Universidad de Concepcion
Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas
Biologia

Determinacion de la diversidad especifica de los

Alsodes australes de Chile

Tesis presentada a la Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas de la
Universidad de Concepcion para optar al titulo profesional de Bidlogo

POR ESTEBAN MANUEL SAN FRANCISCO AEDO

CONCEPCION, CHILE

MARZO DEL 2024

Profesor Guia: Claudio Correa Quezada
Departamento de Zoologia
Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas

Universidad de Concepcion



Esta tesis ha sido realizada en el Departamento de Zoologia de la Facultad de
Ciencias Naturales y Oceanogréficas, Universidad de Concepcion.

Profesor Guia

Dr. Claudio Correa Quezada.
Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréficas
Universidad de Concepcion

Comisién evaluadora:

Dr. Juan Carlos Ortiz.
Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréficas
Universidad de Concepcién

Dr. Daniel Gbmez Uchida.

Evaluador Externo

Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréficas
Universidad de Concepcion



TABLA DE CONTENIDOS

TABLA DE CONTENIDOS. ...t e e 3
INDICE DE FIGURAS ... et e e e e e e 5
INDICE DE TABLAS ... ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e s ennnaeees 6
RESUMEN ... ..ttt e e e e e e e s e e e e e e e e s s ssasbraeaeeaeeeeenanns 7
1. INTRODUCCION......citiiitiietiieieie ettt ene e ne e s 8
1.1 El gENEIO AlISOUES ....ceeiiiieieiiiiiiteie ettt 10
1.2. Evidencia morfolOgiCa............uvuuiiiiiie i 12
IR Vi To (=T g To = W ot 0] T LT ] 1 o1 L 13
1.4. Evidencia filogen@tiCa .........ocuuurmmeeeiiieiiiiiiiiiiiieeee e 15
1.5. Distribucion de los Alsodes australes...............uuuueerirrniiiieeiiiiiiiiiiiiinnnannnn, 15
1.6. Resumen de las distribuciones de los Alsodes australes........................ 16
2. PROPUESTA DE INVESTIGACION ......cooeiieeeieeeeeceeeeceeee e, 20
3. HIPOTESIS ..ottt sttt ettt seneenenas 21
4. OBIETIVO GENERAL..... oo 22
5. OBJETIVOS ESPECIFICOS ....iiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 22
6. MATERIALES Y METODOS .....ccoeiiiiiitiieieeeee ettt 23
6.1. Localidades de muestreo y muestras incluidas...............ccccevvvvvviineeennn. 23
6.2. Marcadores moleculares y extraccion de ADN ..........ccccooiiiiiiiieeeneeennnnnns 26
6.3. ANALISIS MOIECUIAT ..o, 26
6.4. Analisis de delimitacion de €SPECIES.......cccovvieeiiiiiiiiiiiie e 27
6.5. Estructura genética y andlisis demografico...........cccceeeeeeiiiiiiiiiiiiieneeeen, 27
7. RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e e e eaaeees 29
7.2. ANALISIS fIIOGENETICO. ..o oo 29
7.3.Red de haplotiPOS ........oiiiiieie e 32
7.4.Diversidad gENELICA...........uuuuiii e 34
7.5. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) ..., 36



7.6. Analisis de delimitacion de €SPECIES.......ceivvieeiiiieeiiiiieei e

8. DISCUSION ....
9. BIBLIOGRAFIA



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Mapa de distribucion de Alsodes australes............cccccccceeieiiieeeeennnnns 19
Figura 2. Nuevo mapa de distribucion de Alsodes australes ................ccccee. 25
Figura 3. Arbol consenso de inferencia bayesiana...............ccccccvevveeeeveeerannnn. 31
Figura 4. Red de haplotipos del gen citoCromo b ..., 33
Figura 5. Analisis de delimitacion de eSPECIES...........ccceeeveeeeiiieeiiiiiiiieeeeeeeeeeinns 39



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Tabla de resumen de datoS CroOMOSOMICOS. ...........uuvvvrvvrvmmrmrnnrnnnnnnns 14
Tabla 2. Nuevas poblaciones incluidas en el analisis filogenético, ................. 24
Tabla 3. Diversidad gen@tiCa. .............uuuuuuuuuimiiiiiiiiiiiiiiiiir—————— 35
Tabla 4. Resultados tabla AMOVA, ........uuuuuiimiiiiiiiiiiiiiiiiiie . 37



RESUMEN

Alsodes Bell, 1843 es el género de anuros mas diverso del cono sur, con 19
especies reconocidas actualmente. El género se distribuye entre los 32°S y 50°S
en Chile y Argentina. En la zona sur y austral de Chile se reconocen seis
especies, cuatro de ellas (A. australis, A. coppingeri, A. verrucosus y A.
kaweshkari) presentan un solapamiento en gran parte de sus distribuciones
geograficas, entre los 40°S y 50°S. Ademas, existen registros de estas cuatro
especies en el limite sur de esta zona, especificamente en la Isla Wellington.
Algunos autores indican que esto sugiere la existencia de un centro de
diferenciacion especifica en el limite distribucional austral del género para
explicar este alto nivel de riqgueza. Sin embargo, la evidencia que respalda la
diversidad de los Alsodes australes en el extremo sur de su distribucion no es
concluyente. Por lo tanto, el objetivo principal de esta investigacion radic6 en
determinar la diversidad especifica de los Alsodes australes en la region
comprendida entre los 40° y 50°, con énfasis en comprobar la existencia del
centro de diferenciacién especifica en el limite distribucional austral del género.
Para esto se realizaron distintos analisis genéticos y filogenético, utilizando
secuencias de los genes mitocondriales citocromo b y un fragmento que abarca
los genes 12S+ tRNAval +16S de varios especimenes de poblaciones del género
Alsodes que se distribuyen entre los 40°S y 50°S. Los resultados indican que la
distribucidon geografica de A. coppingeri no se encuentra restringida a la zona
austral de Chile, colindando hacia el norte de esta localidad con la distribucion de
A. verrucosus Yy hacia la cordillera de la costa con A. valdiviensis. Por otro lado,
se puede observar un patron de mayor diversidad genética a lo largo de las
regiones costeras de Chile, junto con linajes poblacionales distribuidos
ampliamente y mas homogéneos genéticamente a medida que nos acercamos a
latitudes mas australes, lo que pone en duda la existencia de un centro de
diferenciacion especifica en el limite distribucional austral del género Alsodes.
Palabras claves: Diversidad especifica, Alsodes, Distribucion geogréfica.
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1. INTRODUCCION

La sistematica es una disciplina de la biologia comparada que estudia las
relaciones jerarquicas de los linajes, que toman un nombre de acuerdo con los
grupos resultantes. Su objetivo es ordenar la diversidad biolégica en categorias
jeréarquicas que reflejen la ascendencia evolutiva de los organismos (Mayr, 1968).
Esto implica que los miembros de un grupo comparten algun tipo de relacion que
no comparten con otros, con el fin de proporcionar un marco sistematico que
facilite la comunicacion y el estudio de la biodiversidad (Wiley & Lieberman,
2011). Aborda tres aspectos fundamentales: 1) reconocer la biodiversidad, es
decir, identificar a las especies y definir otros taxa superiores, 2) reconstruir la
filogenia o historia evolutiva de los taxa, y 3) elaborar clasificaciones fieles a la
filogenia. Desde este punto de vista, la sistematica conforma la base para otros
campos de la biologia comparada, al proporcionar las hipétesis filogenéticas que
se utilizan, por ejemplo, para interpretaciones en un marco evolutivo (Harvey &
Pagel, 1991). En este contexto, las especies constituyen la unidad primordial que
componen estos grupos taxondémicos. Es por esto que conocer la diversidad de
especies de un grupo taxondémico o de una region geografica, no solo es
importante para disciplinas como la ecologia, biologia evolutiva y biogeografia
(Morrone, 2006), sino que también constituyen las unidades basicas para
establecer el estado de conservacion de la biodiversidad. Por este motivo, el
desconocimiento y la incertidumbre taxonomicas pueden afectar directa o

indirectamente la investigacion en todos los &mbitos bioldgicos (Correa, 2022).

Los anfibios conforman en nuestros dias uno de los grupos de vertebrados mas
amenazados por efecto antropico. Se trata de un grupo compuesto por alrededor
de 8.694 especies (AmphibiaWeb, 2023) a nivel mundial y se divide en tres
ordenes: Caudata (salamandras y tritones), Gymnophiona (cecilias) y Anura, que
reune a los anfibios mas conocidos como las ranas y sapos (Pough et al., 2013).
En términos de diversidad, de las 8.694 especies reconocidas, el mayor
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porcentaje de ellos corresponde a Anura y es el orden que representan los Unicos

anfibios presentes en Chile (Veloso & Navarro, 1988).

Los primeros analisis sistematicos de Anura se basaron principalmente en la
observacion de caracteres morfolégicos en adultos, como la coloracion,
granulaciones, el craneo, la cintura, la musculatura del muslo, la lengua, el
aparato hiolaringeo y la columna vertebral, asi como en la morfologia de las
larvas (Ford & Cannatella, 1993; Lynch, 1973).

El constante desarrollo de nuevas herramientas analiticas y tecnoldgicas en el
area de la sistematica, estrechamente ligadas a la incorporacion de datos
moleculares, en la actualidad se han convertido en una pieza fundamental de la
biologia moderna. Existe una amplia gama de marcadores moleculares que son
directamente responsables de los avances en varias areas de investigacion,
como la genética de poblaciones, e incluso han tomado una importante
relevancia en la inferencia de filogenias de especies (Thomson et al., 2010). Uno
de los tipos de marcadores moleculares mas utilizados en analisis filogenéticos
en un sinfin de taxa es el ADN mitocondrial (ADNmt) (Beltran-Torres &
Hernandez-Fernandez, 2018; Cardoso, 2014; Montero & Autino, 2009). Esta
molécula es de pequefio tamafio, posee un alto contenido de residuos adenina-
timina, carece de bases metiladas, no sufre recombinacién, corresponde a una
molécula haploide (n), se hereda exclusivamente por via materna, posee
regiones universalmente conservadas y otras variables, presenta una rapida tasa
de evolucion y es relativamente facil de obtener. Por estas razones y
caracteristicas, ha sido la principal fuente de secuencias de ADN para realizar
analisis filogenéticos (Avise, 1986; Caterino et al., 2000; Hillis, 1987; Burns et al.,
2003)

La incorporacion de herramientas genéticas también ha permitido modificar y
profundizar nuestro conocimiento de la diversidad de los anfibios. Como ejemplo,

uno de los cambios mas significativos en la taxonomia de los anfibios de Chile
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ha sido aumento de las familias nativas de tres a siete (Pyron & Wiens, 2011), lo
cual implica que en nuestro pais hay una mayor diversidad evolutiva de la que se
habia asumido (Correa et al., 2016). Estos avances han posibilitado la realizacién
de muchas hipoétesis filogenéticas, lo cual también ha provocado una
inestabilidad taxonomica que se ha traducido en profundos cambios en los
esquemas de clasificacion. Por otro lado, estos estudios sistematicos han
mejorado notablemente nuestra percepcion acerca de la diversificacion de los
anfibios. Este tema adquiere especial relevancia si consideramos el incompleto
estado de conocimiento de su diversidad, revelado no solo por los numerosos
cambios taxondmicos, sino también por la continua descripcion de especies
(Vidal & Labra, 2008)

En el caso de los anfibios de Chile, el nimero de especies nativas ha fluctuado
constantemente en los ultimos 60 afios. En 2013 se alcanzé un méaximo de 63
(Lobos et al., 2013), pero desde esa fecha se ha producido una disminucién
debido a varios cambios taxonémicos y trabajos sistematicos. Desde 2019 hasta
2021, se reconocieron 60 especies (Correa, 2022). Por ultimo, la reciente
sinonimizacién de tres especies del género Telmatobius (Von Tschirnhaus &

Correa, 2021) redujo este numero a 58.

1.1.El género Alsodes

Alsodes Bell, 1843 es el género de anuros mas diverso del cono sur (Chile y
Argentina). Como caracteristicas generales, estos anuros se caracterizan por ser
de cuerpo robusto y fuerte, carecen de ventana timpanica externa, y en los
machos se puede observar durante la época reproductiva un engrosamiento de
las extremidades anteriores, ademas de la presencia de parches en la zona
pectoral formados por espinas queratinosas de tamafios variables. Estas
formaciones de queratina también se aprecian tapizando los tubérculos palmares
internos y, generalmente, extendiéndose hacia el primer y segundo dedo de la

mano (Cei, 1980; Cuevas, 2008; Gallardo, 1970). Actualmente se reconocen 19
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especies, de las cuales 13 son endémicas de Chile (Correa, 2022). Su
distribucion total es entre los 32°S y 50°S (Rabanal et al., 2022). En Chile se
distribuye en diferentes ecorregiones a lo largo del pais, por ejemplo, en la zona
mediterranea y zona andina, aunque también se considera un género mas tipico
de los bosques templados y ambientes patagénicos en el sur de América del sur
(Charrier et al., 2015).

Entre las especies de Alsodes que se distribuyen en los Andes podemos
encontrar varias que presentan poblaciones sobre los 2000 m s.n.m.: A.
montanus, A. tumultuosus, A. pehuenche y A. hugoi, las cuales han sido
mencionadas en una serie de reportes que han permitido conocer mejor su
distribucion geografica (Araya & Riveros, 2008; Correa et al., 2013; Correa et al.,
2018; Ramirez Alvarez, 2015). Sin embargo, estos estudios también revelaron el
escaso conocimiento biogeografico que se tiene de este género (Correa et al.,
2018).

Mas al sur, en Chile y Argentina, entre los 40°S y 50°S, se encuentran varias
especies que habitan las laderas de los Andes, usualmente por debajo de los
1500 m s.n.m., asi como porciones insulares de Chile, como es el caso de A.
australis, A. coppingeri, A. gargola, A. verrucosus, A. valdiviensis y A. kaweshkari
(Barrasso et al., 2022). Este grupo sera denominado como “Alsodes australes”

para efectos de esta investigacion.

Este grupo ha experimentado diversas modificaciones taxonémicas, lo que ha
producido confusién en la delimitacion de sus especies. Ademas, la riqueza
especifica de este género aumenta conforme nos desplazamos hacia el sur en la
zona comprendida entre los 40°S y los 50°S. En contraste con otros géneros de
anfibios (por ejemplo, Batrachyla y Eupsophus), los cuales presentan una sola
especie que alcanza los 50°S o mas al sur, los Alsodes australes exhiben la
presencia de cuatro especies en el limite sur de esta zona, especificamente en

la Isla Wellington (Figura 1). Algunos autores indican que esto “sugiere la
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existencia de un centro de diferenciacion especifica en el limite distribucional
austral del género” (Formas et al., 2008) para explicar este alto nivel de riqueza.
Sin embargo, la evidencia que respalda la diversidad de los Alsodes australes en
el extremo sur de su distribucidén no es concluyente segun las evidencias que se

exponen a continuacion.

1.2.Evidencia morfolégica

Analizando detalladamente la literatura, podemos observar que los principales
caracteres por los que fueron diferenciadas estas especies son: tamafio corporal,
morfologia de la pata, coloracion y formula cromosémica (Formas et al., 1998;
Formas et al., 1997; Formas et al., 2002; Formas et al., 2008). No obstante, las
diagnosis de cada especie presentan caracteristicas en comun, como por
ejemplo, la ausencia de coloracion en los miembros posteriores (coloracion en
forma de barras), hocico truncado en vista lateral, mancha interocular,
granulacion dorsolateral y el mismo niumero de cromosomas (se diferencian en

la formula cromosomica) (Formas et al., 2008).

El rango del tamafio corporal de A. australis (56 — 60 mm) se sobrepone con el
de A. kaweshkari (56,5 — 62,2mm) y A. valdiviensis (39,5 — 63,4 mm). Sin
embargo, los individuos de A. coppingeri recientemente encontrados en Lago del
Desierto, Argentina, también presentan un tamafo corporal que se solapa con
resto de este grupo (43,22 — 58,69 mm). Ademas, presentan caracteristicas
corporales utilizadas para la diagnosis de A. kaweshkari: dedos bien
rebordeados, membrana entre los dedos reducida, pero presente entre todos los
dedos, superficies dorsolaterales granulares, piel alrededor de la cloaca y muslos
posteriores granulares, coloracion general gris y notable desarrollo de caracteres
sexuales secundarios (Barrasso et al., 2022). Por ultimo, los autores de ese
estudio destacan que la plasticidad fenotipica encontrada en los pocos
especimenes de A. coppingeri conocidos en Argentina se superpone con casi

todos los caracteres que se utilizaron para distinguir a los Alsodes australes. Un
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ejemplo que evidencia lo similares que son estas especies es el registro e
identificacion de Alsodes verrucosus en Rio Correntoso, Futaleufu (Elgueta et al.,
2006), el cual fue realizado utilizando el criterio morfolégico (que es el utilizado
siempre durante una campafia de terreno), pero segun los analisis filogenéticos

realizados en Correa et al. (2018), esta poblacidén corresponderia a A. gargola.

1.3.Evidencia cromosdmica

Si bien todos los Alsodes australes pertenecen al grupo de Alsodes que porta 26
cromosomas (Numero Fundamental = 52), se pueden diferenciar en su formula
cromosOmica (nimero de cromosomas metacéntricos + submetacéntricos +
subtelocéntricos) (Formas et al., 2008) (Tabla 1). No obstante, se pueden
apreciar ciertas incongruencias al analizar la literatura. Por ejemplo, los
resultados del primer estudio cromosémico en A. verrucosus realizado en 1983,
no se corresponden con los obtenidos en 2003 para esta especie, en ambos
casos utilizando ejemplares de la misma poblacién (Cuevas & Formas, 2003;
Formas & Vera, 1983). Sin embargo, los autores se refieren a estas diferencias
como “Discrepancias menores en las proporciones centroméricas de algunos
cromosomas”, que podrian deberse a “diferentes tratamientos con colchicina”.
Otro ejemplo es el caso del estudio cromosémico realizado en la descripcion de
A. australis (donde no se menciona la poblacién de la que provenian los
ejemplares utilizados para el estudio cromosoémico, podria ser Arroyo Zanjén
Hondo (Argentina) o Puente Traihuanca (Chile)), en comparacion con los
resultados del estudio cromosomico realizado en la descripcion de A.
valdiviensis, no muestran ninguna diferencia entre ambas especies (Formas et
al., 1997; Formas et al., 2002), lo cual no es mencionado por los autores del
altimo estudio mencionado. Por lo tanto, se puede considerar que el criterio
cromosomico no representa una buena herramienta para diferenciar y clasificar

las especies de este grupo.
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Tabla 1. Tabla de resumen de datos cromosdmicos. 2N: numero diploide; NF:

nimero fundamental; M:

cromosomas metacéntricos;

SM:

cromosomas

submetacéntricos; ST: cromosomas subtelocéntricos; CS: cromosoma portador
de la(s) constriccion(es) secundaria(s). el simbolo * significa localidad tipo.

ESPECIE LOCALIDAD 2N NF M SM ST CS  FUENTE

Alsodes a."ml' Z}anjﬂn Pl'loﬂdio 26 52 7 3 3 4 Formas et al
i entina) o Puente

australis Tr;iEl huanca® (Chile) H 99?]

Alsodes Puerto Rio Frio* 26 52 8 2 3 4 Formas et al

coppingeri (2008)

Alsodes Puerto Edén* 26 52 6 6 1 3 Formas et al

kaweshkari (1998)

Alsodes Cerro Mirador* 26 52 7 3 3 4 Formas et al

valdiviensis (2002)

Alsodes Puyehue 26 52 10 3 0 3 Formas & Vera

Verrucosus (1983)

Alsodes Puyehue 26 52 6 4 3 4 Cuevas & Formas

verrucosus (2003)

Alsodes Laguna Schmoll, 26 52 4 8 4 Barrio & Rinaldi

gargola Ceno Catedral de Chieri (1971)
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1.4.Evidencia filogenética

Es destacable la baja divergencia genética entre algunas especies de Alsodes
australes, como es el caso de A. coppingeri con A. australis (Blotto et al., 2013).
La excepcion es A. gargola, que se diferencia filogenéticamente del resto de los
Alsodes australes (Blotto et al., 2013). Esto se vio evidenciado en el estudio
filogenético de la familia Alsodidae de Blotto et al. (2013), donde varias
poblaciones de la zona austral que se asignaban a la especie A. australis fueron
atribuidas a A. coppingeri y una poblacion de Argentina, Zajén Hondo, la cual fue
utilizada en la descripcion de A. australis, se atribuyé a la especie A. gargola. Por
otro lado, la Unica secuencia depositada en GenBank de A. kaweshkari
proveniente del holotipo de esta especie; al ser incluida en los andlisis
filogenéticos, no presenta ninguna diferencia con la poblacién de A. gargola de
Futaleufl, Region de Los Lagos (Blotto et al. 2013; Barrasso et al., 2022), al igual
gue la poblacién de A. verrucosus de Rio Correntoso, Futaleuft, que como se
menciono6 en parrafos anteriores, también pertenece a A. gargola (Correa et al.,
2018). Ademas, cuatro de las seis especies de los Alsodes australes (A. australis,
A. coppingeri, A. verrucosus y A. valdiviensis) conforman un clado que se ha
recuperado consistentemente en todos los estudios filogenéticos donde se han
incluido a estas especies (Blotto et al., 2013; Charrier et al., 2015; Mella-Romero
et al., 2022; Rabanal et al., 2022a). A continuacion, se entrega un resumen de
las distribuciones geograficas de todas las especies de Alsodes australes e hitos

de la literatura que revelan mas problematicas de este grupo.

1.5.Distribuciéon de los Alsodes australes

Los rangos de distribucién y limites geograficos de los Alsodes australes son
poco conocidos. De acuerdo con la literatura (ver mas adelante) existe un
solapamiento entre las distribuciones geogréaficas de cuatro especies de este
grupo (A. australis, A. coppingeri, A. verrucosus, A. kaweshkari) (Figura 1), que

termina en una concentracion de registros de las cuatro especies en el limite sur
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de sus distribuciones, lo que fue atribuido a la existencia de un centro de
diferenciacion especifica del género Alsodes (Formas et al. 2008). Por otro lado,
A. valdiviensis se distribuye en latitudes similares a A. verrucosus, pero a lo largo
de la cordillera de la costa, incluyendo la Isla de Chiloé (Rabanal et al., 2022). A
continuacion, se entrega un resumen de las distribuciones geogréficas de todas
las especies de Alsodes australes e hitos de la literatura que revelan la

problematica de este grupo (Figura 1).

1.6.Resumen de las distribuciones de los Alsodes australes

1.6.1. Alsodes australis Formas, Ubeda, Cuevas & Nufiez, 1997. Su localidad
tipo, Puente Traihuanca, es la Unica localidad que puede atribuirse con
seguridad a A. australis en Chile (Correa, 2022). Aun asi, hay menciones
de la presencia de esta especie en Hornopirén, Region de los Lagos (Celis-
Diez et al.,, 2011) y en Puerto Edén, Isla Wellington en la Region de
Magallanes (Asencio et al., 2009). Sin embargo, esos registros requieren
confirmacion (IUCN, 2022). Ademas, hay menciones de su presencia en
Cerro Righi, Argentina (Formas et al., 1997) y Lago Vintter, Argentina
(Ubeda, 2000), registros que siguen siendo validos para la especie en ese
pais (Correa, 2022). Por lo mencionado anteriormente, su rango de
distribucién es entre los 41°S y 49°S.

1.6.2. Alsodes coppingeri (Gunther, 1881) Su localidad tipo es Puerto Rio Frio,
Isla Wellington, y como se menciond anteriormente, varias poblaciones de
zonas cercanas a la isla Wellington que se reconocian como A. australis
terminaron siendo atribuidas a A. coppingeri (Blotto et al. 2013). También
existen otros registros para esta especie que no han sido mencionados en
la literatura hace mas de 60 afios: Puyuhuapi, Region de Aysén (Codoceo,
1957), Casa Pangue y Peulla, provincia de Llanquihue, Region de Los
Lagos (Grandison, 1961). Sin embargo, la identidad taxondémica de estas

poblaciones requiere revision. Ademas, esta especie fue recientemente
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encontrada en Lago del Desierto, Provincia de Santa Cruz, Argentina,
siendo la especie con la distribucidon mas austral de ese pais (Barrasso et
al., 2022). Su rango de distribucion se encuentra entre 47°S y 49°S.

1.6.3. Alsodes verrucosus (Philippi, 1902). Su localidad tipo fue vagamente
definida como Andes de la Provincia de Cautin, Region de La Araucania.
En Diaz & Nufez (1988) se reportd su presencia en Bahia White, Isla
Wellington, Region de Magallanes (50°S), y también se menciona la latitud
de la localidad tipo de esta especie, pero esta mencion no es fundamentada
ni discutida posteriormente (Diaz & Nufez, 1988). Ademas, hay otras
poblaciones reconocidas de A. verrucosus, las cuales son Parque Nacional
Puyehue, Regién de los Lagos (Formas & Vera, 1983) y Cayutué, Region
de los Lagos (Mella-Romero & Lamilla-Maulén, 2019). Por lo mencionado
anteriormente, el rango la distribucién de esta especie es tentativamente
entre 38°- 50°S.

1.6.4. Alsodes valdiviensis Formas, Cuevas & Brieva, 2002. Su localidad tipo
es Cerro Mirador, Provincia de Valdivia, Region de los Rios. Ademas, se
distribuye desde Llancahue, Provincia de Valdivia, que es el registro mas al
norte de su distribucion (Nufez et al., 2019), hasta Llicaldad, Provincia de
Chiloé, Region de los Lagos (Rabanal et al., 2022). El rango de distribucion
de esta especie esta entre 40°S - 42°S.

1.6.5. Alsodes gargola (Gallardo, 1970). Su localidad tipo es Lago Tonchek,
Cerro Catedral, Provincia de Rio Negro, Argentina. Se distribuye en
Argentina desde Rio San Isidro, Provincia de Neuquén (Ubeda, 1998), que
es la localidad mas al norte de su distribucion, hasta La Hoya, Cordon de
Esquel, Provincia de Chubut, la que corresponde a la localidad mas al sur
de su distribucién (Ubeda, 2000). En Chile se distribuye desde Futaleufu,
Region de los Lagos (Blotto et al. 2013), hasta Paso las Golondrinas, Region
de Ayseén, que seria la localidad mas austral de la especie (Mella-Romero
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et al., 2022). El rango de distribucidn geografica para esta especie se
encuentra entre los 40°S y 44°S.

1.6.6. Alsodes kaweshkari Formas, Cuevas & Nuiiez, 1998. Esta especie es
conocida sélo en dos localidades: Puerto Edén (49°8'S, 74°25'0), Isla
Wellington, y Seno Huemules (48°43'S, 74°25'0), Provincia de Ultima
Esperanza, Region de Magallanes, Chile (Formas et al., 1998). No existen
registros fotograficos de esta especie, solo la descripcion morfolégica del
holotipo y un dibujo realizado por el autor que describi6 la especie.
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Figural. Mapade distribucion de Alsodes australes.
Mapa de distribucion geogréfica de Alsodes australis (celeste), Alsodes

coppingeri (morado), Alsodes valdiviensis (verde), Alsodes verrucosus (azul),
Alsodes gargola (rosado), Alsodes kaweshkari (amarillo).
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2. PROPUESTA DE INVESTIGACION

Dada la superposicion de las distribuciones geograficas de los Alsodes australes,
la limitada comprension de los limites de cada especie, la ausencia de rasgos
morfolégicos distintivos, las inconsistencias en los datos cromosémicos y las
estrechas relaciones filogenéticas entre ellas, la identificacion de especimenes
en poblaciones intermedias dentro de las areas de superposicion geografica se
convierte en un desafio. Por lo expuesto, el objetivo principal de esta
investigacion radica en determinar la diversidad de los Alsodes australes en la
regibn comprendida entre los 40° y 50°, con especial énfasis en comprobar la
existencia del centro de diferenciacion especifica en el limite distribucional austral
del género Alsodes (Formas et al., 2008) mencionado anteriormente, mediante
enfoques filogenéticos. Para ello se incluyeron poblaciones del género Alsodes
gue se distribuyen tanto a lo largo de la cordillera de la costa como en las zonas
precordilleranas andinas. Asimismo, se incorporaron poblaciones de registros
histéricos, como Puyuhuapi, junto con nuevos hallazgos. Este estudio busca
contribuir al entendimiento de la rigueza de especies del género Alsodes en la
zona austral de su distribucion y definir con mayor precision sus limites

geograficos.
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3. HIPOTESIS

En el extremo austral de la distribucién del género Alsodes en Chile (49-50°S)

hay cuatro especies de Alsodes australes codistribuidas.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la diversidad de los Alsodes australes en la zona comprendida desde

los 40° hasta los 50° por medio de aproximaciones filogenéticas.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.1.Obtener secuencias de los genes mitocondriales de poblaciones
representativas, histéricas y nuevas de los Alsodes australes.

5.2.Determinar patrones de variacion genética intra e interpoblacional de las
poblaciones de los Alsodes australes.

5.3.Redefinir los limites geograficos de las distribuciones de los Alsodes
australes.

5.4. Determinar la diversidad especifica de los Alsodes australes por medio de

analisis genéticos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Localidades de muestreo y muestras incluidas

El area de estudio abarco toda la distribucion conocida de los Alsodes australes,
desde la Cordillera Pelada hasta Puerto Rio Frio. Se incluyeron nuevas
secuencias de ADN para el grupo, obtenidas tanto de sus localidades tipo como
de nuevas localidades (ver Tabla 2 y Figura 2). El resto de las muestras se
obtuvieron de GenBank, lo que permitid incluir un total de 16 especies
reconocidas del género Alsodes. La mayoria de las nuevas localidades cubren
lagunas de distribucion entre los registros histéricos y todas se encuentran dentro
del area de distribucion de los Alsodes australes. Para la obtencion de muestras
de mucosa bucal de los individuos representantes de cada poblacion, se
emplearon torulas Copan 516CSO1. Posterior a la toma de muestra, los
individuos fueron liberados en el mismo sitio de captura (Correa et al., 2018)
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Tabla 2. Nuevas poblaciones incluidas en el analisis filogenético, ordenadas

de norte a sur. N: nUmero de muestras

Numero Sitio de N Latitud(S) | Longitud(W) | Referencia
muestreo
1 Rifiihue 4 39°48'45" | 72°26'08" Este
estudio
2 Lago 2 40°38'59" | 71°52'11" Este
Constancia estudio
3 Cochamo 1 41°30'07" | 72°16'25" Este
estudio
4 Fiordo 1 42°09'44" | 72°24'56" Este
Quintupeu estudio
5 Puyuhuapi 2 44°19'17" | 72°34'16" Codoceo
(1957)
6 Puerto 1 44°43'20" | 72°40'37" Este
Cisnes estudio
7 Puente 2 46°19'57" | 72°46'09" Formas et
Traihuanca al. (1997)
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Figura2. Nuevo mapade distribucién de Alsodes australes
Mapa de la distribucion geografica de todas las poblaciones de los Alsodes

australes (Circulos negros) incluidas en el andlisis filogenético; los circulos de
color blanco representan localidades nuevas.
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6.2. Marcadores moleculares y extraccion de ADN

Para reconstruir la historia filogenética de este grupo, se utilizaron fragmentos de
tres genes mitocondriales con diferentes grados de variacion, el gen citocromo b
(Cytb) y un fragmento que abarca entre los genes 12S y 16S y que incluye el gen
tRNAVal.

El ADN de mucosa bucal fue extraido con el kit Promega Wizard SV Genomic
DNA Purification System. Los tres genes mitocondriales se amplificaron via PCR
bajo el siguiente perfil térmico: un paso inicial de desnaturalizacién de 94 °C por
1 minuto, seguido por 41 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 40 segundos,
50 segundos de alineamiento a 56 °C y 1 minuto de extensién a 72 °C, finalizando
con 10 minutos de extension a 72 °C. Los fragmentos fueron secuenciados en

ambas direcciones en un secuenciador automatico ABI3730XVL.

6.3.Analisis molecular

Las secuencias se editaron utilizando el programa BioEdit v7.2 (Hall, 1999).
Posteriormente se realizé un alineamiento multiple de las secuencias con el
programa MUSCLE (Robert, 2004). El grado de saturacién de las secuencias fue
evaluado con el test de Xia, utilizando el programa DAMBE v7.3.32 (Xia & Xie,
2001)

Con el fin de evaluar las afinidades filogenéticas y la posible identidad taxonémica
de los especimenes de las nuevas poblaciones de Alsodes, se realizo un analisis
filogenético de inferencia bayesiana con el programa MrBayes v3.2.1 (Ronquist
et al.,, 2012). Para ello, como se menciond anteriormente, se incluyeron
secuencias de 16 de las 19 especies descritas dentro del género Alsodes (Blotto
et al., 2013; Charrier et al., 2015; Correa et al., 2020; Barrasso et al., 2022;
Rabanal et al., 2022). El arbol fue enraizado con un representante del género
hermano de Alsodes, Eupsophus calcaratus (Blotto et al.,, 2013). Para este
analisis se utilizaron cuatro particiones, tres de ellas aplicadas al gen citocromo

b (cada posicion de los codones se traté como una particion diferente). Para cada
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particion se utilizé el modelo “General Time-Reversible”, mas parametro gamma
y proporcion de sitios invariables (GTR+G+l). Ademas, se aplico el método
reversible-jump Markov Chain Monte Carlo (MCMC) con el fin de explorar el

espacio de los submodelos del modelo GTR+G+I.

El analisis consistié en cuatro cadenas independientes ejecutadas durante 15
millones de iteraciones, muestreadas cada 1000 generaciones. El primer 25% de
los arboles se descartd como burn-in y posteriormente se utilizé el programa
TRACER v1.7.2 (Rambaut et al., 2018), para evaluar la convergencia y la mezcla
de cadenas, examinando el valor del tamafio efectivo de muestreo (ESS) de
todos los parametros. Finalmente, el arbol consenso fue visualizado en el

programa FigTree v1.3.1.

6.4.Anédlisis de delimitacion de especies

Se evalud el estatus taxondmico de las poblaciones de los Alsodes australes
incluidas en el analisis filogenético aplicando el método de delimitacion de
especies Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) (Puillandre et al., 2012). El
ABGD divide estadisticamente las muestras en especies candidatas basandose
en un “espacio” (el Barcode Gap) en la distribucion de distancias genéticas entre
pares, presumiblemente entre distancias intra e interespecificas. Se ensayo6 un
rango entre 0,001 y 0,25 de valores previos de divergencia intraespecifica (en
diez pasos), aplicando un ancho de espacio relativo (X) de 1.5. Este analisis se
realizo a través del servidor web de ABGD
(http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html).

6.5.Estructura genética y analisis demografico

Para realizar los siguientes analisis se utilizo el criterio de especie, con el fin de
dar el ordenamiento y estructura de los grupos a analizar de las especies
representantes de los Alsodes australes incluidas en el analisis a excepciéon de

A. gargola.
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La diversidad de haplotipos (Hd), el nimero de haplotipos (h), la diversidad de
nucleodtidos (1) y la media de diferencias entre nucleétidos (K) se calcularon con
el programa DNASP 5.10 (Rozas et al., 2017).

Para estimar las relaciones genealdgicas entre cada poblacién se realiz6 un
analisis de red de haplotipos mediante POPART v1.7 (Leigh & Bryant, 2015).
Desde el alineamiento genético se extrajeron los haplotipos del gen mitocondrial
Cytb de las especies representantes de los Alsodes australes, a excepcién de la
especie A. gargola, posterior a esto los datos se convirtieron en un nexfile
utilizando el software DNASP, y se construy6 la red de haplotipos con el método
Median-Joining (MJ).

Finalmente se utiliz6 un andlisis de varianza molecular (AMOVA) a través del
programa POPART v1.7, para evaluar el grado de varianza genética entre los
grupos de poblaciones de cada especie de los Alsodes australes, que fueron

definidos a través de la red de haplotipos y analisis filogenético.
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7. RESULTADOS

7.1. Alineamiento de las secuencias

El alineamiento de los tres genes mitocondriales, que incluy6é 60 individuos de
Alsodes, fue de 3433 sitios nucleotidicos (incluyendo gaps). EI nUmero total de
sitios variables (S) fue de 816. El resultado de la prueba de Xia realizado con

DAMBE indicé ausencia de saturacion en los tres genes.

7.2.Analisis filogenético

El analisis bayesiano es totalmente congruente con los resultados de otros
andlisis previos del género, realizados con solo el gen mitocondrial citocromo b o
con los tres genes que se utilizaron en este estudio (Blotto et al., 2013; Charrier
et al., 2015; Correa et al., 2018, 2020; Mella-Romero et al., 2022; Rabanal et al.,
2022; Barrasso et al., 2022). Los mismos grupos de especies fueron recuperados
con alto soporte de probabilidad, asi como la mayoria de las especies

reconocidas del género.

La topologia del arbol consenso del andlisis filogenético bayesiano muestra dos
clados principales, uno compuesto por A. vanzolinii + A. nodosus + A.
cantillanensis, y otro que incluye todas las demas especies del género. En este
altimo clado existe un grupo compuesto por las especies nominales A. coppingeri,
A. australis, A. valdiviensis y A. verrucosus. Entre estas especies, se destaca el
grupo parafiléetico que forman los individuos incluidos de la especie A.
valdiviensis, donde puede apreciarse que las poblaciones de Cordillera Pelada y
Llicaldad estan mas emparentadas filogenéticamente con A. verrucosus y A.
coppingeri, que con la poblacion de Puente La Herradura, la cual se encuentra
geograficamente entre Cordillera Pelada y Llicaldad (Figura 3).

Con respecto a las secuencias generadas en este estudio, todos los
especimenes desde Cochamoé hasta Puente Traihuanca forman un clado bien
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soportado en conjunto con las muestras de referencia de A. coppingeri (Blotto et
al., 2013). Ademas, se relacionan con una de las muestras provenientes de
Rifiihue, localidad que se encuentra mucho méas al norte de Cochamd. Sin
embargo, las demas muestras de la localidad de Rifiihue mantienen una posicion
no resuelta en la filogenia (Figura 3). Por otro lado, se destaca que las muestras
provenientes de la localidad tipo de A. australis (Puente Traihuanca), que era la
Unica localidad atribuible a esta especie en Chile (Correa, 2022), también se
agruparon junto a las muestras de referencia de A. coppingeri (Figura 3).
Ademas, los ejemplares provenientes de Lago Constancia se agruparon con las
muestras de referencia de A. verrucosus, por lo que esta localidad constituiria un

registro nuevo para esta especie.
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7.3.Red de haplotipos

La red de haplotipos ilustra las relaciones genealdgicas de los 11 haplotipos (A-
K) del gen citocromo b (Figura 4), encontrados en los 34 individuos de todas las
especies del grupo focal de este estudio. Se aprecia un haplotipo mas frecuente
gue representa a todas las poblaciones incluidas en el analisis que se encuentran
al sur de Cochamd, a excepcién de uno de los haplotipos proveniente de la
localidad de Puyuhuapi (Figura 4). Ademas, se destaca la baja distancia genética
gue presenta el haplotipo proveniente de la localidad de Puyehue con respecto
al haplotipo méas frecuente mencionado anteriormente y los haplotipos de
Rifiihue. Por otro lado, mas distante de los haplotipos mencionados, se
encuentran los haplotipos provenientes de las localidades representativas de A.
valdiviensis. Es destacable mencionar que algunos de estos haplotipos, como los
B, G y H, provenientes de Cordillera Pelada y Llicaldad respectivamente, se
encuentran mas emparentados con el Haplotipo “I” proveniente de Rifihue que
con los demas haplotipos provenientes de Puente la Herradura, localidad que

compone parte de la distribucién de esta especie (Figura 4).
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7.4.Diversidad genética

Las muestras fueron agrupadas por criterio de especie: A. verrucosus, A.
coppingeri y A. valdiviensis. Para A. verrucosus, se analizaron un total de siete
individuos, incluyendo las muestras de Rifiihue. Se identificaron cuatro haplotipos
diferentes de los siete individuos, con una diversidad haplotipica de 0,81 y 6 sitios

polimorficos, lo que sugiere una moderada variabilidad genética.

Para A. coppingeri, se analizaron diez individuos en total. Se encontraron dos
haplotipos diferentes en la poblacion. La diversidad haplotipica promedio fue de
0,2 y solo se encontrd un sitio polimorfico para esta agrupacion indicando una

baja variabilidad genética.

En el caso de A. valdiviensis, se utilizaron muestras de los seis individuos
incluidos en los analisis. Se identificaron cinco haplotipos diferentes, la diversidad
haplotipica promedio fue de 0,93 y se encontraron 54 sitios polimoérficos,
sugiriendo una diversidad genética muy alta en comparacion con las otras

especies.
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Tabla 3. Diversidad genética. Especie: Nombre de la especie analizada; N:
Tamafio de la muestra; K: Niumero de haplotipos; H: diversidad haplotipica; S:

Numero de sitios polimérficos; 1: Diversidad nucleotidica promedio.

Especie N K H S T
A. verrucosus 7 4 0.81 6 0.00276
A. coppingeri 10 2 0.2 1 0.00021
A. valdiviensis 6 5 0.93 54 0.02601
total 23 11 0.838 70 0.01706
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7.5. Analisis de varianza molecular (AMOVA)

Los resultados de la tabla AMOVA revelan patrones significativos de estructura
genética en las poblaciones estudiadas. El porcentaje de varianza entre los
grupos definidos representdé el 26,17% de la variacidbn genética total que
concuerda con el valor entregado por el coeficiente Phi_CT; si bien no es
significativo, representa una baja diferenciacion genética entre los grupos
definidos para este andlisis (Tabla 4). Por otro lado, se observé un aporte en la
varianza genética mucho mas alta entre las poblaciones individuales que

componen los grupos, con un 67,03% y un Phi_SC significativo de 0,90792.

La varianza genética dentro de las poblaciones de los grupos fue relativamente
baja, contribuyendo solo con el 6,8%. Por ultimo, el coeficiente Phi_ST de 0,93

nos indica una diferencia significativa entre todas las poblaciones.

En resumen, estos resultados indican una estructura genética significativa en las
poblaciones estudiadas, con mucha mas varianza dentro de los grupos y entre

todas las poblaciones.

36



Tabla 4. Resultados tabla AMOVA, * indica un valor significativo (P<0,005)

Fuente de Componentes | Porcentaje de
variacion g.del Suma de cuadrados de varianza variacion
Entre grupos 2 1716.336 106.520 26.17284
Entre
poblaciones 4 1665.633 272.801 67.02925
dentro de los
grupos
Dentro de las
poblaciones de 4 110.667 27.667 6.79790
los grupos
Total 10 3492.636 406.988
Phi_ST 0.93202%
Phi_SC 0.90792*
Phi_CT 0.26173

37



7.6.Analisis de delimitacidon de especies

El analisis de delimitacion de especies utilizando el método ABGD reveld la
presencia de dos grupos genéticamente distintos, enfocdndonos solo en el grupo
focal. El primer grupo, congruentemente con los demas analisis, retne todas las
muestras de A. coppingeri junto a A. australis, pero ademas agrupa las
secuencias de los individuos representantes de A. verrucosus y dos poblaciones
de la distribucién de A. valdiviensis (Llicaldad y Cordillera Pelada). Por otro lado,
el segundo grupo contiene exclusivamente dos secuencias identificadas como
Alsodes valdiviensis de Puente la Herradura. El resto de las especies del género
Alsodes incluidas en el andlisis fueron recuperadas como especies distintas
(Figura 5).
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BAIBLET SNSON}NWIN} SAPOS|y
BAIRHET SNSON)NWIN} SOPOSY

usnyadeony joieq sapos|y

usnyadeony] [oliieq SapOS|y

JoouQenb.ed aeiou sapos|y

eoenyjo] snaubl sapos|y

ayousnyadajep ayouanyad saposly

aLjouBNLYa-d][e/8YdUBNYSASPOS]Y

ayausanyadajjeA ayouanyad saposly

souldsosoulLid sisuanbnau sapos|y

nynajein ejobieb seposyy

nynajejn ejobseb sapos|y
SeuLpUojoS seosed ejobueb sapos|y
nynajejn ejob.ieb sapos|y

nynajen ejobieb sepos|y

anyury ds ssposjy -

sausIgopend ds sapos|y

nadnuin®op.olH ds sapos|y

oweo0) ds saposly

eouBNYIE. B)USNd SI[EJ)SNE SBPOS|Y

eouenylel] sjuand sifes}sne saposly

1denynAng ds sapos|y

1denynAng ds saposjy

suibbiHoejIA 1ebuiddos ssposyy

sulbbiHOelfiA 1ebuiddos seposyy |

olHorjouand Labuiddoo seposyy

oL-folopand Lebuiddoo sapos)y

1ayoipyeue) Labuiddoo seposyy

0] ejejeD Labuiddoo seposyy

Aebunopand Lebuiddoo sepos|y
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[8/87e)81RD LIBbUIdd0oD Sapos)y
opesaneijyobe ds saposy
opeIsagjepobe uabuiddos seposyy
opisisagjepobe] Lebuiddos ssposyy F
2JoUB)SU0DO0BET SNSOINLIBA'JO SSPOSIY
B1oUBISUODOBET SNSOINLIBAJD SBPOS]Y
anyakng snsoon.ian saposyy
anyafng snsoon.iian sepos|y
anyaAng snsoonuaA seposy
anyury ds saposyy
anyiury ds ssposly
anyiuiy ds saposyy
epejodelalipiod SISUSIAID[eA SOpOS|y
epejedeIa|ipioD SISUSIAIPIEA SOPOS]Y

DPED[EJYY] SISUSIAID[EA SOPOS]Y
PEpjealf] SISUSIAIP/EA S3POS]Y
PEpjRalf] SISUSIAIDIEA SOPOSIY

einpelioHeTald SISUSIAID[eA Sapos|y
BINPELIBIHETO) SISUSIAIPIEA SOPOS]Y
sejjipewey IIUOZUBA SaPOSY
EPRIGONT SISUSUE(IUED SOPOS]Y
BJSINE|[ogapSELISIS SNSOPOU SAPOS|Y
0S8A[FEOUIWED SNSOPOU SBPOS]Y
S8.8q0oSFEPRIGaNY SNSOPOU SAPOS|Y
Janbnap) snsopou sapos|y
anyep|apepeLodUly SNSopou SapoSs|y
ojjiuialjuepeIqgany SnSopou Sapos|y
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8. DISCUSION

En este estudio, se realizo el analisis genético y filogenético del género Alsodes
mas actualizado hasta la fecha, en el cual se incluyeron especimenes de nuevas
poblaciones de la zona sur y austral de Chile que nunca habian sido estudiadas,
lo que permitié redefinir los limites geogréficos de los Alsodes australes y ahondar
en su estructura genética. Ademas, se reportan nuevas localidades de dos
especies representantes de este grupo. Estos hallazgos se suman a una serie de
estudios filogenéticos y reportes de nuevas localidades de este grupo de Alsodes
(Blotto et al., 2013; Alveal et al., 2015; Correa et al., 2018; Mella-Romero &
Lamilla-Maulén, 2019; Barrasso et al., 2022; Rabanal et al., 2022). A
continuacion, se discuten las implicancias de estos hallazgos a nivel
biogeogréfico y taxondémico.

Las secuencias de ADN utilizadas en este estudio confirmaron la presencia de A.
coppingeri en la localidad de Cochamd, ademas de localidades intermedias entre
este nuevo registro y Caleta Tortel, lo cual aumenté su rango de distribucion
geografica alrededor de 700 km hacia el norte de Caleta Tortel, que era la
poblacion mas septentrional de A. coppingeri conocida previamente (Blotto et al.,
2013). Una de las localidades intermedias entre Cochamé y Caleta Tortel es
Puyuhuapi, la cual corresponde a uno de los registros historicos mas antiguos de
A. coppingeri, que en ese entonces correspondia a la especie Eupsophus
coppingeri (Codoceo, 1957). Sin embargo, este registro no habia sido
mencionado en la literatura por mas de 60 afios y su identidad taxon6mica
requeria confirmacion (Barrasso et al., 2022). Con los resultados obtenidos se
corroboré la presencia de A. coppingeri en la localidad de Puyuhuapi.

La localidad de Puente Traihuanca corresponde a la localidad tipo de A. australis,
especie descrita por Formas et al. (1997). Como se menciond anteriormente,
Puente Traihuanca es la Unica localidad que se atribuye con seguridad a A.

australis en Chile (Correa, 2022). Los resultados muestran que el ejemplar de A.
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australis proveniente de esta localidad no se diferencia filogenéticamente de las
muestras de referencia de A. coppingeri, lo cual es congruente con los resultados
de la red de haplotipos, donde se observa que no existe diferencia genética entre
las poblaciones de A. coppingeri reportadas en literatura (Blotto et al., 2013) y la
localidad tipo de A. australis, Puente Traihuanca. Todas estas poblaciones
comparten un haplotipo, que es el mas representado en todas las poblaciones al
sur de Cochamo incluidas en este estudio, a excepciéon de uno de los individuos
de Puyuhuapi que se diferencié haplotipicamente por un paso mutacional.
Ademas, el analisis de delimitacion de especies ABGD también agrup6 a estas
dos especies en el mismo grupo genético, respaldando los resultados de los otros
andlisis.

Con respecto a lo reportado en literatura, los Unicos criterios fenotipicos utilizados
para diferenciar a estas dos especies son: tamafio corporal y formula
cromosomica. El tamafio corporal perdié relevancia como caracter diagnéstico en
estas especies en el afio 2022 debido a que la poblacion de A. coppingeri
encontrada en Argentina presenta un tamafio corporal similar al holotipo de A.
australis (Barrasso et al., 2022, Formas et al. 1997). Por otro lado, ambas
especies comparten el mismo nimero de cromosomas (2n = 26) y Numero
Fundamental (NF 52), por lo que estas solo se diferencian en la formula
cromosOmica, donde A. coppingeri tiene ocho pares metacéntricos + dos
submetacéntricos + tres subtelocéntricos y A. australis posee en su cariotipo siete
pares metaceéntricos + tres submetaceéntricos + tres subtelocéntricos (Formas et
al., 1997). Sin embargo, la diferenciacién por cariotipo no es fiable, ya que el
método utilizado para obtener los cromosomas y su formula cromosomica es
sensible a la concentracion de colchicina que se utiliza en la técnica, a tal nivel
gue los cromosomas de una misma especie pueden presentar distinta formula
cromosomica (Formas & Vera, 1983; Formas et al., 2003). Por todo lo descrito

anteriormente, aparentemente A. coppingeri y A. australis son conespecificas.
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Hasta ahora, la presencia de A. verrucosus en Chile se reconoce en tres
localidades: la localidad tipo, en los Andes de la Provincia de Cautin, actual
Regién de La Araucania, la cual no tiene una ubicacion geografica exacta
(38°50'S segun Diaz & Nufiez 1988); el Parque Nacional Puyehue (Formas &
Brieva, 2004); y finalmente, Cayutué, Provincia de Llanquihue (Mella-Romero &
Lamilla-Maulén, 2019). Existe un reporte en la literatura sobre la presencia en la
Reserva Nacional Futaleufu (Elgueta et al., 2006), pero este perdio validez debido
al analisis filogenético realizado por Blotto et al. (2013), quienes asignaron esa
poblacién a otra especie llamada Alsodes gargola (Blotto et al., 2013).

En este estudio, se afiadieron mas poblaciones a la distribucion de A. verrucosus:
Lago Constancia, ubicada al noreste del Parque Nacional Puyehue, muy cerca
de la frontera con Argentina, y Rifiihue. Estos registros se analizaron junto a la
poblacién de Puyehue, ya que es la Unica con evidencia filogenética molecular
en la literatura, mostrando una estrecha afinidad filogenética con ambas
poblaciones. Si bien una de las poblaciones de Rifiihue mantiene una posicion
poco resuelta en la filogenia, la red de haplotipos aclara la afinidad con la
poblacién de Puyehue. Por otro lado, en la red de haplotipos se puede apreciar
la corta distancia genética que tiene esta agrupacion de poblaciones con los
haplotipos de A. coppingeri (de 6 a 10 pasos mutacionales, dependiendo de la
poblacion). Sin embargo, estas diferencias no influyen en los resultados del
analisis de delimitacion de especies ABGD, que agrupa a A. coppingeri, A.
australis y las poblaciones correspondientes a A. verrucosus como una sola
unidad.

La poblacion de A. verrucosus proveniente de Puyehue (Formas & Vera, 1983)
fue el segundo registro posterior a su descripcibn como especie y se reconoce
como parte de su distribucién. Esta poblacién se encuentra aproximadamente a
132 km al sur de su localidad tipo, los Andes de la provincia de Cautin (actual
Region de la Araucania) (Philippi, 1902). Ademas de estar reportada mucho mas

al sur, en esa publicacion no se fundamenta ni se discute cdmo se reconoci6 a
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los individuos analizados en la investigacion, la cual corresponde a la primera
descripcion de sus cromosomas. Por lo tanto, la informacion publicada no es
suficiente para afirmar realmente que la poblacién de Puyehue corresponde al
Borborocoetes verrucosus (actualmente A. verrucosus). La literatura ambigua
sobre las localidades histéricas de A. verrucosus, sumado a la baja divergencia
genética obtenida entre las poblaciones estudiadas y A. coppingeri, pone en duda
la identidad taxondémica de la poblacién de Puyehue. Nuestros analisis, como
mencionamos anteriormente, sugieren que podria corresponder a A. coppingeri.
Respecto a las relaciones filogenéticas de las poblaciones asignadas a A.
valdiviensis, los resultados son congruentes con el Ultimo estudio que analizo
estas poblaciones (Rabanal et al., 2022). Sin embargo, en dicho estudio se hace
hincapié en las complejas relaciones filogenéticas que presentan las poblaciones
representantes de la distribucion de A. valdiviensis. En aquel estudio, las
poblaciones de Chiloé y Cordillera Pelada (la localidad tipo de A. valdiviensis),
estan mas emparentadas con una especie andina (A. verrucosus) y otra austral
(A. coppingeri) que con la poblacién de A. valdiviensis de la Cordillera de la Costa
(Puente La Herradura), la cual esta ubicada geograficamente entre Chiloé y
Cordillera Pelada. Sin embargo, segun los resultados obtenidos en este estudio,
la distribucion de A. coppingeri no esta restringida exclusivamente a la zona
austral de Chile, sino que se distribuye hasta Cochamé, en la zona sur de Chile,
gue se encuentra en latitudes similares a Chiloé y alrededor de 21 km al sur de
Cayutué (el limite sur de la especie A. verrucosus). Esta cercania geogréfica
disipa las dudas sobre la relacién filogenética de estas especies. Ademas, el
analisis de la red de haplotipos converge con el analisis filogenético y muestra lo
distantes que son los haplotipos de la poblacion de Puente La Herradura con
respecto a los haplotipos de Chiloé y Cordillera Pelada (minimo 24 pasos
mutacionales) y que estas dos poblaciones son mas cercanas a los haplotipos

de Rifihue, que aqui se atribuyen a A. verrucosus.
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El andlisis ABGD agrup6 a las poblaciones de A. coppingeri, A. verrucosus y A.
valdiviensis, excepto a la localidad de Puente La Herradura, presumiblemente por
la alta distancia genética que esta presenta con respecto a las otras poblaciones
que representan la distribucién total de A. valdiviensis, como se mencioné
anteriormente. Otro aspecto que conviene aclarar en futuras investigaciones es
la relacién de las poblaciones de Chiloé y Cordillera Pelada con respecto a la
poblacion de Reumén, que se encuentra cerca del extremo norte de la
distribucién de A. valdiviensis (Olivares et al., 2014). Estos autores utilizaron
secuencias del gen citocromo b para mostrar que esta poblacion pertenece a A.
valdiviensis, pero lamentablemente estas secuencias no estan disponibles en
GenBank.

Con respecto al resultado entregado por el analisis ABGD, que considera a A.
coppingeri, A. verrucosus Yy poblaciones de A. valdiviensis parte del mismo grupo
especifico, el patron de diversidad genética que esta agrupacion presenta es
similar a los resultados del estudio filogeografico de una especie del género
hermano de Alsodes, Eupsophus. El estudio de la especie Eupsophus calcaratus
abarc6 una zona de muestreo amplia entre los 39°S y 48°S (un rango geografico
cercano al abarcado en este estudio), en donde se observaron seis linajes
fuertemente sustentados y un patron general de mayor diversidad genética a lo
largo de las regiones costeras de Chile, junto con linajes poblacionales
distribuidos ampliamente y mas homogéneos genéticamente a medida que se
acercaban a latitudes mas australes (Nufiez et al., 2011). Este patrén también se
refleja en los resultados del presente estudio si consideramos al grupo entregado
por el analisis ABGD como una sola unidad.

Los resultados del andlisis de la varianza molecular (AMOVA) proporcionan
informacion valiosa y complementaria a lo discutido sobre los resultados
anteriores, sobre la estructura genética y la diferenciacion poblacional dentro de
las especies estudiadas. La tabla AMOVA revela patrones significativos de

variacion genética dentro de los grupos de poblaciones. El coeficiente Phi_ST
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indica una marcada diferenciacion genética entre el total de poblaciones
utilizadas en el andlisis, o que podria atribuirse en mayor parte a la variacion
genética que aportan las poblaciones de la especie A. valdiviensis. Por otro lado,
si bien existen diferencias entre los grupos determinados para el analisis, estas
no serian significativas de acuerdo con el valor de Phi_CT; lo que mas aporta
variacion a todo el conjunto de grupos, es la varianza entre poblaciones que
componen los grupos (67% aproximadamente), complementada por la
significancia del indice Phi_SC.

Los resultados de diversidad genética muestran una marcada diferencia entre la
alta diversidad interpoblacional dentro de A. valdiviensis con respecto a los otros
dos grupos de especies. En seis individuos de esta especie se observaron cinco
haplotipos muy divergentes, con un total de 54 sitios polimérficos (S), lo cual
representa una diversidad genética muy alta entre las poblaciones de esta
especie en comparacion a los otros dos grupos. Para A. verrucosus se analizaron
las siete muestras, incluyendo la poblacion de Rifiihue, pero se recuperaron
cuatro haplotipos y un total de 6 sitios polimorficos. Por ultimo, las diez muestras
de A. coppingeri que fueron incorporadas a este analisis, representan el grupo
con mas individuos y el conjunto de muestras que abarca un mayor rango
geografico. Sin embargo, se obtuvieron dos haplotipos y solo un sitio polimérfico,
como también se puede concluir de la red de haplotipos. Es destacable la baja
divergencia genética que se puede encontrar entre las poblaciones de esta ultima
especie en la zona sur y austral de Chile, asi como la alta divergencia genética
gue muestra la especie A. valdiviensis entre sus poblaciones.

Finalmente, a pesar del extenso rango geografico abarcado en la zona austral de
Chile en este estudio, no se pudieron detectar poblaciones atribuibles a A.
kaweshkari, que fue descrita en la localidad de Puerto Edén, Isla Wellington
(Formas et al., 1998), la cual se encuentra alrededor de 7 km al norte de la
localidad tipo de A. coppingeri. Cabe destacar que en la literatura no existe una

comparacion formal que permita distinguir entre estas dos especies (Formas et
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al., 1998, Formas et al., 2008). Ademas, uno de los individuos de Alsodes
provenientes de Lago del Desierto, Argentina, un macho adulto, presentaba
caracteristicas atribuibles a A. kaweshkari. A pesar de esto, los datos
moleculares confirmaron que este Ultimo espécimen correspondia a A. coppingeri
(Barraso et al., 2022).

Por otro lado, en GenBank solo hay una secuencia del gen mitocondrial citocromo
b proveniente del holotipo de A. kaweshkari, pero al ser incluida en los analisis
filogenéticos no presenta ninguna diferencia con la poblacién de A. gargola de
Futaleuft, Region de Los Lagos (Blotto et al., 2013, Barrasso et al., 2022). Por
todo lo mencionado anteriormente, es necesario realizar un muestreo mas
exhaustivo en la Isla Wellington que considere especificamente la localidad de
Puerto Edén, localidad tipo de A. kaweshkari, y donde también esta el registro de
A. australis (Asencio et al., 2009). Sin embargo, nuestros resultados apuntan a la
existencia de solo una especie de Alsodes en la Isla Wellington, Alsodes
coppingeri.

Respecto a la coexistencia de A. kaweshkari, A. verrucosus, A. australis y A.
coppingeri en la Isla Wellington expuesta por Formas et al. (2008), los autores
atribuyeron la presencia de tres de estas especies (A. australis, A. kaweshkari y
A. verrucosus) en areas muy cercanas a la localidad tipica de Alsodes coppingeri
a la existencia de un centro de diferenciacion especifica en el limite distribucional
austral del género. Por otro lado, Barrasso et al. (2022) sugieren que tanto la
presencia de A. australis, cuya localidad tipo, Puente Traihuanca, en la Regién
de Ayseén, se encuentra a mas de 300 km al norte, como la de A. verrucosus
(cuya localidad tipo esta aun mas lejos), deben ser tomadas con cautela hasta
obtener evidencia mas solida.

En resumen, los resultados de este estudio, donde se incluyeron individuos de la
Isla Wellington y sus alrededores, ademas de otras poblaciones mas al norte de

laisla, sugieren que no existe una diferencia filogenética entre estas, lo cual pone
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en duda la presencia de A. australis y A. verrucosus en la Isla Wellington y por

ende, un centro de diferenciacion especifica de este género en la isla.
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