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Resumen

La adaptacion local en muchas ocasiones es el primer paso para la diferenciacion genética entre las
poblaciones. Esta puede promover variacion fenotipica que puede correlacionarse con la
heterogeneidad espacial o ambiental. A nivel genédmico y fenotipico, los efectos adaptativos de la
heterogeneidad espacial o ambiental en zonas de transicion entre diferentes regiones son un tema
clave para entender la evolucion y diversificacion de los organismos. En este trabajo se exploran
hipotesis adaptativas climaticas para comprender la divergencia fenotipica, efectos de barreras
geograficas y ambientales, y posibles blancos de seleccion sobre el genoma en una rana tropical
(Boana xerophyllus). A través de evidencia fenotipica (tamano corporal y llamadas), molecular
(secuencias mitocondriales, COIl) y gendmica (34,030 SNPs), los resultados sugieren adaptacion en
una clina ambiental (temperatura) por fuerte asociacion (P<0.01) de SNPs candidatos a seleccion.
SNPs con fuerte correlacion (P<0.01) involucrados en diversificacion del tamano corporal y patrones
de diferenciacion genética, consistentes con hipdtesis de aislamiento por ambiente en loci
candidatos a seleccidn y aislamiento por distancia en loci neutrales. Ademas, se evidencid
parcialmente el efecto del rio Magdalena como una barrera al flujo génico con SNPs, pero no con
secuencias mitocondriales. Los resultados apoyan efectos de barreras geograficas parciales sobre
la estructura gendmica en presencia de flujo génico; asimismo, aislamiento por ambiente que puede
estar promoviendo la diversificacion fenotipica en un nuevo clado de B. xerophyilus.



Abstract

Local adaptation is often the first step for genetic differentiation among populations. This can lead to
phenotypic variation correlated with spatial or environmental heterogeneity. At genomic and
phenotypic levels, the adaptive effects of spatial or environmental heterogeneity in transition zones
between different regions are a key topic to understand the evolution and diversification of organisms.
In this work, | test climatic adaptive hypotheses to understand the phenotypic divergence, effects of
geographical and environmental barriers, and targets of selection on the genome in a tropical frog
(Boana xerophyllus). Through multiple evidence like phenotypic divergence (body size and calls),
and molecular (mitochondrial sequences, COI) and genomic (34,030 SNPs) analysis, the results
suggest thermal adaptation in an environmental cline by strong association (P<0.01) of SNPs
candidate for selection. SNPs with strong correlation (P<0.01) involved in diversification of body size
and patterns of genetic differentiation, consistent with isolation by environment at SNPs candidate
for selection and isolation by distance at neutral loci. In addition, the effect of the Magdalena River
as barrier to gene flow with SNPs, but not with mitochondrial sequences. The results support the
effects of partial geographical barriers on the genomic structure ongoing gene flow; likewise, isolation
by environment that may be promote the phenotypic diversification in a new clade of B. xerophyllus.



Introduccién general

La variacion fenotipica geografica es una primera aproximacion que permite sugerir que las fuerzas
microevolutivas, tales como la seleccion, la deriva génica, la mutacién o el flujo génico estan
actuando entre las poblaciones. A escala del paisaje tres fuerzas principalmente pueden actuar. La
primera, la seleccion, puede llevar a variacién adaptativa, cuando la heterogeneidad espacial o
ambiental promueven la adaptacion local por seleccion divergente entre ambientes (Savolainen et
al. 2013). La segunda fuerza, la deriva génica, puede llevar a divergencia poblacional, aunque esta
variacion neutral (no adaptativa) se presenta sin correlacion espacial o ambiental. La deriva al ser
una fuerza estocastica (Hamilton 2009; Hedrick 2010) puede llevar a que alelos con impacto en el
fenotipo se fijen por efecto de aislamiento (reduccién del flujo génico) y tamafo poblacional, como
se ha sugerido en poblaciones de pigmeos Africanos (Verdu et al. 2009). Finalmente, el flujo génico
también puede promover la diversificacion poblacional y la adaptacion (Savolainen et al. 2013;
Tigano & Friesen 2016). Aunque el flujo génico es considerado como una fuerza homogeneizadora
(Hamilton 2009; Hedrick 2010) que incluso puede introducir alelos deletéreos a poblaciones
localmente adaptadas (Richardson et al. 2016), las revisiones de Savolainen et al. (2013) y Tigano
& Friesen (2016) sugieren que unos pocos alelos con gran impacto en el fenotipo y bajo fuerte
seleccion, pueden fijarse aun en presencia de este. Otra forma en que el flujo génico puede promover
la adaptacion local es a través de introgresion adaptativa (Norris et al. 2015), en donde se introducen
alelos benéficos entre especies. En ambos casos, el efecto homogeneizador de la seleccion puede
llevar a una rapida adaptacién dependiendo de la intensidad de la seleccién (Savolainen et al. 2013;
Tigano & Friesen 2016) y la conectividad entre las poblaciones (Creech et al. 2017). Lo que significa,
que las poblaciones pueden alcanzar 6ptimos adaptativos diferentes, debido presiones de seleccion
diferentes a lo largo de un paisaje; sin embargo, si la presién de seleccidén pasa a ser uniforme a lo
largo de las poblaciones, el flujo génico entre estas puede promover la adaptacion debido a que una
o varias poblaciones localmente adaptadas pueden actuar como fuente de alelos adaptativos para
las poblaciones no adaptadas. Este proceso ha sido simulado por Creech et al. (2017) quienes
encontraron que la conectividad funcional (flujo génico) es indispensable para el potencial adaptativo
de las especies a largo plazo.

La adaptacion local en muchas ocasiones es el primer paso hacia la diferenciacién genética de las
poblaciones (De Kort et al. 2014; Soria-Carrasco et al. 2014; Mazzarella et al. 2016). La adaptacion
local, puede presentarse como respuesta a la heterogeneidad del paisaje, en donde se espera que
los alelos sujetos a seleccion se presenten con mayor frecuencia en ambientes en donde contribuyen
a incrementar la adecuacion (Hoban et al. 2016). Por otro lado, el flujo génico como fuerza evolutiva
homogeneizadora (Hamilton 2009; Hedrick 2010), puede introducir alelos deletéreos que influyen en
el éxito reproductivo de los individuos a nivel local (Howard D. Rundle & Nosil 2005; Wang &
Bradburd 2014; Richardson et al. 2016). Asi, si la seleccion es débil sobre los alelos, estos pueden
perderse por efecto de la combinacion entre deriva y flujo génico (Yeaman & Otto 2011). No
obstante, la adaptacion local también puede ocurrir bajo flujo genético fuerte, si unos pocos alelos
presentan un gran efecto (Savolainen et al. 2013) o cuando un grupo de alelos con poco efecto estan
ligados (Griswold 2006; Yeaman & Otto 2011). Por tal razén, la reduccion de la conectividad
funcional (Brooks 2003; Manel & Holderegger 2013; Balkenhol et al. 2015) no es necesaria para que
la adaptacion ocurra (Tigano & Friesen 2016).
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Recientemente, el uso de secuenciacion de siguiente generacion (NGS por sus siglas en inglés) con
técnicas como la representacion reducida del genoma (RRLs por sus siglas en inglés) (Davey et al.
2011; Jiang et al. 2016), junto con el desarrollo de recursos computacionales para ensamblar
genomas de novo (Baker 2012), han sido fundamentales para estudiar las fuerzas microevolutivas.
Con estos nuevos enfoques también ha sido posible desarrollar métodos para deteccién de loci
candidatos a seleccion, y asi determinar posibles sefiales de adaptacion en ambientes heterogéneos
a una escala del paisaje.

En anfibios se han empleado NGS y RRLs en numerosos estudios, incluyendo sistematica y
filogenética para resolver las relaciones de especies y comparacion de métodos tradicionales
(secuenciacion Sanger; Barrow et al. 2014), en filogendmica para entender la direccion del flujo e
introgresion en ranas mexicanas (Streicher et al. 2014), en filogeografia probando dispersién y
especiacion en islas (Bell et al. 2015), probando nuevos modelos filogeograficos (Thomé & Carstens
2016), delimitando especies cripticas (Chan et al. 2017), determinarndo estructura genética y
direccionalidad del flujo génico en Rana boylii (McCartney-Melstad et al. 2017) y evaluando factores
espaciales sosbre el flujo génico (Grummer & Leaché 2017). No obstante, aunque una de las
principales metas en la gendmica del paisaje es la posibilidad de rastrear loci sujetos a seleccion
que puedan correlacionarse con factores ambientales (Holderegger et al. 2006), a la fecha pocos
estudios han explorado las bases gendmicas y fenotipicas de la adaptacion local en anfibios (Guo
et al. 2016), incluso en regiones heterogéneas, biogeograficamente importantes, y altamente ricas
en anfibios como los Andes tropicales y Tumbes-Chocé-Magdalena (Zachos & Habel 2011).

Por lo anterior, este trabajo se divide en dos capitulos. El primero, abarca evidencia correlativa entre
una clina altitudinal (climatica), con la divergencia en llamadas y el tamarfio corporal de una especie
de rana tropical (Boana xerophyllus) en Colombia. Este primer capitulo sugiere adaptacién local por
cambios en el fenotipo de las poblaciones de B. xerophyllus a lo largo de la clina que ocurre entre
dos ecosistemas, el bosque seco tropical y el bosque humedo tropical. El segundo capitulo explora
la evolucion molecular (secuencias mitocondriales, gen COI) y efectos de barreras geograficas y
climaticas sobre el flujo génico, asi como hipétesis de adaptacion climatica, estructura genémica
(genes nucleares, SNPs) asociada a barreras geograficas y procesos de aislamiento por ambiente
de B. xerophyllus en el Departamento del Tolima (Colombia). Este segundo capitulo indica que B.
xerophyllus del Departamento del Tolima es un clado independiente, con flujo génico entre sus
poblaciones, que presenta loci candidatos a seleccién climatica, asi como loci correlacionados con
diversificacion fenotipica, estructura genodmica parcial debido a barreras geograficas y climaticas,
ademas de patrones evolutivos como aislamiento por ambiente y aislamiento por distancia, actuando
de forma heterogénea sobre el genoma.
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Capitulo |

Variacion en la llamada y tamaino corporal de Boana xerophyllus en el
Departamento del Tolima (Colombia)

12



Introduccion

La variacién fenotipica geografica puede ser adaptativa cuando las poblaciones estan asociadas con
heterogeneidad espacial o ambiental significativa, lo que puede resultar en adaptacion local por
seleccion divergente entre ambientes (Kawecki & Ebert 2004; Blanquart et al. 2013). Asimismo, si la
seleccion es intensa y, dependiendo del organismo, después de cierto tiempo puede darse
aislamiento reproductivo y procesos de especiacion ecolégica (Schluter 2001; H D Rundle & Nosil
2005; Nosil 2012).

En anuros (ranas), uno de los tres érdenes de anfibios que se caracterizan por ser tetrapodos sin
cola, con alta dependencia a la humedad y ciclos de vida complejos (Root & Hall 1930; Duellman &
Trueb 1994; Wells 2007a), es comun que exista variacion fenotipica geografica. Dicha variacién ha
sido considerada como adaptativa en procesos de seleccién sexual y natural sobre los polimorfismos
en ranas venenosas (Noonan & Comeault 2009; Medina et al. 2013; Galeano & Harms 2016). Por
otro lado, la variacion acustica en anuros parece ser un patron ubicuo (Ryan & Wilczynski 1991;
Bernal et al. 2005; Rodriguez et al. 2010; Jang et al. 2011; Pettitt et al. 2013; Zhou et al. 2014 Lee
et al. 2016), la cual ha sido descrita en diferentes estudios como un patréon clinal a lo largo de
gradientes de altitud (Narins & Smith 1986; Hasegawa et al. 1999; O’Neill & Beard 2011). Incluso,
este patrén de variacidén en senales acusticas ha sido considerado como el primer paso en procesos
de especiacion (Narins & Smith 1986; Funk et al. 2016).

Boana xerophyllus (Duméril & Bibron 1841) es una especie de rana arboricola, de habitos nocturnos,
con un amplio rango de distribucién (Orrico et al. 2017). En Colombia, esta habita las dos principales
bioregiones, los Andes Tropicales y Tumbes-Choc6-Magdalena (Zachos & Habel 2011). Estas
bioregiones presentan condiciones ambientales y espaciales muy diferentes, con ecosistemas
diversos, lo que sugiere que las poblaciones de B. xerophyllus pueden experimentar fuertes
presiones de seleccién debido a la heterogeneidad espacial y ambiental.

Como muchas ranas, B. xerophyllus presenta dimorfismo sexual, en donde las hembras son
fundamentalmente mas grandes que los machos (Orrico et al. 2017), pudiendo incluso pesar el doble
que estos (observaciones propias). Ademas, como la gran mayoria de Anuros, solo ha sido
reportado que los machos cantan en esta especie (Orrico et al. 2017). En Colombia, las poblaciones
son significativamente mas pequenas que las de Panama y la cuenca del Orinoco (Kluge 1979), por
lo que se reconoce que existe variacion del tamafo corporal entre sus poblaciones. No obstante, el
papel evolutivo (adaptacién local por heterogeneidad ambiental) de la variacion fenotipica en esta
especie permanece incierto.

Teniendo en cuenta este escenario, el presente trabajo evalla si la variacion de rasgos fenotipicos,
como tamano del cuerpo, y aspectos temporales y espectrales de la llamada de B. xerophyllus, estan
asociados con un gradiente altitudinal (climatico), sugiriendo asi un efecto adaptativo mediado por
la temperatura.
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Objetivos
Objetivo general
* Determinar patrones de variacién fenotipica (llamadas y tamafo corporal) en Boana xerophyllus

a lo largo de su distribucién en el Departamento del Tolima (Colombia)

Objetivos especificos
* Evaluar los patrones de tamaio corporal de B. xerophyllus asociados con un gradiente altitudinal

» Caracterizar, a través de parametros temporales y espectrales, los patrones de llamadas de
anuncio de B. xerophyllus

Hipotesis
H1. Las poblaciones de Boana xerophyllus presentaran un patrén de variacion morfolégica (tamafo
corporal) correspondiente con un patron clinal
Predicciones
* Boana xerophyllus, a lo largo de su gradiente altitudinal, presentara un patrén clinal morfolégico,

con individuos mas grandes en poblaciones a mayor altitud. Asimismo, el patron de llamadas
sera de frecuencia mas baja en los individuos que habitan en altitudes mayores
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Materiales y métodos

Boana xerophyllus (Amphibia: Anura: Hylidae) como modelo de estudio

Boana xerophyllus (Dumeéril & Bibron 1841) es una especie de rana arboricola, de habitos nocturnos,
con un amplio rango de distribucion que va desde Panama, pasando por la parte norte de Colombia,
Venezuela, Guyana y algunas localidades del noroccidente de Brasil, por debajo de los 2450 m (Fig.
1) (Orrico et al. 2017). En Colombia habita tanto los Andes Tropicales como en la bioregion Tumbes-
Choco-Magdalena, dos principales Hotspots (Zachos & Habel 2011). Debido a su amplia distribucion
altitudinal (desde el nivel del mar hasta los 2450 m), las poblaciones ocurren en diferentes
ecosistemas como el bosque seco tropical o el bosque humedo tropical. Esto sugiere que las
poblaciones pueden experimentar una amplia heterogeneidad ambiental y espacial que puede llevar
a procesos de adaptacion local. Presenta dimorfismo sexual, en donde las hembras son
considerablemente mas grandes que los machos. Ademas, se ha comprobado que existe variacion
en el tamafo corporal entre poblaciones, por ejemplo en Colombia son significativamente mas
pequenas que en Panama y la cuenca del Orinoco (Kluge 1979).

Aunque B. xerophyllus presenta una amplia distribucién, esta especie esta asociada a pequefios
arroyos, lagos y estanques de agua (Orrico et al. 2017). Ademas, no es una especie de interior de
bosque, y la fragmentacion antrépica o los habitats perturbados no parecen afectar sus poblaciones
(Orrico et al. 2017); incluso, se le encuentra comunmente asociada a lagos artificiales, zonas de
cultivo o cerca de viviendas rurales (observaciones propias).

Boana xerophyllus esta relacionada filogenéticamente con B. crepitans como su clado hermano,
ademas de B. rosenbergiy B. pugnax como las especies filogenéticamente mas cercanas (Orrico et
al. 2017). A pesar de ser clados hermanos, B. crepitans y B. xerophyllus no se sobrelapan
geograficamente. En Colombia B. xerophyllus se distingue facilmente de B. rosenbergi por su
distribucién, acotada a la costa Pacifica, y porque presentan llamados con frecuencias mas bajas
(Kluge 1979). Asimismo, B. pugnax presenta tamafios corporales mas grandes que B. xerophyllus 'y
llamadas con frecuencias mas bajas (Kluge 1979). Curiosamente, aunque se senala que estas
especies tienen una distribucién geografica similar a lo largo del Valle del Magdalena, solo en
algunas zonas de Colombia han sido encontradas en simpatria (Lynch & Suarez-Mayorga 2001;
Acosta-Galvis 2012; Solano et al. 2015).

Histéricamente, las poblaciones de B. xerophyllus de Colombia habian sido consideradas como B.
crepitans (Kluge 1979; Orrico et al. 2017), a pesar de la gran distancia geografica (mas de 4000 km
en linea recta) entre la localidad tipo de B. crepitans en Bahia, Brasil, y las poblaciones colombianas.
Recientemente Orrico et al. (2017) dividieron a B. crepitans en dos taxa con base en andlisis
morfoldgicos y moleculares, retomando la sinonimia de B. xerophyllus y elevandola a especie. Los
autores relacionaron filogenéticamente a B. xerophyllus con B. crepitans como su clado hermano,
ademas de B. rosenbergi y B. pugnax como las especies mas cercanas. La distribuciéon de B.
crepitans y B. pugnax en Colombia es practicamente idéntica, salvo por diferencias en el rango de
altitud, con poblaciones de B. pugnax solo en altitudes bajas (<1000 m). Asimismo, en algunas zonas
de Colombia, B. pugnaxy B. xerophyllus se distribuyen simpatricamente (Lynch & Suarez-Mayorga
2001; Acosta-Galvis 2012; Solano et al. 2015).
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Por otro lado, Guarnizo et al. (2015) han resaltado la estructuracion genética que existe en las
poblaciones de B. xerophyllus en Colombia, destacando barreras geograficas importantes como la
Cordillera Oriental, que ha limitado el flujo génico entre las poblaciones del centro del pais asociadas
a la vertiente occidental de la Cordillera Oriental y los llanos orientales. Lo anterior sugiere que debe
revisarse la distribucion de B. xerophyllus, para evaluar patrones filogeograficos y determinar si
existen diferentes linajes al interior de su distribucion.

A nivel genético-omico, no existen trabajos que hayan evaluado la diversidad y estructura genética
de B. xerophyllus a lo largo de su distribucién. Tampoco se ha determinado si existe correlacion
entre aspectos genéticos con rasgos fenotipicos o ambientales, ya sea a escala del paisaje o en
términos mas histéricos y filogeograficos.

Figura 1. Relaciones filogenéticas y distribucion actual de B. xerophyllus y B. crepitans. El filograma
indica las especies hermanas, B. xerophyllus en rojo y B. crepitans en amarillo. Tomado de Orrico
et al. (2017). Los triangulos y circulos indican las poblaciones actuales de B. xerophyllus y B.
crepitans respectivamente registradas para el analisis de Orrico et al. (2017).

Area de estudio

Se trabajé en 11 localidades del Departamento del Tolima (Colombia), donde se obtuvieron muestras
de tejido, medidas morfoloégicas de 90 individuos y 59 registros acusticos individuales de B.
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xerophyllus durante los afios 2015, 2016 y 2017 (Tabla 1). Debido a que en general se obtuvo un
tamafno de muestra bajo por poblacion para el analisis de tamafio corporal, se tomaron datos de
individuos del museo de la Coleccion Zooldgica de la Universidad del Tolima (CZUT) a lo largo del
Valle del Magdalena (Tabla 1). Ademas, se delimitaron los datos por medio de rangos de altitud, es
decir las muestras por abajo de los 500 metros (rango bajo), entre 501 y 1000 m (rango medio) y
por encima de los 1000 m (rango alto).

Tabla 1. Muestras de Boana xerophyllus utilizadas para el analisis de llamadas y tamafio corporal.
Las poblaciones estan organizadas en: rango bajo por debajo de 500 metros, medio entre 501 y
1000 m y alto por encima de 1000 m. Se indica el numero de muestras (N) y llamadas registradas
en cada localidad. En color gris las localidades visitadas en este estudio, las otras localidades
pertenecen a registros histéricos de la Coleccién Zooldgica de la Universidad del Tolima (CZUT). La
distribucion espacial de las muestras se puede ver en la Figura 2.

Pob Localidad Rango N Llamadas Latitud Longitud Cordillera Altitud(m)

1 Armero Bajo 15 7 5.0061 -74.9081 Central 285
2 Carmen de 2 41368 -74.7186 Central 322
Apicala Bajo
3 Venadillo Bajo 1 4.7239 -74.9292 Central 328
4 Prado Bajo 15 7 3.7313 -74.8943  Oriental 380
5 Piedras Bajo 1 45430 -74.8781 Central 383
6 Cunday Bajo 2 4.0550 -74.6889  Oriental 397
7 Chicoral Bajo 9 3 4.2455 -74.9857 Central 400
8 Ataco Bajo 3 3.5893 -75.3762 Central 482
9 Gualanday Medio 15 5 4.2839 -75.0242 Central 512
10 Coyaima Medio 1 3.7098 -75.2432 Central 576
11 Chaparral Medio 4 3.6523 -75.4779 Central 580
12 Venadillo Medio 3 4.6963 -74.9900 Central 619
13 Icononzo Medio 1 4.2446 -74.5559  Oriental 736
14 Ibagué Medio 1 4.3451 -75.1064 Central 770
15 Picalefia Medio 19 5 4.3451 -75.1064 Central 781
16 Tierracaliente Medio 1 3 4.3449 -75.1053 Central 807
17 Cunday Medio 2 45872 -74.5872  Oriental 832
18 Picaleina Medio 8 4 43712 -75.1418 Central 885
19 Planadas Medio 2 3.2398 -75.6283 Central 910
20 Rovira Medio 1 4.2894 -75.2147 Central 940
21 Ibagué Medio 2 9 4.3801 -75.1822 Central 952
22 Chaparral Medio 1 3.6537 -75.5836 Central 1000
23 Ibagué Alto 2 6 44753 -75.1553 Central 1140
24 Villarica Alto 3 3.9199 -74.6232  Oriental 1181
25 Dolores Alto 1 3.6121 -74.8396 Oriental 1207
26 Orquideas Alto 6 4 4.4224 -75.2584 Central 1283
27 Cunday Alto 2 4.0534 -74.5872  Oriental 1441
28 Galilea Alto 3 3 3.7688 -74.6892  Oriental 1455
29 Cunday Alto 1 3.8128 -74.6993  Oriental 1553
30 Herveo Alto 1 5.0940 -75.1377 Central 1573
31 Libano Alto 13 6 4.9325 -75.0800 Central 1670
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Figura 2. Distribucion espacial de las muestras de Boana xerophyllus utilizadas para el analisis de
llamadas y tamafio corporal. Las poblaciones a la margen izquierda del rio Magdalena pertenecen
a la Cordillera Central y las de la margen derecha a la Cordillera Oriental. En las poblaciones 1, 4,
7,9, 15, 18, 23, 25, 26, 28 y 31 se registraron las llamadas para el analisis acustico. Las poblaciones
estan organizadas de menor a mayor altitud (1-31, sucesivamente). Para una descripcién detallada
de las localidades y los rangos de altitud, ver la Tabla 1.

Analisis morfolégico

Para evaluar la asociacion entre la variacion morfoldgica y dos pardmetros, el gradiente altitudinal y
las barreras geograficas, se tomaron las siguientes nueve medidas cominmente utilizadas en la
taxonomia de Anuros: longitud hocico-cloaca (SVL, las abreviaturas estan basadas en la literatura
en inglés), longitud de la tibia (TL), distancia inter-orbital (IEC), distancia inter-nasal (IND), longitud
del tercer disco de la pata anterior y cuarto de la pata posterior derecha (D3F y D4T
respectivamente), diametro horizontal del timpano (WTIM), distancia entre el centro de la narina
derecha y el borde anterior del ojo derecho (NE), y ancho de la cabeza medido justo detras del
timpano (HW). Se realizaron dos procedimientos para la toma de medidas, primero por medio de
fotografias de individuos colectados en campo; todas las fotos se tomaron con la misma camara, a
la misma distancia del individuo, y cada fotografia fue calibrada individualmente. Se utiliz6 el
programa ImagedJ v1.50i (Schneider et al. 2012). El valor de cada medida se obtuvo promediando
tres mediciones de dicha variable en cada individuo. Segundo, se tomaron medidas de 96 individuos
de B. xerophyllus de la Colecciéon Zooldgica de la Universidad del Tolima (CZUT). Todos los
individuos fueron medidos por la misma persona con un calibrador digital Mitutoyo Absolute CD-
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6”CSX (0.00mm); de igual manera el valor estimado se obtuvo del promedio de tres mediciones.

De los 96 individuos medidos de la CZUT, para analisis posteriores solo se utilizaron aquellos que
pudieron ser confirmados como machos y que se encontraban dentro de la distribucion de estudio,
basados en los registros de campo. Asi, se seleccionaron 51 individuos distribuidos en 23
localidades a lo largo de un rango de 269 a 1675 m de altitud. Con ello, se obtuvo una matriz final
para los analisis morfolégicos con 141 individuos machos, clasificados en el rango de altitud bajo
(48), medio (61) y alto (32).

Se evalud la distribucion normal de las nueve variables morfolégicas, asi como su posible
autocorrelacion debido a que se ha sugerido que las ranas presentan un crecimiento isométrico
(Emerson 1978). Todas las medidas se analizaron bajo un modelo lineal general, y posteriormente
se tomo el valor residual estandarizado para realizar la prueba de normalidad. Asi, se seleccionaron
siete variables (SVL, Res.HW, Res.IND, Res.IEC, Res.WTIM, Res.D3F, Res.D4T) para andlisis de
ANOVA, ANCOVA, MANOVA vy analisis discriminante lineal (LDA); todo ello se realizé con el
lenguaje de programacion R v3.4.1 (R Core Team 2017) y los paquetes ggplot2 v2.2.1(Wickham
2009), lattice v0.20-35 (Sarkar 2008) y mass v7.3-47 (Venables & Ripley 2002) bajo macOS Sierra
v10.12.6.

Analisis acustico

La llamada de anuncio (simplemente la llamada de aqui en adelante) es el tipo de llamada mas
reconocida en los anuros, la cual proporciona, tanto a las hembras como a los machos co-
especificos, informacion sobre el tamafo, la posicion e incluso la identidad del emisor (Narins et al.
2007). Las poblaciones de B. xerophyllus en el Departamento del Tolima se caracterizan por
presentar un llamado corto similar a un gorjeo de baja frecuencia; este consistente en multiples
pulsos basado en la definicion para hilidos de McLister et al. (1995), asi como una frecuencia
dominante y fundamental (diferencias de las frecuencias pueden verse en la Figura 3). Cabe resaltar
que este llamado es modulado en la amplitud, pero no en la frecuencia.

Debido a que los anuros pueden ajustar las caracteristicas de sus llamadas dependiendo de los
factores ambientales (Ey & Fischer 2009), solo se analizaron llamadas de poblaciones de B.
xerophyllus registradas en lagos o pequefios rios sin corriente y por lo menos a 200 metros de
distancia de cualquier carretera o fuente de ruido abidtico. Ademas, el contexto en el que los anuros
cantan (ver una mejor descripcion en Wells, 2007, Capitulo 7), ya sea llamadas de alarma, de
anuncio o agresivas (Narins et al. 2007), también produce variacion, por lo que solo se registraron
machos que no presentaran ningun tipo de interaccion con hetero- o co-especificos. Por lo tanto, las
llamadas grabadas fueron espontaneas. Se analizé un total de 183 llamadas de 61 individuos,
clasificados bajo el mismo criterio de rangos de altitud utilizado para la morfologia (17 llamadas de
rango bajo, 16 medio y 28 alto). 3 de estas llamadas pertenecian a la localidad de Galilea (Tabla 1)
y fueron donadas por el Grupo de Herpetologia, Eco-fisiologia y Etologia (GHEE) de la Universidad
del Tolima. Las grabaciones se hicieron con un micréfono supercardio Audio-Technica AT897
acoplado a un boompole K-Tek KE-89CC en una grabadora Tascam DR-100. Considerando que los
anfibios son ectotermos y dependen de la temperatura ambiente para regular su metabolismo, se
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registro la temperatura del aire con un termo-higrémetro RH 101 Extech IR. Las llamadas fueron
analizadas por medio del programa Raven v1.5 (The Cornell Lab of Ornithology 2014) a 44,1 kHz y
16 bits. Todas las medidas espectrales se analizaron con una rapida transformacién de Fourier bajo
el algoritmo de Blackman a 724 muestras de la onda y una red de frecuencias DFT de 2048.
Finalmente, los 18 parametros acusticos analizados fueron una combinacién de 14 parametros
espectrales y 4 temporales, los cuales se describen en la Tabla 2 y Figura 3.

Se comprobd la distribucion normal de los 18 parametros acusticos. Asimismo, todas las variables
se analizaron bajo un modelo lineal general debido a la dependencia entre la temperatura y los
parametros de la llamada (Narins et al. 2007; Wells 2007b). Se obtuvo el valor residual estandarizado
de la regresion, el cual se utilizé en los analisis. Posteriormente, se seleccionaron nueve variables
acusticas (Res.NoP, Res.CD, Res.PF, Res.Freq95%, Res.DPF, Res.PF-PP, Res.DHF, F-BW,
Call%), eliminando asi la alta multicolinealidad y la no normalidad de algunas variables espectrales,
para finalmente realizar diferentes pruebas univariadas (ANOVA, ANCOVA) y multivariadas (analisis
discriminante lineal, MANOVA) entre los rangos de altitud.

Tabla 2. Parametros espectrales y temporales analizados de las llamadas de B. xerophyllus.
Parametro Descripcion

NoP Numero de pulsos por llamada

CD Duracién de la llamada en segundos

DPF Frecuencia pico, en otros estudios reportada como frecuencia dominante

DLF Frecuencia mas baja de la frecuencia dominante

DHF Frecuencia mas alta en la frecuencia dominante

DBW Ancho de banda de la frecuencia dominante, calculado como la diferencia entre
DHF y DLF

IQR-BW Ancho de banda Inter-cuartiles, tomado como la diferencia entre las
frecuencias en el primer y tercer cuartil en la frecuencia dominante

Freq95% Frecuencia al 95% de la frecuencia pico

BW90 Ancho de banda al 90% de la frecuencia pico o dominante

Call% Porcentaje de duracion de los pulsos por llamada. Este parametro esta dado

por la diferencia entre la duracién de todos los pulsos menos y los intervalos
de silencio entre pulsos

PF-PP Frecuencia pico del pulso principal

D-PP Duracién del pulso principal

FPF Frecuencia pico fundamental, en otros estudios reportada como frecuencia
fundamental

FLF Frecuencia mas baja de la frecuencia fundamental

FHF Frecuencia mas alta en la frecuencia fundamental

F-BW90 Ancho de banda al 90% en la frecuencia fundamental

FBW Ancho de banda de la frecuencia fundamental, calculado como la diferencia
entre FHF y FLF

F-IQR-BW Ancho de banda Inter-cuartiles de la frecuencia fundamental
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Resultados

Las variables morfologicas se redujeron a siete con base en el resultado de autocorrelacién con el
tamario del cuerpo. Los andlisis de varianza entre rangos altitudinales indicaron que cada una de
las siete variables se separara entre rango bajo, medio o alto (P<0.00, Fig. 4), basados en pruebas
de significancia honesta de Tukey HSD.

La longitud hocico-cloaca (SVL), una medida ampliamente usada en los estudios con anuros debido
a que permite diferenciar la condicién de desarrollo (juveniles y adultos) y corporal (macho débil o
macho fuerte), ademas de ser utilizada para determinar dimorfismo sexual en muchas especies, fue
altamente significativa entre rangos altitudinales (ANOVA F=16.7, P<0.000). Lo anterior muestra que
las poblaciones se diferencian por el patrén clinal (A<B<C, Tabla S1). Los resultados mostraron que
existe una diferencia de 1.91mm (Tukey’s HSD, P=0.002) entre el rango de altitud medio y bajo, y
de 2.01mm (P=0.007) entre rango medio y alto. Asi, las poblaciones de rango bajo también son
diferentes en tamafio respecto a las de rango alto (3.92mm, Tukey H KSD, P<0.000).

Respecto a las variables morfolégicas y el patrén clinal, los resultados de correlacion fueron
significativos entre la altitud y la SVL (R?*=0.1391, F=22.46, P<0.000) (Fig. 5A); este patron fue mas
evidente (A=0.34684, F=13.162, P<0.000) cuando se evaluaron las siete variables morfoldgicas
combinadas con el analisis discriminante morfolégico (ADM) (Fig. 5B). Aunque el ADM separé los
rangos de altitud en tres grupos discretos bien definidos (Fig. 5B), se observé una clasificacion
errada para 33.3% de los individuos de rango bajo, mientras que para los de rango medio y alto fue
24.6% y 18.8%, respectivamente.
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Figura 4. Variacion morfoldgica de B. xerophyllus a lo largo del gradiente de altitud. A=rango bajo
(<500m), B=rango medio (501-1000), C=rango alto (>1001). Las variables RES. IEC, RES. HW,
RES. D3F, RES. IND, RES. D4T y RES. WTIM es el valor residual de la autocorrelacién con la SVL.
Todas las variables morfoldgicas indicaron diferencias significativas (P<0.00) entre las poblaciones
de rango bajo y rango medio o alto. Ver analisis morfoldgico para la descripcion de las variables.
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De la misma forma que el analisis morfoldgico, después de reducir las variables acusticas a nueve
(tres temporales y seis espectrales) y controlar el efecto de la temperatura sobre éstas, se encontrd
gue la temperatura no tuvo ningun efecto sobre el porcentaje de duracion de los pulsos por llamada
(Call%) ni el ancho de banda (F-BW), los resultados de pruebas univariadas mostraron que los
valores residuales de la frecuencia pico, la frecuencia al 95%, la frecuencia pico dominante, la
frecuencia pico del pulso principal y la frecuencia mas alta en la frecuencia pico (RES.PF, RES.
Freq. 95%, RES. DPF, RES. PF-PP y RES. DHF, respectivamente) presentaron una relacion
negativa en relacion con el rango altitudinal (Fig. 6). Ademas, el valor residual del nimero de pulsos
por llamada y el porcentaje de duracion de los pulsos por llamada (RES. NoP y Call%,
respectivamente) también fueron diferentes entre rangos. Es decir, existe un menor niumero de
pulsos entre las poblaciones de rango bajo con un promedio de 7 pulsos (£2) respecto a las de rango
alto 10 (£2) y medio 11 (1) (A<C<B, Tabla S2). Asimismo, se observd que el Call% en de las
poblaciones de rango bajo fue mayor comparado con las de rango medio, aunque no hubo
diferencias significativas con respecto al rango alto (A>B=C, Fig. 6). A pesar de la diferencia entre
la duracién promedio de las llamadas entre rangos (0.17 s = 0.05, 0.25 = 0.05 y 0.27 + 0.08, rango
bajo, medio y alto respectivamente), después de corregir el efecto de la temperatura, no se
observaron diferencias significativas en la duracion de la llamada (RES. CD, Fig. 6).

Las variables espectrales RES. PF, RES. Freq95, RES. DPF, RES PF-PP y RES. DHF mostraron
un patrén clinal (Fig. 6), aunque sblo se encontraron diferencias estadisticas entre las poblaciones
de rango bajo y alto. Contrario al patrén clinal morfoldgico, el patrén clinal respecto a la frecuencia
pico o de mayor intensidad de la llamada (PF) fue negativo (Fig. 7A), con valores entre rangos bajo,
medio y alto diferentes (2.18 kHz £ 0.18, 1.99 kHz + 0.13 y 1.82 + 0.20, respectivamente). Teniendo
en cuenta la variacién observada en el tamafo corporal entre los rangos bajo, medio y alto, se
observdé en general un patrén clinal similar para la combinacidon de parametros temporales y
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espectrales en la llamada (Fig. 7B). El ADA mostré que los rangos altitudinales se separan de forma
similar al ADM (A=0.51164, F=5.473, P<0.000; Fig. 7B). Sin embargo, se obtuvo una relacion inversa
entre las poblaciones de rango medio y rango alto (Fig. 7B). Asimismo, el ADA mostré una mayor
varianza en la dispersion de los datos (Fig. 7B) y una clasificacién de individuos menos adecuada,
donde el 47.1% de los individuos de rango bajo resultaron mal clasificados, al igual que el 31.3% y
21.4% para los de rango medio y alto, respectivamente.
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estandarizado de la correlacidon con la temperatura. Ver Tabla 2 para la descripcion de los

parametros.

26



2500- L, L L ‘
A & R=0.4247 F=43.56, P<0.000 B Wilks’ Lambda /\-0.51164,.F-5_473, P<0.000
o 3| -
o ©
2250- 0 8 © °
= 5 ° ° B |
° [ ]
__ 2000~ % 14 : .. % L
I & ) f ]
£ ] ° o2 o0 o
0 ®q® ° & . L
1750 - o, & %9e0
0,""
-1 ® e ® -~ ®
e ® [ ]
1500~ ® . o °
. ® L
: : o . T T T T T T
500 1000 1500 - K g 1 2 3

LD1(81%)

Elevation(m)

Figura 7. Patrén clinal de variacion acustica de B. xerophyllus a lo largo del gradiente de altitud. A)
Relacion negativa entre la frecuencia pico (PF) y la altitud. B) Analisis discriminante acustico (ADA)
de 4 variables acusticas (2 temporales RES. NoP y Call%, y 2 espectrales RES. PF y RES. FRE95).
Se indica el rango altitudinal: rango bajo (verde), rango medio (azul), rango alto (purpura). Ver Tabla
2 para la descripcién de las variables.
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Discusion

El patrdn clinal positivo en el tamafio corporal de los machos de Boana xerophyllus encontrado para
las poblaciones estudiadas en el Departamento del Tolima, Colombia, es el primero reportado para
esta especie. Asi, se confirmd la prediccién propuesta de que los individuos de B. xerophyllus
aumentan de tamafo a medida que ocurren a mayor altitud (Fig. 5). Las poblaciones de B.
xerophyllus también mostraron variacion acustica a lo largo del gradiente altitudinal, con un patrén
clinal negativo para los parametros espectrales. Este resultado también es acorde a la hipotesis
planteada y corresponde con una respuesta pleiotropica negativa sobre la frecuencia dominante, por
efecto del aumento en el tamafio corporal a lo largo del gradiente altitudinal.

Los tamanos corporales documentados en este trabajo para los machos de B. xerophyllus del rango
medio y alto (51.5 mm + 2.6 y 53.2 + 3, respectivamente) son similares a lo reportado por Duellman
(1970) para Panama (54.5), Kluge (1979) para Panama y Colombia (53 y 55, respectivamente),
Bernal et al. (2004) en Colombia (53.4) y Orrico et al. (2017) para Colombia, Venezuela, Brasil,
Panamay Trinidad (50.6). Por otro lado, el tamafio de las poblaciones de rango bajo aqui reportados
(49.5 = 3.4) son los de menor tamafio para toda la distribucién de B. xerophyllus. Cabe mencionar
gue se ha reportado que los patrones clinales en ranas pueden ser diferenciales respecto al sexo y
el estado de desarrollo de los individuos (Hsu et al. 2014). Por lo tanto, no puede descartarse que el
patron clinal encontrado en B. xerophyllus esté ligado al sexo dado que solo se consideraron
individuos machos. Aunque la variacién fenotipica geografica no es un resultado nuevo para B.
xerophyllus, hasta este estudio no se habia documentado el patrén clinal a lo largo de gradientes de
altitud en esta especie. Por ejemplo, Kluge (1979) encontrd que en las poblaciones de B. xerophyllus
en Colombia, tanto machos como hembras, eran significativamente mas pequefas en diferentes
medidas corporales (por ejemplo diametro del timpano, longitud hocico-cloaca y ancho de la cabeza)
que las de Panama. No obstante, no reportan la altitud de los ejemplares medidos, por lo que no se
puede descartar que las diferencias pudieran deberse a variacién fenotipica clinal. Por otro lado,
Duellman (1970) y Orrico et al. (2017) también reportaron variacién intraespecifica en tamano
corporal entre sexos, lo que indica dimorfismo sexual en las poblaciones de esta especie. Bernal et
al. (2004) analizaron especificamente poblaciones de B. xerophyllus en el Departamento del Tolima,
quienes describen el tamafio corporal y algunos parametros acusticos, aunque no de forma
estadistica. Asi, el presente trabajo es el Unico que ha determinado de forma sistematica la variacién
morfoldgica de B. xerophyllus a lo largo de un gradiente altitudinal, y que muestra una fuerte relacién
positiva (R%=0.139, P<0.001) entre la diversificacién del tamafio corporal y la altitud.

En relacion con las llamadas , Bernal et al. (2004) reportan una frecuencia dominante (frecuencia
pico en adelante) de 0.35 kHz, un valor inusual y muy por debajo del valor de frecuencia pico
encontrado en este estudio de 1.82 kHz (= 0.20) de los individuos del rango alto. Asimismo, las
frecuencias pico de 0.9-1.28 reportada por Duellman (1970) son diferentes a aquellas que presenta
B. xerophyllus en los tres rangos altitudinales (1.82, 1.99 y 2.18 kHz, respectivamente). Sélo la
frecuencia reportada por Kime et al. (2000) para poblaciones de Panama (2.15 kHz) es similar a la
del rango alto, lo que puede sugerir que los datos reportados por Kime et al. (2000) fueran de
poblaciones de rangos altitudinales elevados.

Los parametros temporales fueron altamente variables y dinamicos, similar a lo reportado para otras
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especies de hilidos (Gerhardt 1991). La duracién de la llamada y el nimero de pulsos a lo largo de
la clina altitudinal estuvo entre 0.17 - 0.27 s, y 7-11 pulsos, respectivamente; sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticas en la duracién de la llamada después de controlar por el efecto
de la temperatura. Esto indica un efecto positivo de la clina altitudinal sobre la duracién de la llamada
(duracién de la llamada rango bajo < medio < alto). La divergencia en parametros temporales puede
ser explicada debido a que individuos mas grandes pueden presentar una mayor capacidad
pulmonar (Blair 1972). Por lo tanto, un efecto pleiotrépico positivo al tener un tamano corporal mayor
se reflejaria en la duracién de la llamada y en un numero de pulsos mayor. Esta hip6tesis también
ha sido sugerida en Dendropsophus labialis, una especie de rana de alta montafia (2500 - 3500 m).
Con ella Luddecke & Sanchez (2002) experimentalmente probaron que sus llamadas duran mas en
poblaciones de mayor altitud y que disminuyen la duracién a medida que la temperatura aumenta.
Ademas, estas ranas también presentan el mismo patron clinal positivo respecto al tamario corporal
que B. xerophyllus. Aunque en este trabajo no se realiz6 una manipulacién de las temperaturas, la
evidencia sugiere que la misma respuesta fisiolégica a condiciones mas frias podria estar ocurriendo
con las poblaciones de B. xerophyllus.

Como se menciond previamente, B. xerophyllus presenta menos pulsos (NoP) en las llamadas de
individuos de rango bajo respecto a las de rango alto y medio, pero con un mayor porcentaje de
llamada (Call%) en el rango bajo, esto aun después de corregir el efecto de la temperatura. Por lo
tanto, aunque las poblaciones de rango bajo presentan un numero menor de pulsos en sus llamadas,
quizas debido a una menor capacidad pulmonar, como se ha sugerido con otros hilidos en Colombia
(Luddecke & Sanchez 2002), también presentan menos intervalos silenciosos (determinado a través
de la diferencia entre la duracién de la llamada menos Call%) a diferencia de las poblaciones de
rango medio y alto. Es decir, que independientemente de la duracion de la llamada, las poblaciones
de rango bajo presentan mas pulsos por unidad de tiempo y estos duran mas tiempo con respecto
a las poblaciones de rango medio y alto.

Aungue no se midid la tasa de pulsos en este trabajo, las diferencias significativas en el niumero de
pulsos y no en la duracion de la llamada entre rangos, sugiere que la tasa de pulsos puede estar
variando de la misma forma. En efecto, la tasa de pulsos ha sido probada como un factor de eleccién
de pareja por parte de las hembras en otros hilidos, Gerhardt (1991) propuso que los parametros
dinamicos, por ejemplo la duracion de la llamada, el numero de pulsos y la tasa de pulsos, entre
otros, permiten a las hembras discriminar entre individuos heteroespecificos y co-especificos.
Ademas, historicamente se ha sugerido que los patrones clinales de variacion en la llamada pueden
ayudar a entender el aislamiento reproductivo en anuros (Narins & Smith 1986), por lo que futuros
estudios deberian explorar el impacto de la diversificaciéon fenotipica en la eleccién de pareja en B.
xerophyllus.

Las llamadas de anuncio y las medidas morfolégicas en las poblaciones de rango bajo presentaron
una alta varianza, como se aprecia por el mayor error de clasificacién del analisis discriminante
morfolégico y del analisis discriminante acustico (33.3% y 47.1%, respectivamente). Ello sugiere que
tanto la morfologia como el llamado parecen estar mas limitados a medida que las poblaciones
ocurren a una mayor altitud. Asimismo, que la variacién fenotipica en las poblaciones de rango bajo
es amplia e incluso podria haber diferencias entre poblaciones del mismo rango.
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Desde que Kluge (1979) exploré los patrones de variacion fenotipica geografica de B. crepitans entre
las poblaciones de Panama y Colombia, con respecto a las poblaciones de la localidad tipo en Brasil,
se sugirié que tanto las poblaciones de Centroamérica y la parte norte de Sudamérica eran una
especie diferente a las de Brasil. El reciente trabajo de Orrico et al. (2017) confirm6 esta hipodtesis a
través de marcadores moleculares y evidencia morfoldgica, por lo que revivieron la sinonimia de B.
crepitans y nombraron como B. xerophyllus a las poblaciones de Centroamérica y el norte de
Sudameérica. Dada la incertidumbre sobre la taxonomia de este género, asi como la poca informacién
sistematica sobre parametros acusticos y morfoloégicos para B. xerophyllus (Orrico et al. 2017),
podemos indicar algunos de los varios vacios en investigacidn mas urgentes: primero, es necesario
un trabajo sistematico sobre la diversificacion morfoloégica y acustica de B. xerophyllus a lo largo de
toda su distribucion. La limitada informaciéon metodoldgica publicada por Duellman (1970), Kime et
al. (2000) y Bernal et al. (2004) solo permite comparaciones poco concluyentes. Segundo, ¢ cual es
el papel evolutivo de la diversificacion fenotipica de B. xerophyllus? Se ha sugerido que, en los
patrones clinales, la heterogeneidad espacial puede promover seleccidn divergente y consecuente
diversificacion fenotipica adaptativa (Savolainen et al. 2007; Sobel et al. 2010; Savolainen et al.
2013). Sin embargo, la diversificacién fenotipica también puede ser producto de apareamiento
selectivo (Egger et al. 2008; Elmer et al. 2009; Dreher & Prdhl 2014) o desplazamiento ecoldgico de
caracteres (Stuart & Losos 2013; Kerschbaumer et al. 2014), por lo que es necesario evaluar los
patrones y procesos de la diversificacion fenotipica de B. xerophyllus. Tercero, ;puede la
divergencia acustica ocasionar que los individuos de diferentes poblaciones no se reconozcan,
llevando esto a un proceso de especiacion incipiente? En general, la divergencia acustica (Doebeli
2005; Boul et al. 2007; Reynolds & Fitzpatrick 2007) o la combinacién de preferencias acusticas, y
otros factores fenotipicos como el color (Dreher & Prohl 2014; Twomey et al. 2014), han sido
asociados con procesos tempranos de especiacién en ranas. La variacidon tanto en aspectos
temporales (duraciéon y namero de pulsos) como espectrales (frecuencia) de la llamada de B.
xerophyllus, es un interrogante abierto. Aunque en otras especies de ranas como Hyla versicolor, se
sabe que las hembras prefieren llamadas largas sobre llamadas cortas (Gerhardt et al. 2000), pero
ademas se ha sugerido que la duracion puede ser un indicador de ‘buenos genes’ (Doty & Welch
2001); el papel evolutivo de la eleccién femenina en B. xerophylius es un tépico importante para
futuras investigaciones.

Finalmente, el papel adaptativo climatico de la variacion en tamafio corporal ha sido contradictorio
en anfibios (Ashton 2002; Krizmanic et al. 2005; Laugen et al. 2005; Olalla-Tarraga & Rodriguez
2007; Adams & Church 2008). No obstante, el tamario del cuerpo tiene un papel fundamental en las
interacciones ecologicas, fisiolégicas y de historia de vida de los organismos (Barbault 1988). Para
el caso especifico de B. xerophyillus, los resultados apoyan consistentemente que, por lo menos
dentro de la zona de estudio en el Departamento del Tolima, los machos si presentan un patron
clinal de mayor tamafio a mayor altitud, por lo que pueden explorarse hipbtesis adaptativas para
probar el desempefio del tamafio corporal bajo las condiciones climaticas encontradas (ranas
pequefias a mayor temperatura y ranas grandes a menor temperatura) en la clina altitudinal.
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Conclusiones

Este es el primer trabajo que analiza de forma sistematica los patrones de variacién fenotipica de
Boana xerophyllus a lo largo de un gradiente altitudinal. Los resultados indican que existe un patrén
clinal con una relacién positiva entre el tamafio corporal y la altitud con un efecto pleiotrépico
negativo sobre las caracteristicas espectrales en la llamada de B. xerophyllus; es decir, que los
individuos son mas grandes y presentan una frecuencia mas baja a medida que habitan a una mayor
altitud. Por otro lado, la diferenciacién de los aspectos temporales como el nimero de pulsos y la
duracion de la llamada, también pueden ser producto de un efecto pleiotrépico debido al aumento
en la capacidad pulmonar por efecto de la clina altitudinal.

Tanto los analisis acusticos como los morfolégicos mostraron una diferenciacion y diversificaciéon de
los rasgos fenotipicos a lo largo de los rangos altitudinales. Es necesario continuar con trabajos de
investigacion para esclarecer el papel adaptativo o no de la diversificacidon fenotipica de B.
xerophyillus, por lo que es fundamental obtener mas datos sistematicos de la relaciéon del fenotipo
de B. xerophyllus y variables ambientales, ecoldgicas y evolutivas a lo largo de toda su distribucion
geogréafica.
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CAPITULOII

Evolucion y estructura genémica de Boana xerophyllus en el
Departamento del Tolima (Colombia)
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Introduccion

La variacion fenotipica puede ser adaptativa o no, dependiendo de las fuerzas que estén actuando,
ya sea seleccion natural (Soria-Carrasco et al. 2014; Marques et al. 2016; Mazzarella et al. 2016) o
deriva (Verdu et al. 2009), respectivamente. Un nuevo campo que permite explorar como se
relacionan las fuerzas microevolutivas con el ambiente o con el fenotipo son las ‘omicas’, las cuales
han impactado en todas las areas de las ciencias basicas y aplicadas.

Cabe mencionar que los anfibios son el grupo de vertebrados que menos se ha trabajado bajo la
perspetiva ‘omica’. Con tres 6rdenes, Anura (ranas), Caudata (Salamandras) y Gymnophiona
(Cecilias), y 7,842 especies (amphibian species of the world; AmphibiaWeb, 2018), sélo existen cinco
genomas publicados para anfibios. El primero en 2010 para la especie Xenopus tropicalis (Hellsten
et al. 2010), cinco anos después, el segundo para Nanorana parkeri (Sun et al. 2015) y los mas
recientes para Xenopus laevis (Session et al. 2016), Lithobates catesbeiana (Hammond et al. 2017)
y Ambystoma mexicanum con 32Gb de genoma (Nowoshilow et al. 2018). Gran parte de este rezago
en recursos genomicos esta dado por la amplia variacién en los tamafos del genoma en anfibios
(Gregory 2003). Esta variacion va desde poco menos de 1Gb para la rana australiana
Limnodynastes ornatus hasta mas de 110Gb en la salamandra Necturus punctatus (Gregory 2017);
(Hidalgo et al. 2017).

A pesar de los pocos genomas de referencia en anfibios, ello no ha sido impedimento para que se
incrementen los trabajos gendmicos basados en secuenciacion de siguiente generacion (NGS por
sus siglas en inglés), con técnicas como la representacion reducida del genoma (RRLs por sus siglas
en inglés). Una técnica de RRLs ampliamente utilizada es la secuenciaciéon de marcadores
asociados a sitios de restriccion (RAD-seq, Miller et al. 2007), la cual combina enzimas de restriccion
que cortan el ADN en pequefos fragmentos irregulares, produciendo asi cientos de miles de éstos
a lo largo del genoma. Posteriormente, los fragmentos son secuenciados en secuenciadores de alto
rendimiento (Davey et al. 2011; Jiang et al. 2016) para obtener millones de lecturas aleatorias a lo
largo del genoma. Por ello, las secuencias pueden venir tanto de regiones bajo seleccion (genes)
como neutrales (Manel & Holderegger 2013; Hall & Beissinger 2014). Finalmente, para poder hacer
inferencias acerca de la evoluciéon de las especies, ha sido necesario el desarrollo en paralelo de
recursos computacionales que permiten ensamblar genomas de novo (Baker 2012). Ello ha sido
fundamental para poder aplicar la genémica a estudios que buscan entender como actuan las
fuerzas microevolutivas en organismos no modelo.

En anfibios, se ha aplicado RAD-seq para detectar sefiales de hibridacion y diversificacion (Streicher
et al. 2014; Bell et al. 2015), en filogeografia y gendmica de poblaciones (Thomé & Carstens 2016;
McCartney-Melstad et al. 2017), para entender y determinar las bases genéticas asociadas al sexo
(Lambert et al. 2016) y su evolucion (Brelsford et al. 2016). También en sistematica, filogendmica y
delimitacion de especies (Barrow et al. 2014; Chan et al. 2017), asi como en genoémica del paisaje
para determinar la conectividad funcional (Grummer & Leaché 2017) y sefiales de adaptacion en
ranas (Guo et al. 2016).
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En gendmica del paisaje uno de los objetivos es la posibilidad de rastrear no solo loci neutrales,
sino aquellos sujetos a seleccidon que pueden correlacionarse con factores ambientales (Holderegger
et al. 2006; Hall & Beissinger 2014). Asi, la variacién genética espacial y ambiental, trabajan bajo el
supuesto de que las poblaciones geograficamente cercanas comparten un mayor flujo génico y, por
lo tanto, poca diferenciacion poblacional, lo que Wright (1943) llamé “aislamiento por distancia®
(APD). Sin embargo, a medida que los paisajes presentan una configuracidon mas compleja, el APD
puede dejar de covariar linealmente entre la estructura génica y la heterogeneidad del paisaje (Wang
& Bradburd 2014). Ademas, los patrones de APD no necesariamente estan definidos por la
estructura del paisaje per se. La combinacion de factores intrinsecos (fisiologia, comportamiento,
morfologia,) y extrinsecos (competencia, interacciones depredador-presa, disponibilidad de
alimento) no asociados a la heterogeneidad del paisaje, se relacionan con patrones de dispersion
de las especies, lo que puede generar estructura poblacional sin correlacidén con APD; o por el
contrario, puede acentuar la relacion (Aguillon et al. 20186).

Por otro lado, las poblaciones naturales independientemente de la distancia espacial, también
pueden correlacionarse genéticamente a través de patrones ambientales, lo que se conoce como
“aislamiento por ambiente” (APA, Wang & Bradburd 2014). Aunque el APA puede llevar a procesos
adaptativos, el APA en si no implica adaptacién debido a que otros factores como sesgos en la
dispersion, preferencias de habitat, exclusibn competitiva o seleccidon contra migrantes, también
pueden llevar a patrones de APA (Wang & Bradburd 2014).

Asi, en genémica del paisaje se utilizan cada vez con mayor frecuencia métodos que detectan
sefiales espaciales de adaptacion local por correlacion ambiental. Estos métodos, basados en
enfoques frecuentistas o bayesianos, analizan la composicion genética a través de frecuencias
alélicas o medidas de diferenciacién como F (Savolainen et al. 2013), que se correlacionan con
diferentes factores ambientales a través de analisis de asociacién gendmico-ambiental (Rellstab et
al. 2015). Por lo que con estos métodos se han documentado asociaciones gendmicas del nicho
ambiental en los maices perennes Teosintes (Aguirre-Liguori et al. 2017), correlacion fenotipica y
adaptacion al clima en Anolis (Rodriguez et al. 2017), adaptacion local ambiental en frijoles
(Rodriguez et al. 2015), adaptacién local en arboles (De Kort et al. 2014) y aves bajo flujo génico
(Termignoni-Garcia et al. 2017) y sefiales de adaptacién climatica en ranas (Guo et al. 20186).

Aunque cada vez es mayor el numero de estudios en genémica del paisaje, organismos no modelo
y potencialmente sensibles a la heterogeneidad ambiental como los anfibios en bioregiones
altamente heterogéneas como los Andes Tropicales o Tumbes-Choco-Magdalena, son relevantes
para comprender procesos de adaptacion local a nivel paisajistico. Por lo tanto, paisajes de
transicion entre bioregiones que conectan ecosistemas distintos como el bosque seco tropical y el
bosgque humedo tropical, son buenos modelos para comprender el impacto de estos en la adaptacién
local climatica y la diversificaciéon fenotipica. Asimismo, evaluar efectos de barreas geograficas y
ambientales sobre la estructura génica poblacional. Para probar esto, este trabajo utiliza poblaciones
de una rana neotropical (Boana xerophyilus) a lo largo de un gradiente altitudinal (ambiental) que va
desde el bosque seco tropical hasta el bosque humedo tropical.
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Objetivos
Objetivo general

* Determinar la estructura genética poblacional de la rana Boana xerophyllus y evaluar su
correlacion con patrones de variacion morfolégica, ambiental y potencialmente adaptativa, en
gradientes altitudinales y en alopatria a lo largo de su distribucion en el Departamento del Tolima
(Colombia)

Objetivos especificos

*« Determinar la diversidad y estructuracion genética de las poblaciones de B. xerophyllus

* Determinar si existe correlacion entre divergencia morfolégica, ambiental y genética en las
poblaciones de B. xerophyllus

* Identificar si B. xerophyllus presenta loci candidatos a seleccién climatica a lo largo del gradiente
de altitud

Hipo6tesis
H1. Las poblaciones de Boana xerophyllus en el Departamento del Tolima (Colombia) presentaran
estructuracion (diferenciacion) genética asociada con barreras geograficas y con el gradiente
altitudinal, lo que se reflejard en un patrén de aislamiento por ambiente, particularmente en los loci

sujetos a seleccidn

H2. Los patrones de variacion en el tamafio corporal estaran correlacionados con la estructura
genética poblacional

Predicciones
* La estructuracion genética poblacional de B. xerophyllus serd mayor en poblaciones con mayor
distancia ambiental (temperatura) en el gradiente altitudinal, y también en aquellas separadas por

el rio Magdalena comparadas con las poblaciones de una misma Cordillera

¢ La asociacion entre aislamiento por ambiente y los patrones genéticos de Boana xerophyllus se
reflejara en la presencia de loci candidatos a seleccidn climética a lo largo del gradiente de altitud

* La estructura genémica se asociara entre poblaciones con tamafios corporales diferentes
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Materiales y métodos

Diversidad mitocondrial y relaciones filogenéticas

Una primera aproximacion para determinar efectos adaptativos e inferir la estructura genética, es la
reconstruccion de las relaciones evolutivas. Por ello, en primer lugar, se determinaron las relaciones
filogenéticas entre los individuos de las especies estudiadas. Se obtuvieron un total de 113 muestras
de tejido a partir de pequefios cortes de los discos de las patas en once poblaciones de B.
xerophyllus y cuatro de B. pugnax (Tabla 3, Fig.8). Se extrajo el ADN genémico por medio del kit de
sangre y tejido QIAGEN DNeasy (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA); las extracciones se almacenaron
a -20°C para su posterior procesamiento. Inicialmente se amplificé el gen mitocondrial citocromo
oxidasa | (COI:628pb) para verificar la identificacion morfoloégica de los individuos. Se usaron los
primers COIChmf4 (5 TYT CWA CWA AYC AYA AAG AYATCG G3') y COIChmr4 (5'ACY TCR GGR
TGR CCR AAR AAT CA3') (Che et al. 2012). El PCR fue llevado a un volumen final de 25uL que
contenia 0.75uL de MgCl, (50mM), 1.5uL de dNTPs (2mM), 0.2uL de Taq DNA polimerasa, 0.4uL
de cada primer (10uM), y 1uL de muestra. El protocolo de amplificacién consisti6 de una
denaturacion inicial de 5min a 95°C, 35 ciclos de 1min a 94°C, 1min a 46°C, 1min a 72°C, y una
extension final de 10min a 72°C. El producto de PCR fue enviado a secuenciar en Macrogen Inc.,
Korea). Las muestras se secuenciaron bidireccionalmente para minimizar posibles errores de
lectura. Las secuencias obtenidas fueron ensambladas, editadas, alineadas y revisadas
visualmente, utilizando MUSCLE (Edgar 2004), bajo parametros estandares implementados en
Geneious v7.1.9 (Kearse et al. 2012).

Para los analisis filogenéticos se utilizaron 102 secuencias homélogas del gen COl de otras especies
del género, obtenidas de GenBank (Tabla S4). Para enraizar los arboles se utilizaron como grupo
externo seis secuencias de Dendropsophus microcephalus, incluyendo dos nuevas de Purificacion
Ay cuatro del Departamento de Santander (Colombia) publicadas por Guarnizo et al. (2015). Con
base en el alineamiento final, se eligid el mejor modelo de sustituciéon nucleotidica de acuerdo al
Criterio de Informacién de Akaike (AIC) y el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) con JModelTest
v2.1.10 (Darriba et al. 2012), usando las opciones por defecto (11 esquemas de sustitucion, ML
optimizado y NNI). El mejor modelo bajo ambos parametros fue HKY+I+G con proporcidon de sitios
invariables estimada de 0.5410 y gamma de 1.0690.

Se estimaron las relaciones filogenéticas con el modelo de inferencia bayesiana con MrBayes v3.5
(Ronquist et al. 2012), con 20 millones de generaciones, en cuatro cadenas de Markov (una fria) a
una temperatura de 0.2 y muestreadas cada 20,000 generaciones utilizando el modelo de sustitucién
descrito anteriormente. Para determinar la convergencia de las cadenas se utilizo el programa Tracer
v1.6.0 (Rambaut et al. 2014) y para la reconstruccion de clados se consideré una probabilidad
posterior igual o mayor a 0.95. También se utilizé6 el modelo de maxima verosimilitud, con RAXxML
v8.2.4 (Stamatakis 2014), con base en una busqueda heuristica de 10,000 repeticiones y 1,000
pseudoreplicas de bootstrap. La edicidon de los arboles obtenidos se hizo con FigTree v1.4.2
(Rambaut 2014).

Asimismo, se calculé una matriz de distancias genéticas pareadas no corregidas con MEGA v7
(Kumar et al. 2016), bajo un modelo K2P con 1,000 pseudoreplicas de bootstrap. Se realizé también
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una red de haplotipos con el programa PopART v1.7 (Leigh & Bryant 2015), utilizando la opcién
Median Joining Network sin épsilon. Se estimaron los siguientes indices de diversidad genética en
DnaSP v5.10.01 (Librado & Rozas 2009): sitios polimoérficos, nimero de haplotipos, diversidad
nucleotidica y la tasa de mutacién.

Tabla 3. Muestras de las especies Boana xerophyllus y B. pugnax utilizadas para secuenciacion del
gen mitocondrial COIl y para el genotipado por secuenciacion (GBS). Las poblaciones de B.
xerophyllus estan organizadas de menor a mayor altitud (A-J, sucesivamente), en color gris las
poblaciones de rango bajo, en azul rango medio y en blanco rango alto. Se indica el nimero de
muestras (N) por poblacion, la altitud de las muestras en metros (Alt) y la temperatura promedio
(Tem) en grados centigrados obtenida de WorldClim v1.4. En las poblaciones A y D se encontraron
en simpatria ambas especies. Las muestras de B. xerophyllus de la poblaciéon 1 solo se utilizaron
para el gen COIl y no para GBS. La distribucién espacial de las muestras se puede ver en la Fig. 8.

Pob Especie Localidad Latitud Longitud Cordillera Altim) Tem(°C) N
A B. xerophyllus Armero 5.0061 -74.9081 Central 285 27.3 12
B. pugnax 3

B B. xerophyllus ~ Carmen de Apicala 4.1368 -74.7186 Oriental 322 27.3 2
C  B. xerophyllus Venadillo 47239 -74.9292 Central 328 271 1
D B. xerophyllus Prado 3.7313  -74.8943 Oriental 380 27.5 15
B. pugnax 1

E B. xerophyllus Chicoral 4.2455  -74.9857 Central 400 274 6
F B. xerophyllus Picalefia 43718 -75.1418 Central 887 23.9 4
G  B. xerophyllus Planadas 3.2134  -75.6347 Central 977 23.8 1
H B. xerophyllus Chaparral 3.6538 -75.5837 Central 1030 242 2
I B. xerophyllus San Jorge 44525 -75.2215 Central 1187 21.4 13
J B. xerophyllus Orquideas 44224 -75.2584 Central 1289 20.3 15
1 B. xerophyllus Dolores 3.8128  -74.6993 Oriental 1551 19.2 4
2 B. pugnax Purificacion A 3.8629 -74.9001 Oriental 278 27.8 11
3 B. pugnax Purificacion B 3.8795 -74.9292 Central 289 27.8 5
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Figura 8. Distribucion espacial de las muestras de Boana xerophyllus y B. pugnax utilizadas para
secuenciacion del gen mitocondrial COl y para el genotipado por secuenciacion (GBS). Las
poblaciones estan organizadas de menor a mayor altitud (A-J, sucesivamente). Las poblaciones de
rango bajo son de la A-E, rango medio F y G y rango alto H-J. La poblacién 1 es de la especie B.
xerophyllus, aunque solo se utilizé para secuencias del gen COIl. Las poblaciones a la derecha del
rio Magdalena pertenecen a la Cordillera Oriental, incluida la poblacién 2 (B. pugnax). A la izquierda
del rio Magdalena pertenece a la Cordillera Central, incluida la poblacién numero 3 (B. pugnax). En
las poblaciones A (Armero) y D (Prado) se encontraron poblaciones de B. xerophyllus y B. pugnax
en simpatria. Para ver una descripcion detallada de las poblaciones consultar la Tabla 3.

Procesamiento de datos gendmicos y llamado de SNPs

Para la obtencién de datos gendmicos se hizo una seleccion de 95 muestras de diez poblaciones
de B. xerophyllus y 4 de B. pugnax (Tabla 3, Fig.8). Las muestras de B. pugnax se utilizaron debido
a que se encontraron en simpatria con B. xerophyllus en dos localidades (A y D: Fig. 8), ademas de
ser la unica especie encontrada en las salidas de campo de las localidades 2 y 3 (Fig. 8). Aunque
este trabajo se centra en B. xerophyllus, se utilizaron las muestras de B. pugnax para secuenciacion
del gen COIl y GBS debido a: 1) el bajo numero de muestras de B. xerophylius y 2) la posibilidad de
evaluar hibridizaciéon entre ambas especies, teniendo en cuenta la simpatria y cercania filogenética.
No obstante, la segunda opcién se descartd durante el llamado de los SNPs debido a que se utilizé
la opcién de genética de poblaciones del programa RADToolKit v0.13.10 (Ke Bi, Computational
Genomics Resource Laboratory [CGRL], University of California, Berkeley), esta opciéon hace un
llamado de SNPs por separado entre especies, por lo que no existe homologia entre loci. Las 95
muestras fueron digeridas con la enzima de restriccion Lambda DNA/Hind!lll Marker (Invitrogen,
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Carlsbad, CA). Posteriormente se comprob6 la calidad del ADN por medio de visualizacion en gel
de agarosa (1%). Se determind la concentracion de ADN a 60ng/ul a través de cuantificacion
fluorométrica con Qubit® (Invitrogen, Carlsbad, CA), valor requerido para el procesamiento de NGS.
Se envid una placa con 95 muestras aleatorizadas al Genomics facility, Institute of biotechnology,
Cornell University, donde llevaron al cabo el genotipado por secuenciacion o GBS (Elshire et al.,
2011), con la enzima EcoT22/ con sitio de reconocimiento 5-ATGCA/T-3’ y 3-T/ACGTA-5’, en un
secuenciador lllumina Hi-seq2500 que tipicamente produce lecturas de alrededor de 100pb en una
sola direccién (single-end por sus siglas en inglés).

Se realiz6 un ensamble de novo para las especies B. xerophyllus y B. pugnax por separado,
utilizando RADToolKit v0.13.10 (Ke Bi, Computational Genomics Resource Laboratory [CGRL],
University of California, Berkeley), el cual permite hacer un procesamiento de datos crudos (‘raw
data’), identificando loci putativos para inferir haplotipos de cada individuo. Los pasos para el
procesamiento y obtencion final de los datos de polimorfismos de un solo nucleétido (de aqui en
adelante SNPs, por sus siglas en inglés) se describen en la Tabla 4 (los parametros se detallan en
la Tabla S3 de los anexos). Es importante resaltar que RADToolKit presenta dos opciones para
hacer el llamado de SNPs, la primera para analisis filogendémicos y la segunda para genética de
poblaciones, la cual utiliza los pasos PopRad y ANGSD (ver Tabla 4 para descripcion de los
parametros). La opcidn para genética de poblaciones fue la utilizada en este trabajo, por lo que el
llamado de SNPs se hizo por separado para B. xerophyllus y B. pugnax.

Tabla 4. Procesamiento de datos crudos y ensamble de novo con RADToolKit. Los parametros
detallados se pueden ver en la Tabla S3 de los anexos.

Preclean Consiste en tomar los archivos crudos y separar las secuencias por individuos en
archivos fastq.gz para después crear una métrica de calidad de los archivos
crudos a través del programa fastQC v0.11.5 (Andrews 2010).

Demultiplex  Crea un directorio que contiene las muestras crudas, mas un archivo indice que
contienen los barcodes de cada muestra; en esta opcidén también se determina el
tipo de librerias con que se construyeron los datos (ej. single-end o paired-end) y
si se va a permitir algin “mismatch” (para el caso de este analisis ninguno).

Filter Es clave definir la enzima utilizada y el sitio de corte, en este caso fue ATGCA
para la enzima EcoT22/ (5-ATGCA/T-3’), sin “mismatch” para el sitio de
reconocimiento.

CleanSE Utiliza el programa Bowtie2 v2.3.1 (Langmead & Salzberg 2012) para alinear los
reads con genomas de referencia de organismos como bacterias y humanos,
debido a que son fuentes comunes de contaminacién (Singhal 2013). Seguido de
esto se utilizaron los programas Trimmomatic v0.36 (Bolger et al. 2014) y Skewer
v0.2.1 (Jiang et al. 2014) para limpiar los adaptadores y hacer filirados de calidad
de las bases.

Clustertest Prueba diferentes umbrales de agrupamiento individual y entre individuos para
escoger el o los mas 6ptimos para la construccion de contigs.

Contig Reconstruccién de RAD loci para cada individuo.

PopRad Concatena RADs de todas las muestras para hacer una referencia, después hace
una alineacion usando Bowtie2 y finalmente un realineamiento de indels y filtrado
de SNPs con GATK v3.7 (Mckenna et al. 2010).
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ANGSD Llamado de genotipos, llamado de SNPs y estimacion de la frecuencia de los
alelos utilizando ANGSD (Korneliussen et al. 2014).

Estructura genética poblacional

Para determinar la estructura genética de las poblaciones y explorar diferentes valores de K (nimero
de grupos genéticos), con base en los SNPs obtenidos, se utilizaron dos métodos bayesianos.
Primero con fastSTRUCTURE v1.0 (Raj et al. 2014) que modifica la estructura bayesiana del
programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) al no utilizar el algoritmo Gibbs Sampler, obteniendo
asi un mayor rendimiento para calcular los grupos genéticos. Se corri6é con las opciones por defecto,
bajo el contenedor para programas Docker v17.03.0-ce (Merkel 2014) con
dockerbiotools/fastStructure; se probaron valores de Kde 1 a 10 (1 a 4 para B. pugnax) y se utilizd
el algoritmo chooseK para multiples elecciones de los valores de K incluidos en el programa. Los
resultados se graficaron en un diagrama de barras. El segundo método fue el disponible en el
programa BAPS v6.0 (Corander et al. 2013), con parametros por defecto, bajo la opcion de analisis
de poblaciones mezcladas sin poblaciones predefinidas, ni coordenadas geograficas; el resultado
se visualizoé en un diagrama de barras.

Oftra forma de estimar grupos genéticos (estructura) es por medio de analisis de componentes
principales (PCA), en donde se asume que la variacién genética es continua a lo largo de los ejes.
Asi, los que individuos gque tienen valores equivalentes se agrupan debido a ancestria similar,
mientras que los individuos que tienen una mayor proporcion de mezcla genética aparecen como
puntos continuos entre grupos (Patterson et al. 2006; Ma & Amos 2012). Este analisis se hizo con
pcadapten Rv3.0.4 (Luu et al. 2017), utilizando pardmetros de datos faltantes, muestras mezcladas,
y sin informacion a priori sobre las poblaciones. El programa hace correcciones basadas en un valor
umbral <5% para la frecuencia del alelo menos coman (MAF por sus siglas en inglés) y, a diferencia
de otros PCA, utiliza la distancia de Mahalanobis en lugar de distancia euclidiana. Este
procesamiento se realiz6é de la misma forma para B. xerophyllus y B. pugnax.

Posteriormente, se cred un nuevo data set con un valor de MAF (<5%) con el paquete para R
adegenet v2.1.1 (Jombart & Ahmed 2011) para ambas especies. Este parametro es fundamental
cuando se realizan detecciones de loci candidatos a seleccion y estudios de asociacion del genoma
(Balding 2006). Se estim6 de nuevo la estructura genética poblacional con el programa sNMF v2.0
(Frichot et al. 2014) como una funcién del paquete LEA v2.0 en R (Frichot & Frangois 2015). sNMF
calcula coeficientes de ancestria individual bajo un modelo de verosimilitud, con un algoritmo que
genera una matriz de factorizacion dispersa no negativa (sSNMF por sus siglas en inglés) para
individuos mezclados. Asimismo, sNMF tiene un mejor desempefio cuando las poblaciones pueden
presentar una alta probabilidad de endogamia y cuando hay muchos genotipos faltantes (Frichot et
al. 2014). Por lo tanto, se escogidé sNMF para estimar las proporciones de agrupamiento genético
(estructura) basado en los coeficientes de ancestria. Los parametros utilizados fueron 100,000
iteraciones con 10 repeticiones, 8 CPU, ploidia 2, Kde 1 a 10, y se calculd la entropia cruzada. Se
eligio el valor del K 6ptimo a través del promedio de minima entropia cruzada para cada una de las
K; las dos mejores proporciones de ancestria fueron graficadas con el paquete LEA en R.
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Finalmente, se estimé una genealogia de maxima verosimilitud (ML, por sus siglas en inglés) en
RAXML v8.2.4 con el total inicial de 34,030 SNPs, con 1,000 busquedas heuristicas y 500
pseudoreplicas de bootstrap, y el modelo GTR. Se hizo ademas un analisis de inferencia Bayesiana
(BI, por sus siglas en inglés) con MrBayes v3.5, bajo el mismo modelo de sustitucidon, con 15 millones
de generaciones. La convergencia de las cadenas se determind con Tracer; ambos resultados se
graficaron con FigTree.

Deteccidon loci candidatos a seleccidn, asociacion genémica climatica y fenotipica, y
aislamiento por ambiente

Debido a la ausencia de genomas de referencia que permitieran determinar la identidad de loci
candidatos a seleccion y su papel evolutivo, se utilizaron tres enfoques para deteccidon y asociacion
de loci candidatos a seleccion. Esto con el fin de tener mayor confianza en la deteccion de los loci
outliers.

Primero se utilizé PcAdapt, que permite la deteccion de loci candidatos utilizando componentes
principales, y corrige con MAF<5%. Este método ha demostrado ser mas eficiente para evitar la
falsa deteccion de loci “outliers” (FDR por sus siglas en inglés) y cuando los individuos son altamente
mezclados; puede ademas manejar datos faltantes (Luu et al. 2017). Se utilizé un modelo con K=3
y los resultados se graficaron con graficas de Manhattan e histogramas de frecuencias de valores
de P. Se estimaron los SNPs outlier con el paquete gvalue v2.8.0 (Bass et al. 2015) en R bajo dos
umbrales (alfa <0.05 y <0.001).

El segundo andlisis fue con el programa BayeScan v2.1 (Foll & Gaggiotti 2008) que utiliza las
frecuencias alélicas para estimar la probabilidad posterior de escenarios con o sin seleccién, a través
de un modelo mixto de cadenas de Markov y simulaciones de Montecarlo. Debido a su estructura
bayesiana, BayeScan tiene poco sesgo estadistico cuando se tienen pocas muestras (Foll &
Gaggiotti 2008). No obstante, se ha sugerido que este método puede tener una alta tasa de falsos
outlier (FDR) y poco poder estadistico cuando las poblaciones estan muy mezcladas (Luu et al.
2017). El programa se corrid bajo linea de comando en macOS Sierra v10.12.6 con los siguientes
parametros para la cadena: 50,000 iteraciones, 20 de intervalo de thinning, nimero de corridas piloto
20 con 10,000 de longitud, un burnin de 100,000; los parametros del modelo se dejaron por defecto.
Para determinar la convergencia de las cadenas se utilizé el paquete coda v0.19-1 (Plummer et al.
2006) y los resultados se graficaron con ggplot2 v2.2.1 en R (Wickham 2009).

Para el analisis de asociacién gendémica climatica (EAA por sus siglas en inglés), primero se
obtuvieron las 19 variables bioclimaticas de WorldClim v1 (Hijmans et al. 2005) con base en las
coordenadas de cada una de las muestras de B. xerophyllus y B. pugnax, con el paquete para R
raster v2.5-8 (Hijmans et al. 2005). A continuacién, se redujo el numero de variables y se eliminé la
multicolinealidad con un analisis de componentes principales (PCA) a dos grupos de variables
asociadas a temperatura y precipitacion, respectivamente. El primer componente de las variables de
temperatura fue tomado como variable independiente que resume la contribuciéon de los once
parametros (bio1 a bio11) de temperatura de BioClim. Este se estandarizé al dividir cada muestra
por la desviacién estandar, el cual se utilizé como covariable en el EAA.
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Los analisis de asociacién gendémica climatica y el de asociacidon genoémica fenotipica (EAA) se
corrieron con el programa LFMM (Frichot et al. 2013). EI LFMM esta basado en factores latentes
mixtos y, ademas de detectar loci outlier candidatos a seleccién, permite correlacionar las
frecuencias alélicas con ofras variables con analisis de regresion con base en algoritmos
bayesianos. Asimismo, permite explorar escenarios de adaptacién local, al corregir factores como
estructura poblacional, antecedentes gendmicos y aislamiento por distancia, que podrian confundir
la asociacion ambiental (Frichot & Francois 2015). Para este analisis también se usé el paquete LEA
y MAF<5%, con correccion de missing data con la funcién impute que se basa en el K 6ptimo
(estructura poblacional) obtenido con sNMF; asi, reemplaza los missing data con las frecuencias
genotipicas ancestrales (para una mejor explicaciéon del método de imputacion ver Balding 2006).
Ello permitié una mejor estimaciéon del nimero de SNPs outliers correlacionados con el ambiente y
con la longitud hocico-cloaca (SVL, ver analisis morfolégico del Capitulo | para la descripcion de la
variable). Se corridé el LFMM con K=1-10, 100,000 iteraciones (ciclos del algoritmo de Gibbs Sampler)
con 10 repeticiones, 8 CPU, 50% de burnin y, como covariables, el primer componente
estandarizado de la temperatura y la SVL transformada logaritmicamente pero no estandarizada.
Para determinar el nimero de loci outliers se construyé un histograma de frecuencias de los valores
de P obtenidos, asi como una gréfica tipo Manhattan. Se estimoé la significancia con gvalue bajo
diferentes umbrales (<1, <0.1, <0.05, <0.025, <0.01, <0.001 y <0.0001).

Para determinar si la asociacién gendmica climatica y la asociacion gendmica fenotipica pudieran
estar sesgadas por el método o ser producto de una correlacidn espuria, se corrieron dos analisis
con LFMM. Los parametros fueron los mismos descritos previamente, pero como covariable, se
utilizé un Unico valor de temperatura (3.030012659) y de SVL (1.7188). Este fue tomado de forma
aleatoria entre todas las muestras. La significancia se estimd con qvalue bajo diferentes umbrales
(<1, <0.1, <0.05, <0.025, <0.01, <0.001 y <0.0001).

Aunque la asociacion gendmica de loci outlier correlacionados con variables ambientales
(temperatura) sugiere adaptacion climatica, esto no es un indicador de aislamiento por ambiente
(APA). APA puede ser incluso detectado en loci no sujetos a seleccidn, si estos se asocian a sesgos
de dispersién, exclusion competitiva o preferencias de habitat (Wang & Bradburd 2014). Por lo tanto,
para determinar si las poblaciones de B. xerophyllus presentan un patrén de APA o aislamiento por
distancia (APD), se utilizd una estimaciéon bayesiana de la diferenciaciéon de alelos por estructura
espacial-ecologica local (BEDASSLE por sus siglas en inglés) con el paquete BEDASSLE v1.5
(Bradburd et al. 2013) en R. Este determina la contribucion relativa de la distancia ecologica o
ambiental (ag) y la distancia geografica (ap) sobre una medida de diferenciacion genética (Fs) como
covarianza de un conteo de alelos. BEDASSLE genera una tasa (ag/ap) utilizando un algoritmo
bayesiano a través de cadenas de Markov MCMC. Esta permite determinar la contribucién ecolégica
al controlar la covarianza con la distancia geografica para asi evaluar el papel y la magnitud de
factores ecologicos en la diferenciacion genética entre poblaciones (Bradburd et al. 2013). Asi,
valores superiores a uno indican APA, y por debajo APD. Antes de correr el programa, se construyo
una matriz de distancias geograficas pareadas entre las 10 poblaciones, ello a través de la distancia
euclidiana entre las coordenadas geograficas de los sitios de muestreo y como distancia ecolégica
o ambiental el primer componente obtenido de WorldClim. La matriz posteriormente fue
transformada a logaritmo natural. Para la construccion de la matriz de diferenciacion genéticas, se
crearon dos dataset. El primero con los SNPs candidatos a seleccion que fueron la totalidad de los

42



outliers compartidos y no, encontrados por los diferentes métodos (pcadapt, BayeScan, LFMM-
climatico y LFMM-fenotipico) bajo un umbral <0.01. El segundo con loci neutrales tomados de forma
aleatoria, con el mismo numero y frecuencia que los SNPs candidatos. Ambos dataset, fueron
transformados a través de PGDSpider (Lischer & Excoffier 2012) para obtener un conteo de alelos
y el tamafio de las muestras, archivos necesarios para que BEDASSLE determine a diferenciaciéon
genética entre poblaciones. El programa se corrid para cada alelo con los dos dataset (candidatos y
neutrales) y una réplica para cada alelo bajo el modelo p-binomial, con 10 millones de generaciones,
con una frecuencia de muestreo cada 200 y se eliminé el 50% de las cadenas como burnin. Para
evaluar el desempefio del modelo, se visualizaron las tasas de aceptacion de las MCMC (Fig. S3 y
S4) y las graficas trace, como lo sugiere Bradburd et al. (2013). Los resultados de este analisis se
visualizaron en graficas de densidad y de cajas por medio de los paquetes ggplot2 en R. Por otro
lado, se calcul6 el indice de fijacidon (Fg) como una medida de diferenciacidn genética entre las diez
poblaciones pareadas utilizando los mismos dataset de SNPs (neutrales y outliers) del analisis con
BEDASSLE. Para esto, se utilizé el método de Weir & Cockerham (1984) bajo los paquetes para R
Hierfstat v0.04-22 (Goudet 2005) y adegenet v2.1.1 (Jombart & Ahmed 2011).

Finalmente tanto los scripts, programas y sus respectivas versiones, secuencias y datos gendémicos
filtrados, seran depositados en repositorios tipo DRYAD y NCBI, dependiendo de las
especificaciones de la revista de publicaciéon. Esto con el fin de contribuir con la transparencia y la
reproducibilidad en la investigacién.
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Resultados

Diversidad molecular y relaciones filogenéticas

El alineamiento final incluye 191 secuencias de 628pb, de las cuales 89 fueron nuevas (Tabla S4).
De las 89 secuencias, 65 fueron de B. xerophylius con un total de 14 haplotipos, nueve de los cuales
fueron privados (poblacién de Prado=3 y mayor numero de haplotipos; Tabla 5). Chaparral y
Venadillo presentaron un haplotipo Gnico y privado, mientras que el haplotipo mas abundante (35
individuos) estuvo compartido entre ocho poblaciones, en ambas Cordilleras (Central y Oriental) y
en los tres rangos de altitud (color rojo, Fig. 9A). El siguiente haplotipo mas abundante se encontré
en trece individuos de cinco poblaciones, todas ellas pertenecientes a la Cordillera Central (Fig. 9A,
color amarillo). Las poblaciones de Prado, San Jorge y Armero fueron las poblaciones con mas
haplotipos (6, 4 y 4, respectivamente). Los valores de diversidad nucleotidica fueron bajos (r
=0.0008-0.0035, promedio=0.0015) (Tabla 5). La red de haplotipos mostré un patrén en forma de
estrella, donde los haplotipos en mayor frecuencia son centrales (Fig. 9B), con varios haplotipos
derivados, en su mayoria separados por un paso mutacional, o que sugiere expansion poblacional.

Tabla 5. Valores de diversidad basados en secuencias del gen COIl (628pb) para 65 individuos de
B. xerophyllus. N = nUmero de muestras, S = sitios polimorficos, H = nimero de haplotipos, 7=
diversidad nucleotidica, 8, = tasa de mutacién. Las poblaciones de Venadillo, Carmen de Apicala,
Planadas y Chaparral presentaron un Gnico haplotipo.

Poblacién N S H m 6,
San Jorge 11 2 4 0.0012 0.0011
Galilea 4 1 2 0.0008 0.0009
Armero 4 4 4 0.0035 0.0035
Chicoral 5 1 2 0.0010 0.0008
Orguideas 14 2 3 0.0012 0.0010
Picalefia 4 2 3 0.0019 0.0017
Prado 19 5 6 0.0011 0.0023
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Figura 9. Distribucion geografica y red de haplotipos para 11 poblaciones de B. xerophyllus. A)
Distribucion espacial de 14 haplotipos del gen COI (628pb). Las poblaciones de Carmen de Apicala,
Galilea y Prado se ubican en la vertiente occidental de la Cordillera Oriental; el resto se distribuyen
en la vertiente oriental de la Cordillera Central. B) Configuracion de la red minima de haplotipos y
namero de individuos para cada haplotipo (tamafo del circulo es proporcional); las marcas
transversales indican un paso mutacional.

Los resultados del andlisis filogenético basados en inferencia Bayesiana (Bl) y Maxima verosimilitud
(ML) fueron similares, excepto para las relaciones entre B. xerophyllus, B. crepitans y B. pugnax.
Especificamente, en el arbol de ML el clado de B. pugnax es reciprocamente hermano de B.
xerophyllus, mientras que en el de Bl, B. crepitans es especie hermana de B. xerophyllus, acorde a
lo reportado por Orrico et al. (2017). Los valores de soporte del arbol bayesiano fueron en su mayoria
altos (>95 pp), contrario a los valores de bootstrap en el analisis de ML, por lo que los resultados se
describiran con base en el arbol Bayesiano. Se observan asimismo diferencias respecto a la filogenia
de Orrico et al. (2017): B. xerophyllus de Colombia se diferencia de las poblaciones de Guyana (Fig.
10) y todas las poblaciones del Departamento del Tolima se separan como un clado distinto de B.
xerophyllus del resto de Colombia. Los resultados de distancia genética confirman lo anterior, donde
las poblaciones del Tolima presentan en general una distancia del 5% o mayor respecto a las de
Santander, las cuales son las mas cercanas geograficamente (Tabla S5), mientras que ésta fue >7%
para la poblacién de Chaparral (Tolima). Asimismo, la distancia genética entre las poblaciones del
Valle del Magdalena en el Departamento del Tolima y las poblaciones de la localidad tipo (Guyana)
fueron 6.8% y de 9% con respecto a la poblaciéon de Chaparral. Por otro lado, todas las poblaciones
de B. pugnax alo largo de Colombia forman un clado (Fig. 10), acorde con los valores de distancia
genética observados, donde las poblaciones de B. xerophyllus presentaron una distancia menor a
1% respecto a aquellas de B. pugnax en Armero y Purificacion Ay B (Tabla S5).
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Figura 10. Arbol filogenético de inferencia bayesiana (consenso de la regla de la mayoria al 50%)
para Boana xerophyllus. Se utilizd Dendropsophus microcephalus como grupo externo. Se indican
los valores de soporte (pp/bootstrap: *>95), donde las ramas con un solo valor (pp) difieren en
topologia entre Bl y ML. El clado de la parte superior del grafico (ampliado arriba) fue fuertemente
soportado y representa todas las poblaciones de B. xerophyllus del Departamento del Tolima. Las
terminales en color rojo indican poblaciones presentes en la Cordillera Oriental, las terminales
verdes, azul, café, morados y fucsia indican las poblaciones de la Cordillera Central. Los recuadros
gris y azul, muestran diferentes clados de B. xerophyllus en Colombia y Guayana, respectivamente.
La parte central (ampliada) muestra a B. crepitans y B. pugnax como especies hermanas de B.
xerophyllus. Las poblaciones de cada etiqueta de la terminal, se pueden consultar en la Tabla S4 de
los anexos.
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Llamado de SNPs

Las 95 muestras de GBS produjeron 293,062,049 lecturas, con una longitud de 101pb. Se
construyeron dos pseudogenomas de referencia con RADToolKit, y a partir de ellos identificar los
SNPs. Los pseudogenomas estuvieron conformados por 91,257 y 79,939 loci para B. xerophylius y
B. pugnax, respectivamente. Los SNPs obtenidos fueron heterogéneos para ambas especies, donde
en general B. pugnax presentd una mejor cobertura (6.3 a 25.6) respecto a B. xerophyllus (5 a 20)
(Tabla 6), aunque se recuperaron en promedio menos SNPs para la primera (76,924 y 87,000
respectivamente). Con esta informaciéon se construyeron dos bases de datos, a 5X y 3X, para ambas
especies (Tabla 7). Después de filtrar por calidad, se retuvieron 34,030 SNPs a 5X para 72 individuos
de 10 poblaciones de B. xerophyllus y con 27,726 SNPs a 5X para 20 individuos de cuatro
poblaciones de B. pugnax.

Tabla 6. Numero de SNPs recuperados después de procesar los datos crudos con RADToolKit.

B. xerophyllus B. pugnax
N° de loci Coverage N° de loci Coverage
Min 70,503 5.0 60,506 6.3
Max 89,246 20.0 79,066 25.6
Mean 87,000 13.9 76,924 18.4

Tabla 7. Numero de SNPs obtenidos con RADToolKit (P-value <0.000001) con dos niveles de
cobertura (3x y 5x).

B. xerophyllus B. pugnax
N° de loci Coverage N° de loci Coverage
41,329 3x 35,013 3x
34,030 5x 27,726 5x

Estructura genética poblacional

Los resultados de analisis de asignacion con fastSTRUCTURE y BAPS para B. xerophyllus mostro
dos grupos genéticos (K=2, Fig. 11), con proporciones de mezcla cercanas al 50% para algunos
individuos. Por otro lado, ningn método recobrd un patrén de estructura entre las cuatro poblaciones
(Armero, Purificacién A, Purificacion B y Prado) de B. pugnax.
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Figura 11. Asignacién bayesiana de grupos genéticos para 72 individuos de B. xerophyllus con
34,030 SNPs (5X) con fastSTRUCTURE (parte superior) y BAPS (inferior) para K=2. Las lineas
verticales negras separan cada poblacion, desde rango bajo (A) hasta rango alto (J), de izquierda a
derecha.

El PCA mostr6 un K=3 para B. xerophyllus (Fig. 12) como el escenario mas probable de
agrupamiento genético basado en las recomendaciones de Luu et al. (2017), donde los dos primeros
componentes separaron las poblaciones en grupos discretos. El primer componente separd las dos
cordilleras y el segundo a las poblaciones de la Cordillera Central, a lo largo del gradiente altitudinal,
desde las poblaciones de rango bajo a rango alto. Las poblaciones de rango alto también se
agruparon a pesar de la distancia que las separa (aproximadamente 80 km en distancia lineal). En
contraste, el PCA para B. pugnax no mostré estructura entre las poblaciones, sino un patrén
mezclado entre los individuos de las cuatro poblaciones.
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Figura 12. Analisis de componentes principales basado en 34,030 SNPs (5X) para 72 individuos de
B. xerophyllus. A) Gréfica de puntos con la distribucién de las poblaciones en los dos primeros
componentes. B) Proporcién de la varianza explicada por cada K (1-10), donde la flecha sefiala el
numero de grupos genéticos mas probable encontrado por el PCA. Las poblaciones estan
organizadas de menor a mayor elevacion (A-J, sucesivamente).
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Figura 13. Analisis de componentes principales basado en 27,726 SNPs (5X) para 20 individuos de
B. pugnax. A) Grafica de puntos con la distribucién de las poblaciones en los dos primeros
componentes. B) La distribucion de los puntos indica que no existe ningun patrén de estructura
recobrado con pcadapt. B) Proporcion de la varianza explicada por cada K (1-10).

Los resultados de asignacion con sNMF de los datos corregidos (MAF<5%), con un total de 21,045
y 21,231 SNPs para B. xerophyllus y B. pugnax respectivamente, mostraron para la primera que
K=3 tuvo la menor entropia cruzada (Fig. 14). El patréon general fue de mezcla dentro de los tres
grupos genéticos, con un patron clinal con menores proporciones de ancestria para el grupo genético
de rango bajo y, a medida que los individuos se encuentran a mayor altitud, se asignan al grupo
genético de rango alto. El siguiente valor de K con menor entropia fue de 4, que recobré tres
individuos de San Jorge estructurados, lo que sugiere un modelo jerarquico al menos dentro de esa
poblacion (Fig. 14). B. pugnax no mostrd estructura genética (Fig. 15).
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Figura 14. Estimacion de coeficientes de ancestria con menor entropia con algoritmos rapidos de
factorizacion de matriz dispersa no negativa (sSNMF), basado en 21,045 SNPs (MAF<5%) para 72
individuos de B. xerophyllus. El valor minimo de entropia cruzada obtenido K=3 (arriba) y K=4
(abajo). Las lineas verticales negras separan cada poblacion, desde rango bajo (A) hasta rango alto
(J), de izquierda a derecha. Los circulos indican las poblaciones de la vertiente oriental de la
Cordillera Central y los triangulos las de la vertiente occidental de la Cordillera Oriental.
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Figura 15. Estimacion de coeficientes de ancestria con menor entropia con algoritmos rapidos de
factorizacion de matriz dispersa no negativa (sSNMF), basado en 21,231 SNPs (MAF<5%) para 20
individuos de B. pugnax. A) Valores de entropia cruzada para las cuatro poblaciones. B)
Proporciones de asignacion para un K = 2.
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La recanstruccian filogenética basada en 34,030 SMPs mostrd la misma topologia con Bl y ML (Fig.
16} la cusl fue consistente con bos resultados de asignacion ¥ estructura, mostrando relaciones

cercanas entre |ss poblaciones que comparten rangos de altitud (Fig. 16} La topologia muestra
pablaciones separadas en relacian con €l ric Magdalena.
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Figura 16. Reconstrucdon filogenetica no enraizada con Maxima verosimilitud e Inferencia
Bayesiana con base en 34,030 SKPs para 72 individuos de B xerophyfus. Se muestran los valores
de soporte (boctstrap/probabilidad posterior: *=85} de los nodos. Las poblaciones estan organizadas
de menor 8 mayor altitud (A-J, sucesivamente). La linea puntesda indica al ric Magdalena coma
bamera geografica, las poblaciones 3 la Eouierda de |3 linea son de s Cordillera Central y las
poblaciones a la derecha de la Cordillera Oriental.

Loci candidatos a seleccidn, asociacidn gendmica climatica y fenotipica, y aislamiento por
amhbienta

Los resultados del analisis con pecadapt para B sxerophyflos recobraron 4 y 10 SWPs outlier
cardidatos 2 seleccion bajo umbrales de <0.001, <001 respectivamente (Fig. 17, Tabla 8A) Par
otro lada, BayeScanfue menos conservedar, con 20 y 56 SNPs para las mismos umbrales (Fig. 18}
Este método también encontrd 12,539 bajo seleccian estabilizadora, aungque no con el suficiente
valor estadistico. Mo se recobraron SWP outlier para B. pugnax (Tabla 8B}
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Figura 17. Graficas de los SNPs outlier obtenidos con pcadapt, a partir de 34,030 SNPs para 72
individuos de B. xerophyllus. A) Histograma (P-values) que muestra el niumero de SNPs neutros y
outliers (cercanos a 1). B) Grafica de Manhattan con la disposicion de los P-values; en rojo los 33

SNPs outlier (alfa <0.05), donde se resaltan los 4 SNPs con un alfa <0.001.

Tabla 8. Prueba de significancia estimada con pcadapt de loci candidatos a selecciéon de A) B.
xerophyllus, basado en 34,030 SNPs de 72 individuos y B) de B. pugnax basado en 27,726 SNPs
de 20 individuos.

Umbral o valor de alfa

<0.0001 <0.001 <0.01 <0.025 <0.05 <0.1 <1

A

P-value 36 129 528 988 1610 2655 21389

g-value 0 4 10 16 33 64 21389
Local FDR 0 3 7 10 16 33 2207
B

P-value 7 39 753 1250 1945 3301 21370

g-value 0 0 0 0 0 1 21370
Local FDR 0 0 0 0 0 1 3821
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Figura 18. Identificacion de loci bajo seleccion estimados con BayeScan, con base en 21,045 SNPs
(MAF<5%) para 72 individuos de B. xerophyllus. Se muestran en rojo los loci outlier bajo valores de
alfa <0.001 y <0.01 (linea punteada a la izquierda y al centro, respectivamente). Los niumeros indican
los SNPs detectados bajo los diferentes tipos de seleccion (diversificadora, neutral y balanceadora).
Los SNPs encontrados bajo seleccidén balanceadora no fueron significativos.

Los resultados de asociacion gendémica (EAA) con LFMM indicaron 5 y 30 SNPs asociados (alfa
<0.001 y <0.01) a la variacioén climatica para B. xerophyllus (Fig. 19, Tabla 9A); esta fue dada por el
primer componente con un 93.5% de la varianza climatica y fue explicado por la combinacion de las
once variables de temperatura de BioClim (bio1 -0.310, bio2 -0.293, bio3 0.292, bio4 -0.244, bio5 -
0.311, bio6 -0.310, bio7 -0.308, bio8 -0.310, bio9 -0.311, bio10 -0.311, bio11-0.310), en donde solo
la bio3 (Isotermalidad,, que es el indice dado por el rango diurno promedio con respecto al rango
anual [BIO3 = (BIO2/BIO7)(*100)] fue la unica positivamente asociada a los outliers. En cuanto a la
asociacion gendémica-fenotipica, se encontraron 7 y 18 SNPs candidatos asociados a la longitud
total de cuerpo o longitud rostro-cloaca (SVL)(Fig. 20, Tabla 9B). Ademas, cuatro SNPs recuperados
fueron compartidos por los analisis de asociacién climatico y fenotipico. En cuanto a B. pugnax, el
EAA mostré 10 loci candidatos a seleccion bajo un alfa <0.05 (Tabla 10A). Aunque este umbral no
se considerd significativo en ningun analisis. Las asociaciones no fueron espurias o sesgadas,
debido a que no se recuperaron SNPs cuando la covariable (ambiental y fenotipica) se calibrdé a un
unico valor para todos los individuos (Tabla 10B).
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Figura 19. Anadlisis de asociacidon gendémico climatica (EAA) estimado con LFMM, con base en
21,045 SNPs para 72 individuos de B. xerophyllus. A) Histograma (P-values) que muestra el nimero
de SNPs neutros y outliers (cercanos a 1). B) Grafica de Manhattan con la disposicion de los P-
values; en rojo los 30 SNPs outlier (alfa <0.01), donde se resaltan los 5 SNPs con un alfa <0.001.

g &)
A g B ® (]
S
B o ©
5 =
g o g
2 8 L
g = =
I >
o
S -
(= o
n
o o
[ I I I I 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0 5000 10000 15000 20000

Figura 20. Analisis de asociacion gendmico fenotipica (EAA) estimado con LFMM, con base en
21,045 SNPs para 72 individuos de B. xerophyllus. A) Histograma (P-values) que muestra el
numero de SNPs neutros y outliers (cercanos a 1). B) Grafica de Manhattan con la disposicién de
los P-values; en rojo los 30 SNPs outlier (alfa <0.05), donde se resaltan los 5 SNPs con un alfa

<0.001.

Tabla 9. Prueba de significancia del andlisis de A) asociacién gendmico climatica (EAA) y B) de
asociacion genoémico fenotipica (EAA), de B. xerophyllus, estimadas con LFMM y con base en
21,045 SNPs (MAF<5%) de 72 individuos.

Umbral o valor de alfa

<0.0001 <0.001 <0.01 <0.025 <0.05 <0.1 <1

A
P-value 85 211 740 1280 1945 3017 21045
g-value 2 5 30 87 121 212 21045
Local FDR 0 2 20 32 75 114 2569

B
P-value 63 181 680 1132 1769 2864 21045
g-value 4 7 18 56 92 164 21045
Local FDR 0 < 9 30 48 83 2647
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Tabla 10. Prueba de significancia estimada con LFMM para el analisis de A) asociacién genémico
climatica (EAA) de B. pugnax en 21,231 SNPs (MAF<5%) de 20 individuos y B) de asociacion
gendmico climatica (EAA), de B. xerophyllus, con 21,045 SNPs (MAF<5%) y un mismo valor de
correlacion (0.1) en 72 individuos.

Umbral o valor de alfa

<0.0001 <0.001 <0.01 <0.025 <0.05 <01 <1
A
P-value 16 75 322 677 1056 1912 21231
g-value 0 0 0 6 10 10 21231
Local FDR 0 0 0 3 6 8 659
B
P-value 0 0 0 0 0 0 21045
g-value 0 0 0 0 0 0 21045
Local FDR 0 0 0 0 0 0 21029

Comparando los métodos para obtener mayor certeza de los SNPs detectados como candidatos a
seleccion, se observo que todos recobraron SNPs para B. xerophyllus bajo diferentes umbrales (Fig.
18-20). Se encontraron 13 SNPs compartidos bajo un umbral de <0.05, entre el LFMM climatico,
LFMM fenotipico y BayeScan. Sin embargo, solo dos entre BayeScan, LFMM climatico y pcadapt
(Fig. 21B). No obstante, en una busqueda mas astringente (<0.01), pcadapt no compartié ningun
SNP con los otros métodos y tampoco se encontraron SNPs compartidos entre LFMM climatico,
LFMM fenotipico y BayeScan (Fig. 21B).
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Figura 21. SNPs outlier candidatos a seleccién compartidos entre los tres diferentes métodos para
72 individuos de B. xerophyllus. Los valores de alfa para g-value (LFMM y pcadapt) y FDR
(BayeScan), se determinaron a <0.01 (A) y <0.05 (B). Métodos de deteccién de loci candidatos a
seleccion BayeScan y pcadapt, y de asociacion ambiental LFMM. EI niamero total de loci outliers se
indica bajo el nombre de cada método.

Por otro lado, el analisis con BEDASSLE alcanzé la estacionalidad de las MCMC con 10 millones
de generaciones (Fig. S3 y S$4), lo que muestra una buena calibracion del modelo. Después de
eliminar el 50% de las cadenas como burnin, el dataset de 95 loci candidatos (la totalidad de SNPs
obtenidos con pcadapt, BayeScan, LFMM-climatico y LFMM-fenotipico al umbral <0.01) mostré que
los promedios de ambos alelos (=1.55, 1.55, 2.27 y 2.33; alelo uno y réplica, alelo dos y réplica, y
asi sucesivamente) (Tabla 11) presentaron una mayor contribuciéon del ambiente a diferencia del
dataset neutral (r=0.67, 0.72, 0.65, 0.92; alelo uno y réplica, alelo dos y réplica, y asi sucesivamente)
(Tabla 11), lo que se correlaciond con aislamiento por distancia (Fig. 22). A diferencia de otras
pruebas como el mantel parcial, BEDASSLE permite determinar la fuerza del factor climatico
respecto al aislamiento geografico (Bradburd et al. 2013), que para el caso de B. xerophylius mostro
que ambos alelos estan siendo fuertemente asociados a aislamiento por ambiente, aunque mucho
mas para el alelo 2. Estos resultados fueron apoyados a través del indice de fijacion (Fs) que mostré
valores cercanos a 1 en los loci outlier de las poblaciones que presentaron mayor diferenciaciéon en
la temperatura, y mayor valor de Fg para las poblaciones mas lejanas en los loci neutrales (Tabla
S6 y S7 en anexos).
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Figura 22. Distribuciones marginales de la tasa para determinar la contribucion ambiental y
geografica a la diferenciacion genética con BEDASSLE, para 95 loci neutrales y outliers en B.
xerophyllus. A) Las lineas punteadas indican los valores de la mediana. De izquierda a derecha
lineas verde: 0.43, 0.50, 0.52 y 0.59 (alelo 2, alelo 1, réplica alelo 1, réplica alelo 2, respectivamente),
lineas rojas: 1.49, 1.50, 2.20y 2.25 (réplica alelo 1, alelo 1, alelo 2 y réplica alelo 2, respectivamente).
B) Diferencias entre las distribuciones marginales de las MCMC para la tasa a//a, (a.: asilamiento
por ecologia-ambiente, a,: asilamiento por distancia). Las figuras A y B fueron reescaladas debido
a valores extremos (129, 27 y 19 para la réplica del alelo 2, réplica del alelo 1 y alelo 1,
respectivamente) en los loci neutrales (ver Fig. S5 del anexo para la grafica original). Los valores
ambientales (°C) y geograficos (Km) fueron transformados a logaritmo natural para el analisis.

Tabla 11. Valor promedio e intervalos de confianza de la contribucion relativa de la distancia
ambiental (ag) y la distancia geografica (ap) con BEDASSLE, para 95 loci outliers y 95 neutrales de
B. xerophyllus.

Parametro Loci outliers Loci neutrales
Alelo Alelo Alelo Alelo Alelo Alelo Alelo Alelo
1 1rep 2 2rep 1 1rep 2 2rep
Mean ratio 1.55 1.55 2.27 2.33 0.67 0.72 0.65 0.92
(ael ap)
Cl (95%) 0.77- 0.77- 1.36- 1.36- 0.04- 0.05- 0.03- 0.05-
2.52 2.52 3.42 3.57 1.84 2.03 1.76 2.71
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Discusion

Este estudio presenta evidencia de sefiales de seleccién (climatica y fenotipica) y aislamiento por
ambiente en anfibios neotropicales, basado en secuenciacion de nueva generacion (NGS) y loci
nucleares de SNPs. Los resultados indican que B. xerophyllus en el Departamento del Tolima
(Colombia) presenta estructuracion genética asociada a barreras geograficas en presencia de flujo
génico, asi como un patrén clinal de estructura correlacionado con un gradiente ambiental.
Asimismo, B. xerophylius en el Tolima es un grupo monofilético bien soportado, divergente de las
poblaciones originales de Guyana, lo que sugiere que dicha poblaciéon puede considerarse como
una especie diferente.

Aunque el objetivo de este trabajo no era una revision detallada de la filogenia de estas ranas, los
resultados muestran que las poblaciones de B. xerophyllus en el Tolima son un clado o linaje
reciproco respecto a las poblaciones del norte y oriente de Colombia, ambos separados de las
poblaciones tipo en Guyana. Lo anterior es congruente con la distancia genética entre grupos, >5%
y cercanas a 7%, respecto a otras poblaciones de Colombia y Guyana respectivamente. Con ello se
evidencia la necesidad de una revision filogenética y filogeografica de B. xerophyilus, para
determinar si ésta es un complejo de especies cripticas y no una especie de amplia distribucion.

Al interior del Tolima, la reconstruccion filogenética mitocondrial y las distancias genéticas mostraron
poca diferenciacion filogenética para B. xerophyllus, donde todas las poblaciones se agrupan en un
unico clado. Incluso, poblaciones separadas por mas de 140 km (Armero y Planadas) en distancia
lineal, presentaron una distancia genética (K2P) de 0.0014. Es de llamar la atencién que ni el rio
Magdalena ni la separacion entre las Cordilleras Central y Oriental, o el gradiente de altitud, se
recuperan como barreras historicas. Acorde con lo anterior, la red de haplotipos mostrdé que el
haplotipo mas abundante se distribuye en ambas Cordilleras y en todos los rangos de altitud. La
configuracién en estrella de la red sugiere flujo génico y quizas expansién poblacional a lo largo del
Valle del Magdalena, lo que apoyaria la falta de diferenciacién histérica. Incluso, las relaciones
filogenéticas de B. pugnax fueron similares, mostrando un clado fuertemente soportado, sin
estructura al interior de las poblaciones en Colombia, a pesar de la distancia lineal mayor a 300 km
entre poblaciones.

Los analisis basados en loci nucleares (SNPs) para B. xerophyllus mostraron resultados
complementarios, que muestran patrones mas recientes comparados con la informacién del gen
mitocondrial COIl. Con los analisis de asignacion (BAPS y fastSTRUCTURE) se identificaron dos
grupos genéticos (K=2) relativamente estructurados, que muestran proporciones de mezcla
cercanas al 50% para las poblaciones de la Cordillera Oriental. Con los dos grupos genéticos, asi
como con ofras lineas de evidencia (PCA y sNMF), se detecto el rio Magdalena como una barrera
geografica al flujo genético en B. xerophyllus, con la divisién entre ambas cordilleras (Central y
Oriental), aunque no lo restringe completamente. Asi, cabe preguntarse ;cémo es que individuos
de la Cordillera Central presentan alelos mezclados de la Cordillera Oriental, incluso en poblaciones
muy distantes tanto geografica como altitudinalmente?.

Lo anterior contrasta con la evidencia de otros estudios, e incluso con lo encontrado para B. pugnax
que no mostrd estructura genética, aun entre poblaciones a mas de 300 km de distancia. En general,
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varios estudios han tratado de probar si el rio Magdalena es una barrera al flujo génico. Por ejemplo,
Link et al. (2015) evaluaron monos arafia (Ateles hybridus) reconociendo que las poblaciones de
ambas margenes del rio presentaban divergencia fenotipica; no obstante, no encontraron ningun
efecto de barrera. Esa misma conclusién obtuvieron Brochero et al. (2010) y Sandoval-H et al.
(2017), quienes probaron aves y mosquitos Anopheles respectivamente. Otros estudios, han
explorado la barrera climatica promovida por el Valle seco del Magdalena, encontrando patrones de
especiacion en aves, pero no estructura genética poblacional (Cadena et al. 2007, Gutiérrez-Pinto
et al. 2012, Valderrama et al. 2014). En anfibios, Mufioz-Ortiz et al. (2015) sugieren estructura
asociada al Valle del Magdalena con ranas del género Rheobates; sin embargo, ellos también
encuentran patrones que promueven la especiacion y no estructura genética poblacional. Todos
estos trabajos coinciden en haber utilizado tanto marcadores mitocondriales (Gutiérrez-Pinto et al.
2012; Valderrama et al. 2014; Mufioz-Ortiz et al. 2015; Sandoval-H et al. 2017) y nucleares (Cadena
et al. 2007), e incluso marcadores finos como microsatélites (Brochero et al. 2010), sin recobrar
estructura genética poblacional asociada al rio o al Valle.

La cierta estructura genética que se recupera con SNPs asociada al rio Magdalena en B. xerophyillus
apoya asi un efecto de barrera especie-especifica en presencia de flujo génico. Aun mas, se observo
también un patrén clinal en B. xerophyllus, 1o que sugiere también un efecto de barrera climatica
asociado con condiciones diferentes a lo largo del rango altitudinal, entre poblaciones que habitan
un rango aproximado de 1,000 m sobre la Cordillera Central. La evidencia de restriccion parcial al
fluio con SNPs pero no con secuencias mitocondriales muestra la importancia de contrastar
diferentes marcadores para comprender como actian las barreras al flujo génico a diferentes
escalas temporales y espaciales. Mas aun, si se tiene en cuenta la evidencia de varios clados a lo
largo de la distribucion de esta especie. Por lo tanto, determinar si este patrdn clinal de estructura
génica corresponde con otros clados bajo condiciones geograficas similares, apoyaria la hipotesis
de un efecto adaptativo por ambiente.

Aunque no existe evidencia de la capacidad de dispersidén de B. xerophyllus, el hecho de que se
haya determinado que existe flujo génico entre las poblaciones a lo largo del Departamento del
Tolima sugiere que esta especie tiene alta vagilidad. Alternativamente, el flujo de genes podria estar
favorecida por procesos de cambio de uso del suelo a lo largo del Valle del Magdalena. En el
Departamento del Tolima la meseta ha sido considerablemente transformada, donde persisten solo
unas pocas areas de bosque seco y bosque de galeria (Pizano & Garcia 2014). Este cambio ha
incorporado grandes extensiones de cultivo de arroz y distritos de riego por la demanda de agua
para la irrigacién, lo que ha podido promover nuevos habitats disponibles para estas ranas,
ayudando a mantener el movimiento de individuos y flujo genético entre las poblaciones. Ademas,
esta especie se restringe a cuerpos de agua lénticos, no es afectada por perturbaciones antrépicas,
es frecuente en zonas de cultivo cerca de viviendas rurales, y no esta asociada al interior de bosques
(Orrico et al. 2017 y observaciones personales), lo que sugiere que cierto flujo puede estar mediado
por la transformacion antrépica. Las areas de cultivo fragmentan o cambian la configuracion espacial
del habitat (Wilson et al. 2016), lo que puede generar nuevas presiones de seleccion, por ejemplo,
por presencia de agroquimicos. Sin embargo, Velasquez et al. (2016) recientemente probaron que
tanto embriones y renacuajos de B. xerophylius podrian sobrevivir a los efectos de los agroquimicos
utilizados en el cultivo de arroz. En conjunto, la evidencia sugiere que el flujo podria ser favorecido
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en las poblaciones B. xerophyllus a través del cambio de la configuracién espacial natural a una
agricola dentro del Valle del Magdalena.

Los analisis de aislamiento por ambiente (IBE), los métodos de detecciéon de outliers y los de
asociacion ambiental (EAA), se utilizan actualmente para explorar escenarios de adaptacion a una
escala genomica. Asi, estos métodos han revolucionado la forma de abordar los procesos
adaptativos, desde plantas (De Kort et al. 2014; Abebe et al. 2015; Aguirre-Liguori et al. 2017), aves
(Termignoni-Garcia et al. 2017), peces (Nielsen et al. 2009; Marques et al. 2016; Marques et al.
2017) y lagartos (Rodriguez et al. 2017), por mencionar algunos. Para el caso de B. xerophyllus,
pcadapt (10 loci outliers) y LFMM (18 y 30) fueron mucho mas conservadores que BayeScan (56) al
detectar loci candidatos a seleccion. Este resultado concuerda con lo reportado por Rellstab et al.
(2015), quienes sefialan que BayeScan presenta una tasa de deteccion de falsos positivos mayor
respecto a otros métodos. Por otro lado, no se detectaron loci estadisticamente significativos bajo
seleccidn balanceadora, probablemente resultado de que las poblaciones de B. xerophyllus no
presentan una fuerte estructuracién, lo cual se ha sugerido como razdn para no detectar loci bajo
dicha seleccidén (Foll & Gaggiotti 2008). Justamente, se utilizé LFMM porque este programa ha
mostrado un buen desempefio en presencia de flujo genético (Rellstab et al. 2015; Forester et al.
2016), bajo diferentes escenarios simulados de variacion genética (De Villemereuil et al. 2014) y en
estudios empiricos con fauna (Mazzarella et al. 2016, Rodriguez et al. 2017, Termignoni-Garcia et
al. 2017). Ademas, este método no solo detecta loci candidatos a seleccion sino que utiliza un
enfoque basado en analisis de asociacion ambiental (EAA) para explorar la variacion genética
asociada a factores particulares del ambiente (Rellstab et al. 2015). Los resultados de asociacion
climatica y fenotipica con LFMM mostraron 5 y 7 SNPs (g-value <0.001) candidatos a seleccion;
dado que este método corrige por efectos demograficos proporciona una alta credibilidad de los
SNPs candidatos (Frichot et al. 2013; Rellstab et al. 2015), lo que proporciona certeza del papel que
juegan en procesos de adaptacion local de B. xerophyllus.

Los resultados de diferenciacion genética asociada con caracteristicas geograficas y ambientales
del paisaje (BEDASSLE) evidencia la importancia de utilizar marcadores neutrales y bajo selecciéon
para entender la evolucion de las poblaciones a lo largo de paisajes heterogéneos. Es decir, en este
trabajo se detectd que los loci outliers presentan un patron de aislamiento por ambiente, mientras
que, los loci neutrales muestran un patron de aislamiento por distancia. Ello demuestra que
diferentes patrones evolutivos actuan de forma heterogénea a lo largo del genoma en B. xerophyllus.

Los patrones clinales de estructura genética en presencia de flujo genético se explican por cambios
paulatinos en las frecuencias alélicas que tienen efectos pequefios, a diferencia de patrones
alopatricos donde la seleccioén disruptiva favorece picos adaptativos con poca adecuacion en valores
intermedios (Saltz et al. 2017). Dichos patrones pueden ser dificiles de interpretar bajo un modelo
de adaptacion local, pues si el flujo genético homogeniza las frecuencias alélicas entre poblaciones
(Hamilton 2009; Hedrick 2010), se esperaria poca diferenciacion fenotipica en una clina. Por lo tanto,
la seleccion deberia ser lo suficientemente fuerte para que se dé la diversificacion fenotipica por
adaptacién (Slatkin 1978; Savolainen et al. 2013). De tal forma que para el caso de B. xerophyillus,
que presenta tanto mezcla genética (flujo) como diversificacién fenotipica significativa y loci
candidatos a seleccién climatica y fenotipica, pueden ser producto de pequefios cambios genéticos
con fuerte impacto en adaptacion, generando asi diferenciacién fenotipica (Orr 2005; Savolainen et
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al. 2013; Marques et al. 2016). Debido a que no existe un genoma cercano que permita determinar
la identidad de los SNPs outliers, pruebas de desempefo podrian ayudar a esclarecer el papel de
la diversificacion en el tamano corporal. Ademas, teniendo en cuenta que los resultados obtenidos
corresponden a un clado divergente, la misma respuesta fenotipica en otros clados de B. xerophyllus
apoyaria la hipotesis de adaptacién local. No obstante, otros factores no evaluados como la
plasticidad fenotipica, también podrian llevar a divergencia fenotipica.

Aunque en este trabajo no se midid directamente la fuerza de la seleccidén en B. xerophyllus, sino
que se explord un escenario correlativo de adaptacion climatica y fenotipica, los resultados obtenidos
se pueden explicar considerando que: /) la seleccion esté operando sobre otros factores fuertemente
correlacionados no evaluados; ii) existan efectos de sesgo estadistico por un bajo niamero de
muestras; y Jii) el sesgo inherente de los métodos. No obstante, en el primer caso, muchos factores
pueden covariar a lo largo de clinas altitudinales, por lo que abordarlos todos en un estudio empirico
con especies no modelo y poca informacién biolégica es poco factible. Segundo, en el disefio de
muestreo se propuso obtener pocas muestras por poblacidn, a costa de maximizar la varianza
espacio-ambiental, como ha sido sugerido para el estudio de sefales de seleccién a escala del
paisaje (Hall & Beissinger 2014; Wang & Bradburd 2014; Richardson et al. 2016). Finalmente, no se
encontraron loci candidatos a seleccidn para B. pugnax ni para B. xerophyllus cuando se hizo el
andlisis con un unico valor de temperatura y de tamafio corporal, lo que apoya que con los analisis
de asociacion climatica y fenotipica, del genoma no se esta detectando una correlacién espuria.

En resumen, en este trabajo se presenta evidencia sobre adaptacion climatica y fenotipica a lo largo
de un gradiente altitudinal, en presencia de cierto flujo genético, en las poblaciones de B.
xerophyllus. Asimismo, se muestra la presencia de estructura genética asociada con barreras
geograficas como el rio Magdalena y aislamiento por ambiente. Se describen también procesos
evolutivos que parecen solo actuar en las poblaciones de B. xerophyllus y no en B. pugnax, lo que
sugiere que éstos son especie-especificos. Aunque, se encontraron un namero importante de loci
candidatos a adaptacion local, estos pueden estar presentes en genes bajo seleccidén positiva o
cercanos a estos. No obstante, a pesar de que los resultados son solo exploratorios, estos loci son
de interés para futuros trabajos que profundicen sobre la identidad y el papel de estos en adaptacion
climatica y diversificacion fenotipica.
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Conclusiones

Este trabajo muestra que utilizando marcadores genémicos (SNPs) obtenidos con genotipado por
secuenciacion (GBS) asociado a sitios restriccion fue posible desarrollar un protocolo para
determinar adaptacion climatica y fenotipica en la rana objeto de estudio. De igual forma, apoya el
uso de marcadores mitocondriales (secuencias del gen COIl) y nucleares (SNPs), para evaluar
patrones espacio-temporales diferentes, histéricos (diversificacion) y contemporaneos
(diferenciacion genética a nivel poblacional) para entender procesos evolutivos.

La evidencia filogenética mitocondrial sugiere que las poblaciones de Boana xerophyilus a lo largo
del Valle del Magdalena en el Departamento del Tolima (Colombia) son un linaje diferente en relacion
con aquellas que se distribuyen en Guyana. Ello implica que B. xerophyllus no es una unica especie
con amplia distribucidn, y que se requiere una evaluacion taxonémica detallada para determinar las
diferentes especies. Es notable que, al interior de las poblaciones de B. xerophyllus en el
Departamento del Tolima, no se detectaron patrones de estructuracion genética histérica; lo mismo
se encontrd para B. pugnax, aunque en este caso el niumero de individuos analizados fue limitado.

El patron clinal mostré una asociacién entre temperaturas mas bajas y SNPs candidatos a seleccidn
a medida que las poblaciones se presentan a una mayor altitud; ademas, se correlaciond con SNPs
outlier para el tamafo corporal, a pesar de la presencia de flujo génico. Se sugiere que unos pocos
SNPs podrian estar sujetos en adaptacion climatica y en diversificacidon morfolégica gracias a la clina
altitudinal.

Las poblaciones de B. xerophyllus mostraron un patron de aislamiento por ambiente para loci
candidatos a seleccion y aislamiento por distancia para loci neutrales. Lo anterior demuestra que el
uso de marcadores gendmicos como SNPs permite explorar historias evolutivas genémicas
heterogéneas.

La evidencia conjunta de este estudio permite plantear la hipdtesis de que las poblaciones de B.

xerophylius en el Departamento del Tolima estan bajo un proceso de diversificacion fenotipica y
adaptacion local en presencia de flujo genético.
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Conclusiones generales
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Este es el primer trabajo que analiza sistematicamente poblaciones de Boana xerophyllus, donde se
describe la variacion fenotipica (tamafo y llamadas) geografica de esta especie a lo largo del Valle
del Magdalena en el Departamento del Tolima (Colombia). Esta variacion tiene un patrén clinal
positivo asociado al gradiente de altitud, con individuos grandes a mayor altitud y un efecto
pleiotropico negativo sobre la frecuencia en la llamada.

Este patron de diversificacion fenotipica contrasta con la ausencia de estructura genética en las
secuencias mitocondriales, y por la presencia de flujo génico entre las poblaciones. No obstante, se
documenté divergencia entre las poblaciones de B. xerophyllus descritas originalmente en Guyana
y de otras poblaciones de Colombia. Asi, se confirma que B. xerophyllus no es una unica especie
con amplia distribucién, y que se requiere de una extensa revision filogenética y filogeografica; lo
gque probablemente revelara un complejo de especies cripticas.

Los patrones contrastantes entre la diferenciacion fenotipica y el flujo genético observado a través
de SNPs y secuencias mitocondriales en B. xerophylius a lo largo del gradiente de altitud sugieren
gue la seleccién debe ser lo suficientemente fuerte para mantener dicho balance. Por lo tanto, es
posible sugerir que la arquitectura genémica de esta especie presenta ciertos loci significativamente
involucrados en rasgos cuantitativos.

Aunque no es posible determinar bajo qué tipo de seleccidon estan actuando los loci identificados
como candidatos, la evidencia en conjunto sobre el patron de mezcla genética clinal y diversificacion
fenotipica, de loci candidatos a seleccion, y de aislamiento por ambiente, sugiere efectos adaptativos
climaticos en las poblaciones estudiadas de B. xerophyllus.
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Anexos

Tabla $1. Resumen de las nueve medidas morfoldgicas en los tres rangos altitudinales para B.
xerophyllus. Los parametros estan dados en milimetros. Ver descripcion de las medidas en la

seccion analisis morfoldgico.

Parameter Altitude range
A (< 500 m) B (501 - 1000 m) C (> 1001 m)
N 48 61 32
SVL Range 40.72-55.99 45.32-55.99 44.69-58.76
X 49.47 51.39 53.18
SD 3.38 2.57 2.87
TL Range 23.62-32.16 25.14-32.41 19.79-34.90
X 27.5 29.37 29.9
SD 1.78 1.67 2.57
IND Range 2.82-5.01 3.00-5.04 4.00-5.14
X 3.79 3.93 4.43
SD 0.46 0.36 0.34
HW Range 12.18-17.20 12.79-17.58 12.69-17.69
X 14.7 15.6 15.72
SD 1.03 1.01 1.28
WTIM Range 2.52-4.56 2.48-4.68 2.56-4.89
X 3.33 3.85 3.83
SD 0.46 04 0.48
IEC Range 10.28-15.92 9.42-15.11 11.55-16.83
X 13.39 13.29 14.38
SD 1.28 0.95 1.36
NE Range 4.05-9.13 4.72-8.40 4.77-9.78
X 6.7 5.54 6.08
SD 1.37 0.73 1.61
D3F Range 1.60-3.15 1.63-3.49 2.40-3.12
X 2.27 2.55 2.71
SD 0.31 0.33 0.2
DAT Range 1.40-2.66 1.06-2.91 2.32-2.99
X 1.99 2.24 2.54
SD 0.25 0.31 0.16
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Figura S1. Autocorrelacion entre todos los parametros morfoldgicos y la longitud del cuerpo (SVL)
en B. xerophyllus. Para ver una descripcion detallada de los parametros ver la seccion de analisis

morfolégicos.
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Tabla $2. Resumen de los resultados acusticos para los 17 parametros medidos en los tres rangos
altitudinales en B. xerophyllus. Los parametros CD y D-PP estan dados en segundos, los demas
parametros en kHz. Para ver una descripcidn de los pardmetros ver la seccidon de analisis acustico.

Parametro Rango altitudinal
A (< 500 m) B (501 - 1000 m) C (> 1001 m)
N 17 16 28
NoP Range 3-10 9-13 7-14
X 7 11 10
SD 2 1 2
CD Range 0.12-0.28 0.14-0.37 0.16-0.47
X 0.17 0.25 0.27
SD 0.05 0.05 0.08
PF Range 1.69-2.45 1.77-2.27 1.35-2.24
X 2.18 1.99 1.82
SD 0.18 0.13 0.2
DLF Range 1.52-2.23 1.52-1.91 1.23-2.04
X 1.94 1.74 1.61
SD 0.22 0.11 0.19
DHF Range 1.99-2.68 1.97-2.41 1.76-2.42
X 2.43 2.21 2.07
SD 0.2 0.12 0.19
IQR-BW Range 0.10-0.23 0.09-0.62 0.09-0.40
X 0.15 0.2 0.16
SD 0.03 0.14 0.08
Freq95% Range 1.892.62 1.95-2.37 1.74-2.35
X 2.35 217 2.02
SD 0.19 0.1 0.19
BW90 Range 0.24-0.72 0.24-1.19 0.21-1.17
X 0.39 0.48 0.4
SD 0.14 0.31 0.2
Call% Range 44.7-81.1 35.9-71.6 31.10-70.40
X 60.9 51 54.6
SD 10.3 9 10.7
PF-PP Range 1.78-2.58 1.27-2.13 1.45-2.25
X 2.18 1.92 1.83
SD 0.2 0.21 0.21
D-PP Range 0.02-0.04 0.02-0.03 0.02-0.03
X 0.02 0.02 0.02
SD 0.01 0 0
FPF Range 0.60-1.26 0.60-0.88 0.52-1.05
X 0.98 0.73 0.72
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FLF

FHF

F-BW90

FBW

F-IQR-BW

SD
Range

SD
Range

SD
Range

SD
Range

SD
Range

SD

0.19
0.46-1.15
0.78
0.22
0.83-1.49
1.22
0.18
0.20-0.50
0.34
0.09
0.23-0.66
0.43
0.14
0.09-0.27
0.15
0.05

0.09
0.46-0.75
0.57
0.09
0.79-1.03
0.92
0.07
0.20-0.34
0.28
0.04
0.25-0.44
0.36
0.05
0.09-0.16
0.12
0.02

0.14
0.52-1.05
0.72
0.14
0.65-1.45
0.93
0.19
0.17-0.51
0.31
0.1
0.12-0.70
0.38
0.14
0.07-0.22
0.14
0.04
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Figura S2. Autocorrelacion entre los parametros acusticos seleccionados y la temperatura en B.
xerophyllus. Para ver una descripcion detallada de los parametros ir a analisis acustico.
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Tabla S3. Descripcion de parametros para la limpieza, filtrado y llamado de SNPs para genética de
poblaciones con RADToolKit v0.13.7

A) preClean Reformatting raw fastq reads for "demultiplex”

B) demultiplex De-multiplexing sequence reads (from folder pre-clean) for "filter”

C) filter Initial filtering: non-RAD tags for "cleanPE" or "cleanSE”

D) cleanPE Clean up PE raw data, which includes trimming for quality, low complexity,

removing adapters, merging overlapping reads, reads sourced from
contamination

E) cleanSE Clean up SE raw data, which includes trimming for quality, low complexity,
removing adapters, reads sourced from contamination

F) clustertest Test various with-individual and between-individual clustering threshold

G) contig Re-construct RAD loci for each individual

H) popRad Concatenate RADs from all samples to make a reference, alignment using
Bowtie2, indel-realignment using GATK, SNP filtering

I) angsd Genotype calling, SNP calling and allele frequency estimate using ANGSD

J) phyloRad Find and align orthologous RAD from all samples

K) phyloRadOut Generate input files for various phylogenetic analyses
RADTools for Population genetics: A, B, C, D, G, H, |

A) RADTools preClean [options]

-a DIR a folder with all raw reads

4 use fastqc to evaluate quality of the raw reads?[True]
B) RADTools demultiplex [options]

-a DIR a folder with all raw reads

-b FILE a file contain all indexes

-p paired-end? [null]

-d allow one mismatch? [null]

C) RADTools filter [options]

-a DIR a folder with raw reads

if PE: AAA_R1.fq, AAA_R2.fq, BBB_R1.fq, BBB_R2.1q...
if SE: AAA_R1.fq, BBB_R1.1q...

-1 CHAR RE recognition sequence for P1: required. For example sphi cuts
between the second G and C for GCATGC. The you should give CATGC
here

-m INT maximum mismatches allowed in RE recognition sequence [1]

-p Paired-end data? if no then do not use -p [null].

D) RADTools cleanSE [options]

External dependencies: "skewer", "bowtie2", "fastQC", "trimmomatic”

-f DIR path to the folder of raw fastq files

-0 DIR path to the results folder

-t FILE path to trimmoatic executable

-C FILE contaminant file

-m FLOAT percent similarity to contaminant file to consider a read to be a
contaminant [0.90]

-k INT number of threads needed for bowtie2 alignment (remove

contamination), skewer (trimming adapters) and trimmomatic (trimming
adapters and low qual) [4]
-q INT quality trimming threhold [23]
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-a
-E

f
R

CHAR the particular library that you like to process, if "all" is specified, all
libraries in the folder (-f) will be processed sequenctially [all]

INT read length [100]

FLOAT will get rid of reads for which more than n*100\% of bases are NNs
[0.6]

FLOAT will get rid of reads with any runs of bases longer than
r‘read_length [0.5]

INT trimmomatic trimming length cutoff [36]

If z is supplied, use fastQC to evaluate cleaned sequence reads [null]

RADTools contig [options]

Options for single-end reads:

DIR a folder with all cleaned reads (AAA_1_final.fastq, BBB_1_final.fastq)
INT 1 = population genetic dataset (mapping based). 2 = phylogenetic
dataset (alignment based) [1]

INT length of each forward read after trimming off RERS

CHAR species used for repeatmasking. some examples are: human,
mouse, rattus, "ciona savignyi”, arabidopsis, mammal, carnivore, rodentia,
rat, cow, pig, cat, dog, chicken, fugu, danio, "ciona intestinalis", drosophila,
anopheles, elegans, diatoaea, artiodactyl, rice, wheat, maize, "vertebrata
metazoa"

INT number of threads used in clustering [10]

INT memory limit (in MB) for the program, default 800; 0 for unlimitted [0]

FLOAT sequence identity threshold for clustering unpaired reads in cdhit
[0.96]

INT length of throw_away_RAD_locus in cdhit [40]

FLOAT discard a locus if M percent bases are Ns [0.6]

Paired-end data? if no then do not use -p [p]

RADTools popRad [options]

DIR a folder with all unfiltered RAD files (AAA.unfiltered.fasta,
BBB.unfiltered.fasta, CCC.unfiltered.fasta...) full path!!

INT number of samples[96]

DIR a folder that contains all cleaned reads. SE: AAA 1 final.fastq,
BBB_1_final.fastq

JAR GATK.jar (path)

JAR Picard.jar (path)

FLOAT percent identity for clustering among samples [0.9]

FLOAT percent samples to share a locus, otherwise removed [0.7]
INT Iength cutoff of throw-away markers [36]

INT number of processors used for clustering [10]

INT min number of individuals with less than -u INT coverage

INT minimum individual coverage threshold used in —k

INT minimum percentile site read depth [1]

INT maximum percentile site read depth [99]

INT minimum RMS mapping quality for SNPS [10]

FLOAT min p-value for strand bias [0] ## must be 0 for RAD data
FLOAT min p-value for base quality bias [1e-100]

FLOAT min p-value for map quality bias [0]

FLOAT min p-value for end distance bias [0] muse be 0 for RAD data
FLOAT min p-value for exact test of HWE [1e-4]

FLOAT min p-value for exact test of excess of heterozygous [0]
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FLOAT min p-value for exact test of defect of heterozygous [0]

INT remove SNPsVsites within | bp upstream and downstream around an
INDEL [10]

CHAR p=paired-end, s=single-end [s]

RADTools angsd [options]

Basic:

FILE a file that contains names (and paths) of all BAM files (alignment)
generated by the SamTools

FILE a file that contains all sites to keep, file must end by ".keep”

FILE reference fasta file used to align reads and generate BAM alignment
files listed in a file after "-b"

FILE ancestral file, if no ancestral file then just use reference fasta file for
-a

INT 1=folded O=unfolded [1]. You have to do folded if an ancestral fasta is
unavailable[1]

INT minimal Phred quality score to keep a base [20]

INT minimal map quality [2]

INT number of threads [4]

INT genotype output options [2]

1 = print out major minor

2 = print the called genotype as 0,1,2 (used by Format_converter.pl PCA)
4 = print the called genotype as AA, AC, AG,... (used by PopGenomics.pl
geno_to_structure)

8 = print all 3 posts (major,major),(major,minor),(minor,minor)

16 = print the posterior of the called genotype

32 = somewhat different dumps the binary posterior for all samples,
encoded as 3*nind double

64 = all above

INT sample size[null]

INT outfile Prefix[null]

Theta Estimate:

estimating per-site thetas? [null]

SNPVGenotype calling:

INT 1 = call genotypes; 0 = no[1]

ifc=1

FLOAT posterior prob cutoff for calling genotypes [0.95]

INT 1 = estimate the posterior genotype probability based on the allele
frequency as a prior. 2 = estimate the posterior genotype probability
assuming a uniform prior [1]

INT min depth to call genotypes [5]

INT discard site if effective sample size below value. 0 indicates no filtering
[0]

INT 1 = call SNPs; 0 = no [1]

ifs=1

FLOAT the p-value used for calling SNPs [1e-6]

FLOAT remove sites with MAF below [0]
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Tabla $4. Ciento noventa y una secuencias del gen COl y especies utilizadas para los analisis de
relaciones filogenéticas.

Referencia Etiqueta Especie Poblacion Nim. GenBank

Este estudio Hxe ArmQ97 B. xerophyllus Armero
Hxe Arm101 B. xerophyllus Armero
Hxe Arm102 B. xerophyllus Armero
Hxe Arm103 B. xerophyllus Armero
Hpu_Arm098 B. pugnax Armero
Hpu_Arm002 B. pugnax Armero
Hxe Ven005 B. xerophyllus Venadillo
Hxe ChiQ73 B. xerophyllus Chicoral
Hxe Chi074 B. xerophyllus Chicoral
Hxe ChiQ75 B. xerophyllus Chicoral
Hxe ChiQ76 B. xerophyllus Chicoral
Hxe ChiQ77 B. xerophyllus Chicoral
Hxe Pic007 B. xerophyllus Picalefia
Hxe Pic008 B. xerophyllus Picalefia
Hxe Pic095 B. xerophyllus Picalefia
Hxe Pic096 B. xerophyllus Picalefia
Hxe San011 B. xerophyllus San Jorge
Hxe San012 B. xerophyllus San Jorge
Hxe_San013 B. xerophyllus San Jorge
Hxe San014 B. xerophyllus San Jorge
Hxe San016 B. xerophyllus San Jorge
Hxe San017 B. xerophyllus San Jorge
Hxe San104 B. xerophyllus San Jorge
Hxe San105 B. xerophyllus San Jorge
Hxe San106 B. xerophyllus San Jorge
Hxe San107 B. xerophyllus San Jorge
Hxe San108 B. xerophyllus San Jorge
Hxe Orq018 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq019 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq020 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq021 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq022 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq023 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq024 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq025 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq026 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq079 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq080 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq083 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq084 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Orq085 B. xerophyllus Orquideas
Hxe Cha110 B. xerophyllus Chaparral
Hxe Pla003 B. xerophyllus Planadas
Hxe Car088 B. xerophyllus Carmen de Apicala
Hpu PuA046 B. pugnax Purificacion A
Hpu PuA047 B. pugnax Purificacion A
Hpu PuA048 B. pugnax Purificacion A
Hpu_ PuA049 B. pugnax Purificacion A
Hpu PuA053 B. pugnax Purificacion A
Hpu PuA054 B. pugnax Purificacion A
Hpu_ PuA055 B. pugnax Purificacion A
Hpu_ PuA056 B. pugnax Purificacion A
Hpu_ PuA057 B. pugnax Purificacion A
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Guarnizo et al. (2015)

Hpu_ PuA058
Hpu_ PuA059
Hpu_ PuA062
Hpu_ PuA063
Hpu_ PuA064
Hpu_ PuA065
Dmi_PuA060
Dmi_PuA061
Hpu_ PuB090
Hpu_ PuB091
Hpu_ PuB092
Hpu_ PuB093
Hpu_ PuB094
Hxe Pra028
Hxe Pra029
Hxe Pra030
Hxe Pra031
Hxe Pra(032
Hxe Pra033
Hxe Pra036
Hxe Pra(039
Hxe Pra040
Hxe Pra042
Hxe Pra044
Hxe Pra045
Hxe Pra066
Hxe Pra067
Hxe Pra068
Hxe Pra069
Hxe Pra070
Hxe Pra071
Hxe Pra072
Hxe Gal117
Hxe Gal118
Hxe Gal119
Hxe Gal120
Hxe Sat001
Hxe Sat002
Hxe Sat003
Hxe Sat004
Hxe Sat005
Hxe Sat006
Dmi_Sat001
Dmi_Sat002
Dmi_Sat003
Dmi_Sat004
Hpu_Sat001
Hpu_Sat002
Hpu_Sat003
Hpu_Sat004
Hxe Boy001
Hxe Boy002
Hxe_Boy003
Hxe Cas001
Hxe Cas002
Hpt_Cas001
Hpt_Cas002

B. pugnax
B. pugnax
B. pugnax
B. pugnax
B. pugnax
B. pugnax
D. microcephalus
D. microcephalus
B. pugnax
B. pugnax
B. pugnax
B. pugnax
B. pugnax
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
D. microcephalus
D. microcephalus
D. microcephalus
D. microcephalus
B. pugnax
B. pugnax
B. pugnax
B. pugnax
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
. xerophyllus
B. punctatus
B. punctatus

DO DD Wo oL

Wl
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Purificacién A
Purificacién A
Purificacién A
Purificacién A
Purificacién A
Purificacién A
Purificacién A
Purificacién A
Purificacién B
Purificacién B
Purificacién B
Purificacién B
Purificacién B
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Prado
Galilea
Galilea
Galilea
Galilea
Santander
Santander
Santander
Santander
Santander
Santander
Santander
Santander
Santander
Santander
Santander
Santander
Santander
Santander
Boyaca
Boyaca
Boyaca
Casanare
Casanare
Casanare
Casanare

KP149120
KP149197
KP149215
KP149265
KP149095
KP149269
KP149145
KP149199
KP149173
KP149218
KP149130
KP149212
KP149204
KP149101
KP149266
KP149256
KP149176
KP149266
KP149168
KP149111
KP149193



Orrico et al. (2017)

Hla_Cas001
Hxe Met001
Hxe Met002
Hpt_Met001
Hpt_Met002
Hpt_Met003
Hpt_Met004
Hxe Guy001
Hxe Guy002
Hxe_Guy003
Hxe Guy004
Hxe Guy005
Hci_ Guy001
Hmu_Guy001
Hmu_Guy002
Hxe_ Ror001
Hxe_ Ror002
Hxe Ror003
Hcr_Bra001
Hcr_Bra002
Hcr_Bra003
Hcr_Bra004
Hcr_Bra005
Hcr_Bra006
Hcr_Bra008
Hcr_Bra009
Hcr_Bra010
Her_Bra011
Her Bra013
Hcr_Bra014
Hcr_Bra016
Hcr_Bra017
Hcr_Bra018
Hcr_Bra019
Hpa_Bra002
Hpa_Bra003
Hpa_Bra004
Hpa_Bra005
Hpa_Bra006
Hpa_Bra007
Hpa_Bra008
Hpa_Bra009
Hpa_Bra010
Hpa_Bra011
Hpa_Bra012
Hpa_ Bra013
Hpa_Bra014
Hpa_Bra015
Hpa_Bra016
Hex_Bra002
Hlu_Bra001
Hlu_Bra003
Hlu_ Bra004
Hlu_Bra005
Hlu_ Bra006
Hlu_ Bra007
Hlu_ Bra008

B. lanciformis
B. xerophyllus
B. xerophyllus
B. punctatus
B. punctatus
B. punctatus
B. punctatus
B. xerophyllus
B. xerophyllus
B. xerophyllus
B. xerophyllus
B. xerophyllus
B. cinerascens
B. multifasciatus
B. multifasciatus
B. xerophyllus
B. xerophyllus
B. xerophyllus
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. crepitans
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. pardalis
B. exastis
. lundii
. lundii
lundii
lundii
lundii
. lundii
. lundii

WEVEGEVEE VG
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Casanare
Meta
Meta
Meta
Meta
Meta
Meta

Guyana
Guyana
Guyana
Guyana
Guyana
Guyana
Guyana
Guyana
Roraima
Roraima
Roraima
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

KP149169
KP149265
KP149263
KP149186
KP149188
KP149258
KP149264
KX698011
KX697979
KX698024
KX698023
KX698008
KX698010
JNO70761
JNO70762
KX698024
KX698008
KX698023
KX698022
KX698006
KX698017
KX698015
KX698000
KX698018
KX697996
KX697997
KX697985
KX698013
KX697992
KX697988
KX697995
KU494468
KU494470
KU494469
KU494480
KU494479
KU494481
KU494482
KU494483
KX697981
KX697982
KX697987
KX697989
KX697990
KX697993
KX697994
KX698002
KX698005
KX698007
KX698019
KX698016
KU494475
KU494476
KU494477
KU494478
KX697983
KX697984



Hlu_ Bra009 B. lundii Brasil KX697991
Hlu Bra010 B. lundii Brasil KX697998
Hlu_ Bra011 B. lundii Brasil KX697999
Hlu Bra012 B. lundii Brasil KX698001
Hlu Bra013 B. lundii Brasil KX698003
Hlu Bra014 B. lundii Brasil KX698004
Hlu Bra015 B. lundii Brasil KX698014
Hfa_Bra001 B. faber Brasil KX697980
Hfa_Bra002 B. faber Brasil KX698020
Her_Bra003 B. ericae Brasil KX698012
Hal_Bra001 B. albomarginatus Brasil KX698009
Hal_Bra002 B. albomarginatus Brasil KX698021
Hla_Ecu001 B. lanciformis Ecuador JNO70769
Hla_Ecu002 B. lanciformis Ecuador JNO70768
Hla_Ecu003 B. lanciformis Ecuador JNO70767
Hla_Ecu004 B. lanciformis Ecuador JNO70766
Hla_Ecu005 B. lanciformis Ecuador JNO70765
Hla_Ecu006 B. lanciformis Ecuador JNO70764
Hla_Ecu007 B. lanciformis Ecuador JN970763
Hpe_ Ecu001 B. pellucens Ecuador JNO70770
Hpe Ecu002 B. pellucens Ecuador JNO70771
Hru_Pan002 B. rufitelus Panama FJ766740
Hru_Pan003 B. rufitelus Panama FJ766739
Hpt Arg001 B. punctatus Argentina KU184077
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Tabla S5. Distancias genéticas estimadas con el gen COI (628pb) para las poblaciones de B.

xerophyllus y B. pugnax en el Departamento del Tolima, Colombia. En rojo se indica la distancia

genética promedio entre las poblaciones de estudio y las poblaciones de B. xerophyllus

geograficamente mas cercanas (Santander, Colombia).
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Figura S3. Tasas de aceptacion y convergencia de la cadena Markoviana para 95 SNPs candidatos
a selecciéon con el modelo -binomial en BEDASSLE para B. xerophyllus. A) Alelo 1, B) réplica del
alelo 1, C) alelo 2 y D) réplica del alelo 2.
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Figura S4. Tasas de aceptacion y convergencia de la cadena Markoviana para 95 SNPs neutrales
con el modelo B-binomial en BEDASSLE para B. xerophyllus. A) Alelo 1, B) réplica del alelo 1, C)
alelo 2 y D) réplica del alelo 2. La gréfica de las confribuciones relativas de la distancia geografica y
la distancia ambiental se construy6 después de eliminar el 50% de las cadenas como burnin (Fig.
22).
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Figura S5. Diferencias en la distribucion de los datos entre loci outliers y neutrales en B. xerophylius.
La grafica muestra valores atipicos extremos para los loci neutrales (color verde), pero no para los
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outlier (color rojo). 1 y 2 indican alelo 1y 2 respectivamente, y r la réplica de cada cadena.

Tabla S6.

genet.dist con el método WC84 del mismo paquete.

Medidas de diferenciacién genética pareada (Fy) de diez poblaciones de Boana
xerophyllus con 95 SNPs outlier utilizados para el analisis de aislamiento por ambiente con
BEDASSLE. Los valores en color gris indican los indices de fijacibn mas altos entre poblaciones. La
significancia fue P=0.83 y se estimé con 1000 permutaciones en la funcidon test.g del paquete
Hierfstat v0.4.22 (Goudet 2005), de igual forma la diferenciacion pareada se estimé con la funcién

A B Cc D E F G H I
B 0.204
C 0.150 0.278
D 0.388 0.235 0.305
E 0.336 0.390 0.260 0.409
F 0367 0.350 0.087 0.420 0.307
G 0.467 0.378 0.011 0.334 0.447 0.141
H 0.440 0.333 0.090 0.327 0.37 0.218 0.095
I 0.415 0.419 0.168 0.427 0.314 0.141 0.208 0.226
J 0.520 0.516 0.317 0.526 0.426 0.221 0.306 0.320 0.117
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Tabla S7. Medidas de diferenciacion genética pareada (Fsx) de diez poblaciones de Boana
xerophyllus con 95 SNPs outlier utilizados para el analisis de aislamiento por ambiente con
BEDASSLE. Los valores en color gris indican los indices de fijacion mas altos. La significancia fue
P=1y se estimo6 con 1000 permutaciones en la funcién test.g del paquete Hierfstat v0.4.22 (Goudet
2005), de igual forma la diferenciaciéon pareada se estimé con la funcién pairwise.fst del mismo
paquete.

A B Cc D E E G H I
0.091
0.079 0.082

0.063 0.074 0.039

0.091 - 0.114 0.14

0.074 0.020 0.020 0.070 0.080
0.069 0.085 0.000 0.045 0.080

- 0.072 0.046

0.078 0.074 0.065 0.096 0.061 0.016 0.021 0.093

0.112 0.082 0.084 0.113 0.102 0.042 0.059 0.027
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Figura S6. Distribucion espacial de los diez sitios de muestreo utilizados para la medida de
diferenciacién poblacional (Fg) debido a la estructura genética.

92



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción General
	Capítulo I. Variación en la Llamada y Tamaño Corporal de Boana Xerophyllus en el Departamento del Tolima (Colombia) 
	Capítulo II. Evolución y Estructura Genómica de Boana Xerophyllus en el Departamento del Tolima (Colombia)
	Conclusiones Generales
	Referencias
	Anexos



