forzoso al limitado habitat (Cei, 1962). Sin
embargo, para evaluar directamente estas observaciones se requieren estudios
de la estratificacién etaria de las poblaciones a lo largo de toda la distribucién de

la especie (e.g. Cvetkovi¢ et al., 2008; Liao & Lu, 2010; 2012).

La disminucion del tamafio corporal en ambientes de menor precipitacion
corresponde a un patron rara vez observado en anfibios, y sugiere que la
respuesta no involucra la economia de agua, como se espera en estas
condiciones ambientales. Esto podria explicarse debido a que en la distribucion
norte de la especie (al norte de los 29°30’S), las poblaciones habitan
principalmente sistemas aislados con aguas permanentes (Correa et al., 2008) y
presentan comportamientos asociados como ocultarse bajo piedras en aguas
corrientes o cerca de sus orillas (Cei, 1962). Ademas, esta especie presenta
habitos nocturnos (Pincheira-Donoso et al., 2018), lo cual les permite evitar las
mayores tasas de deshidratacion producidas por las temperaturas diurnas (Ward
2009). Esto también explica la nula evidencia a favor de las hipotesis
relacionadas a la temperatura y la economia del agua (Tabla 2). De esta manera,
nuestros resultados son los primeros en que se ha encontrado evidencia que
favorece la hipétesis de la disponibilidad de agua inversa bajo un marco de
investigacién de multiples hipétesis, ya que hasta ahora la informacion no habia
sido concluyente. Por ejemplo, para las especies de caudados Triturus carnifex y

Salamandrina terdigitata la evidencia que favorecia esta hipétesis no fue

20



categorica debido a factores de confusién (i.e. informacién genética) y bajos
tamafios muestrales (Ficetola et al., 2010; Romano & Ficetola, 2010). El patron
predicho por esta hipétesis también fue reportado en el sapo de cuatro ojos
(Pleurodema thaul, Rivas et al., 2018), anfibio que comparte gran parte de su
distribucion con R. atacamensis (Correa et al., 2008). A pesar de que en aquel
trabajo no evaluaron directamente esta hipétesis, mostraron que su variacion
geografica corresponde a una clina del tamafio corporal de Bergmann que se
relaciona con las temperaturas minimas y la precipitacion (Rivas et al., 2018).
Estos patrones paralelos en poblaciones simpatricas de diferentes especies
aportan evidencia de que estas clinas podrian ser adaptativas (Endler 1986),
sugiriendo que el gradiente de aridez ha ejercido una fuerte presion sobre el

tamano corporal de ambas especies.

Finalmente, nuestros andlisis no revelaron la existencia de tendencias
geogréficas relacionadas al dimorfismo sexual, lo que indica que los factores
ambientales que explican la variacion geogréfica del tamafio corporal en R.
atacamensis afectan de forma similar a machos y hembras. Sin embargo, en un
estudio de campo realizado en la localidad de Llanos de Challe (28°S), se
encontré un moderado dimorfismo sexual sesgado hacia las hembras (Pincheira-
Donoso et al.,, 2018). Estas diferencias entre los resultados a nivel local y el
patrén general podrian estar reflejando diferentes procesos que ocurren a nivel

de microhabitat (Shine, 1989; Blanckenhorn et al., 2006). Para reevaluar este
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fendmeno a diferentes niveles, se recomienda utilizar un nimero sustancialmente
mayor de muestras de ambos sexos y extender los estudios de campo, como los

realizados por Pincheira-Donoso et al. (2018), a otras localidades.

En sintesis, nuestros resultados muestran que la clina del tamafio corporal de
Bergmann observada en el sapo de Atacama podria explicarse principalmente
por la influencia de la precipitacion sobre la actividad de forrajeo y su interaccion
con la estacionalidad del ambiente. Esto aporta evidencia favorable a lo sugieren
Tom-Yov & Geffen (2006), quienes proponen que en regiones aridas los factores
relacionados a la disponibilidad de agua que determinan la oferta de alimento son
los que principalmente producirian tendencias como las clinas del tamafio
corporal de Bergmann. Aunque los enfoques correlacionales y de evaluacion
explicita de multiples hipotesis son utiles para identificar los factores ambientales
gue estarian modulando la variacion de rasgos como el tamafio corporal, se
requieren enfoques experimentales (Guillaumet et al., 2008), como experimentos
de jardin comun, para determinar los mecanismos subyacentes y evaluar
directamente la componente genética detras de su variacion geogréfica. Sin
embargo, la persistencia del gradiente de aridez, ligada directamente a la
antigiiedad del desierto de Atacama, el patrén clinal paralelo presente en P. thaul
(Rivas et al., 2018), y la distribucion ancestral de R. atacamensis sugerida por la
distribucion de su especie hermana, R. arunco, que la reemplaza hacia al sur

(~32-38°S, Correa et al., 2012, 2013), sugieren un proceso adaptativo generado
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como respuesta al establecimiento de las poblaciones de R. atacamensis en el
limite sur del desierto de Atacama. Por otro lado, la ausencia de evidencia para
soportar las hipétesis de disponibilidad y conservacion del agua (Tabla 1) sugiere
que la variacion geografica del tamafio corporal en el sapo de Atacama no
involucra mecanismos relacionados a la economia del agua, y que otro tipo de
factores, como el comportamiento nocturno y la eleccion de habitat, tienen un rol
importante en el estudio de los patrones de variacion geografica de anfibios (Guo
& Lu, 2016). Por lo tanto, sugerimos considerar factores ecoldgicos y/o etoldgicos
en futuros trabajos que investiguen los mecanismos intraespecificos de la
variacion geogréfica del tamafio corporal. Ademas, a pesar de que el enfoque de
modelacion tedrica de informacion con multiples hipétesis competidoras (Ficetola
et al., 2010) ha sido una metodologia utilizada frecuentemente en estudios
intraespecificos de la variacion geografica del tamafio corporal en anfibios, no ha
sido aplicada en la mayoria de los estudios de especies de climas desérticos o
semidesérticos, por lo que sugerimos su utilizacion en contextos climaticos
similares para poder realizar comparaciones bajo un marco metodolégico

estandar.
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