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Abreviaturas

SVL

AGD

HalL

RUL
HL

FoL

TFL

FL

KKD

VLM

NSLVL

NSRVL

PWSVL

PVM
NLPS

PWSPL

ML
SM

GM
VM
VC
FM
HM

largo hocico-cloaca (snout-vent length, distancia desde la nariz al margen
posterior de las escamas precloacales).

distancia axila-ingle (axila-groin distance, distancia entre la insercion de la
extremidad anterior y el térax, hasta la parte frontal del inicio de la
extremidad posterior).

largo de la mano (hand length, distancia entre la base de la palma y la parte
terminal del tercer digito).

largo del radio (radius-ulna length, distancia entre la mano y codo).

largo del himero (humerus length, distancia entre el final del radio y el
hombro).

largo del pie (foot length, distancia entre la base del talon y la base del final
del cuarto digito).

largo de la tibia (tibio-fibula length, medido desde la rodilla hasta el angulo
interno con el pie).

largo del fémur (femur length, desde la rodilla hasta la insercion en la
pelvis).

distancia entre rodillas (knee-knee distance, distancia entre las rodillas en
angulo recto con el abdomen).

linea vertebral de melanismo (vertebral line melanism, forma de las
manchas dorsales).

namero de manchas a la izquierda de la linea vertebral (number of spots at
the left vertebral line).

namero de manchas a la derecha de la linea (vertebral number of spots at
the right vertebral line).

presencia de mancha blanca debajo de las manchas de VLM (resence of a
white spot below VLM spots).

melanismo paraventral (pareventral melanism)

nimero de manchas paraventrales izquierdas (number of left paraventral
spots).

presencia de mancha blanca debajo de las manchas PVM (presence of a
white spot below PVM spots).

presencia de linea media (mean line, entre MLV y MPV).

melanismo escapular (scapular melanism, manchas a los lados del cuerpo
entre el cuello y los hombros).

melanismo gular (gular melanism).

melanismo ventral (ventral melanism).

color ventral (ventral color).

melanismo anterior (forelimb melanism).

melanismo posterior (hindlimb melanism).




Resumen

Existen diferentes procesos que pueden explicar la discordancia entre arboles de genes y
de especies. Por un lado, la division de linaje incompleta (ILS) lleva a la retencion de
polimorfismos ancestrales y explica la mezcla de haplotipos entre especies o poblaciones
distintas, pero la hibridacion también produce patrones similares, siendo que resulta en
haplotipos de un grupo que son compartidos con un grupo distinto y que difieren de los
haplotipos de otras poblaciones conespecificas. Si se utilizan marcadores moleculares que
estuvieron involucrados en estos eventos (ILS o hibridacion) para anélisis filogenéticos o
filogeograficos, dardn una vision diferente de la historia poblacional de la que darian
marcadores que no muestran evidencia de introgresién. Se han propuesto algunos métodos
analiticos que permiten diferenciar entre ILS e hibridacion, varios de ellos en el marco de la
filogeografia estadistica, pero distinguir entre ambos aun continua constituyendo un gran

desafio en biologia evolutiva.

Liolaemus es un género de lagartijas muy diversificado en América del Sur Austral, del
cual se describieron ~257 especies, aunque se ha sugerido en multiples publicaciones que la
diversidad real de Liolaemus se encuentra subestimada. Esto se debe a que durante mucho
tiempo se consideraron especies Unicas, en algunos casos con gran distribuciéon geogréfica y
amplia variacién cromatica y morfoldgica, las que en realidad constituyen complejos de
especies. Este es el caso de las especies descriptas como Liolaemus boulengeri y Liolaemus
rothi, para los cuales se han descripto actualmente cinco especies del complejo boulengeri y seis
del complejo rothi. Por otro lado, no existe consenso entre publicaciones que permitan
reconocer las relaciones filogenéticas dentro del subgénero Eulaemus, tanto dentro como entre
grandes grupos y en el Gltimo caso, se han observado patrones parafiléticos que involucran
especies de estos dos complejos. Esto puede deberse a representaciones taxondmicas
incompletas o la necesidad de incorporar mayor cantidad de datos. En base a otros estudios
previos de complejos de Liolaemus, es claro que los limites de especies en este género aln no
estan bien definidos, y la division incompleta de linajes y la introgresion han sido propuestas

como explicaciones plausibles para algunos de los disefios observados.

En esta tesis se propone estudiar las relaciones filogenéticas dentro de uno de los
subgéneros (Eulaemus, 144 especies), asi como también estudiar las posibles causas de la

parafilia observada entre los complejos boulengeri y rothi.



Summary

Different processes could explain gene tree discordance. On the one hand, incomplete
lineage sorting (ILS) could lead to the retention of ancestral polymorphism, and closely related
species could show mixed haplotypes. On the other hand the hybridization is a phenomenon that
could produce similar patterns of gene tree discordance. Different analytical method to
differentiate between both has been proposed, but arriving to conclusions still challenging.

The lizard genus Liolaemus is a widely distributed group, endemic of South America. It
is composed for 257 species, but several publications have suggested that its diversity is
underestimated. Since the past years, many new species has been described. For the particular
case of Liolaemus boulengeri and Liolaemus rothi, both have been described as widely
distributed species with high morphologic variation among populations, and later they were
proposed as species complexes and many new species have been described (the boulengeri

complex: five species; the rothi complex: six species).

On the other hand, there is no consensus among publication about the phylogenetic
relationships among and within main clades of the Liolaemus genus. This could be due
incomplete taxonomic sampling and/or not enough loci. For example, Avila et al. (2006),
recovered different populations of the boulengeri and rothi complexes as paraphyletic, showing
that the species limits are not clear here, and that ILS and hybridization could be plausible

explanation.

Here, | study the phylogenetic relationships of one of the subgenus (Eulaemus, 121
species), as well as possible causes of the observed paraphyly between the boulengeri and rothi

complexes.



Introduccion General

Actualmente es clara la distincion entre un “arbol de un gen” y un “arbol de las
especies” (Maddison 1997), y se sabe que estos pueden ser diferentes entre si. Esta discordancia
puede deberse a diferentes procesos evolutivos y poblacionales, tales como la division al azar de
polimorfismos ancestrales, que da lugar a la “division de linaje incompleta” (incomplete lineage
sorting, ILS), asi como también a la hibridacion de especies, transferencia horizontal y
duplicacion génica. ILS ocurre por retencion de polimorfismos ancestrales, explicando la
mezcla de haplotipos entre especies o poblaciones distintas (Tajima 1983; Neigel y Avise 1986;
Nei 1987; Pamilo y Nei 1988; Maddison 1997; Knowles 2009), ya sean de divergencia reciente
0 con tamafios poblaciones ancestrales muy grandes (Leaché y Rannala 2011). La division de
linaje elimina los polimorfismos ancestrales en el tiempo, de manera tal que las especies
hermanas eventualmente se vuelven monofiléticamente reciprocas; pero se espera gque sea
incompleta cuando la tasa de divisién de linaje o especiacion excede la tasa de division
estocéastica de los alelos polimoérficos dentro de los linajes (Sullivan et al. 2002). En general, se
espera que con mayores tamafios poblacionales y tiempos de divergencia menores, el impacto

de ILS sea mayor (Rosenberg 2013).

Por otro lado, la hibridacion da lugar a la introgresion de genes de un grupo de
poblaciones diferenciadas en otro (i.e. la incorporacion de genes foraneos en un nuevo sistema
poblacional reproductivamente integrado; Ferris et al. 1983; Rieseberg y Wendel 1993). Es
decir, la introgresion resulta en haplotipos de un grupo que son compartidos con un grupo
distinto y que difieren de los haplotipos de otras poblaciones conespecificas. Si se utilizan
marcadores moleculares que estuvieron involucrados en estos eventos para analisis filogenéticos
o filogeograficos, dardn una vision diferente de la historia poblacional de la que darian
marcadores que no muestran evidencia de introgresion (Harrison 1991). En estos casos, también
se espera que la filogenia de los alelos muestreados difiera de la filogenia de especies
(Rosenberg 2002; Degnan y Rosenberg 2009; Knowles 2009).

Distinguir entre ILS e introgresion constituye actualmente un gran desafio en biologia
evolutiva. Esto se debe a que estos dos procesos involucran patrones similares en los arboles de
genes, aunque pueden predecirse diferentes disefios espaciales; por lo tanto se pueden utilizar
andlisis filogenéticos de genes individuales para plantear hipdtesis. Por ejemplo, si hubo una
hibridacion reciente, se espera que los alelos introgresados sean més comunes en las zonas de
contacto y en areas geograficas que estan a distancias de dispersion relativamente cortas de las
localidades simpétricas; mientras que los polimorfismos ancestrales se deberian detectar a
aproximadamente iguales frecuencias en todo el rango de distribucion (Barbujani et al. 1994).

Sin embargo, estas observaciones s6lo permiten plantear las hipotesis, las que posteriormente
4



deben ser evaluadas en un marco estadistico; pero los métodos propuestos para evaluar la

probabilidad de cada una son escasos (e.g. Gerald et al. 2011; Joly et al. 2009).

La filogeografia estadistica, fue propuesta por Knowles y Maddison (2002) para
describir una aproximacion basada en modelos que hacen tanto relaciones estadisticas explicitas
entre procesos, como predicciones y pruebas que incorporan una diversidad de procesos e
historias. Estos autores, presentaron dos ejemplos sobre como poner a prueba hipotesis
biogeograficas historicas y uno de como estimar parametros bajo esta aproximacion estadistica,
que considera la aleatoriedad de los procesos genéticos poblacionales y ofrece una forma
explicita de valorar el nivel de confianza en una conclusion especifica. Con la expansion
reciente de la teoria de la coalescencia, la filogeografia estadistica representa un cambio de la
interpretacién tradicional a posteriori de patrones, hacia poner a prueba hipétesis basadas en
modelos que son definidos a priori, lo cual presenta nuevos desafios (Knowles 2004). La
aleatoriedad inherente a los procesos de coalescencia descriptos, especialmente para
poblaciones/especies recientemente divergentes, tiene consecuencias significativas para poner a
prueba hipétesis histéricas y es uno de los aspectos metodolégicos mas desafiantes para la

filogeografia estadistica (Nielsen y Beaumont 2009).

Liolaemus es un género de lagartijas muy diversificado en América del Sur Austral, del
cual se describieron formalmente ~257 especies (Abdala y Quinteros 2014). Actualmente se
reconocen dos grandes clados con categoria de subgéneros (Liolaemus [sensu stricto] vy
Eulaemus; Schulte et al. 2000). En particular, dentro del clado Eulaemus, no existe consenso
entre publicaciones que permitan reconocer las relaciones filogenéticas, tanto dentro como entre
grandes grupos (Olave et al. 2014 a). Esto puede deberse tanto a representaciones taxonémicas
incompletas o la necesidad de incorporar mayor cantidad de datos, en particular, maltiples loci
que permitan reconstruir arboles de especies (Knowles 2009). A niveles mas inclusivos, muchos
de los grupos dentro de Eulaemus incluyen complejos de especies que durante mucho tiempo
fueron consideradas como especies Unicas, en algunos casos con gran distribucion geografica y
amplia variacion cromatica y morfolGgica. Este es el caso de las especies descriptas como
Liolaemus boulengeri y Liolaemus rothi. Liolaemus boulengeri (Koslowsky 1898), fue
considerada como una especie ampliamente distribuida con algunas variaciones geogréficas en
morfologia y coloracion (Cei 1986); su distribucion original se extendié a lo largo de casi 1.200
km desde el sur de la provincia de Mendoza hasta el centro de la provincia de Santa Cruz.
Durante la Gltima década, algunas de estas poblaciones fueron descriptas formalmente como
especies nuevas, L. tehuelche y L. inacayali (Abdala 2003), y L. senguer (Abdala 2005),
dejando L. boulengeri restringido a un area esteparia subcordillerana entre el suroeste de Rio

Negro y noroeste de Chubut y noreste de Santa Cruz; mientras que una nueva especie, L. telsen,



inicialmente considerada miembro del complejo darwinii es en realidad parte de este grupo
(Abdala 2007).

Por otro lado, L. rothi (Koslowsky 1898), también descripta como una Unica especie
ampliamente distribuida, inicialmente como una especie que habita los “territorios de Neuquén”
(Koslowsky 1898), y descripta con variaciones geograficas en morfologia y coloracion.
Posteriormente también se reconocié como un complejo de especies cuasi cripticas varias de las
cuales se describieron en la ultima década: L. sagei (Etheridge y Christie 2003); L. loboi
(Abdala 2003); L. hermannunezi (Pincheira et al. 2007); L. tromen (Abdala et al. 2012); L. sitesi
(Avila et al. 2013). Entonces, al momento el complejo rothi incluye seis especies descriptas, y
la distribucion original de L. rothi fue nuevamente modificada al oeste de la provincia de
Neuquén extendiéndose hacia el sureste, alcanzando Rio Negro y Chubut (Etheridge y Christie
2003). Actualmente se reconoce a L. rothi como una especie ovipara, que habita en las estepas
(Stipa sp., con Adesmia, Baccharis, Mulinum, Senecio), en valles, pendientes y plateaus de 700-
1800 m, cuya distribucion se solapa con la de las especies del complejo boulengeri (Etheridge y
Christie 2003).

El trabajo de Avila et al. (2006), esta basado en secuencias de genes, principalmente
mitocondriales, y recupera diferentes poblaciones de L. boulengeri y L. rothi como claramente
parafiléticas, resultado que también fue encontrado por Abdala (2007) utilizando morfologia y
una secuencia de un gen mitocondrial. En base a otros estudios previos de complejos de
Liolaemus, es claro que los limites de especies en este género ain no estan bien definidos, y que
la division incompleta de linajes y la introgresion son explicaciones plausibles para algunos de
los disefios observados (Avila et al. 2006; Morando et al. 2004; 2007; Bretiman et al. 2011,
Olave et al. 2011; Medina et al. 2013). En este caso, basado en observaciones de morfotipos
generales, no hay dudas que con individuos adultos, L. rothi y las especies relacionadas
(complejo rothi) son muy diferentes a L. boulengeri y a las especies relacionadas (complejo
boulengeri; Fig. 1); pero estos complejos no se recuperan como monofiléticos utilizando
caracteres moleculares (Avila et al. 2006), y tampoco incluyendo morfologia (Abdala 2007). El
trabajo de Avila et al. (2006) sugiere que los patrones observados pueden ser debidos a
introgresion historica, pero no descartan la posibilidad de contacto secundario entre poblaciones

de estas especies.

A partir de estos antecedentes, es evidente que los limites de especie de los complejos
boulengeri y rothi, son muy diferentes que las definiciones nominales y en el contexto de esta
diversidad escondida, el disefio de muestreo aldn es inadecuado, tanto en términos de
localidades, como de individuos y fuentes de evidencia. Estas observaciones, sumadas a las

discordancias entre las relaciones filogenéticas propuestas para el subgénero Eulaemus, revelan
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la importancia de la incorporacion de otras especies, representantes de grupos relacionados, para

el estudio integral de estos complejos de especies focales.

L. rothi

Figura 1: Fotografias de ejemplares de L. rothi (izquierda) y L. boulengeri (derecha).

Hipotesis
Las posibles causas de parafilia observada en el arbol del gen mitocondrial de lagartijas

del subgénero Eulaemus, involucran dos hipdtesis (no excluyentes): (i) division de linaje

incompleta y/o (ii) introgresion.

Objetivos

1. Proponer una hipdtesis filogenética del clado Eulaemus, basada en caracteres de
secuencias nucleares y mitocondriales, incluyendo representantes de todos los clados
incluidos en el mismo, para poder estudiar de manera integral, las posibles causas de los
patrones  parafiléticos observados con marcadores mitocondriales  entre

especies/poblaciones de los complejos boulengeri y rothi.

2. Estudiar la dindmica poblacional de los complejos boulengeri y rothi, utilizando
marcadores moleculares, para poder hipotetizar procesos evolutivos y demograficos que
tuvieron un rol en los patrones parafiléticos (mtADN) observados.

3. Silaevidencia indica zonas de contacto e hibridacion entre poblaciones de los complejos
boulengeri y rothi, incorporar caracteres morfoldgicos, para contrastar con los datos

moleculares.
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Capitulo 1 “Relaciones filogenéticas del subgénero Eulaemus”

Introduccion

En general América del Sur constituye un éarea biol6gicamente poco conocida
(Beheregaray 2008) vy este es el caso particular de las lagartijas del género Liolaemus, que es un
grupo endémico de la mayor parte templada del continente. Su distribucion geogréafica involucra
regimenes climaticos muy diversos, que van desde el desierto de Atacama (Sur de Pert) hasta
los bosques templados de Nothofagus en Tierra del Fuego (Cei 1986; Donoso-Barros 1966;
Etheridge 1995; Etheridge y De Queiroz 1988; Lobo 2001). Liolaemus incluye
aproximadamente 257 especies descriptas (Abdala y Quinteros 2014), pero un estudio
molecular sugirié que el nimero de especies de Liolaemus podria ser superior a 320 si los
cientificos contintan incorporando nuevos métodos e investigando regiones poco conocidas
(Morando et al. 2003).

Durante los Gltimos diez afios se describieron aproximadamente 65 especies nuevas y en
varios trabajos filogegraficos se propusieron 79 especies candidatas (Morando et al. 2003, 2004,
2007; Breitman et al. 2012; Avila et al. 2004; Medina et al. 2013).

Liolaemus ha sido foco de muchos estudios filogenéticos, principalmente basados en
morfologia y ADN mitocondrial (e.g. Schulte et al. 2000; Avila et al. 2004; Espinoza et al.
2004; Morando 2004; Cruz et al. 2005; Lobo 2005; Abdala 2007), y en algunos casos también
se utilizaron algunos marcadores nucleares, aunque los muestreos taxonémicos fueron muy
limitados (e.g. Morando et al. 2004; Avila et al. 2006; Breitman et al. 2011; Fontanella et al.
2012). Un gran aporte fue dado por Camargo et al. (2012) publicaron una filogenia multilocus
de un grupo de Liolaemus (grupo darwinii) basada en 20 marcadores (18 nucleares) para 16 de
las 18 especies reconocidas en este grupo, representando en ese momento la filogenia inferida

con la mayor cantidad de datos moleculares disponibles.

Si bien existe un consenso general para reconocer dos subgéneros dentro de Liolaemus
(Liolaemus [sensu stricto] y Eulaemus), se han publicado resultados muy diferentes para
explicar las relaciones entre los grupos dentro de cada subgénero. Para el caso particular del
subgénero Eulaemus (144 especies descriptas hasta Enero 2013), la mayoria de los estudios
publicados concuerdan en reconocer dos grandes grupos dentro de este subgénero: la seccion L.
lineomaculatus (Schulte et al. 2000; 21 especies) y la seccién L. montanus (Schulte et al 2000;
124 especies) (e.g. Schulte et al. 2000; Morando et al. 2004; Avila et al. 2006; Abdala 2007;
Fontanella et al. 2012; Pyron et al. 2013). Sin embargo, no existe consenso en las relaciones
filogenéticas entre los grandes grupos reconocidos en la seccion L. montanus (resumido en la

Figura 1): serie anomalus (Abdala 2007; siete especies), grupo darwinii (Etheridge 1993; 20
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especies), grupo montanus (Etheridge 1995; 59 especies), grupo wiegmannii (Etheridge 1995;
12 especies); y la serie melanops que incluye los complejos boulengeri (Avila et al. 2006; cinco
especies) y rothi (Avila et al. 2006; seis especies), y los grupos donosobarrosi (Avila et al.
2006; cinco especies) y fitzingerii (Avila et al. 2006; nueve especies).

1P

grupo montanus

complejo boulengeri
Liolaemus (sensu strcto)
Qgrupo montanus

grupo dawinif

grupo fitzingerii

serie anomalus

complejo boulengeri

complejo rothi
Liolaemus (sensu strcto)

grupo fitzingeri
complejo roth
grupo darwinii

serie anomalus

Schulte et al. (2000) Avila et al. (2006)
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Figura 1: Ejemplos mas recientes de relaciones filogenéticas propuestas entre los grandes grupos
reconocidos dentro del subgénero Eulaemus.

La mayoria de los estudios sistematicos realizados en Eulaemus fueron basados en un
solo locus mitocondrial (ADNmt) o en concatenar multiples loci (e.g. Schulte et al. 2000;
Morando et al. 2004; 2008; Cruz et al. 2005; Avila et al. 2006; Fontanella et al. 2012; Pyron et

al. 2013). Al concatenar loci de herencia independiente, solo se estima un arbol y se asume que
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todos los genes deben reconstruir el mismo arbol (Maddison 1997). Sin embargo, se sabe que
cada arbol de gen puede representar una historia evolutiva independiente y diferente de otros
genes y del arbol de las especies. Nuevos métodos desarrollados recientemente, permiten
estimar “arboles de especies” al tener en cuenta la segregacion estocastica de multiples loci
independientes (Knowles 2009; Knowles y Kubatko 2010). Esto permite utilizar informacion
relevante y consecuentemente, los métodos de inferencia de &rboles de especies son mas
precisos en escenarios mas desafiantes respecto del andlisis tradicional de matrices

concatenadas (Leaché y Ranala 2011).

En este capitulo, se presentan nuevas hipdtesis de relaciones filogenéticas para el
subgénero Eulaemus, basadas en 188 individuos y 14 loci representando diferentes partes del
genoma (ADNmt, loci anénimos nucleares [ANL] y loci nucleares codificantes para proteinas
[NPCL]), usando dos métodos de inferencia de arboles de especies: *BEAST (Drummond vy
Rambaut 2007) y MDC (Than y Nakhleh 2009). También se comparan estos resultados con los
obtenidos con una matriz concatenada tradicional. Se incluyen representantes de todos los
grandes grupos reconocidos: muestreo completo de la seccién L. lineomaculatus (21 especies) y
la serie melanops (26 especies), y representantes de la serie anomalus (3 de 7 especies),
wiegmannii (7 de 12 especies), darwinii (7 de 20 especies), y el grupo montanus (7 de 59
species). Las matrices utilizadas representan el conjunto de datos moleculares mas grande

utilizado hasta el momento para estudiar las relaciones filogenéticas del subgénero Eulaemus.

Materiales y métodos

Trabajo de campo

Se incluyeron un total de 186 terminales del subgénero Eulaemus y dos de Liolaemus
(como grupo externo para enraizar los arboles), principalmente muestreados en Argentina, con

un pequefio nimero de Chile y Brasil (Fig. 2).

Los especimenes fueron colectados a mano o con el uso de horquetas, sacrificados con
inyeccion pericardica de tiopenthal sodico Abbot®/Pentovet®, diseccionados para extraer
muestras de higado o musculo para el estudio molecular, fijados con 10-20% de
formadeldehido, y posteriormente transferidos a etanol al 70%. Las muestras de tejidos estan
conservadas en freezer con 96% de etanol. Los Eespecimenes voucher se encuentran
depositados en la coleccion herpetologica LJAMM-CNP del Centro Nacional Patagonico,
Puerto Madryn, Argentina (CENPAT-CONICET,

http://www.cenpat.edu.ar/nuevo/colecciones03.html), y en el museo Bean Life Science,
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Brigham Young University (BYU;
http://mlbean.byu.edu/ResearchCollections/Collections/ReptilesandAmphibians.aspx)
(Apéndice A).

\ 5% serie anomalus
O complejo boulengeri
. m grupo darwinii
. a grupo donosobarrosi
. A grupo fitzingerii :
. e seccién L. lineomaculatus'
‘W - & grupo montanus :
= . Y complejo rothi
R de/(Vele) wiegmannii
. O Liolaemus (sensu stricto)

Figura 2: Mapa de los puntos de colecta de los individuos utilizados en los analisis.
Trabajo de laboratorio

Se secuenciaron dos genes mitocondriales, cuatro loci anonimos nucleares (ANL) y
ocho loci codificantes para proteinas (NPCL), un total de 14 genes (8,808 pb; Tabla 1). Las
secuencias estan depositas en GenBank (NUmero de acceso KF966660-KF969205). El material
gendmico fue extraido usando Qiagen®DNeasy® 96 Tissue Kit siguiendo el protocolo indicado
por el fabricante. Para reacciones de PCR se implement6 el protocolo de Morando et al. (2003,
2004) para genes mitocondriales (citb [~800 bp] y 12S [~818 bp]), Camargo et al. (2012) para
los cuatro ANL (A1D [~776 bp], A12D [~802 bp], A4B [~495 bp] y A9C [~758 bp]), y para los
ocho NPCL (EXPH5 [~901 bp], KIF24 [~535 bp], MXRA5 [~848 bp], [Portik et al. 2012],
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DNAH3 [~535 bp], PRLR [~501 bp], PNN [~902 bp], SNCAIP [~467 bp] [Townsend et al.
2008], CMOS [~530 bp] [Wiens et al. 1999]).

Los genes nucleares fueron amplificados usando ciclos de PCR descriptos por Noonan y
Yoder (2009), con reacciones de condiciones estandares (por muestra: 2 pul dNTPs (1.25 mM), 2
pl 5x Taq buffer, 1 pl cada cebador (10 uM), 1 pl MgCI (25 mM), y 0.1 pl Tag DNA
polymerasa (5 U/ul; Promega Corp., Madison, WI); 14 ml volumen total de la reaccion). Las
secuencias fueron editadas usando el programa Sequencher v4.8. ("™MGene Codes Corporation
Inc. 2007) y alineadas usando el programa MAFFT (Katoh et al. 2002). Los genes codificantes
de proteinas fueron traducidos a aminoacidos para corroborar que no existan errores de codones.
Para el caso del gen cit-b no se considerd la 3ra posicion del coddén, dado que se encontraba
saturada. Para cada gen se seleccionaron los modelos de evolucion méas adecuados utilizando el
programa JModeltest v0.1.1 (Posada 2008), usando el criterio de Akaike corregido (AlICc). Para
los genes nucleares se descartd recombinacion, usando el programa RDP (Martin y Rybicki
2000; Heath et al. 2006).

Analisis filogenéticos

Disefio de estudio. Se incluyeron dos especies de Liolaemus (sensu stricto) como grupos
externos: L. petrophilus y L. bibronii. Para la inferencia del arbol basado en genes concatenados
(188 terminales, 14 loci) se utilizd el programa MrBayes v3.2 (Ronquist y Huelsenbeck 2003).
Para ello se corrieron dos analisis independientes de 10 x 10° generaciones de MCMC y cuatro
cadenas por andlisis, muestreando la estimacion de los parametros cada 1.000 generaciones
(burnin 25%). Ademas se utlizaron dos métodos novedosos de inferencia de arboles de
especies: el método “Minimizing Deep Coalescence” (MDC) con el algoritmo dynamic
programming (DP) implementado en el paquete Phylonet (Than y Nakhleh 2009) y el programa
*BEAST 1.6.2 (Heled y Drummond 2010). El enfoque MDC toma é&rboles de genes
previamente inferidos y estima el arbol de especies mas parsimonioso, al minimizar el costo de
coalescencias profundas de los arboles de genes dentro de los posibles arboles de especies. El
algoritmo incorporado en Phylonet es rapido y facil de utilizar, especialmente con matrices de
grandes dimensiones, como es este el caso. Por otro lado, *BEAST es un método Bayesiano que
toma secuencias de ADN para inferir arboles de genes individuales, y a partir de estos, el arbol
de especie. Se espera que su resultado sea méas preciso que el de MDC (Leaché y Rannala
2011), aunque *BEAST conlleva una demanda computacional muy alta. Posiblemente por este
motivo, no fue posible obtener convergencia en el analisis utilizando la matriz completa (188

terminales, 14 loci; ver seccion de “Arboles de especies y el desafio de la filogenia de
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Eulaemus” en la Discusion). Por lo tanto, sélo se presenta el resultado de la matriz completa

usando el enfoque de MDC, asi como también utilizando una matriz concatenada tradicional.

Se desarrollé un disefio de estudio de las relaciones filogenéticas (resumido en la Tabla
1), para el cual se seleccionaron dos especies representantes (incluyendo dos individuos por
especie) de los grandes grupos recuperados consistentemente en el anélisis de MDC y de matriz
concatenada. La reduccion de la matriz, permitié a *BEAST estimar un arbol de especies con el
objetivo de estudiar las relaciones entre los grandes grupos. Posteriormente se particiond la
matriz completa (Tabla 2), en analisis por separado de las siguientes particiones: 1- seccion L.
lineomaculatus, 2- seccion L. montanus (conformada por: la serie anomalus, los grupos
wiegmannii, montanus, darwinii y dos representantes de la serie melanops), y 3-serie melanops
(compuesta por: los complejos boulengeri y rothi, los grupos fitzingerii y donosobarrosi y un
representante de L. wiegmannii). Al incluir dos especies de la serie melanops en el analisis de la
seccién L. montanus, se contemplan todos los linajes descendientes, minimizando el impacto en
la estimacion del arbol de especies. Para el caso del analisis de la serie melanops se debieron
realizar numerosos analisis independientes hasta obtener convergencia y buenos niveles de ESS.
Como estrategia para conseguirlo, se subdividieron a priori representantes de las especies L.
rothi, L. loboi, L. tehuelche y L. boulengeri, siendo que puede aliviarse el impacto de
discordancia de arboles de genes intraespecie. Notese que el impacto de subdivisién
intraespecifica en la reconstruccién topoldgica de *BEAST es baja (Olave et al. 2014 b). Las
especies que fueron seleccionadas para representar los grandes grupos son las siguientes:
seccion L. lineomaculatus = Liolaemus magellanicus, L. baguali; (2) grupo wiegmannii = L.
multimaculatus, L. wiegmannii; (3) grupo darwinii = L. ornatus, L. grosseorum; (4) serie
anomalus = L. lentus, L. pseudoanomalus; (5) grupo montanus = L. andinus, L. famatinae; (6)
complejo rothi = L. rothi, L. sagei; (7) complejo boulengeri = L. boulengeri, L. senguer; (8)
grupo fitzingeri = L. canqueli, L. melanops; (9) grupo donosobarrosi = L. puelche, L.
donosobarrosi; y como grupo externo = L. petrophilus, L. bibronii.

Se utilizd *BEAST v1.6.2 para cada una de estas particiones, y se corrieron 500 x 10°
generaciones de MCMC y se muestreo la estimacion de los pardmetros cada 50.000
generaciones (burnin 10%). La convergencia se diagnostico por observacion de valores de ESS

mayores a 200.

Arboles de genes. Se realizaron inferencias Bayesianas con cuatro analisis independientes y dos
cadenas por analisis, por 10 x 10° generaciones de MCMC y el muestreo para la estimacion de
los pardmetros fue cada 1.000 generaciones (burnin 25%). Estos arboles de genes fueron usados

como input para el analisis de MDC.
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Para cuantificar la discordancia de arboles de genes, se calcularon las distancias entre
arboles de genes usando los métodos de Penny y Hendy (1985) y Kuhner y Felsestein (1994),
implementados en la funcion dist.topo de la libreria “ape” de R. El primer método estima las
distancias topoldgicas estrictas, y el segundo incluye el largo de ramas. También se utilizé el
paquete Phylonet para calcular el costo de coalescencias profundas observados entre cada arbol
de gen y el arbol de especies estimado, utilizando la matriz completa. Para los tres métodos
implementados, valores iguales a cero indican perfecta congruencia entre arboles y valores

mayores indican aumento de incongruencia.

Filogenia de la seccion L. lineomaculatus. Se analiz6 en *BEAST una matriz de 8,715 bp,
incluyendo 52 individuos y 13 genes (se excluy6 el locus MXRADS, por presentar un porcentaje
alto de entradas faltantes [> 25%]). Se incluyeron especies candidatas que fueron previamente
incluidas en Breitman et al. (2011). Se respet6 la numeracién, nombrandolas con un “B” al incio
(por ejemplo, en referencia a L. sp. 4 en Breitman et al [2011], se nombr6 L. sp. B4). Se

incluyeron dos individuos por especie en la mayoria de los casos.

Filogenia de la seccién L. montanus. Se analiz6 en *BEAST una matriz incluyendo
representantes de la serie anomalus, los grupos darwinii, wiegmannii y montanus como grupos
focales y L. rothi representando la serie melanops (14 loci, 57 individuos; 9,436 bp). Se dividié
el complejo wiegmannii en L. wiegmannii (sensu stricto) y L. wiegmannii “1 a 3”, siguiendo a
Avila et al. (2009), y se incorpor6 una nueva especie candidata: L. wiegmannii 4. Se incluyeron

dos y tres individuos por especie en la mayoria de los casos.

Filogenia de la serie melanops. Se analiz6 en *BEAST una matriz incluyendo los complejos
rothi y boulengeri y los grupos donosobarrosi y fitzingerii como grupos focales, y tres
individuos de la especie L. wiegmannii como grupos externos. Se utiliz6 una matriz de 82
terminales y 14 loci (9,260 bp). Se incluyeron dos y tres individuos por especie en la mayoria de

los casos.

Estimacion de tiempos de divergencia

Se estimaron los tiempos de divergencia de los grandes grupos de Eulaemus utilizando
la matriz parcial (40 taxa, 14 loci). Siguiendo a Breitman et al. (2011) y Fontanella et al. (2012),
se calibr6 usando un fésil de Liolaemus (Albino 2008), datado en 20 millones de afios y
siguiendo la recomendacion de Ho (2007) se utiliz6 una distribucién normal con desvio
estandar de 0.13. Este fosil se ubicd en la divergencia de ambos subgéneros (Eulaemus y
Liolaemus [sensu stricto]). Este andlisis también devuelve la estimacion de las tasas de

mutaciones para cada gen.
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Resultados y discusion

Filogenia de Eulaemus. El resultado de MDC utilizando la matriz completa (188 terminales, 14
loci) se ilustra en las Figuras 2 (seccién L. lineomaculatus) y 3 (seccion L. montanus). Cabe
destacar que el gran arbol representado en las Figuras 2 y 3 se dividio por cuestiones précticas,
pero ambas corresponden a un Unico arbol resultante del andlisis con MDC. En la Figura 5 A se
ilustra el resultado del andlisis con la matriz concatenada y una respresentacion del resultado de
MDC en presenta en la Figura 5 B.

En ambos andlisis se recuperaron los grandes clados reconocidos dentro el subgenéro: la
serie anomalus, el complejo boulengeri, el grupo darwinnii, el grupo donosobarrosii, el grupo
fitzingerii, la seccion L. lineomaculatus, el grupo montanus, el complejo rothi, y el grupo
wiegmannii. Sin embargo, existen discordancias entre las relaciones filogenéticas de estos
grandes clados en ambos andlisis; en particular dentro de la seccién L. montanus, siendo que la
seccion L. lineomaculatus se recuper6 como hermana de éste en ambos andlisis. Dentro del
grupo montanus, se recuperaron (gupo montanus + (serie anomalus + grupo wiegmannii)) y este
clado hermano a (grupo darwinii + (complejo rothi, complejo boulengeri + (grupo
donosobarrosi + grupo fitzingerii))). Casi todas las relaciones entre grandes grupos estan
estadisticamente altamente soportadas (PP = 1), con excepcién de los complejos boulengeri y
rothi (PP = 0,77).

Por otro lado, en el resultado de MDC (Fig. 5 B) la serie anomalus se recuperd como
hermana al grupo wiegmannii, y este clado como hermano de ((grupo donosobarrosi + grupo

fitzingerii) + ((grupo darwinii + complejo rothi) + (grupo montanus + complejo boulengeri))).

La Figura 5 C muestra los resultados del analisis de *BEAST utilizando la matriz
reducida de representantes de los grupos principales (dos especies por gran grupo, dos
individuos por especie; 40 terminales y 14 loci). En este analisis, también se recuperaron como
monofiléticos los grandes grupos, con buen soporte estadistico (PP = 1), con excepcion del
complejo boulengeri y el grupo donosobarrosi. Concordante a los resultados mencionados
anteriormente, la seccién L. lineomaculatus se recuperé como hermana de la serie montanus (PP
= 1). Sin embargo, se observan discordancias entre las relaciones inferidas entre los grupos
principales con respecto a los resultados de MDC y la matriz concatenada. Dentro de la seccion
L. montanus, se recuperd la serie melanops (complejo rothi + complejo boulengeri + grupo
fitzingerii + grupo donosobarrosi group), pero las relaciones entre estos clados no estan
resueltas (PP < 0,47). Ademas las relaciones entre la serie anomalus, los grupos wiegmannii,
darwinii, y montanus no estdn resueltas, dados los bajos soporte de las probabilidades

posteriores (PP < 0,75).
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atriz total n citb 12s A1D A4B A9C Al12D CMOS DNAH3 EXPH5 KIF24 MXRA5 PNN PRLR SNCAIP
8.808 528 bp 810 bp 749 bp 759 bp 411 bp 411 bp 481 bp 639 bp 811 bp 470 bp 827 bp 887 bp 431 bp 417 bp
Subgénero ‘b 188 S.s. 285 s.s. 302 §.5.202 s.s.117 S.s.97 S.s. 205 S.S. 68 S.s. 64 S.s. 165 S.s. 126 s.s. 110 s.s. 109 s.s. 100 S.S. 65
Eulaemus P GTR+I+G SYM+G HKY+G  K80+G K80+G HKY+G HKY+I+G HKY+I+G HKY+G K80+G HKY+G  HKY+I+G JC JC+G
Seccién L. 8,715 52 791 bp 870 bp 761 bp 515 bp 725 bp 673 bp 481 bp 740 bp 817 bp 491 bp ) 904 bp 453 bp 494 bp
lineomaculatus bp GTR+I+G  GTR+I+G HKY+G  HKY+I HKY+I HKY+G HKY+I HKY+I HKY+G HKY+G HKY+I HKY+G  HKY+I
Seccion L. 9,436 57 710 bp 806 bp 768 bp 422 bp 757 bp 743 bp 522 bp 696 bp 836 bp 497 bp 847 bp 900 bp 468 bp 463 bp
montanus bp HKY+1+G GTR+G HKY+G  HKY+I HKY+G  GTR+G HKY+I HKY+I HKY+G HKY+I+G HKY+G HKY+I+G  HKY+l  HKY+G
Serie melanops 9,260 82 805 bp 805 bp 770 bp 417 bp 742 bp 636 bp 505 bp 641 bp 850 bp 496 bp 835 bp 893 bp 443 bp 421 bp
bp GTR+G HKY+I+G HKY+G HKY+G K80+I+G GTR+G HKY+I GTR+I HKY+G  HKY+I+G HKY+I HKY+I HKY+G K80+G

Tabla 1: Resumen de las matrices utlizadas en el disefio de estudio. Se detallan los modelos de evolucién molecular seleccionados segun el criterio de AICc. Para la matriz completa del subgénero Eulaemus se detalla el
nimero de sistios segregantes (s.s.).

Matriz Dimensiones Anélisis realizado
Subgénero Eulaemus N =188; 14 loci MDC, concatenado
Seccion L. lineomaculatus N =52; 13 loci *BEAST
Seccion L. montanus N = 61; 14 loci *BEAST
Serie melanops N=82; 14 loci *BEAST

Tabla 2: Disefio de estudio. Se particionaron las matrices para realizer andlisis independientes
en el programa *BEAST: la seccion L. lineomaculatus, la seccion L. montanus (conformada por: la
serie  anomalus, los grupos wiegmannii, montanus, darwinii y la serie melanops), y la serie
melanops (conformada por: los complejos boulengeri y rothi, y los grupos fitzingerii y
donosobarrosi).
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El costo de coalescencias profundas se
presenta en la Tabla 3, y las distancias calculadas para
los &rboles de genes en la Tabla 4. Se observa un alto
grado de discordancia, con valores muy lejanos a cero.

Los resultados de la estimacion de los tiempos
de divergencia se muestran en la Figura 5 C vy las tasas
de mutacién de los genes en la Tabla 5. Se estimo la
divergencia de ambos subgéneros (Eulaemus y
Liolaemus [sensu stricto]) en 19,63 ma (11,63-19,33).
El grupo wiegmannii divergiéo hace 10,14 ma (7,13-
13,3) y posteriormente se observan internodos muy
cortos (cortos tiempos de especiacion) para el resto de
los grupos. Por ejemplo en menos de un millén de
afios, la serie anomalus y el grupo darwinii divergieron
en menos de 0,5 ma (9,43 ma [6,73-12,49] a 8,99 ma
[5,4-10,57]. Este resultado indica un corto tiempo de
divergencia entre la mayoria de los grupos principales

Coalescencias
Locus

profundas
12S 123
CMOS 122
DNA
H3 242
EXPH 197
5
KIF24 243
A12D 340
A1D 228
A4B 242
A9C 139
MXR
A5 125
PNN 117
PRLR 164
SNCA
P 122
cit-b 201

Tabla 3: Costo de colaescencias
profundas entre los arboles de genes
y el arbol estimado por MDC
utilizando la matriz completa de 188
taxa y 14 loci.

de Eulaemus. Cuando los tiempos de divergencia son cortos (Tablas 3 y 4), se espera un alto

grado de discordancia entre los arboles de genes (ver seccion Arboles de especies y el desafio de

la filogenia de Eulaemus).
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MDC

n: 188; 14 loci
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Figura 3: Resultado de MDC utilizando la matriz completa de 14 loci y 188 terminales. En esta

figura se ilustra ampliada la seccién L. lineomacultus.
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locus 12S CMOS DNAH3 EXPHS5 KIF24 Al12D AlD A4B A9C MXRAS5 PNN PRLR SNCAIP cit-b
12S - 157 161 179 173 176 173 178 173 167 160 161 160 166
CMOS 23.659 - 46 90 76 83 70 73 70 62 63 66 55 153
DNAH3 28.316 16.909 - 90 78 85 72 71 66 60 65 64 51 149
EXPHS5 24.796 14.637 21.869 - 110 119 110 117 108 94 93 96 91 175
KIF24 26.391 17.642 24.252 21.838 - 109 96 97 94 84 85 90 83 161
Al12D 27.654 16.906 23.741 21.799 23.857 - 97 108 95 93 96 97 94 170
AlD 27.586 16.725 23.471 21.738 23.579 22.098 - 93 86 82 89 84 79 159
A4B 25.354 11.512 20.239 18.571 20.341 19.985 19.416 - 91 83 88 85 76 168
A9C 26.027 12.952 21.056 19.308 21.483 20.046 19.578 1.702 - 74 79 86 73 161
MXRAS5 26.005 11.639 20.572 1.782 18.186 20.262 20.016 16.232 17.075 - 73 78 63 151
PNN 22.236 15.511 22.825 18.739 20.413 22.335 22.433 19.067 19.474 18.438 - 73 64 154
PRLR 24.897 14.464 22.036 18.724 21.958 2.105 21.363 17.734 19.286 18.583 19.141 - 63 155
SNCAIP 22.925 12.447 20.699 17.462 2.122 2.102 20.679 1.676 17.819 16.827 1.658 1.781 - 154
cit-b 22.264 14.419 22.035 19.684 20.407 21.243 21.175 17.927 18.582 17.898 19.304 19.336 18.862 -

Tabla 4: Distancias calculadas entre arboles de genes, usando Penny y Hendy (1985; celdas blancas) y Kuhner y Felsenstein (1994; celdas grises).
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Locus Tasa de mutacion (s/ma)

0.019355 (+0.000034639)

cit-b
HPD: 0.013099 — 0.0263359

0.006339 (+0.0000095782)

125
HPD: 0.0042601 — 0.0084861
+
CMOS 0.000879215(+0.0000025418)
HPD: 0.00052709 — 0.0012697
DNAH3 0.00076162(:0.0000023663)
HPD: 0.0004473 — 0.0010827
+
EXPH5 0.0012955(+0.000002806)
HPD: 0.00085449 - 0.0017507
KIF24 0.0019021(+0.0000035705)
HPD: 0.0012063 — 0.0025878
AL2D 0.0026373 (+£0.0000061488)
HPD: 0.0015289 — 0.0038698
ALD 0.001765(+0.00000377775)
HPD: 0.0010673 — 0.0025142
AR 0.0035965(+0.000012311)
HPD: 0.001806 — 0.0059404
AGC 0.0017753(+0.0000032789)
HPD: 0.001967 — 0.0024185
+
MXRAS 0.00077525(0.0000023498)
HPD: 0.000488 — 0.0010812
PNN 0.00081714(+0.000002345)
HPD: 0.00052669 — 0.001122
+ -6
SRLR 0.00132228(+2.9225 x 10°°)
HPD: 0.00085565 — 0.0018254
. +2. N
SNCAIP 0.0010351(+2.6589 x 10°%)

HPD: 0.00063883 — 0.0014966

Tabla 5: Tasas de mutacion estimadas para cada locus
por millon de afios (s/ma). La columna de la derecha
muestra la media (arriba a la izquierda), el desvio
estandar (arriba a la derecha) y la probabilidad de
maxima densidad (highest probability density, HPD)
del 95%.
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Figura 4: Resultado de MDC utilizando la matriz completa de 14 loci y 188 terminales. En esta figura
se ilustra ampliada la secci6n L. montanus.
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Figura 5: Resultados obtenidos con (A) la matriz completa concatenada en MrBayes; (B) el resultado de
MDC representado esquematicamente (tomado de las Figuras 3y 4); (C) el resultado dado por *BEAST
utilizando la matriz reducida de dos especies por cada gran grupo. En esta Gltima se representan los
soportes de los nodos debajo y arriba el tiempo de divergencia estimado.

Filogenia de la seccion L. lineomaculatus. La seccion L. lineomaculatus es el grupo dentro de Eulaemus
con distribucién mas austral, alcanzado Tierra del Fuego (Fig. 2). Las especies de la seccion L.
lineomaculatus se distribuyen a través de paisajes extremandamente heterogéneos con tempraturas anuales
oscilando entre los -20°C a méas de 40°C. Durante su evolucion el clado experimenté un pasado geol6gico
complejo, incluyendo el levantamiento de los Andes, vulcanismo, introgresiones marinas y multiples ciclos

glaciares (Breitman et al. 2011).

El resultado de la inferencia de *BEAST se muestra en la Figura 6. Para nombrar las especies
candidatas, se sigui6 la numeracion de Breitman et al. (2011) asignando una “B” delante del numero
correspondiente. Se nombraron los clados estadisticamente altamente soportados, incluyendo: los clados
zullyae (PP = 0,97) y sarmientoi (PP = 1), y el grupo hatcheri (PP = 0,94). Se recuperaron los tres grandes
clados previamente reconocidos con evidencia tanto molecular como morfol6gica (Breitman et al. 2011;
2013): los grupos kingii (Cei 1986), lineomaculatus (Etheridge 1995) y magellanicus (Breitman et al.
2011), mientras que el grupo lineomaculatus se recuperé con soporte estadistico bajo (PP = 0,78). El
estudio filogenético de Breitman et al (2011) se baso en siete loci nucleares y dos mitocondriales,

incluyendo un individuo por especie. Se utilizo el método de inferencia de arboles de especie del programa
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BEST, asi como también una matriz concatenada tradicional. Con este Gltimo analisis se recuperaron
soportes altos en la mayoria de las relaciones inferidas, pero con soporte mucho menor en el caso de BEST.
Siguiendo a Brito y Edwards (2009), Breitman et al. (2011) sugirié que el agregar mas loci, individuos o
pares de bases (Knowles 2009) podria mejorar el soporte de los nodos en la inferencia de arboles de
especies (ver también Camargo et al. 2012). En este trabajo, se amplié la matriz de Breitman et al. (2011),
incluyendo el doble de individuos (dos individuos por especie en la mayoria de los casos) y un nimero
mayor de loci (N = 14). Los resultados demuestran una topologia concordante con la propuesta por
Breitman et al. (2011), pero con un soporte mayor en gran parte de los nodos. En particular, el analisis de
*BEAST resolvio las relaciones entre los grandes clados magellanicus, lineomaculatus y kingii (comparado
con la figura 3 de Breitman et al. 2011). También aqui se recupera el clado sarmientoi dentro del clado
kingii.

Sin embargo, el andlisis de MDC recuper6 el grupo magellanicus como hermano del
grupo kingii, asi como también al clado sarmientoi como parafilético. También la especie L. sp.
B4 fue recuperada como taxén hermano de L. uptoni, mientras que *BEAST lo ubica dentro del
grupo kingii. Esta Gltima discrepancia fue también recuperada por Breitman et al. (2011) entre el
analisis concatenado y el de BEST. Ellos hipotetizaron que hibridizacion e introgresion asimétrica
de ADNmt es una explicacién para este patrén, dadas las discordancias entre los arboles
mitocondriales y nucleares. La parafilia mitocondrial podria indicar hibridacién pasada o presente
entre especies (Funk y Omland 2003), y esto podria explicar las diferentes topologias observadas
entre métodos. Este proceso también fue sugerido (Morando et al. 2004, 2007) y documentado
(Olave et al. 2011) en otros grupos de Liolaemus (L. gracilis y L. bibronii), y requiere de estudios

paraticulares para arribar a una conclusion.

Filogenia de la seccion L. montanus. El analisis de *BEAST recuperé la mayoria de los
grandes grupos con buen soporte estadistico (Fig. 7) incluyendo la serie anomalus [PP = 1], el
grupo darwinii [PP = 0,99] y el grupo montanus [PP = 0,99]. La excepcion es el grupo
wiegmannii, que se recuperé como parafilético, con una especie de Brasil, L. lutzae, como
hermana de (grupo wiegmannii | + (grupo wiegmannii Il + grupo montanus)). Sin embargo, se
recuper6 el grupo wiegmannii como monofilético en el andlisis de MDC (Fig. 4), asi como
también en el caso de la matriz concatentada (Fig. 5 A). Algunos estudios basados en morfologia
(Etheridge 1995; 2000; Abdala 2007), ADNmt (Avila et al. 2009; Schulte et al. 2000), morfologia
+ mtDNA (Espinoza et al. 2004), y ADNmt + ADNn (Fontanella et al. 2012; Pyron et al. 2013),
también recuperaron al grupo wiegmannii como monofilético. Sélo un estudio basado en datos de
comportamiento, recuperé al grupo wiegmannii como parafilético (Halloy et al. 1998). Dados los
resultados de MDC y que la mayoria de los trabajos publicados al momento sostienen la
monofilia del grupo wiegmannii, se hipotetiza que este es un grupo monofilético. Probablemente
el resultado de *BEAST es un artificio generado por los altos niveles de incongruencia de arboles

de genes, o bien un alto nimero de terminales que complica el analisis (N = 57).
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Fig. 6: Resultado de la inferencia realizada por *BEAST para la seccion L. lineomaculatus.
El grupo wiegmannii incluye 12 especies descriptas, todas ellas estrictamente arenicolas,
distribuidas en Argentina, desde la Patagonia al norte Argentino (Fig. 2), extendiéndose por las
costas de Uruguay y Brasil, acercandose a Rio de Janeiro. No existe al momento un estudio

filogenético incluyendo todas las especies.

Ambos analisis, * BEAST y MDC, recuperaron el grupo montanus como monofilético (PP
= 0,99), en concordancia con estudios previos (Schulte et al. 2000; Espinoza et al. 2004; Avila et
al. 2006; Abdala 2007; Fontanella et al. 2012; Pyron et al. 2013). Este grupo incluye 59 especies,
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distribuidas desde el centro de Argentina hacia el este de Chile, al norte atravesando Bolivia,
hasta alcanzar Per0, siguiendo la linea de los Andes (Quinteros y Abdala 2011). Este grupo
incluye especies que llegan a vivir a los 5.176 m sobre el nivel de mar (Aparacio y Ocampo
2010). Similar al grupo wiegmannii, no existe al momento un estudio filogenético publicado que
incluya més de unas pocas especies del grupo montanus. Aqui también se presenta un pequefio
numero de especies representado el grupo (siete especies descriptas y dos candidatas), por lo que

estudios especificos de este grupo son necesarios para evaluar su historia evolutiva.

La serie anomalus incluye siete especies descriptas, para las cuales la biologia general es
desconocida dado que este clado tiene una distribucion restringida, de densidades poblacionales
aparentemente bajas y coloracion muy criptica, lo que las hace dificiles de encontrar en el campo.
Estas especies, de distribucion centro-este argentino, usualmente viven en ambientes salinos y
altas elevaciones caracterizadas por vegetacion poco espesa (Abdala 2007). Aqui se recuper6 la
serie anomalus en concordancia con la propuesta de Abdala (2007) y Abdala y Heredia (2013).
Liolaemus lentus y L. anomalus son recuperadas como especies hermanas, y L. pseudoanomalus
como hermana de estas, en el andlisis de *BEAST; sin embargo, estas relaciones son poco

soportadas (PP = 0,49). El resultado de MDC muestra a L. pseudoanomalus como parafilético.

El grupo darwinnii se distribuye en los desiertos aridos de la region del Monte del centro
y noreste de Argentina (Fig. 1). Camargo et al. (2012) propusieron una filogenia para este grupo,
incluyendo 16 de las 20 especies descriptas y 20 loci, por lo que aqui sélo se incluyeron seis
especies representantes del mismo. Se recuperaron dos clados (L. lavillai + L. ornatus) y (L. sp. 3
+ L. darwinii) (Fig. 6; PP = 1 y PP = 0,99 respectivamente), lo cual es conocordante con los
resultados de Camargo et al. (2012).

No se recuper6 buen soporte en la mayoria de los grandes grupos de Eulaemus incluidos
en esta particion. El resultado de *BEAST recuper6 (wiegmannii + montanus) con buen soporte
(PP = 0,98; Fig. 7), pero esta relacion es discordante con el resultado de MDC (Fig. 4). Se
recuper6 a L. rothi (representando la serie melanops) como hermano al grupo darwinii, y este
grupo como hermano a la serie anomalus, pero con bajo soporte (PP = 0,4 y 0,78

respectivamente).

Filogenia de la serie melanops. La serie melanops se recuperé como parafilética en el resultado
de MDC. Sin embargo, se recuperd con buen soporte en el anélisis de *BEAST, tanto utilizando
la matriz reducida (Fig. 5C) como la matriz completa (Fig. 8). También se recuper6 como

monofilética en el andlisis concatenado tradicional (Fig. 5A).
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Figura 7: Resultado de la inferencia realizada por *BEAST para la seccion L. montanus.

El grupo donosobarrosi incluye cinco especies descriptas, distribuidas en el noreste de
Argentina, mientras que grupo fitizingerii incluye nueve especies descriptas distribuidas en el
norte de la region del Monte, area de la Meseta de Somuncurd, atravesando la tipica estepa
Patagbnica hasta la provincia de Santa Cruz (Fig. 2; Avila et al. 2006). Estudios previos
recuperaron los grupos donosobarrosi y fitzingerii como monofiléticos (Avila et al. 2006;
Fontanella et al. 2012; Pyron et al. 2013), pero Abdala (2007) recuper6 al grupo donosobarrosi
como parafilético. Aqui se recuperaron ambos grupos como monofiléticos con alto soporte
estadistico en todos los andlisis realizados (PP = 0,99 y 0,97, para el grupo donosobarrosi y

fitzingerii respectivamente).

El complejo boulengeri fue previamente reconocido como una Unica especie distribuida a
lo largo de una distancia de ~120 km desde el noroeste al sudeste patagonico. Esta region
representa un paisaje ecolégico y topograficamente complejo. Esta especie se caracterizaba con
una extensa variacion en morfologia y coloracion (Cei 1986). Sin embargo, estudios posteriores

basados en un mejor muestreo geogréafico e incorporando nuevos datos identificaron la existencia
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de al menos cinco especies conformando el complejo boulengeri, y varias otras fueron propuestas

como especies candidatas.

Similar al complejo boulengeri, originalmente L. rothi fue reconocida como una Unica
especie con extensa variacion morfoldgica, y estudios posteriores (Cei 1986) reconocieron la
existencia de al menos cinco especies, conformando el complejo rothi. Los complejos boulengeri
y rothi tienen una distribucion parapétrica, con el complejo rothi alcanzando el noroeste

patagénico y el complejo boulengeri extendiéndose hacia el sureste (Fig. 2).

Los analisis de arboles de especies recuperaron ambos complejos como parafiléticos (Fig.
4y 8), con L. rothi anidado dentro del complejo boulengeri en el analisis de MDC (Fig. 4), y L.
telsen y L. tehuelche (miembros del complejo boulengeri) anidados dentro del complejo rothi,
con alto soporte en el resultado arrojado por *BEAST (PP = 0,97 y 0,99 respectivamente).
Estudios previos basados en morfologia (Abdala 2007), y en ADNmt (Avila et al. 2006), también
reportaron extensa parafilia entre ambos complejos. La parafilia en arboles de genes puede ser
producto del efecto de division de linaje incompleta (“incompleate lineage sorting”; ILS) o
hibridacion (Funk y Omland 2003). El caso particular de hibridacion fue detectado en otras
especies dentro de Liolaemus (L. gracilis y L. bibronii; Olave et al. 2011), y para los complejos
boulengeri y rothi los analisis realizados en el capitulo 4 de esta tesis, también sugieren
hibridacion. Esto podria explicar porque *BEAST falla en resolver la monofilia de ambos
complejos, incluso al incluir individuos de todas las especies descriptas al momento y un conjunto
de secuencias de ADN relativamente grande (= 14 loci). Sin embargo, en este capitulo sélo se
plantea hibridacion como una hipoétesis plausible, y el tema se retoma en detalle, con analisis

estadisticos apropiados para arribar a alguna conclusién en el capitulo 4.

Alternativamente, es posible que la matriz empleada actualmente sea problematica para
*BEAST, dado su gran tamafio (= 82 individuos y 14 loci) asociado a la gran discordancia de

arboles de genes (Tablas 3y 4).\

Arboles de especies y el desafio de la filogenia de Eulaemus.

En este capitulo se utilizaron dos programas de inferencia de arboles de especies (*BEAST y
MDC), asi como también una matriz concatenada tradicional. Los métodos de arboles de especies tienen en
cuenta la segregacion estocastica de cada gen independiente. A pesar de haber utilizado la matriz de
secuencias mas grande disponible al momento (188 taxa, 14 loci), se encontrd ciertas limitaciones en
resolver relaciones entre grandes grupos de Eulaemus, en particular dentro de la serie melanops, y en

algunos casos para las relaciones mas inclusivas dentro de ellos.
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Figura 8: Resultado de la inferencia realizada por *BEAST para la serie melanops.

estimacion de arboles de especies se vuelve entonces un desafio mayor (Than y Nahkleh 2010).

Sumar datos (taxa y loci) puede ayudar a resolver las relaciones entre los grandes grupos; sin
embargo, el agregar méas individuos y loci también aumenta el nimero de parametros a ser

estimados, y a su vez puede aumentar la discordancia entre arboles de genes debido a ILS. La

Los niveles de impacto de ILS dependen del tiempo de divergencia (t) y el tamafio

poblacional (N¢), donde tamanos menores de t y mayores de N, incrementan ILS (Knowles y
Carstens 2007; Yang y Rannala 2010; Leaché y Rannala 2011). Los arboles Bayesianos

mostraron ramas muy cortas (Fig. 5 Ay C; 7 y 8), lo que podria indicar un corto tiempo de
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divergencia. Esto podria indicar un escenario dificil de estudiar por métodos filogenéticos
actuales. En un escenario complicado (i.e. alto impacto de ILS), los métodos de reconstruccion
filogenética son propensos a fallar en reconstruir las relaciones reales, pero se espera que los
métodos de arboles de especies funcionen mejor (Leaché y Rannala 2011), ya que contemplan en

su modelo la segregacién estocastica de cada gen.

Las discordancias utilizadas hasta aqui no permiten arribar a una conclusion robusta para
explicar las relaciones filogenéticas entre los grandes grupos de Eulaemus. Esto puede deberse a
las grandes discordancias de arboles génicos (Tablas 3 y 4), que complican la estimacién de los
arboles a los programas empleados. Por esto, se concluye que las relaciones filogenéticas entre
los grandes grupos de Eulaemus constituyen un enigma no resulto. La conclusion de este capitulo
se ilustra en la Figura 9, mostrando politomias para reflejar la incertidumbre en la evolucion del

subgenéro Eulaemus.

seccion L. montanus

serie melanops

seccion L. lineomaculatus

grupo fitzingerii
complejo rothi

grupo donosobarrosi
complejo boulengeri
grupo montanus
grupo darwinii

serie anomalus
grupo wiegmannii

Figura 9: Esquema que refleja la conclusion incierta, al momento, de las relaciones filogenéticas del
subgénero Eulaemus.
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Introduccidn

Una de las principales incumbencias de la sistematica es estimar las relaciones entre las
especies en un contexto evolutivo (Knowles y Kubatko 2010). Durante las Gltimas dos décadas
se ha incrementado la incorporacion de marcadores moleculares en esta disciplina (Knowles
2009) para estudiar la historia evolutiva de una gran variedad de organismo, y hasta muy
recientemente la aproximacion més frecuente consistia en utilizar uno 0 muy pocos genes
reconstruir una filogenia que se asumia como la historia evolutiva de las especies. Sin embargo,
nuevos métodos permitieron de reconstruccion de “arboles de especies”, basados en teoria de
coalescencia, capaces de considerar que cada arbol de gen puede ser diferente entre si y a su vez
con la filogenia de las especies (e.g., *BEAST: Drummond y Rambaut 2007; BEST: Liu y Pearl
2007; BUCKYy: Ané et al. 2007; MDC: Maddison y Knowles 2006; Than y Nakhleh 2009;
STEM: Kubatko et al. 2009). Estos analisis son computacionalmente desafiantes, pero permiten

resolver el problema de la concatenacion de genes en una super matriz.

A pesar de que los estudios filogenéticos multilocus se han incrementado en los Gltimos
afios, inferir la historia evolutiva de algunos grupos continua siendo un objetivo dificil. La falta
de resolucion de los arboles filogenéticos generalmente se representa como politomias, y se
asume que el sumar datos (individuos y loci) podria resolver esas relaciones. Estos son los casos
de lo que se denomina politomias blandas (soft polytomies); en cambio, existen otros casos,
donde agregar méas datos no permite resolver las relaciones, lo que se conoce como politomias
duras (hard polytomies). Este ltimo caso, refiere a la divergencia de tres 0 mas linajes tan
cercanas en tiempo que s6lo algunos o ningln estado de caracter evolucion6 claramente, lo que
no permite reconstruir su orden de aparicion. En este caso particular de radiacion rapida de

linajes, agregar mas datos no permite resolver la politomia (McCracken y Sorenson 2005).

En estos casos de politomias duras, si son acompafiadas de suficiente tiempo post-
radiacion, lo que permite la divergencia de los caracteres, se espera que los arboles de genes
estén bien resueltos pero con altas discordancias entre ellos. Esto se debe a que cada genealogia
de gen tiene una historia de ancestro-descendencia independiente. Por ejemplo, si se consideran
tres linajes (sp 1, sp 2 y sp 3) compartiendo el ancestro comin mas cercano (MRCA), entonces
son posibles tres topologias diferentes: ((sp1+sp2) +sp3), (sp1+sp3)+sp2),y((sp2+sp
3) +sp 1); y es esperable que, bajo neutralidad, el 33% de los arboles de genes independientes
soporten cada una de las tres posibles topologias (McCracken y Sorenson 2005). Por lo tanto,
los arboles de genes individuales pueden estar bien resueltos y con buen soporte estadistico, y

no proveer sefial alguna de politomias duras; pero mostrar topologias incongruentes entre si.

La inferencia filogenética para clados caracterizados por radiaciones rapidas es uno de
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los problemas mas desafiantes para esta disciplina. Leaché y Rannala (2011) evaluaron la
precision de diferentes métodos de arboles de especies (BEST, BUCKy y STEM), asi como
también de los andlisis concatenados tradicionales (Bayesiano y de maxima parsimonia) dados
diferentes escenarios evolutivos. Ellos encontraron que bajo un escenario méas desafiante (cortos
internodos [t] y grandes tamafios poblacionales [Ng]), todos los métodos muestran poca
precision en recuperar la filogenia real. Las politomias duras constituyen uno de estos
escenarios desafiantes (donde t tiende a cero), por lo que se espera que diferentes métodos

recuperen topologias erréneas, e incluso diferentes entre si (Whitfield y Lockhart 2007).

Recientemente se han propuesto nuevas aproximaciones metodolégicas para evaluar
hipétesis filogenéticas alternativas, basandose en modelos explicitos, donde se simulan datos
bajos escenarios alternativos y se comparan con los datos reales para evaluar la probabilidad de
las observaciones dados los modelos (e.g. Steel y Storfer 2006; Carstens y Richards 2007;
Knowles et al. 2007; Richards et al. 2007; Audzijonyte y Vrijenhoek 2010). Este tipo de
enfoques, permite incorporar historias evolutivas complejas, involucrando combinaciones de
diferentes procesos (e.g. divergencia de poblaciones, flujo génico, cambios en el tamafio
poblacional efectivo [Ne] y segregacion estocéstica de genes), para cualquier nimero de
poblaciones e individuos (e.g., Carnaval et al. 2009; Cornuet et al. 2008; Fagundes et al. 2007;
Gray et al. 2008; Hickerson et al. 2009; Muster et al. 2009; Voight et al. 2005). A pesar de estas
ventajas evidentes, este tipo de método nunca fue utilizado hasta el momento para estudiar

politomias duras.

En el capitulo 1 se utilizaron 14 loci y 188 representantes del subgénero Eulaemus para
reconstruir la filogenia del clado, sin poder arribar a una conclusion robusta en cuanto a las
relaciones entre los grandes grupos reconocidos dentro del subgenéro. Los diferentes métodos
recuperaron topologias distintas, muy posiblemente esto se debe a la gran discordancia entre los
arboles de genes. Ademés se observaron tiempos de especiacion muy cortos a niveles de los
internodos entre estos clados principales (Figura 5 C del capitulo 1). Concordante con estudios
anteriores (Abdala 2007; Avila et al. 2006; Fontanella et al. 2012; Morando et al. 2004; Schulte
et al. 2000), la seccion L. lineoomaculatus (21 especies) se recuperé en posicion basal, sin
embargo, las relaciones dentro de la seccion L. montanus (124 especies) permanecen inciertas,
tanto para los resultados obtenidos en esta tesis, como también dada la gran discordancia entre
diferentes propuestas de relaciones filogenéticas publicadas (e.g. Schulte et al. 2000; Avila et al.
2006; Abdala 2007; Fontanella et al. 2012).

Todos estos patrones observados hacen plausible la idea de que la seccién montanus
haya experimentado una radiacion rapida de linajes tan cercana en el tiempo, que el patrén

observado en los arboles constituya una o mas politomias duras. Esto podria explicar el alto
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grado de discordancia observado entre publicaciones previas y entre los resultados obtenidos en
el capitulo 1.

En este capitulo se pone a prueba estadisticamente la hipétesis de polimitas duras dentro
de la seccion montanus incluyendo también hipotesis alternativas que describen topologias

previamente propuestas, usando un método novedoso basado en modelos explicitos.

Materiales y métodos

Exploracion de los datos

Se exploro6 el nivel de informacion de los 14 loci utilizados para descartar falta de
informacidn para inferencia filogenética. Se utilizaron dos métodos diferentes: 1-el algoritmo de
likelihood-mapping (Strimmer y Haeseler 1997) incluido en Tree-puzzle (Schmidt et al. 2002) y
2-se implement6 el programa estadistico desarrollado por Xia et al. (2003), implementado en
DAMBE (Xia y Xia 2001) para explorar el grado de informacién de los genes. Este método
estima la probabilidad de saturacion de un locus y devuelve dos indices (Iss e Iss.c); donde Iss <
Iss.c indica que el locus tiene sefial filogenética importante, por lo que es Gtil para analisis

filogenéticos.

Modelos propuestos

Se tomaron hipotesis filogenéticas previamente propuestas para explicar la evolucion de
Eulaemus (Fig. 1) tanto por otros autores como la inferida en el capitulo 1 con el método
*BEAST, todas ellas se utilizaron para poner a prueba estadisticamente la probabilidad de los
datos (arboles de genes empiricos) dadas las distribuciones de coalescencias profundas
esperadas bajo cada modelo. Por lo tanto, se consideraron ocho modelos diferentes (Fig. 1)
describiendo la diversificacion de los clados. Cinco de estos modelos estan publicados: 1-
Fontanella et al. (2012) [dos loci mitocondriales + dos loci nucleares, 2153 bp]); 2 y 3-Abdala
(2007) [morfologia (128 caracteres) y morfologia + ADNmt (1776 bp)]; 4-Avila et al. (2006) [3
loci mitocondriales + 2 loci nucleares, 3287 bp]; y 5-Schulte et al. (2000) [ADNmt, 1710 bp].
También se sumd la topologia propuesta por *BEAST (Figura 5C, capitulo 1) y dos modelos
describiendo una y dos politomias duras dentro la seccién L. montanus. La mas antigua de estas
politomias duras incluye la serie anomalus, los grupos darwinii, montanus y wiegmannii y la
serie melanops; y la radiacion mas reciente incluye los complejos boulengeri y rothi y los

grupos donosobarrosi y fitzingerii (Fig. 9 del capitulo 1). Los modelos 6 a 8 (Fig. 1) incluyeron
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los tiempos de divergencia obtenidos con BEAST (capitulo 1; Fig. 5C). Las politomias duras se
dataron al momento en que los linajes coalescen. Por lo tanto, la radiacion méas antigua habria
ocurrido hace unos 10.14 ma y la mas reciente hace 5.48 ma. Se usaron 13 arboles de genes para
estos analisis, habiendo solo incluido el locus mitocondrial 12S, ya que sélo se permiten los
arboles de genes independientes.

Los procedimientos realizados para la evaluacién de los modelos se describen en la Fig.
2. Se utiliz6 Mesquite 2.74 (Maddison y Maddison 2010) para simular 1.000 &rboles de genes
(Fig. 2, paso 1) para cada unos de los 13 genes y en cada uno de los ocho modelos propuestos
(Fig. 1). Posteriormente se compararon los 1.000 arboles de genes simulados para cada locus,
contra los modelos propuestos, para obtener un estimacion de la distribucidn del costo de
coalescencias profundas esperadas dado cada modelo (Fig. 2, paso 2). Las coalescencias
profundas representan una forma de medir la discordancia entre los arboles de genes y el arbol
de especies cuando la ancestria com(n de una sola copia de un locus se extiende mas hacia atras
en el tiempo que el tiempo de especiacién. Las coalescencias profundas son calculadas como el
namero de linajes extras al contar el nimero de diferencias discretas una vez que el arbol de gen
fue considerado dentro del arbol de especies. Si los datos empiricos caen fuera del intervalo de
confianza del 95%, entonces el costo de coalescencias profundas observado no es esperado dado

el modelo propuesto, rechazando la hipétesis (Fig. 2, paso 3).
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Figura 2: Descripcidn de la metodologia utilizada. Se construyeron los modelos en Mesquite v2.74 y se simularon 1.000 arboles de genes para cada uno de los 13 loci (paso
1). Posteriormente se compararon los arboles simulados con el modelo y se obtuvo una distribucién de coalescencias profundas esperadas (paso 2). Finalmente, se obtuvo el
costo de coalescencias profundas observadas, al comparar los arboles de genes reales con el modelo propuesto, obteniendo la probabilidad de los datos dado el modelo. Si las
observaciones empiricas caen dentro del intervalo del 95% de confianza, significa que el locus soporta ese modelo. Por lo contrario, se rechaza la hipétesis.
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Resultados y discusion

Ambos métodos empleados para explorar el grado de informacion de los genes
mostraron altas sefiales filogenéticas. Tree-puzzle mostrd que entre el 65.2% y el 93.6% de cada
locus muestra “tree-likeness”, un arbol bien resuelto, indicando buen nivel de informacion de
los loci. Por otro lado, los valores de Iss e Iss.c mostraron que los genes no estan saturados y

tienen alta sefial filogenética (valor p < 0.05; Iss < Iss.c).

Los resultados de las pruebas de hipdtesis realizadas se muestran en la Fig. 3. Se
encontrd soporte parcial para cada hipétesis. EI modelo mas soportado corresponde al que
incluye dos politomias duras (nueve loci), seguido del modelo que representa una politomia
dura (ocho loci). La topologia propuesta por Schulte et al. (2000) y la inferida por *BEAST
(este estudio) fueron soportadas por siete loci. También se encontré soporte cd seis loci para las
topologias propuestas por Avila et al. (2006) y Fontanella et al. (2012), de cinco loci para la de
Abdala (2007; morfologia + ADNmt), y finalmente cuatro loci soportaron la topologia
propuesta por Abdala (2007; morfologia).

Los estudios previos mostraron extensa incongruencia entre las topologias propuestas
(eg. Schulte et al. 2000; Espinoza et al. 2004; Etheridge 1995; 2000; Abdala 2007; Avila et al.
2006; Fontanella et al. 2012), pero su muestreo de taxa y de datos eran parciales, y los andlisis
siguieron una aproximacion de concatenacion de datos, por lo tanto su falta de congruencia
podria haberse debido a alguna de estas circunstancias. En el capitulo 1 se trabajé con un total
de 14 loci y 188 terminales, representando la matriz de datos moleculares mas grande disponible
al momento para estudiar la evolucion de Eulaemus. Ademas, se emplearon dos métodos de
inferencia de arboles de especies (*BEAST y MDC) y un método tradicional de matriz
concatenada. Los resultados mostraron grandes discordancias entre las topologias inferidas por

cada método, sin poder arribar a una propuesta robusta de la historia evolutiva de Eulaemus.

Las politomias son generalmente usadas para representar incertidumbre en las
relaciones filogenéticas (politomias blandas). Sin embargo, también podrian representar casos
de divergencia simultanea de varios linajes (politomias duras). Distinguir entre politomias duras
y blandas involucra evaluar el por qué del bajo soporte en los nodos, para ello es necesario
considerar: (i) si los datos son suficientemente informativos; (ii) si los datos son altamente
conflictivos entre si; (iii) si lo métodos filogenéticos utilizados son apropiados; (iv) si los datos
son insuficientes (Whitfield y Lockhart 2007).
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Figura 3: Numero total de loci que apoyan diferentes modelos, después de simular 1.000 arboles de genes
para cada locus por modelo y comparar las distribuciones esperadas con las observaciones empiricas. Se
muestra el nimero de loci que apoyaron cada modelo (dentro del 95% de confianza).

Para descartar (i), se explor6 el grado de informacion de las secuencias empleadas,
usando dos métodos likelihood-mapping y un indice de saturacion y sefial filogenética. Los
resultados mostraron que todos los loci empleados contienen sefial filogenética alta. Ademas se
incluyeron loci de diferente naturaleza, con diferentes tasas de sustitucion, sean mas altas (12S y
cyt-b), intermedia (KIF24, A12D, A1D, A4B, A9C) o baja (EXPH5, PRLR, SNCAIP, CMOS,
DNAH3, MXRADS5, PNN). En otros trabajos publicados con lagartijas, combinaciones similares
de loci generalmente recuperaron arboles bien resueltos (e.g. Benavides et al. 2009; Sinclair et
al. 2010; Breitman et al. 2011; Camargo et al. 2012; Werneck et al. 2012). Ademas, Camargo et
al. (2012) demostr6 que la precision de los métodos Bayesianos mejora significativamente

cuando se usan maltiples loci de diferentes tasas de mutacion.

Para minimizar los efectos de (ii) y (iii), se utilizaron novedosos métodos de inferencia
de arboles de especies (*BEAST y MDC) que modelan el conflicto entre arboles de genes,
basandose en teoria de coalescencia. En particular el método de *BEAST se espera que tenga el

mejor funcionamiento en un escenario desafiante (Leaché y Rannala 2011).
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Finalmente, teniendo en cuenta (iv) se incluy6 la matriz molecular mas grande utilizada

al momento para estudiar Eulaemus (188 terminales, 14 loci).

Después de considerar estos puntos, se puso a prueba la hipétesis de radiacion
simultéanea de linajes dentro de la seccién L. montanus. Se propusieron dos modelos incluyendo
una y dos politomias duras (con tiempos de divergencia estimados de 10.14 ma y 5.58 ma),
contra otros cinco modelos previamente publicados y uno propuesto por la inferencia de
*BEAST. Se observo soporte parcial para todos los modelos (Fig. 3), siendo el mas soportado el
modelo que representa dos politomias duras (nueve loci), seguido por el modelo gue involucra
una unica politomia dura (ocho loci). Sin embargo, también se encontrd soporte parcial para los

demas modelos propuestos.

Las politomias duras son reconocidas por internodos muy cortos, en las que los
descendientes tienen la misma probabilidad de recibir un alelo (McCracken y Sorenson 2005).
Esto implica que cuando se analizan multiples loci independientes, se espera encontrar soporte
parcial para cada una de las topologias posibles, lo que justificaria haber encontrado soporte
parcial para todas las topologias propuestas. A medida que el largo de los internodos
incrementa, la proporcion de arboles de genes se vuelve méas congruente con la historia de las

especies.

Las pruebas realizadas en este capitulo sugieren que el modelo de dos politomias duras
describe el escenario mas plausible para describir la evolucion de Eulaemus. Sin embargo, la
diferencia entre una y dos politomias corresponde a un Unico locus y esta diferencia podria
reflejar incertidumbre en el soporte estadistico real entre ambos. EI modelo de dos politomias
duras es el mas soportado (nueve loci) y dado que la serie melanops se recuperé como
monofilética con mayor tiempo de especiacion (2.43 ma [7.91 — 5.48]; Fig. 5C capitulo 1), se

acepta este modelo como la hip6tesis mas probable.

Si la hipoétesis de radiacion simultanea de linajes es la historia verdadera para el
subgénero, entonces se espera la incongruencia reportada entre los estudios previamente
publicados: todos encontraron diferentes topologias bien resueltas, dependiendo de la

informacidn utilizada.

Los métodos filogenéticos estan disefiados para buscar dicotomias en los arboles, por lo
que no existe método filogenético adecuado para estudiar radiaciones simultdneas de linajes.
Mas adn, los métodos concatenados tradicionales tienden a inflar los soporte de los nodos
(Belfiore et al. 2008), lo que puede ocultar la sefial de conflicto de los &rboles de genes. Sin
embargo, enfoques basados en modelos explicitos proveen nuevas posibilidades analiticas
(Knowles 2009), y aqui se presenta por primera vez que esta metodologia puede ser utilizada

para estudiar radiaciones simultaneas de linajes.
40



Tesis de doctorado - Melisa Olave
Capitulo 2 “El desafio de la filogenia de Eulaemus: poniendo a prueba la hip6tesis de radiacion rapida™

Estos resultados sugieren que el arbol filogenético més probable de Eulaemus debe ser
dibujado con dos politomias. Si esto es cierto, la prediccion involucra que agregar mas
secuencias, incluso SNPs o genomas completos, no resolvera los internodos del subgénero
(Delsuc et al. 2005; Rokas y Carroll 2006; Whitfield y Loackhart 2007).

Radiacion y cambios geocliméticos

Los tiempos de divergencia de ambos subgéneros (Eulaemus — Liolaemus [sensu
stricto]), fueron datados en el Mioceno temprano (19.63 ma), cercanos al levantamiento de los
Andes (~23 ma; Ramos 1989). La radiacién mas antigua de Eulaemus fue datada a principios
del Mioceno tardio (10.14 ma), un periodo coincidente con el incremento en abundancia y
diversidad de las plantas xéricas (Asteraceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae, Anacardiaceae
[Schinopsis], Goodeniaceae, Cyperaceae, Poaceae, Fabaceae, Caesalpinioideae, Yy
Mimosoideae). Este aumento de diversidad de plantas se propuso que estuvo asociado a un
optimo climéatico de ese momento (lglesias et al. 2011). Es posible que el incremento de
disponibilidad de habitats haya favorecido también la posibilidad de diversificacién de la

seccion L. montanus.

La segunda radiacion dentro del clado Eulaemus fue datada en el Mioceno — Plioceno
temprano, hace 5.48 ma. Incursiones marinas en muchas regiones de las lineas costeras y
levantamiento tecténico que ocurrieron durante ese tiempo pueden haber contribuido a la
fragmentacion del hébitat, promoviendo divergencia simultanea entre poblaciones aisladas
(Rabassa et al. 2005). En América del Sur, entre el Mioceno y el Plioceno cambios
paleoclimaticos y eventos geoldgicos pueden haber generado presiones selectivas que modelen
la historia evolutiva de las especies del sur, adaptadas a climas templados (Béez y Scillato Yané
1979; Markgraf et al. 1995). Este puede haber sido el caso de las lagartijas Liolaemus, quizas

promoviendo los dos eventos de radiaciones rapidas propuestos aqui.
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Introduccidn

Es comln que los arboles de genes difieran entre si y también respecto al arbol de las
especies. Las explicaciones de esta variacion son cominmente atribuidas a coalescencias profundas
(proceso también conocido como division de linaje incompleto [incompleate lineage sorting, ILS]),
asi también como a otros procesos evolutivos como hibridacion, transferencia horizontal de genes y
duplicaciones (Maddison 1997; Funk y Omland 2003). Las coalescencias profundas ocurren debido
a la segregacion estocéstica y persistencia de los genes durante el proceso de especiacion (Fig. 1); y
el impacto de ILS es mayor con menores tiempos de especiacién y tamafios poblacionales mayores
(Ne; Leaché y Rannala 2011). Esta segregacion estocastica de loci independientes ha sido
incorporada en modelos matematicos basados en teoria de coalescencia, en la cual la historia
evolutiva de un conjunto de muestras se estudia con una aproximacién hacia atras en el tiempo
(Kigman 1982; Tajima 1983; Takahata y Nei 1985; Pamilo y Nei 1988; Wakeley 2008).

Muchos estudios se han enfocado en las propiedades de las coalescencias profundas (e.g.
Rosenberg 2003; Degnan y Salter 2005; Degnan y Rosenberg 2006; Rosenberg y Tao 2008; Degnan
y Rosenberg 2009; Than y Rosenberg 2013; Rosenberg 2013). Tal como se detall6 en el capitulo 2
de esta tesis, las nuevas metodologias basadas en coalescencia, utilizan modelos explicitos para
poner a prueba hipotesis utilizadas para explicar la evolucion de los diferentes organismos (ver
también Richard et al. 2007). Esta aproximacién es posible debido a que se espera que los tiempos
de coalescencia de los alelos sean mayores a los de la divergencia de las especies (Fig. 1). Entonces,
una manera de cuantificar la discordancia entre arboles de genes se basa en calcular el costo de
coalescencias profundas de un arbol génico dado dentro del arbol de las especies, y esto se hace
contando el nimero de “linajes extras” (Fig. 1), tal como lo propuso Maddison (1997; ver también

Than y Nakhleh 2009; Than y Rosenberg 2011; 2013).

Si bien las coalescencias profundas han sido ampliamente estudiadas como la principal
fuente de discordancia de arboles de genes, otros procesos podrian contribuir a la discordancia
observada. En particular, la hibridacion es un proceso que actualmente se considera mas comdn de
lo que originalmente de pensé (Mallet 2005; 2007), y que puede contribuir a esta fuente de
variacion. Se han realizado algunos avances para estimar los efectos de hibridacion sobre la
discordancia esperada de arboles de genes (e.g. Buckley et al. 2006; Maureira-Butler et al. 2008;
Joly et al. 2009; Blanco-Pastor et al. 2012). Estas metodologias asumen un modelo estrictamente
coalescente como hip6tesis nula, y las desviaciones de los valores esperados se atribuyen a
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hibridacion, es decir, que los modelos no incluyen hibridacion de manera explicita. Otros aportes
(Gerald et al. 2011) han logrado evaluar la probabilidad de la hipétesis de hibridacion, extendiendo
el modelo de Meng y Kubatko (2009), para incluir los efectos de flujo génico en presencia de ILS.

En el capitulo 1 se mostré que los complejos Liolaemus boulengeri y rothi se recuperaron
como parafiléticos en el andlisis de arbol de especies. Ademas, Abdala (2007) y Avila et al. (2006)
reportaron parafilia para estos complejos, tanto en base a datos moleculares como morfoldgicos
respectivamente. En el capitulo 1 se sugirié que la hibridacion es una posible explicacion para este
patrén. Para ello, en este capitulo se propone un nuevo método para poner a prueba la hipétesis de
hibridacion para ser usado en el analisis de los complejos boulengeri y rothi (capitulo 4). EI método
consiste en evaluar la verosimilitud (likelihood) de diferentes modelos, incluyendo varios niveles de
flujo génico y comparando el nimero de linajes extras. Esta metodologia consiste en proponer un
modelo, simular un conjunto de arboles de genes e inferir la distribucion de linajes extras esperados

dado el modelo y calcular la funcion de verosimilitud de los datos reales dado el modelo.

A pesar de que se han propuesto metodologias simulares (Buckley et al. 2006, Joly et al.
2009), el objetivo de este capitulo es presentar una mejora para este tipo de aproximaciones,
permitiendo poner a prueba explicitamente la hip6tesis de hibridacion, incorporando flujo génico a
los modelos y calculando la verosimilitud de los datos. Ademéas se desarrollé un conjunto de
funciones en lenguaje de R para paralelizar el funcionamiento de los programas, realizar las

simulaciones, calcular la verosimilitud y devolver el modelo seleccionado a través de una prueba de

Figura 1: Ejemplo de coalescencia profunda, tomado de Than y Rosenberg (2011). El arbol de gen (g) a
la izquierda se mapea dentro del arbol de especies (S) de la derecha. EI nimero de linajes extras se cuenta
segun la sumatoria ne — ¢, — 1; donde n, es el total de ramas internas (e) y c. es el nimero de nodos internos en
e.

likelihood ratio test.
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Materiales y métodos

Metodologia implementada

Este enfoque involucra inferir una distribucion de linajes extras esperados dado un modelo

para calcular la verosimilitud de los datos reales (i.e. arboles de genes). La secuencia de pasos (i) a

(iii) que describen debajo y se muestran en la Figura 2.

Construccion del modelo: el modelo propuesto incluye la topologia y largo de
ramas del arbol de especies (S) en unidades coalescentes (t/N: donde t son las
generaciones y N, el tamafio poblacional efectivo) para cualquier nimero de
especies dado, en un marco coalescente, y que potencialmente puede incluir
cualquier magnitud de un parametro de migracion (M = Nem; donde m es la
proporcion de individuos que migran) entre dos 0 mas especies ocurriendo a

cualquier tiempo dado durante la historia de especiacion.

Inferencia de los linajes extras esperados dado el modelo: un conjunto de H
arboles de genes son simulados siguiendo el modelo descripto en (i). Para este
punto se utilizo el programa ms (Hudson 2002) para simular 10.000 arboles de
genes. Se cuenta el numero de linajes extras necesarios para reconciliar cada
arbol de gen simulado con el arbol de especies S, proveyendo una distribucion
del nimero de linajes extras esperados. Se utilizé el paquete Phylonet (Than y

Nakhleh 2009) para contar los linajes extras.

Verosimilitud de los datos reales: suponiendo un conjunto de arboles de genes
independientes (g = g1, J2... gn) para N loci, y suponiendo que el vector g
resume el nimero de linajes extras requeridos para reconciliar cada arbol de gen
con el arbol de especies S con pardametro de migracion M. Entonces los datos
son ng, Ny... nj donde n; denota el nimero de arboles de genes en la muestra de N
loci que requieren i linajes extras para reconciliarse con el arbol de especies S

con parametro de migracion M.
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Entonces, el vector (ni, ny .., m) es una muestra de una distribucion
multinomial con probabilidad dada por p en N pruebas, por lo cual la funcion de

verosimilitud se calcula como:
N!

ni nj
| | |
nylnyl, .., n! ]

L(nl,nz, ...,nj|5, M) = 1 p;lz e D;
Suponiendo que el vector p = p1, p2... pj denota la probabilidad de varios
numeros de linajes extras (e.g. p; la probabilidad de que cada arbol de gen
generado desde el arbol de especies S con parametro de migracion M requiere i
linajes extras). Suponiendo también que el vector h = hy, hy, ..., h; describe el
namero de linajes extras que se requieren para reconciliar cada arbol de gen en g

con el arbol de especies S con parametro de migracion M, entonces p puede ser

ha by By
e

estimado como p = -
v, Seleccién del modelo: se evalla el nivel de significancia de la diferencia del

)

likelihood calculado para cada modelo, utilizando la prueba de likelihood ratio

test. En primer lugar se calcula:

G = 2 (ln LMLE - ln Lo)

Donde Ly es el likelihood de mayor valor entre los modelos estudiados y Lo es el
likelihood de la hip6tesis nula (M = 0). Una vez calculado G se realiza una prueba de chi cuadrado

con un grado de libertad.

Se desarrollaron un conjunto de funciones en R para paralelizar el funcionamiento de los
programas y automatizar estos pasos mencionados; la descripcion de las funciones se resume en el

cuadro 1.
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| \%\V é;\(/

s\\/ (iii)

Y

\v

Frecuencia

Linajes extras

Figura 2: Descripcién de la metodologia utilizada. EI primer paso (i) corresponde a proponer un modelo,
incluyendo coalescencia, una topologia y largo de ramas de un arbol de especies (S), una magnitud del
parametro M y un tiempo de ocurrencia. Entonces, se simulan H arboles de genes y se calcula el nimero de
linajes extras entre los arboles simulados y el arbol de especies S, obteniendo una distribucidn de linajes
extras esperados (paso ii). Finalmente, en el paso (iii), se cuenta el nimero de linajes extras del arbol de gen
real dentro del arbol de especies S y se compara con la distribucion obtenida en (ii). EI namero de arboles
simulados que coinciden exactamente con el mismo nimero de linajes extras obtenidos en el &rbol de gen g,
es igual a n. Entonces, h/H es aproximadamente la probabilidad de observar el nimero de linajes extras en los

datos reales dado el modelo (S, M).

Funcién

Uso

get.Imap

get.topo2ms

gf.code2ms

getTaxa2ms

ms
writePhylolmap

sptree.vs.genetrees

getLikelihood

Construccion de objeto “Imap”, describiendo la asociacion de individuos-especies.
Esto se realiza en el mismo formato requerido por *BEAST.

Toma un arbol de especies en formato newick (topologia y largo de ramas) y lo
traduce en la forma requerida por el programa ms. Esta funcién permite incluir
cualquier nimero de especies dadas. También permite corregir el largo de ramas para
los casos de loci haploides y uniparentales (como la mitocondria).

Toma una especificacion de nivel de flujo génico (pardmetro M, tiempo y especies
involucradas) provista por el usuario y lo traduce en los requerimientos de ms.

Toma una matriz de secuencias fasta y devuelve un vector conteniendo el nimero de
individuos por especies requerido por el programa ms. Esto resuelve el problema de
las entradas faltantes, contando el nimero de individuos por especie por matriz de
secuencias.

Ejecuta el programa ms.

Toma un Imap (en formato de *BEAST) y lo convierte en el formato requerido por
Phylonet.

Toma un conjunto de arboles de genes y un arbol de especie y ejecuta Phylonet para
contar el nimero de linajes extras. Devuelve un histograma de frecuencias.

Compara un arbol de gen dado con una distribucion dada de linajes extras esperados
y devuelve el logaritmo natural de la verosimilitud calculada.

Cuadro 1: Lista de funciones desarrolladas en R para permitir la automatizacion de la metodologia. Estas
funciones requieren instalar la libreria Analysis of Phylogenetics and Evolution (ape; Paradise et al. 2004).
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Evaluacion de la metodologia

Simulaciones. Para evaluar la precision del método en detectar hibridacion en presencia de
ILS, se realizaron un total de 25 andlisis replicados bajo diferentes escenarios y
combinaciones de loci (un total de 6.000 andlisis). El estudio de simulaciones incluyd dos
especies focales (A y B) y dos especies extras (C y D); notese que detectar flujo génico
entre especies hermanas representa un escenario mas complicado que el de especies mas
distantes. Se consideraron dos arboles de cuatro taxa, incluyendo uno simétrico y otro

asimétrico que se generaron usando Mesquite v2.74 (Maddison y Maddison 2010).

Se espera que desde las 5N, generaciones a lo largo del arbol de especies (aqui Ne es
el nimero de cromosomas), dos linajes coalescan (y entonces, los arboles de genes y el
arbol de especie sean congruentes). Por tal motivo se fijo el tiempo de divergencia de las
especies focales (A y B) en 0.66N,, 1.33N, y 2.66N,, para profundidades totales de 2N,
4N y 8N.. Estos escenarios representan condiciones mas y menos desafiantes,
respectivamente (Degnan y Rosenberg 2009). Las genealogias coalescentes fueron
generadas para cinco y diez individuos por especie para cada arbol de especie, usando el
programa ms (Hudson 2002), bajo un modelo de tamafio poblacional constante y no
recombinacion entre loci. Las secuencias de ADN se simularon con el programa Seq-Gen
(Rambaut y Grassly 1997) bajo un modelo HKY de substitucion de nucledtidos, con un
radio de transicion-transversion de 3,0, y una distribucién gamma 0,8, y la frecuencia de los
nucléotidos se especificoen A=0,3,C=0,2, T=0,3y G =0,2. Se generaron 500 pares de
bases con 6 = 0,01. Los arboles de genes fueron reconstruidos utilizando el método de

distancia neighbor-joining implementado en PAUP v4 (Swofford 2002).

Se simulé un modelo estrictamente coalescente (M = 0), asi como también
diferentes magnitudes del parametro migracion entre las especies focales (A y B),
correspondientes a M = 0.5, 1, 2 y 5 de A hacia B, describiendo mayor y menor tasa de
flujo génico entre especies. Se simularon eventos recientes de migracion, correspondientes
a tiempos 0,1, 0,25 y 0,5 en unidades coalescentes, desde los terminales al pasado, para los
tiempos totales 2, 4 y 8N, respectivamente. Se generaron matrices de datos combinados en

cinco, diez, 20 y 30 loci.
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Los datos simulados se analizaron siguiendo los pasos listados en la Fig. 2. Para
cada uno de estos, se evaluo la verosimilitud de un total de cinco modelos diferentes,
considerando M =0, 0.5, 1, 2 y 5. Ya que el interés se basa en detectar flujo génico entre
especies cuando esta presente, cualquier magnitud de M estimada se considera un resultado
satisfactorio.

Datos reales. Se analiz6 un conjunto de datos reales para evaluar el funcionamiento de la
metodologia para detectar flujo génico. Se utilizé la matriz publicada por Olave et al. (2011) que
corresponde a lagartijas argentinas (Liolaemus gracilis y L. bibronii). Para estas especies se detectd
hibridacion utilizando tres genes nucleares y dos mitocondriales, ademas de datos mofol6gicos en
un marco filogeografico integral. Se estimaron dos posibles valores para M = 1.7 y 2.64 y se
demuestra a continuacion que es posible detectar hibridacién usando esta metodologia, con un

conjunto modesto de datos reales.

Se estimo un érbol de especies utilizando el programa *BEAST v1.6.2 (Heled y Drummond
2010), usando cinco loci (dos mitocondriales y tres nucleares) y 16 individuos de L. bibronii y 18
de L. gracilis, ademas de tres especies utilizadas como grupos externos. El analisis se corrio por 100
millones de generaciones, muestreando la estimacion de los parametros cada 10.000 generaciones
(burnin 10%). Se diagnosticé la convergencia por observacion de valores de ESS de los parametros
mayores a 200. Esta estimacién provee cuatro arboles de genes (los loci mitocondriales estiman el
mismo &rbol de gen). Dado que se incluyen individuos hibridos en la estimacién de éarboles de
especies, se espera que el largo de ramas de L. gracilis y L. bibronii sea subestimado (Leaché et al.
2014). Esto es debido a que *BEAST asume que toda la discordancia de los arboles de genes es
debido solamente a coalescencias profundas y flujo génico post-divergencia, conlleva una
subestimacion de los tiempos de divergencia. Por lo tanto, se evalué el impacto de usar una matriz
completa (i.e. incluyendo muestras hibridas), y los efectos de remover las especies de las muestras
asumidas como hibridas (i.e. muestras con mitocondria introgresada) para la estimacion de arboles

de especies.

El largo de las ramas del &rbol de especies estimado fue convertido a unidades coalescentes

usando el programa ms (largo de ramas de ms = 4N, generaciones). Esto se consiguié multiplicando

el largo de las ramas por el parametro poblacional % (6 = 4N,p; donde p es la tasa de mutacion) para

. . . T 4 cre_ 2
los genes nucleares simulados, y para los genes mitocondriales se multiplicé por o Se utilizo el
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programa Lamarc v2.1.8 (Kuhner 2006) para estimar los valores de 6 en una inferencia Bayesiana
de 31.000 pasos de MCMC, con burnin del 10%. Se diagnosticd convergencia por los valores de
ESS > 200.

Se compard la verosimilitud de siete y nueve modelos diferentes para la matriz completa y
sin hibridos, respectivamente. Se incluyd la combinacion de pardmetros M = 0, 1,7 y 2,64 y los
tiempos de migracién t = 0,01, 0,02, y 0,04N, para el caso de la matriz completa (divergencia del
grupo focal estimada en 0,08N,; 6 = 0,020639) y t = 0,01, 0,25, 0,5, y 0,75 para el caso de la matriz
sin hibridos (divergencia del grupo focal estimada en 1N; 6 = 0,0212).

El modelo fue seleccionado utilizando la prueba de likelihood ratio test. Para inferir la
distribucion de linajes extras de cada modelo se simularon 10.000 arboles de genes. Ademas se
simularon distribuciones independientes para cada locus, para prevenir errores de estimaciones
dadas entradas faltantes (esto no fue necesario en el estudio de simulaciones, ya que no habia datos

faltantes).

Resultados

Inferencia de los linajes extras esperados

Se siguieron los pasos (i) y (ii) descriptos en la Fig. 2 y se generaron los graficos de
densidades basados en 10.000 arboles de genes simulados. Las Fig. 3 y 4 muestran los resultados
obtenidos para el arbol asimétrico y simétrico, respectivamente. Estos graficos muestran que el
numero esperado de linajes extras para cada modelo estudiado. Los gréaficos de densidad para los
arboles simétrico y asimétricos son muy similares, con una pequefia desviacion que incrementa el

namero de linajes extras esperados en el caso del arbol simétrico.

Como es esperado, los gréficos de densidad muestran que al aumentar el largo total del
arbol (de 2 a 8N,), se disminuy0 la varianza. Este patron también se observo al decrecer el nimero
de individuos de cinco a diez por especie. Asimismo, al disminuir la profundidad total del arbol (de
8 a 2N.), la curva de la distribucion se convirtié en una similar a la normal, y por otro lado,
incrementar el pardmetro M, resulté en una desviacion de la distribucion y desplazamiento en el eje
X, lo que increment6 la media y la varianza. Incrementar el nimero de individuos de cinco a diez

tuvo un impacto incipiente cuando el nivel de ILS es bajo (escenario con &rboles de largo total
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>4N,) y para el caso del parametro M = 5 mostré una clara separacion entre las curvas

representando cinco y diez individuos.
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Figura 3: Gréaficos de densidad de la distribucién de linajes extras para el arbol asimétrico, obtenidos a
partir de 10.000 arboles simulados. El eje x corresponde al nimero de linajes extras, el eje y corresponde a la
densidad de muestras. Las diferentes profundidades del arbol se muestran en las columnas (t.d.) y los
diferentes valores de M se muestran en las filas. Las matrices de cinco individuos por especie se muestran en
lineas continuas y de diez individuos en lineas punteadas. Las lineas verticales corresponden a las medias
calculadas para cada distribucion.

Precision en detectar hibridacion

Simulaciones. Los resultados de las simulaciones se representan en las Figuras 4 (arbol asimétrico)
y 5 (arbol simétrico). Los resultados para ambos arboles son similares, siendo el caso del arbol

asimétrico algo mejor para el caso del escenario mas desafiante (= 0,66N,; M = 1).

En las condiciones modeladas con gran impacto de ILS (= 0,66N.) y valores de los
parametros bajos (0,5 < M < 1), detectar flujo génico cuando esta presente, fue mas sencillo con
matrices mas grandes incluyendo 30 loci. Con mayores valores de M (>2), de diez individuos por
especie y cinco loci fueron suficientes para obtener buenos resultados en >90% de los casos (Fig. 4
y 5).
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Figura 4: Gréaficos de densidad de la distribucidn de linajes extras para el arbol simétrico, obtenidos a partir de
10.000 arboles simulados. El eje x corresponde al nimero de linajes extras, el eje y corresponde a la densidad
de muestras. Las diferentes profundidades del arbol se muestran en las columnas (t.d.) y los diferentes valores
de M se muestran en las filas. Las matrices de cinco individuos por especie se muestran en lineas continuas y
de diez individuos en lineas punteadas. Las lineas verticales corresponden a las medias calculadas para cada
distribucion.

Bajo escenarios mas favorables (>1,33N,), se encontr6 que la sefial de flujo génico puede
ser detectada para >90% de los anélisis que se replicaron para este estudio, incluyendo bajos valores
de M (=0,5), y que estos resultados se mantuvieron para las matrices mas chicas de cinco loci y

cinco individuos por especie.

Datos reales. La Tabla 1 muestra los valores de verosimilitud y los resultados de la prueba de
likelihood ratio test para los datos reales de L. gracilis y L. bibronii. EI método recuper6 M > 0
como el resultado mé&s probable para ambos casos de matriz completa y sin hibridos. EI modelo
seleccionado para el caso de la matriz completa fue M =2,64yt=0,01,yM =17y t=0,01 para el

caso de la matriz sin hibridos.
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Figura 5: Frecuencia de los resultados exitosos entre los 25 analisis replicados por cada escenario estudiado,
para el caso del arbol asimétrico. El eje x corresponde al nimero de loci utilizando y el eje y a la proporcion
de resultados exitosos. Diferentes valores de divergencia de las especies focales y de profundidad total del
arbol (t.d.) se muestran en las columnas, y los diferentes valores para M se muestran en las filas. Matrices de
cinco individuos por especie se muestran en lineas continuas y de diez individuos por especie en lineas
punteadas.

Discusion
Precision, limitaciones y direcciones futuras
El método nuevo propuesto en este capitulo mostr6 muy buen funcionamiento en detectar

flujo génico. En general, se demostrd que un matriz modesta de un pequefio nimero de individuos

por especie y cinco loci fueron suficientes para detectar hibridacion (Figs. 5y 6).

Resultd evidente que detectar valores pequefios del pardmetro M se vuelve un escenario
maés desafiante cuando el impacto de ILS es mayor (al reducir la profundidad del arbol [t.d.]; Figs. 5
y 6), pero es posible obtener buenos resultados al incluir matrices mas grandes (diez individuos por
especie, diez loci). En escenarios mas favorables de 2,66N,, cinco individuos y cinco loci fueron

suficientes para detectar M > 0 cuando esté presente, en >90% de los andlisis replicados (Figs. 5y
53

0)

M=1) (M=0.5) M

M=2)

(M=5)



Tesis de doctorado - Melisa Olave
Capitulo 3 “Nuevo método para detectar hibridacién estimando la verosimilitud de un conjunto de arboles de
genes observados dado un modelo”

6). EI método mostré su menor capacidad para los casos del arbol simétrico, probablemente dado

que la varianza del numero de linajes extras fue un poco mayor (Fig. 4). A pesar de que la

divergencia entre las especies focales A y B se mantuvo igual en ambos arboles (simétrico y

asimétrico), la divergencia de las especies no focales fueron diferentes. La topologia del arbol

asimétrico es (D + (C + (A + B))), mientras que la topologia del arbol simétrico es ((C + D) + (A +

B)). La divergencia de C y D ocurre mas recientemente en el tiempo en el arbol simétrico, lo que

incrementa la probabilidad de ILS, dando lugar a un escenario un poco mas desafiante. Estos

resultados sugieren que incrementar el nimero de especies no focales puede disminuir la eficacia

del método, por lo que se recomienda restringir el nimero de grupos externos.
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Figura 6: Frecuencia de los resultados exitosos entre los 25 andlisis replicados por cada escenario estudiado,
para el caso del arbol simétrico. El eje x corresponde al nimero de loci utilizando y el eje y a la proporcion de
resultados exitosos. Diferentes valores de divergencia de las especies focales y de profundidad total del arbol

(t.d.) se muestran en las columnas y los diferentes valores para M se muestran en las filas. Matrices de cinco

individuos por especie se muestran en lineas continuas y de diez individuos por especie en lineas punteadas.

54

(M=0)

0.5)

M

=1)

2)

M

(M=5)



Tesis de doctorado - Melisa Olave
Capitulo 3 “Nuevo método para detectar hibridacién estimando la verosimilitud de un conjunto de arboles de
genes observados dado un modelo”

Matriz M t In verosimilitud
Completa 0 - -29.5300
17 0,01 -13,3850
0,02 -14,0253
0,04 -15,6835
2,64 0,01 -12,2532
0,02 -12,4610
0,04 -13,8941
Likelihood ratio test: 4,1465 x10°
Sin hibridos 0 -

-46,8811
1,7 0,01 -10,8451
0,25 -26,1016

0,50 -30,5512
0,75 -46,1574

2,64 0,01 -12,1573
0,25 -25,8643
0,50 -28,5602
0,75 -45,9541

Likelihood ratio test: 2,0749 x10™
Tabla 1: Resultados del analisis de datos reales.

Los resultados del andlisis de datos reales, detectaron hibridacion entre L. gracilis y L.
bibronii. La estimacion del parametro M revelé dos posibles valores dependiendo de la matriz
utilizada (completa = 2,64 y sin hibridos = 1,7). Si bien se encontré discordancia en la estimacion

de M, el método detectd exitosamente M > 0 utilizando ambas matrices.

Buckley et al. (2006) propuso un método que contempla la discordancia de arboles de
genes, dados modelos estrictamente coalescentes. Este modelo asume que violar la hip6tesis nula de
los valores esperados, indica hibridacién. Este método es similar al propuesto por Joly et al. (2009),
que estima y compara distancias genéticas de secuencias de dos especies con la prediccion de un
modelo estrictamente coalescente. En este caso, las desviaciones de la hipdtesis nula también son

atribuidas a flujo génico.

Un método que ha ganado popularidad es el algoritmo de ABBA/BABA, el cual busca
excesos de variantes compartidas derivadas (Green et al. 2010). Para ello, considera un alelo

ancestral “A” y uno derivado “B”, y basado en la prediccion de que dos SNPs particulares,
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denominados “ABBA” y “BABA”, deberian tener potencialmente la misma frecuencia bajo un
escenario de ILS sin flujo génico, un exceso de ABBA es interpretado como una sefial de flujo
génico. Este método es computacionalmente eficiente y constituye una manera Gtil de analizar datos
gendmicos. Sin embargo, como no se pone a prueba explicitamente flujo génico, el método fue
criticado por Martin et al. (2013) bajo el argumento de que un exceso de variantes compartidas

derivadas puede darse por efecto de estructuracion poblacional.

En este capitulo se propone una nueva perspectiva, incluyendo: (i) usar el concepto de
linajes extras como una forma de medir la discordancia entre arboles de genes, dado ILS y flujo
génico, (ii) calcular la verosimilitud de los arboles de genes reales dado un modelo, y (iii)
seleccionar el mejor modelo usando la prueba de likelihood ratio test. También se provee un
conjunto de funciones escritas en lenguaje de R para automatizar el proceso de simulaciones y

evaluacion de las hip6tesis (cuadro 1).

Mesquite (Maddison y Maddison 2010) es un programa muy utilizado en biologia
evolutiva, que permite simular, estimar el nimero de linajes extras y devolver un histograma de
frecuencia de los linajes extras esperados. Es decir, este programa permite realizar la mayor parte de
los pasos realizados por las funciones de R desarrolladas aqui. Sin embargo, la combinacion de ms
y Phylonet paralelizados permiten arribar a resultados de manera mucho mas rapida y eficiente que
Mesquite. Este avance provee la opcion de evaluar mayor nimero de modelos y simular mayor

cantidad de arboles para mejorar la precision de la estimacion de las distribuciones.

La metodologia presentada en este capitulo presenta importantes ventajas, pero también se
detectaron ciertas limitaciones. Por ejemplo, si bien la topologia del arbol de especie puede poner a
prueba para modelos diferentes, el arbol de especies hibridas que se utilizé aqui se asumié como
una topologia conocida. Esto constituye un aspecto importante para el método, porque estimar un
arbol de especies incluyendo muestras hibridas con los programas disponibles tiene un impacto
importante en el largo de las ramas y la topologia (ver Leaché et al. 2014). Aungue este método se
detect6 como robusto a las violaciones de este supuesto (resultados reales; Tabla 1), esto sigue
siendo una desventaja. Estimar un arbol de especies al mismo tiempo que estimar el pardmetro M
seria un punto importante para desarrollar, pero también involucra un problema complicado de
resolver ya que implica explorar un espacio de posibilidades filogenéticas para maximizar la
verosimilitud. Por ahora, se observa que el método es prometedor en este punto, donde las
simulaciones mostraron muy buen funcionamiento, es facil de implementar y al tomar arboles de

genes como archivos de ingreso, funciona rapido.
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A partir de este capitulo surgen nuevas preguntas, sugiriendo la necesidad de continuar
explorando el funcionamiento del método. Por ejemplo, es esperable que si el flujo génico ocurri6
maés distantemente en el tiempo de divergencia de las especies, sea mas sencillo detectar M > 0.
Seria interesante evaluar que tan atras en el tiempo puede haber ocurrido algin evento de flujo
génico y tener capacidad de detectarlo. Por otro lado, pueden evaluarse modelos mas complejos,
como por ejemplo cambios en el N, a lo largo del tiempo, combinados con flujo génico. Esto seria
algo importante de evaluar, dado que cambios en el N, afectan el nimero esperado de linajes extras.
Sin embargo, modelos mas complejos incluyendo cambios en el N, y M pueden oscurecer los
resultados, porque se esperan los mismos patrones dada la interaccion de ambos parametros:
incrementar tanto N, como M resultard en mayor impacto de ILS, haciendo complicada la distincion
entre ambos procesos. También puede explorarse el efecto de agregar mas especies que hibriden.
Para este caso, se predice que serd mas sencillo detectar al menos un M > 0, pero alnnecesita ser

explorada la precision en detectar maltiples especies hibridando.

Linajes extras y flujo génico

El termino “coalescencias profundas” fue introducido por Maddison (1997) como
equivalente a ILS, para referirse a la coalescencia de dos alelos mas atras en el tiempo comparado
con el evento del especiacion. Maddison sugirié que el costo de coalescencias profundas puede ser
cuantificado por el nimero de linajes extras, e introdujo la idea de un arbol filogenético que
minimice el nimero de linajes extras si la fuente de discordancia es se atribuye exclusivamente a
coalescencias profundas. Posteriormente Than y Nahkleh (2009) desarrollaron un algoritmo capaz
de contar los linajes extras e inferir una filogenia al minimizar el nimero de coalescencias
profundas (minimizing deep coalescences, MDC), implementado en el paquete Phylonet (ver
también Zhang 2011 para otro algoritmo). Entre otras aplicaciones, contar el nimero de linajes
extras permitio poner a prueba diferentes modelos, y explicar la evolucién de diferentes organismos

atribuyendo la fuente de variacion a ILS (e.g. capitulo 2; Knowles et al. 2007).

Hasta el momento, contar el nimero de linajes extras ha sido atribuido a coalescencias
profundas. En este capitulo, se demostr6 que también es una forma util de inferir la discordancia de
arboles de genes esperada por la combinacion de ILS y flujo génico. Esto es posible porque incluir
flujo génico en el modelo resulta en un incremento en el nimero de linajes extras que se cuentan
(Figs. 3 y 4), y provee una perspectiva nueva al asumir el nimero de linajes extras no sélo
estrictamente como una funcidn de las coalescencias profundas.
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Los conflictos entre arboles de genes son usualmente vistos como obstaculos en estudios
evolutivos, pero perspectivas nuevas sugieren que el conflicto de los arboles de genes provee una
oportunidad de obtener informacion de los procesos que modelaron los genomas de los organismos
(Degnan y Rosenberg 2009). Muchos estudios han usado el conflicto entre genealogias de genes
para inferir pardmetros poblacionales ancestrales, como el tamafio poblacional y los tiempos de
divergencia (Meng y Kubatko 2009; Than et al. 2006), y para examinar el proceso de divergencia
de las especies (Ebersberger et al. 2007; Innan y Watanabe 2006). Sin embargo, muchos programas
atribuyen la discordancia de arboles de genes a ILS, e incorporar otros procesos posibles constituye
un desafio en biologia evolutiva. Ademas, detectar hibridacion tiene implicancias importantes en el
disefio de planes de conservacion, asi también como para ayudar a entender el origen y
mantenimiento de la variacion genética de las especies en un marco evolutivo integral (Knowles
2009).
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Introduccion

Desde hace varias décadas, las lagartijas han sido consideradas organismos modelo de
estudio en ecologia y evolucion, y mas recientemente también se las ha considerado como
organismos modelo para estudios de filogeografia y de especiacién (revisados en Camargo et al.
2010). En particular, el género Liolaemus ha sido foco de numerosos estudios realizados en estas
disciplinas en la ultima década; algunos de los cuales han detectado una variedad de procesos
evolutivos muy interesantes, como los son la division de linaje incompleta (incomplete lineage
sorting, [ILS]) entre especies cercanamente relacionadas (Morando et al. 2004; 2007; Avila et al.
2006; Breitman et al. 2011; Camargo et al. 2012; Medina et al. 2013), asi como también entre los
principales clados dentro de uno de los subgéneros (Eulaemus, capitulo 2). Para este ultimo caso,
en el capitulo 2 se demostro, a través del estudio utilizando modelos explicitos y simulaciones,
que el escenario evolutivo con mayor apoyo estadistico por los multiples loci estudiados,
corresponde a dos eventos de radiaciones de linajes simultaneos (datados hace 10.14 ma y 5.48

ma).

Ademas, un proceso evolutivo muy interesante, como lo es la hibridacion interespecifica,
se ha demostrado entre las especies L. gracilis y L. bibronii a partir de estudios multilocus y
morfoldgico en un marco filogeogréafico integral (Olave et al. 2011; capitulo 3). Este proceso
también fue sugerido para muchos otros grupos (Morando et al. 2004; Breitman et al. 2011;
Medina et al. 2013; Olave et al. 2014), incluyendo los complejos de especies boulengeri y rothi,
para los cuales Avila et al. (2006) reportaron extensa parafilia mitocondrial. Para este Gltimo
caso, también Abdala (2007) recuperd parafilia entre ambos complejos basado en caracteres
morfoldgicos. Por otro lado, también en el capitulo 1 se observé extensa parafilia en el arbol de
especies (Fig. 8 del capitulo 1), lo que llev6 a sugerir estudios mas detallados acerca de las

posibles causas de esta discordancia.

La hibridacion es una explicacion posible para el conflicto de &rboles de genes con
respecto al arbol de especies (Maddison 1997; Funk y Omland 2003), pero para el caso de
especies cercanamente relacionadas, como es el caso de los grupos dentro de Liolaemus, el
proceso de ILS (también conocido como coalescencias profundas; Maddison 1997) también es
una explicacion plausible. Distinguir entre estos dos procesos constituye un desafio, dado que se
esperan patrones similares. En principio, se pueden realizar algunas observaciones cualitativas al

contemplar el arbol de gen mitocondrial, ya que su naturaleza haploide y estrictamente materna,
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lleva a que su tamafio poblacional sea cuatro veces menor que un locus nuclear. Entonces, el
genoma mitocondrial tiene una probabilidad menor de sufrir los efectos de ILS, relativo a un gen
nuclear (Funk y Omland 2003). Por esto, si se observa introgresion de haplotipos mitocondriales
se plantea la idea de una posible hibridacion, sea actual o antigua. Sin embargo, estas
observaciones no son concluyentes, y es necesario evaluar estadisticamente la validez de estas
hipotesis. Por ello, en el capitulo 3 se describi6 una metodologia nueva para evaluar la
probabilidad de flujo génico interespecifico. EI método consiste en proponer y evaluar un
conjunto de modelos diferentes, incluyendo topologia de un arbol de especies, largo de las ramas,
y un pardmetro M, describiendo un evento de flujo génico. EI método se basa en calcular la
verosimilitud de diferentes modelos propuestos, y utilizar la prueba de likelihood ratio test para
determinar la significancia de la diferencia de la verosimilitud de los modelos estudiados.

En este capitulo se expandio la matriz empleada por Avila et al. (2006), quien hipotetiz6
hibridacion entre los complejos boulengeri y rothi como posible explicacion para la introgresion
mitocondrial, y se implementd el método descripto en el capitulo 3, para poner a prueba con
modelos explicitos la hipdtesis de hibridacién propuesta para estos complejos. Se incluyeron un
total de 14 loci y 127 individuos representando todas las especies descriptas de ambos complejos
(n = 11). La elaboracion de este capitulo, permitié incluir una discusion acerca del rol de la

hibridacion en el género Liolaemus.

Materiales y métodos

Trabajo de campo

Se incluyeron un total de 127 individuos representando todas las especies descriptas de
los complejos boulengeri y rothi (complejo boulengeri: L. boulengeri, L. senguer, L. inacayali, L.
telsen, L. tehuelche; complejo rothi: L. sagei, L. hermannunezi, L. tromen, L. sitesi, L. loboi, L.
rothi), colectados principalmente en Argentina, con un pequefio nimero de Chile (Fig. 1). Los
especimenes fueron colectados a mano o con el uso de horquetas, sacrificados con inyeccion
pericardica de tiopenthal sodico Abbot®/Pentovet®, diseccionados para extraer muestras de
higado o musculo para el estudio molecular, fijados con 10-20% de formadeldehido, y
posteriormente transferidos a etanol al 70%. Las muestras de tejidos estan conservadas en freezer
con 96% de etanol. Los especimenes voucher se encuentran depositados en la coleccion

herpetolégica LJAMM-CNP del Centro Nacional Patagénico, Puerto Madryn, Argentina
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(CENPAT-CONICET, http://www.cenpat.edu.ar/nuevo/colecciones03.html), y en el museo Bean

Life Science, Brigham Young University (BYU;
http://mlbean.byu.edu/ResearchCollections/Collections/ReptilesandAmphibians.aspx) (Apéndice
B).

Trabajo de laboratorio

Se secuenciaron dos genes mitocondriales (cit-b y 12S), cuatro an6nimos nucleares
(ANL: A1D; A4B; A9C y A12D) y ocho loci codificantes de proteinas (NPCL: EXPH5, KIF24,
MXRAS5, DNAH3, PRLR, PNN, SNCAIP, CMOS), un total de 14 genes (10.049 bp). La
amplificacion se realiz6 segun los pasos descriptos en el capitulo 1. Las secuencias fueron
editadas usando el programa Sequencher v4.8. ("™MGene Codes Corporation Inc. 2007) y alineadas
usando el programa MAFFT (Katoh et al. 2002). Los genes codificantes de proteinas fueron
traducidos a aminoacidos para corroborar que no existan errores de codones. Para los genes
nucleares se descarté recombinacion, usando el programa RDP (Martin y Rybicki 2000; Heath et
al. 2006).

Inferencia del arbol mitocondrial

Se reconstruyd un arbol mitocondrial incluyendo 127 individuos, usando el programa
BEAST 1.6.2 (Heled y Drummond 2010). Se corrié un analisis de 10 x 10° generaciones de
MCMC, muestreando la estimacién de los parametros cada 1.000 generaciones (burnin 10%). La

convergencia se diagnostico con la observacion de los valores ESS mayores a 200.

Inferencia del arbol filogenético

En el analisis de arbol de especies se incluyeron como candidatos a hibridos las cuatro
especies en las cuales se detectd parafilia mitocondrial. Estas especies son L. rothi, L. boulengeri,
L. telsen and L. tehuelche (ver hipoétesis filogeograficas en la seccidn de resultados). Este arbol de
especies fue utilizado como modelo en la puesta a prueba de la hipdtesis de hibridacion. La
restriccion de grupos no focales se determiné dada la recomendacion descripta en el capitulo 3 de
no incluir demasiadas grupos externos, a fin de mejorar la precision del método. Dado que la
hibridacion puede llevar a inferencias topolégicas erroneas (Leaché et al. 2014); se eliminaron los
posibles hibridos con mitocondria introgresada (de la especie L. rothi), para evitar errores
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potenciales en la inferencia del arbol de especie. De todas maneras, se mantuvo un buen nimero
de representantes de la especie (= 34), lo cual resulta satisfactorio para el funcionamiento de
*BEAST. Se utilizaron los 14 loci para realizar la inferencia con *BEAST (Heled y Drummond
2010) por 500 x 10° generaciones de MCMC y muestreando la estimacion de los parametros cada
10.000 generaciones (burnin 10%). La convergencia fue diagnosticada por la observacion de la

valores de ESS de los pardmetros mayor a 200.

Hipotesis de hibridacion
Para poner a prueba la hipotesis de hibridacion se siguieron los pasos listados en el

capitulo 3. Se emplearon 13 arboles de genes (cit-b y 12S fueron usados para reconstruir el
mismo arbol génico) y 93 muestras de L. rothi, L. boulengeri, L. telsen and L. tehuelche.

Construccion del modelo. Se evaluaron un total de diez modelos, ilustrado en la Fig. 1. Se
corrigio el largo de ramas resultado de *BEAST multiplicando por 1/ 6 (8 = 4Ngu; N, donde N
es el tamafio poblacional efectivo y p la tasa de mutacion), para el caso de los genes nucleares, y
por 4/ 6 para el caso del arbol mitocondrial. Para estimar 0, se utiliz6 el programa Lamarc v2.1.8
(Kuhner 2006), con una inferencia Bayesiana de 31.000 pasos de MCMC (burnin 10%). Se

diagnosticd la convergencia con la observacion de valores de ESS mayores a 200.

L. boulengeri
L. tehuelche

L. telsen
L. rothi

tiempo

Figura 1: llustracion del modelo general que describe la topologia y los parametros de flujo génico
(M1, M, y M3). La topologia y el largo de las ramas son constantes en los diferentes modelos, y los

parametros de migracion varianen M;=0, 1, 2, 3,4y 5.

Se emplearon tres parametros M (M, M, M3), como se muestra en la Fig. 1. EI modelo
mas simple corresponde a M, M, M3 = 0 (estrictamente coalescente); y modelos més complejos
corresponden a My y M, =1; 2; 3; 4; 5, y dejando My y M, = 0y M3 = 2; 4. Por lo tanto, se
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evaluaron un total de diez modelos con diferentes valores de flujo génico para los taxa: 1-L. rothi
y L. tehuelche; 2-L. rothi y el ancestro comdn de L. boulengeri + L. telsen; 3-L. rothi y el
ancestro comun de L. tehuelche, L. boulengeri + L. telsen (ver hipoétesis filogeograficas de las

seccion de resultados).

Inferencia de la distribucion de linajes extra esperados. Se utiliz6 el programa ms (Hudson 2002)
para simular 10.000 &rboles de genes por locus para inferir la distribucion de linajes extra dado el
modelo propuesto. Se utilizo el programa Phylonet (Than y Nahkleh 2009) para contar los linajes

extra.

Seleccion del modelo. Se realiz6 una prueba de likelihood ratio test entre el modelo que maximiza
la verosimilitud versus la hipotesis nula (M, M,, M3 = 0).

Estimacion del tiempo de hibridacion

Si la parafilia mitocondrial observada resulta de hibridacion, datar los tiempos de
coalescencia de la mitocondria podria ayudar a aproximar la ocurrencia de hibridacion. Se espera
que esta estimacion resulte en datar la coalescencia mas profunda en tiempo de la ocurrencia del
evento de hibridacion (ver Edwards y Beerli 2000). Sin embargo, esto puede ser interpretado

como el tiempo mas antiguo posible para la introgresion mitocondrial.

Entonces, se tomaron como prior las tasas de sustitucion estimadas para los genes
mitocondriales en el capitulo 1, y se utiliz6 BEAST 1.6.2 y un reloj estricto para cada region
mitocondrial independiente, estimada usando una distribucién gamma. Para el caso de 12S el
valor inicial se calibr6 en 0,006339; shape = 1; scale = 0,009, lo que lleva a una mediana
aproximada de 0,006339. Para el caso de cit-b se calibr6é un valor inicial de 0,019355; shape = 1;
scale = 0,0174, lo que lleva a una mediana aproximada a 0,019355. Se utiliz6 el proceso Yule
como prior del modelo, se corri6 un andlisis de 100 x10° generaciones de MCMC, y se
muestrearon parametros cada 10.000 intervalos (burnin 10%). Se diagnosticé convergencia por la

observacion de valores de ESS > 200.

Comparaciones morfolégicas

Se comparé la morfologia de los individuos que mostraron parafilia mitocondrial con
respecto al resto de las especies. Se colectaron datos morfol6gicos para un total de 118 muestras

(18 individuos of L. boulengeri, nueve de L. telsen, 23 de L. tehuelche y 68 de L. rothi). Dados
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los resultados del arbol mitocondrial (Fig. 2), se separaron los individuos de L. rothi que
mostraron parafilia mitocondrial en dos grupos: i.mt (i) y i.mt (ii). Los individuos del grupo i.mt
(i) corresponden a los taxa recuperados como hermanos a L. telsen y L. boulengeri, y los del

grupo i.mt (ii) corresponden a los taxa recuperados como hermanos a L. tehuelche.

Se incluyeron diez variables morfométricas: largo hocico-cloaca (snout-vent length, SLV,
distancia desde la nariz al margen posterior de las escamas precloacales), distancia axila-ingle
(axila-groin distance, AGD, distancia entre la insercién de la extremidad anterior y el torax, hasta
la parte frontal del inicio de la extremidad posterior), largo de la mano (hand length, HaL,
distancia entre la base de la palma y la parte terminal del tercer digito), largo del radio (radius-
ulna length, RUL, distancia entre la mano y codo), largo del himero (humerus length, HL,
distancia entre el final del radio y el hombro), largo del pie (foot length, FoL, distancia entre la
base del talon y la base del final del cuarto digito), largo de la tibia (tibio-fibula length, TFL,
medido desde la rodilla hasta el &ngulo interno con el pie), largo del fémur (femur length, FL,
desde la rodilla hasta la insercion en la pelvis) y distancia entre rodillas (knee-knee distance,

KKD, distancia entre las rodillas en angulo recto con el abdomen).

También se incluyeron variables de patrones de coloracién: linea vertebral de melanismo
(vertebral line melanism, VLM, forma de las manchas dorsales), nimero de manchas a la
izquierda de la linea vertebral (number of spots at the left vertebral line, NSLVL), nimero de
manchas a la derecha de la linea (vertebral number of spots at the right vertebral line, NSRVL),
presencia de mancha blanca debajo de las manchas de VLM (resence of a white spot below VLM
spots, PWSVL), melanismo paraventral (paraventral melanism, PVM), nimero de manchas
paraventrales izquierdas (number of left paraventral spots, NLPS), presencia de mancha blanca
debajo de las manchas PVM (presence of a white spot below PVM spots, PWSPL), presencia de
linea media (mean line, ML, entre MLV y MPV), melanismo escapular (scapular melanism, SM,
manchas a los lados del cuerpo entre el cuello y los hombros), melanismo gular (gular melanism,
GM), melanismo ventral (ventral melanism, VM), color ventral (ventral color, VC), melanismo

anterior (forelimb melanism, FM), melanismo posterior (hindlimb melanism, HM).

Para evaluar las diferencias en morfologia se utiliz6 el programa Infostat y se calcularon
los estadisticos resumen de cada grupo de variables. Se realizaron pruebas multivariadas para los
caracteres cuantitativos. En primer lugar se realizo un MANOVA y contrastes de Hotteling, y
posteriormente un andlisis discriminante. Para las variables cualitativas, se utiliz6 el programa R,
siguiendo a Escudero et al. (2012), se realizaron pruebas de chi cuadrado de Pearson con 5.000

permutaciones de Markov, posterior a construir tablas de contingencia.
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Resultados

Hipétesis filogeograficas

La Figura 2 ilustra el arbol mitocondrial inferido. Se recuperaron dos clados principales
con alto soporte: el complejo boulengeri y el complejo rothi. La mayoria de las 11 especies se
recuperaron como monofiléticas, pero L. rothi fue recuperado como polifilético, anidado dentro
del complejo boulengeri. Un linaje mitocondrial se encuentra conformado por 15 individuos
dentro de un clado no resuelto con L. telsen y L. boulengeri, y anidado dentro de L. telsen se
recuper6 un individuo de L. rothi. También seis muestras de L. rothi fueron recuperadas como

clado hermano de L. tehuelche, mas dos individuos de L. rothi anidados dentro de L. tehuelche.
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Figura 2: arbol mitocondrial de los complejos boulengeri y rothi (127 taxa, 2 loci mitocondriales). Se
identifica con cuadrados verdes los individuos morfolégicamente identificados como L. rothi dentro de L.

telsen y L. boulengeri, y los individuos hermanos a L. tehuelche con rombos de bordes verdes.

Las seis especies del complejo rothi estan completamente resueltas y todos los nodos
altamente soportados con excepcion del clado (L. loboi + L. sitesi). Un grupo de 34 ejemplares de
L. rothi fueron recuperados como grupo hermano de L. sagei, con alto soporte (Fig. 2). En
resumen, el &rbol mitocondrial recupera los individuos de morfologia L. rothi en cinco nodos; la
mayoria de los individuos fue recuperado como un grupo dentro del complejo rothi, y los

restantes 22 individuos anidados dentro del complejo boulengeri.
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La Figura 3 muestra el solapamiento de las distribuciones geograficas de L. rothi, L.
telsen, L. tehuelche y L. boulengeri. En particular, L. rothi tiene la distribucion mas grande y se
superpone con L. tehuelche en el noroeste de su rango, con L. boulengeri en el centro-oeste y con
L. telsen hacia el este. Los individuos de L. rothi que exhiben la mitocondria relacionada con el
complejo boulengeri fueron colectados a lo largo de diferentes puntos de la distribucién de L.
rothi. Esta distribucion parapétrica asociada con los haplotipos mitocondriales mezclados,
sugieren reciente hibridacion como una hip6tesis plausible. Especificamente, los patrones
observados sugieren que la introgresién mitocondrial puede haber ocurrido entre L. rothi y L.
boulengeri, L. telsen y L. tehuelche.

Los tiempos de divergencia estimados (Fig. 2) proveen valores cercanos para la
coalescencia de la mitocondria en ambos casos para la parafilia observada. La estimacion de la
coalescencia de la mitocondria de L. rothi con L. telsen y L. boulengeri fue datada en 1.09 ma
(HPD: 0.23 — 3.16); y con L. tehuelche en 0.82 ma (HPD: 0.15-2.27).

Entonces, las hipétesis que se plantean evaluar correspondientes a la Fig. 1 son:
Ho: Toda la discordancia de arboles de genes se debe a ILS (M3 =0).
H;: Flujo génico entre L. rothi y L. tehuelche (M; > 0).
H,: Flujo génico entre L. rothi y el ancestro comin de (L. boulengeri + L. telsen) (M, > 0).
Hs: Una combinacion de H; y H,, con M; >0y M, > 0.

H,4: Flujo génico entre L. rothi y el ancestro comin de L. tehuelche, L. telsen y L. boulengeri, con
M; > 0.
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Figura 3: Mapa de distribucidn de las especies focales en la prueba de hibridacion. La distribucién
solapada entre L. rothi y L. tehuelche, L. telsen y L. boulengeri. Las muestras con posible introgresién
mitocondrial se muestran con cuadrados verdes y rombos (en concordancia con el &rbol mitocondrial de la
Fig. 2).

Hipétesis de hibridacion
Los resultados de verosimilitud de cada modelo se muestran en la Tabla 1. Cada modelo
con M; y M, > 0 muestra una verosimilitud mayor con respecto a un modelo estrictamente

coalescente. Modelos incluyendo Ms; > 0, muestran un verosimilitud igual que un modelo mas

simple de ILS.

El método detecta hibridacién entre L. rothi y L. tehuelche, asi como también entre L.
rothi y el ancestro comun de L. telsen y L. boulengeri como la explicacion mas probable para el
grado discordancia de arboles de genes. EI modelo seleccionado es M; =5; M, =5; M3 =0 (Ln | =
-80,7780; likelihood ratio test = 3,7041 x10®%).
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Modelo Ln verosimilitud

=

-256,8426
-254,1757
-223,6613
-220,6944
-157,5218
-153,6301
-149,8078
-120.7271
-256,8426
-256,8426
Likelihood ratio test: 3,7041 x10®*

courwnNnk kool
CoOUlAWNERORO
rroocoocoooooolX

Tabla 1: Resultado del célculo de verosimilitud y seleccion de modelos siguiendo la prueba de
likelihood ratio test. El modelo seleccionado se muestra en celdas grises.

Comparaciones morfologicas

Los estadisticos resumen se muestran en la Tabla 2. Liolaemus rothi tiene una media
mayor para la mayoria de las variables morfométricas. El resultado de la prueba MANOVA
corresponde a resultados significativos (valor p < 0,001; F = 3.722) y la prueba de contraste de
Hotteling se muestran en la Tabla 2. Las tres especies del complejo boulengeri (L. telsen, L.
tehuelche y L. boulengeri) fueron recuperadas como grupos separados (llamados grupo “C”),
mientras que L. rothi constituye un grupo solapado con i.mt (ii) (grupo “A”). El grupo “B” se

conforma por i.mt (i) y i.mt (ii).

El gréafico resultante del analisis discriminante muestra nubes de puntos solapados entre
la mayoria de los grupos, con cierto nivel de separacion entre L. rothi y las muestras con
mitocondria introgresada (i.mt [i] and [ii]), con respecto al complejo boulengeri (Fig. 4). Los
centroides de los grupos se resumen en la Tabla 4, y la prueba de clasificacion cruzada se muestra
en la Tabla 4. Mientras que la mayoria de los individuos fueron clasificados con su grupo original
propuesto, todos los grupos muestran alguna proporcién de error de clasificacién. Por ejemplo,
algunas de las muestras de L. rothi fueron clasificadas como especies parte del complejo
boulengeri, con una muestra de L. rothi asociada a L. tehuelche, L. boulengeri y L. telsen,
mientras que no infiri6 el caso reciproco. Ademas, los individuos de los grupos i.mt (i) e i.mt (ii)

se mezclaron entre si, al igual que con L. rothi.
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La prueba de chi-cuadrado para las variables cualitativas de patrones de coloracion

mostraron valores no significativos para las diferencias entre los grupos i.mt (i) y (ii), asi como
también para la comparacién de estos con L. rothi, L. boulengeri, L. telsen y L. tehuelche (Tabla

5). Por otro lado, se encontraron valores significativos para la diferencia observada entre L. rothi
y las especies del complejo boulengeri.

Entonces, los grupos i.mt (i) e i.mt (ii) muestran una tendencia a mostrar valores
intermedios basado en los caracteres cualitativos de patrones de coloracion, con caracteristicas

mas similares a L. rothi basado en los caracteres cuantitativos estudiados aqui.
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Figura 4: Gréfico resultante del analisis discriminante para las variables cualitativas.

70



Tesis de doctorado - Melisa Olave
Capitulo 4 “Filogeografia estadistica de los complejos boulengeri y rothi: poniendo a prueba la hip6tesis de hibridacién en un enfoque basado en modelos”

Especies/grupo variables n clase
SVL AGD HaL RUL HL FoL  TFL FL KKD NSLVL NSRVL NLPS NRPS

i.mt (i) 7757 36,81 12,06 13,37 1155 21,68 15 1494 34,2 7,71 7,79 6,86 7,21 14 B

i.mt (ii) 73,54 3574 11,26 1225 10,93 2054 12,72 133 29,87 8,5 8,5 7,67 8 6 A B

L. rothi 75,16 36,67 12,02 1343 11,74 2091 1486 1566 32,75 8,51 8,44 7,47 7.4 43 | A

L. telsen 59,87 29,36 8,96 9,89 9 16,17 11,11 10,81 25,99 10,17 10,17 9 9,33 6 C

L. tehuelche 63,94 31,28 9,33 10,29 9 16,9 11,84 1189 26,74 10,59 10,59 10,06 10,18 17 C

L. boulengeri 56,76 26,57 8,64 9,4 8,14 1591 108 10,45 24,38 10,24 10,24 9,41 9,71 17 C

Tabla 2; Estadisticos resumen y resultado de la prueba de contraste de Hotteling (alpha = 0,05; df = 98) para las variables cuantitativas. Las columna de

“clase” corresponden a las asociaciones de los grupos.

Especies/grupo . Centroides .
Axis 1 AXis 2
i.mt (i) -0,81 -1,88
i.mt (ii) -0,84 -0,69
L. rothi -1,18 0,61
L. telsen 1,61 -0,67
L. tehuelche 1,61 0,75
L. boulengeri 1,77 -0,27

Tabla 3: Coordenadas de los centroides estimados en
el analisis discriminante

71



Tesis de doctorado - Melisa Olave
Capitulo 4 “Filogeografia estadistica de los complejos boulengeri y rothi: poniendo a prueba la hip6tesis de
hibridacion en un enfoque basado en modelos”

imt imt Error

Grupo (0) (ii) L.rothi L.telsen L.tehuelche L. boulengeri  Total %)
i.mt (i) 12 0 1 0 0 1 14 14,29
i.mt (ii) 2 2 2 0 0 0 6 66,67
L. rothi 2 3 34 2 1 1 43 20,93
L. telsen 0 0 0 5 0 1 6 16,67
L. tehuelche 0 0 0 0 14 3 17 17,65
L. boulengeri 0 0 0 1 1 15 17 11,76
Total 16 5 37 8 16 21 103 20,39

Tabla 4: Tabla de clasificacion cruzada del analisis discriminante. Las filas representan los grupos
proveidos a priori y en las columnas las asignaciones basadas en el analisis discriminante. La proporcion
de error de asignacion se muestra en la columna Error (%).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Chi-cuadrado Valor-p
L. rothi L. boulengeri 60,5519 0,0002***
L. rothi L. telsen 42,6945 0,0006***
L. rothi L. tehuelche 43,3627 0,0018**
i.mt (i) i.mt (ii) L. rothi 7,8111 0,9998
i.mt (i) i.mt (ii) L. boulengeri 25,17 0,2877
i.mt (i) i.mt (ii) L. telsen 8,8445 0,9418
i.mt (i) i.mt (ii) L. tehuelche 21,7962 0,6123
i.mt (i) i.mt (ii) 5,8218 0,9016

Tabla 5: Resultado de la prueba de chi cuadrado de Pearson para las variables cualitativas

- = 7
Discusion
Division de linaje incompleta (ILS) vs. hibridacion

En este capitulo se explord la verosimilitud de diferentes hipotesis para explicar la
discordancia de los arboles de genes en los complejos boulengeri y rothi. Avila et al. (2006)
fueron los primeros en observar este patrén en un arbol mitocondrial y propusieron hibridacion
como posible explicacion. La parafilia mitocondrial puede guardar la sefial de hibridacién durante
la historia evolutiva de los taxa. Esto se debe a la herencia estrictamente materna y a la naturaleza

haploide de la mitocondria, lo cual lleva a que su tamafio poblacional efectivo sea cuatro veces

72



Tesis de doctorado - Melisa Olave
Capitulo 4 “Filogeografia estadistica de los complejos boulengeri y rothi: poniendo a prueba la hip6tesis de
hibridacion en un enfoque basado en modelos”

menor que la de los genes nucleares (Funk y Omland 2003), por lo que se reduce la probabilidad
de ILS (Leaché y Rannala 2011). Ademas, el genoma mitocondrial se hereda como un blogue
ligado no recombinante, por lo que incluir cualquier gen del mismo en analisis filogenéticos,
referira al mismo arbol. Entonces, una vez que la mitocondria introgresa en otro linaje diferente,

es retenida durante el tiempo gue los hibridos descendientes se reproduzcan.

La observacion de discordancia entre arboles de genes y de especies puede ser explicada
por diferentes procesos. Para organismos como las lagartijas, ILS e hibridacion pueden ser
posibles explicaciones, especialmente para especies de divergencia reciente, como es el caso que
se presentada en este capitulo, donde se utilizd la metodologia presentada en el capitulo 3 para
evaluar la verosimilitud de diferentes modelos, incluyendo ambas fuentes de variacion. Los
resultados mostraron que cada modelo que incluyd M; y M, > 0 result6 en una explicacion mas

probable que un modelo estrictamente coalescente (Tabla 1).

La introgresion mitocondrial fue datada hace 1.09 ma y 0.82 ma para los dos nodos en el
arbol mitocondrial (Fig. 2). Esta estimacion da una idea aproximada de cuando pudo haber
ocurrido el evento de hibridacion. También se encontraron haplotipos mitocondriales de
divergencia mas reciente a nivel mas inclusivo de los nodos, en los cuales una muestra de L. rothi
fue recuperada dentro del clado de L. telsen y dos muestras dentro de L. tehuelche. Esto sugiere
gue flujo génico reciente o actual puede ser posible entre estas especies, lo cual es también
factible dada la distribucién simpétrica (Fig. 3). Sin embargo, se espera que el tiempo de
coalescencia de un solo gen ocurra mas atrds en el tiempo que la divergencia de las especies
(Edwards y Beerli 2000), principio que también se aplica para este caso de hibridacion. Por otro
lado, también se espera que el tiempo de desviacion sea relativamente bajo, dado que la
mitocondria tiene un tamafio poblacional menor comparado a los genes nucleares. En este
capitulo, la conclusion principal se basa en una sefal fuerte de flujo génico entre L. rothi y tres
especies del complejo boulengeri (L. tehuelche, L. boulengeri and L. telsen), la cual se estima que

ocurri6 hace 1.08 ma atras.

Comparaciones morfolégicas

Se comparé la morfologia de las muestras introgresadas con las especies focales. Los
analisis multivariados de las variables cuantitativas mostraron que las muestras hibridas son
generalmente mas similares a L. rothi que a las especies del complejo boulengeri. Sin embargo,

estas muestras hibridas no difieren significativamente en coloracién a ninguna de las especies
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focales. Esto sugiere que las muestras hibridas guardan un fenotipo tendiente a intermedio entre
las posibles especies parentales. Olave et al. (2011) encontraron resultados similares en el
fenotipo de los individuos hibridos detectados entre L. gracilis y L. bibronii (parte del subgénero
Liolaemus [sensu stricto]). Dada la herencia estrictamente materna de la mitocondria, y que en el
amplio muestreo realizado solo se encontraron individuos de L. rothi con ADNmt relacionado al
complejo boulengeri, es claro que las hembras del complejo boulengeri se cruzaron con machos
de L. rothi, dado que no se encontro evidencia para el cruce reciproco. Olave et al. (2011)
también encontraron en este sentido, patrones similares de asimetria, donde la principal evidencia
de introgresion corresponde a apareamientos de machos de L. bibronii con hembras de L. gracilis.
Estos autores destacan como posibles explicaciones la accion de seleccion natural y/o seleccion
sexual conduciendo este sistema de apareamiento, dada la diferencia de tamafio corporal
encontrada entre ambas especies (siendo L. bibronii > L. gracilis). Se propone que los machos de
L. bibronii pueden haber tenido una ventaja selectiva o bien haber sido seleccionados por
hembras de L. gracilis, dado su mayor tamafio corporal. En este capitulo, también se encontro
diferencias en el tamafio corporal entre L. rothi y las especies del complejo boulengeri (Tabla 2),
y una explicacién similar puede aplicarse para este caso. Estudios futuros podrian evaluar estas
dos hipotesis (seleccion natural o sexual), a través de estudios de comportamiento en el campo y

laboratorio.

El rol de la hibridacién en Liolaemus

Al momento se han reportado fuertes sefiales de hibridacion entre especies del complejo
boulengeri y el complejo rothi (este capitulo) y entre L. gracilis y L. bibronii (Olave et al. 2011,
capitulo 3). Ademas, el proceso de hibridacién fue sugerido para numerosos grupos dentro del
género Liolaemus (Morando et al. 2004; Breitman et al. 2011; Camargo et al. 2012; Medina et al.
2013), los cuales deben ser evaluados formalmente. Todos estos casos de diferentes clados dentro
de Liolaemus, sugieren que la hibridacién puede ser un fenémeno expandido dentro del género.
Es entonces cuando surge la pregunta de por qué las multiples especies de Liolaemus no

desarrollan aislamiento reproductivo completo.

Las especies dentro de Liolaemus tienden a ser mas generalistas que especialistas, y
aparentemente a conservar su morfologia en los diferentes linajes (Abdala et al. 2014).
Organismos menos especializados son mas tolerantes a los cambios climaticos y, mas

probablemente, capaces de desplazarse y encontrar nuevas areas donde establecerse. Entonces,
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organismos generalistas tienen una ventaja sobre los especialistas en ambientes fluctuantes y
heterogéneos (Lanchier y Neuhauser 2006; Jansson y Dyneius 2002). La Patagonia es un ejemplo
de area heterogénea, con un pasado geoclimatico complejo. Algunos linajes de Liolaemus parecen
haber sobrevivido en areas de refugio (e.g. Breitman et al. 2012, algunos revisados en Sérsic et al.
2011) durante los ciclos glaciales y haberse expandido en nuevas regiones cuando el clima se
volvié optimo (e.g. Olave et al. 2011). Consecuentemente, las especies de Liolaemus han
experimentado decrecimientos consecutivos en variacién genética durante los ciclos glaciales
(e.g. Olave et al. 2011; Breitman et al. 2012). En este sentido, la hibridacion podria jugar un rol
importante en la estrategia de supervivencia del género, beneficiandolo en dos niveles: (1) al
incrementar la variabilidad genética después de cuellos de botella ocurridos y/o (2) al contribuir a
mantener la biologia generalista, al rapidamente producir hibridos con fenotipos intermedios.

Dada la gran diversidad del género, el escaso conocimiento taxonémico y la importancia
atribuida a la hibridacion en la evolucion animal (Mallet 2005; 2007), Liolaemus ofrece un

modelo muy interesante para realizar estudios evolutivos con importantes implicancias.
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Introduccion

Desde hace méas de un siglo, el género Liolaemus desperto interés entre los
herpetdlogos (e.g. Fitzinger 1826; Wiegmann 1834; Donoso-Barros 1966; Laurent 1984;
1992; Cei 1986; Etheridge 1995), aunque su estudio se intensificé progresivamente en los
ultimos 30 afios, llevando a la descripcion de gran cantidad de especies nuevas. El
descubrimiento de la insospechada diversidad del género, fue posible en parte debido a
estudios mas detallados incorporando zonas geogréaficas poco estudiadas, asi como también
a la incorporacién de datos moleculares (Morando et al. 2003; 2004; 2007; 2008; Avila et
al. 2006; Breitman et al. 2011; Medina et al. 2013; Olave et al. 2014). Actualmente,
Liolaemus constituye el segundo género de lagartijas mas diverso del mundo (257
especies; Abdala y Quinteros 2014), aunque se sabe que se encuentra ampliamente
subestimado, y predicciones del numero real de especies, lo llevarian a ocupar el primer
lugar en cuanto a diversidad (Morando et al. 2003). Esto se debe a que muchas especies
fueron inicialmente descriptas bajo una amplia distribucion geografica y alto polimorfismo
poblacional (e.g. Koslowsky 1986) y estudios posteriores reconocieron esas poblaciones
como especies diferentes. Estas decisiones de elevar poblaciones a categoria de especies,
se llevaron adelante en marco de un paradigma contemporaneo, donde puede entenderse a
las especies bajo un concepto mas complejo que grupos aislados reproductivamente o
morfolégicamente divergentes. Si bien se han propuesto numerosos conceptos de especies
(ver Mayden 1997 quien enumera 24 conceptos de especies), de Queiroz (1998) se refiere
al “problema de las especies” explicando que estos conceptos propuestos constituyen en
realidad criterios para evaluar su existencia, y poco después (de Querioz 2005) propone el
concepto unificador de especies, para referirse a linajes que evolucionan de manera
independiente de otros. En este sentido, una especie no necesariamente debe ser
distinguible fenotipicamente, diagnosticable, monofilética, estar reproductivamente aislada
o0 ser ecologicamente divergente, para ser considerada como tal. Este concepto de especie
ha ganado popularidad y es el que se adopté como base en este capitulo, principalmente

dado que este concepto permite tener una vision integradora en un marco evolutivo.

Existen diferentes programas disefiados para reconocer especies (Sites y Marshall
2004; Carstens et al. 2013), algunos recientemente propuestos tienen en cuenta el concepto
de de Queiroz (2005), estan basados en ADN y modelos coalescentes y buscan identificar

linajes que evolucionen independientemente. En particular, los datos moleculares se han
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expandido répidamente como fuente principal de informacion (Knowles 2009; Edward y
Knowles 2013). Con métodos coalescentes las especies pueden ser reconocidas a pesar de
la discordancia de arboles de genes y antes de que la monofilia reciproca sea alcanzada
(Knowles y Carstens 2007). Entre los programas disponibles al momento, el programa
Bayesian Phylogenetic and Phylogeography (bpp; Yang y Rannala 2010; Rannala y Yang
2013) ha ganado popularidad, siendo que a mostrado muy buenos resultados en los
primeros estudios con simulaciones (Yang y Rannala 2010; Camargo et al. 2012 b;
Rannala y Yang 2013; Zhang et al. 2014; pero ver Olave et al. 2014 b).

Es importante tener en cuenta que, si bien los datos moleculares proveen
informacion valiosa para este campo, es de suma importancia el integrar datos de
diferentes naturaleza (Dayrat 2005), siendo que se han reconocido grandes problemas
dentro de la sistematica si se trabaja exclusivamente con una unica fuente de informacion
(Edward y Knowles 2013; Olave et al. 2014 b). Los datos morfoldgicos y geogréaficos
también pueden proveer informacion util en esta disciplina (e.g. Zapata y Jiménez 2012) y
prevenir errores de tipo | en la delimitacién de especies (Olave et al. 2014 b). Aun mas,
incorporando otras fuentes de informacion pueden elaborarse hipotesis que expliquen la
diversidad genética, morfoldgica y geogréafica en un marco evolutivo integral. Por ejemplo,
el estudio de la morfologia provee evidencia de fuerzas evolutivas especificas que pueden
actuar sobre las especies. En los Gltimos afios se han desarrollado modelos de cambio
fenotipico para explicar la evolucion morfologica de los linajes, como el movimiento
Browniano (también conocido como “caminata aleatoria”), sobre el cual se puede predecir
el grado de diferenciacion morfol6gica esperada simplemente por azar a lo largo del arbol
de especies. Ademas también se puede ajustar a los datos (arbol filogenético y datos
comparativos) distintos modelos de evolucion direccional que combinan efectos aleatorios
con procesos selectivos agrupados bajo el nombre de modelos Ornstein-Uhlenbeck (OU)
(Butler y King 2004). Estos modelos pueden predecir los patrones esperados cuando la
morfologia evoluciona hacia 6ptimos adaptativos y representan desvios de la evolucion al
azar. Luego de ajustar estos distintos modelos mediante técnicas de maxima verosimilitud,
se puede utilizar diferentes métodos para la seleccion de modelos y elegir el mas probable

que expligue el patron evolutivo morfolégico.

En este capitulo se estudiaron dos especies candidatas del complejo rothi, una de
ellas propuesta en el capitulo 1 y otra tomada de Morando (2004), y se evalud la hipotesis

de que estos linajes evolucionen independientemente de otros (i.e. nuevas especies) ya
78



Tesis de doctorado - Melisa Olave
Capitulo 5 “Diversidad oculta del género Liolaemus: variabilidad genética y morfoldgica del complejo rothi”

descriptos formalmente. Las especies candidatas son a simple vista similares
morfolégicamente a otras especies cercanamente relacionadas (Fig. 1). Una de ellas (L. sp.
M 34; en referencia a Morando [2004] quien la denominé L. sp. 34) fue colectada al Norte
de Neuquén en zonas altas de la cordillera de los Andes, y la otra (L. sp. 4) del centro de la

provincia de Neuquen.

Ademas, se estudid la evolucion morfologica de todo el complejo L. rothi,
evaluando la probabilidad de diferentes modelos de evolucion morfoldgica que describen
cambios fenotipicos en los linajes. Para ello, se infirié un arbol de especies utilizando 14
marcadores moleculares y 97 individuos representando las seis especies descriptas del
complejo y las dos especies candidatas. Se utiliz6 el programa bpp para evaluar las
probabilidades posteriores de la existencia de especies diferentes. Finalmente, se comparé

la morfologia de las especies candidatas con respecto a las otras especies descriptas.

L. sp. M 34 L sp. 4

Figura 1: Fotografias de las especies candidatas L. sp. M 34 y L. sp. 4 y dos especies cercanamente
relacionadas del complejo rothi (L. hermannunezi y L. rothi respectivamente).

Materiales y métodos

Trabajo de campo

Se incluyeron en los andlisis de este capitulo todas las muestras para las cuales se
cuentan con datos morfoldgicos y moleculares en su conjunto, lo cual abarca un total de 97

79



Tesis de doctorado - Melisa Olave
Capitulo 5 “Diversidad oculta del género Liolaemus: variabilidad genética y morfoldgica del complejo rothi”

terminales representando las seis especies del complejo rothi (L. loboi, L. hermannunezi, L.
rothi, L. sagei, L. sitesi y L. tromen) asi como también dos especies candidatas. Para el
caso de L. sp. M 34 se cuentan con 19 ejemplares colectados, mientras que para el L. sp. 4
solo se dispone de tres individuos. Se destaca que el método bpp es robusto en sus
resultados cuando se involucra incluso un individuo por especie si la cantidad de
marcadores es grande (= 10 loci para un escenario de alto impacto de division de linaje
incompleta = 0.4Ne; Yang y Rannala 2010). Al mismo tiempo, el nimero de muestras es
adecuado para el analisis de evolucion morfologica (Harmon 2008). Sin embargo, se
reconoce la limitacién para las comparaciones morfoldgicas (estadistica multivariada) y se
presenta este capitulo como un avance que demuestra la necesidad de colectar mas

individuos para la descripcion de las especies como tales.

Los especimenes fueron colectados a mano o con el uso de horquetas, sacrificados
con inyeccion pericéardica de tiopenthal sddico Abbot®/Pentovet®, diseccionados para
extraer muestras de higado o musculo para el estudio molecular, fijados con 10-20% de
formaldehido, y posteriormente transferidos a etanol al 70%. Las muestras de tejidos estan
conservadas en freezer con 96% de etanol. Los especimenes voucher se encuentran
depositados en la coleccion herpetolégica LJAMM-CNP del Centro Nacional Patagénico,
Puerto Madryn, Argentina (CENPAT-CONICET,

http://www.cenpat.edu.ar/nuevo/colecciones03.html), y en el museo Bean Life Science,

Brigham Young University (BYU;
http://mlbean.byu.edu/ResearchCollections/Collections/Reptilesand Amphibians.aspx).
(Apéndice C).

Trabajo de laboratorio

Se secuenciaron dos genes mitocondriales (cit-b y 12S), cuatro anénimos nucleares
(ANL: A1D; A4B; A9C y A12D) y ocho loci codificantes de proteinas (NPCL: EXPHS5,
KIF24, MXRA5, DNAH3, PRLR, PNN, SNCAIP, CMOS), un total de 14 genes (10.013
bp). La amplificacion se realiz6 segn los pasos descriptos en el capitulo 1. Las secuencias
fueron editadas usando el programa Sequencher v4.8. ("™MGene Codes Corporation Inc.
2007) y alineadas usando el programa MAFFT (Katoh et al. 2002). Los genes codificantes

de proteinas fueron traducidos a aminoacidos para corroborar que no existan errores de
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codones. Para los genes nucleares se descartdé recombinacion, usando el programa RDP
(Martin y Rybicki 2000; Heath et al. 2006).

Inferencia del arbol filogenético

Se utilizaron los 14 loci para 97 individuos y se realizé la inferencia con *BEAST
(Heled y Drummond 2010) por 100 x 10° generaciones de MCMC y muestreando la
estimacion de los parametros cada 10.000 generaciones (burnin 10%). La convergencia fue

diagnosticada por la observacion de la valores de ESS de los parametros mayor a 200.

Estimacion de tiempos de divergencia

Se utilizaron como priors las tasas de sustitucion estimadas para los genes en el
capitulo 1, y se utilizé BEAST 1.6.2 y un reloj estricto para cada gen, estimado usando una
distribucién gamma. La Tabla 1 muestra los detalles de las distribuciones de los priors
utilizados. Se utilizé el proceso Yule como prior del modelo, se corrié un analisis de 100
x10° generaciones de MCMC, y se muestrearon parametros cada 10.000 intervalos (burnin

10%). Se diagnostico convergencia por la observacién de valores de ESS > 200.

Locus Valor inicial Escala
12S 0,006339 0,0090
cit-b 0,019355 0,0174
CMOS 0,000879215 0,0012
DNAH3 0,00076162 0,0011
EXPH5 0,0012955 0,0015
KIF24 0,0019021 0,0016
LDA12D 0,0026373 0,0038
LDA1D 0,001765 0,0025
LDA4B 0,0035965 0,0050
LDA9C 0,0017753 0,0025
MXRA5 0,00077525 0,0011
PNN 0,00081714 0,0012
PRLR 0,001322 0,002
SNCAIP 0,0010351 0,0015

Tabla 1: Detalle de calibracion del prior de las tasas de sustitucion. Forma de
la curva para todos los casos =1.

Delimitacion de especies

Se evalud la probabilidad de la existencia de dos nuevas especies dentro del
complejo L. rothi. Para ello, se utilizd el programa bpp v2.0 (Yang y Rannala 2010;

Rannala y Yang 2013). Este programa muestrea de una distribucion posterior de modelos
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de limites de especies usando una cadena de MCMC reversible (jMCMC). Para ello, el
usuario provee el arbol guia y una distribucion gamma como prior de los parametros t
(largo de ramas) y 6 (= Neu; donde Ne es el tamafio poblacional efectivo y u la tasa de
mutacion). El programa toma el arbol guia y colapsa los nodos internos (llevando t = 0) y
calcula la probabilidad posterior de que cada valor de t sea igual o distinto de cero (i.e. la
existencia de nodos diferentes). Si cada t # 0, se infiere que los linajes evolucionan
independientemente. EI programa asume no recombinacion entre locus, loci
independientes, no flujo génico entre especies y que las secuencias de ADN evolucionan
neutralmente. Se utiliz6 como prior una distribucion para los pardmetros 6 y t =
G(1,1000), lo que lleva a una media de 0,001. Se observo que los valores de finetunes
(coeficientes que indican el grado de salto de cadenas de MCMC) se mantuvieran entre
0,15 y 0,7 durante el andlisis (segin recomendacion del manual del programa). Se realiz
un analisis de MCMC de 50.000 generaciones, muestreando cada 5.000 pasos (10%
burnin). La convergencia se diagnosticé por observacion de valores de ESS > 200 para los
pardmetros muestreados. Se realizaron analisis independientes para los dos grandes clados

recuperados en el analisis de arbol de especies (C1y C2, ver resultados).

Comparaciones morfologicas

Se compar6 la morfologia de las especies candidatas con respecto a las seis
especies descriptas del complejo rothi, armando dos grupos segun fueron inferidos en el
analisis de arbol de especies (C1 y C2; ver resultados). Se incluyeron las nueve variables
morfométricas y 16 variables de patrones de coloracién descriptas en el capitulo 4. Para
evaluar las diferencias en morfologia se utilizo el programa Infostat y se calcularon los
estadisticos resumen de cada grupo de variables. Se realizaron pruebas multivariadas para
los caracteres cuantitativos. Se realiz6 un MANOVA vy contrastes de Hotteling. Para las
variables cualitativas, se utilizo el programa R, siguiendo a Escudero et al. (2012), se
realizaron pruebas de chi cuadrado de Pearson con 5.000 permutaciones de Markov,

posterior a construir tablas de contingencia.

Evolucion morfolégica
Se tomaron las variables morfométricas y el arbol de especies y se utilizo el
paquete GEIGER (Harmon et al. 2008) implementado en R para evaluar la verosimilitud
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de diferentes modelos de evolucion fenotipica. Se estudiaron un total de cinco modelos:
Brownian motion (BM), Ornstein-Uhlenbeck (OU), Early-burst (EB), trend y kappa. La

Caja 1 describe cada uno de ellos. Se utilizé el criterio AICc para seleccionar el modelo.

Modelo Browniano (Felsenstein 1973), el cual asume que la correlacion entre los
BM caracteres es proporcional al tiempo de ancestria comin de las especies. Es decir,
describe evolucion con pasos al azar, dependiente de la filogenia.
Modelo Ornstein-Uhlenbeck (Butler y King 2004), el cual describe pasos aleatorios con
una tendencia central.
Modelo Early-burst (Harmon et al. 2010), también Ilamado el modelo ACDC (acelerado-
EB desacelerado). Este modelo involucra tasas de evolucion que se incrementan o decrecen
exponencialmente en el tiempo.
Es un modelo de difusion que involucra una tendencia lineal de cambio de la tasa del

Oou

trend , .

carécter en el tiempo (tasas mayores o menores).

Modelo que involucra cambios en los caracteres en la especiacion, donde la divergencia
kappa de los caracteres esta relacionado con el nimero de eventos de especiacion entre dos

especies.

Caja 1: Descripcion de los modelos evaluados en el analisis de evolucion morfoldgica.

Resultados

Arbol de especies

El arbol de especies obtenido en el andlisis de *BEAST y los resultados de la
estimacién de tiempos de divergencia, se representa en la Figura 2. Se observa la
conformacién de dos clados principales dentro del complejo (C1 y C2), cuya divergencia
se dato en 4,59 ma. EI C1 se encuentra conformado por L. hermannunezi, L. loboi, L.
tromen y L. sp. M 34; y el C2 conformado por L. rothi, L. sagei, L. sitesi y L. sp. 4. La
especie candidata L. sp. 1 se recuper6 como hermana a L. hermannunezi, aunque el soporte
de esta relacion es baja (PP = 0,31). La divergencia entre ambos linajes se daté en 1,48 ma
atras. Por otro lado, la especie L. sp. 4 se recuperé como hermana a L. rothi con buen

soporte estadistico (PP = 1), con una divergencia estimada de 1,89 ma.

La Figura 3 muestra el arbol de especies sobre un mapa ubicando las distribuciones
geograficas de las mismas. Se observa que el C1 tiene una distribucion mas hacia el
noroeste (Norte de Neuquén), mientras que el C2 se distribuye principalmente hacia el
sureste (Oeste y centro de Neuquén y centro oeste de Rio Negro). Se observa que L. sp. M
34 fue colectada cercana a la distribucion de L. hermannunezi (su especie hermana), en
zona montafiosa (cordillera de los Andes). Por otro lado, L. sp. 4 no se solapa en

distribucion con L. rothi (su especie hermana).
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Figura 2: Arbol de especies estimado para el complejo L. rothi, utilizando 14 loci y 97 taxa. Los tiempos de
divergencia se detallan por encima de las ramas internas.
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Figura 3: Arbol de especies y mapa de los puntos de colecta. El tamafio de los puntos del arbol son
proporcionales al tamafio corporal medio de la especie (basado en el largo hocico-cloaca [SVL]).
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Delimitacion de especies y comparaciones morfologicas

En el analisis de datos moleculares, el programa bpp detectd la evolucién
independiente de los linajes L. sp. M 34 y L. sp. 4, sugiriendo que constituyen especies
diferentes. Ambos resultados fueron soportados por una PP = 1. Se detectaron diferencias
significativas en las variables cuantitativas empleadas en analisis de MANOVA (p < 0.01,
para ambos clados). Sin embargo, la prueba de contrastes de Hotteling muestra un claro
solapamiento entre las especies candidatas L. sp. M 34 y L. sp. 4 con respecto a las
especies del mismo clado (Tablas 2 y 3). Se observa que L. sp. M 34 conforma un grupo
“B” junto con L. hermannunezi (Tabla 2), asi como L. sp. 4 conforma un grupo “B” con L.
sitesi y L. sagei (Tabla 3). Por otro lado, la prueba de chi cuadrado para las variables
cualitativas arrojo diferencias no significativas entre los patrones de coloracion de las
especies candidatas con respecto a las otras especies del complejo (p > 0.5 para todos los
casos). Es decir, no es posible diferenciar claramente L. sp. M 34 y L. sp. 4 del resto de las
especies del C1 y C2 respectivamente, por las variables de morfometria y patrones de

coloracion utilizadas.

Evolucion morfoldgica

Se estudio la evolucion de las variables de morfometria en funcion de la filogenia.
En la Figura 3 se muestra el tamafio medio de las especies para la variable SVL (largo
hocico-cloaca). Se puede observar que las especies del C1 tienden a presentar medias
menores en SVL, respecto de aquellas del C2. La excepcidn la constituye L. tromen que
presentd el mayor valor para SVL (= 80.8 cm). Se prosigui6 a evaluar estadisticamente
esta observacion y los resultados de AICc se muestran en la Tabla 4. Se seleccioné el
modelo simple Browniano para tres variables (HaL, FL y KKD) y el modelo trend para
explicar la evolucion de seis variables (SVL, AGD, RUL, HL, FoL y TFL). Esto indica
que se detectd una tendencia, en seis de las nueve variables morfométricas estudiadas, a
experimentar cambios en las tasas lineales de evolucion en el tiempo (incremento y
decrecimiento), desviandose de lo esperado por simple azar. Los resultados mostraron una
tendencia al decrecimiento en morfometria para L. hermannunezi, L. sitesi y L. sp. M 34,y

un aumento involucrando las especies del C2.
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. variables n clase
Especies SVL AGD HaL RUL HL FoL TFL FL  KKD NSLVL NSRVL NLPS  NRPS
L. tromen 80,7 38,3 11,2 13,3 12,0 20,8 14,9 15,6 34,2 8,0 7,7 7,2 6,7 4 A
L. hermannunezi 65,2 30,2 10,0 11,4 9,6 18,7 12,9 12,8 29,7 8,2 8,0 8,2 8,0 4 B
L.sp. M 34 57,1 25,9 9,0 9,5 8,4 16,5 10,9 11,6 25,1 9,3 9,4 8,7 8,6 19 B
L. loboi 62,8 29,5 9,9 10,3 91 18,4 12,1 12,1 27,3 9,7 9,7 8,8 8,7 7 C
Tabla 2; Estadisticos resumen y resultado de la prueba de contraste de Hotteling (alfa = 0,05; df = 98) para las variables cuantitativas. Las columna de “clase”
corresponden a las asociaciones de los grupos.
) variables
Especies SVL AGD HaL RUL HL FoL TFL FL KKD NSLVL NSRVL NLPS NRPS clase
L. sitesi 76.41 35.18 1144 13.03 11.13 20.68 1419 1473 33.17 10.20 10.00 9.80 9.80 5 A B
L. rothi 76.47 37.11 1223 1372 1198 2136 1514 16.00 33.42 8.21 8.18 7.09 7.03 33 A
L.sp. 4 69.71 32.16 9.86 11.48 9.85 1754 1272 13.15 29.25 9.00 10.00 8.33 9.67 3 B
L. sagei 78.80 3582 10.86 13.63 11.06 2132 1400 16.09 35.03 11.00 10.50 9.50 9.50 2 B

Tabla 3: Estadisticos resumen y resultado de la prueba de contraste de Hotteling (alfa = 0,05; df = 98) para las variables cuantitativas. Las columna de “clase”
corresponden a las asociaciones de los grupos.
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Variables Modelos

BM ou EB trend kappa
SVL 94,81 84,26 84,32 83,80 84,05
AGD 74,28 69,46 69,48 69,34 69,48
HaL 30,55 34,83 34,83 34,83 34,83
RUL 46,85 47,03 47,06 46,78 47,06
HL 44,88 44,38 44,40 44,19 44,40
FoL 66,78 53,39 53,41 53,22 53,41
TFL 50,16 47,94 47,96 47,75 47,96
FL 45,67 48,71 48,71 48,70 48,71
KKD 64,53 65,66 65,69 65,45 65,67

Tabla 4: Resultado de la evaluacién de diferentes modelos de evolucién fenotipica. Se muestra el valor
calculado para AlCc. Los modelos seleccionados se muestran en celdas grises.

Discusion
La diversidad oculta del género Liolaemus: variabilidad genética vs. morfologica

En este capitulo se evalud la existencia de dos especies candidatas del complejo L.
rothi. El programa bpp detectd evolucion independiente de estas especies candidatas (PP =
1), basandose en secuencias de ADN (14 loci). También se infirié un tiempo relativamente
largo de especiacion, comparable a otras especies descriptas dentro del género (capitulo 1;
Fontanella et al. 2012), resultando en 1,48 ma para L. sp. M 34 y 1,89 para de L. sp. 4,
respecto a sus respectivas especies hermanas (L. hermannunezi y L. rothi). Los resultados
de anélisis de ADN resultaron concluyentes en reconocer dos especies nuevas en el
complejo L. rothi (PP = 1). Por otro lado, las comparaciones morfolégicas mostraron que
L. sp. M 34 y L. sp. 4 no pueden diferenciarse claramente respecto de otras especies en
cuanto a su fenotipo, incluyendo variables de morfometria y de patrones de coloracion
(Tablas 2 y 3).

En el analisis de evolucién morfolégica, considerando la filogenia de las especies,
se observd tendencia de cambio en las tasas de evolucidn para seis de las nueve variables
morfometricas estudiadas, rechazando un modelo de evolucion azaroso (BM). Esto puede
esperarse en escenarios donde la seleccion actle incrementando y decreciendo tasas de
cambio en caracteres, lo cual explicaria el no encontrar diferencias significativas entre las
comparaciones morfologicas realizadas. Las especies del norte (C1) aparentemente tienden

a mantener un tamafo corporal menor respecto de las especies distribuidas méas hacia el
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sureste (C2). Si estos resultados son ciertos, el tamafio corporal conservado es producto de
procesos no aleatorios (i.e. seleccion), con lo cual constituirian una adaptacion de las
especies. El tamafio corporal es un caracter que es fundamental en la biologia de los
animales, y covaria con los componentes ecoldgicos, fisiologicos y la historia de la vida
como la fecundidad, la eficiencia metabdlica y la termorregulacion (Sookias et al. 2012).
El tamafo corporal tiene interacciones complejas en la adecuacion (fitness) de los
individuos (LaBarbera 1989). Un mayor tamafio corporal suele mejorar el éxito en obtener
alimento, territorio y en el apareamiento (Hone y Benton 2005), pero al mismo tiempo,
aumenta la susceptibilidad a la extincion, a la predacion, disminuye la fecundidad y
requiere mas recursos por individuos. Por esto, la evolucion de un caracter fenotipico como
el tamarfio corporal es altamente probable que se condicione con el ambiente que ocupen
las especies. Las especies del C1 se ubican en zonas altas de la cordillera y pre cordillera
de los Andes. Por ejemplo, la localidad tipo de L. hermannunezi se ubica entre el cruce de
Argentina y Chile (lado Chileno), a mas de 1.500 msnm. A estas latitudes, la cordillera de
los Andes, en sus alturas, constituye un ambiente inhdspito, caracterizado por los vientos
fuertes y bajas temperaturas (Garreaud 2009). Para este caso particular, es posible que las
especies del C1 se encuentren bajo altas presiones de seleccion, lo cual promueva a
conservar una morfologia particular que resulte en un Optimo adaptivo, entre ellos, un

tamafo corporal reducido.

Otros trabajos han encontrado que hay una gran variabilidad en las tasas de
evolucion morfoldgica de algunos taxa intensamente estudiados (e.g. Cooper y Purvis
2009). En este capitulo, se observa una tasa de cambio molecular mas alta que el cambio
morfologico, siendo que las especies L. sp. M 34 y L. sp. 4 son detectables en analisis de
ADN, pero no pueden ser diagnosticables por las variables morfoldgicas empleadas aqui.
La existencia de especies que no pueden ser claramente reconocidas en funcion de su
morfologia (i.e. cripticas), puede deberse a la tendencia a estasis morfologica dadas
presiones de seleccion que reducen o eliminan cambios morfoldgicos. En este tltimo caso,
hay evidencia que indica que habitar en ambientes extremos puede limitar los cambios
fenotipicos (Bickford et al. 2006). De hecho, la existencia de més de la mitad de las
especies cripticas descriptas responde a zonas templadas, a pesar de que dos tercios de la
diversidad del planeta se ubica en los trépicos (Willig et al. 2003). Es decir, las especies

cripticas constituyen un fendmeno que resulta plausible en ambientes de este tipo.
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La incorporacién de marcadores moleculares ha permitido reconocer gran parte de
la biodiversidad de una gran variedad de taxa que previamente no fue detectada con
métodos tradicionales (Knowles 2009). Aungue la diversidad real del género Liolaemus no
es conocida aun, muchos trabajos, como el realizado en esta tesis, conducen a acercarnos

un poco mas a su compleja e interesante realidad.
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Conclusiones generales

Numerosas hipotesis de relaciones filogenéticas fueron propuestas para el subgénero
Eulaemus, sean basandose en caracteres morfoldgicos o secuencias de ADN de un Unico gen o
de mudltiples loci. Estas propuestas, concuerdan en reconocer la existencia de dos grandes
grupos hermanos: la seccién lineomaculatus y la seccion montanus. Sin embargo, en particular
dentro de la seccién montanus (124 especies), no existe consenso sobre las relaciones
filogenéticas de los grandes grupos que lo conforman: grupos montanus, darwinii y wiegmannii
y series anomalus y melanops. Este problema se atendi6 en el capitulo 1, donde se realizaron
inferencias filogenéticas utilizando novedosos métodos de arboles de especies, asi como
también de utilizando una matriz concatenada tradicional, e incluyendo la matriz de datos
moleculares mas grande disponible al momento para el subgénero Eulaemus (14 loci, 188
terminales). En este capitulo no fue posible arribar a una conclusion robusta sobre las relaciones
de los grandes grupos, siendo que los diferentes métodos recuperaron diferentes relaciones. Los
resultados de los andlisis Bayesianos, mostraron ramas cortas a niveles de los internodos
ancestrales, sugiriendo un escenario altamente desafiante para las reconstrucciones
filogenéticas, ya que se espera alta discordancia entre arboles génicos. Ante estos patrones, una
hipétesis plausible a ser evaluada, la constituye la posibilidad de ancestros comunes
compartidos entre los diferentes grandes grupos antes mencionados. Este fue el tema central del
capitulo 2, donde se evalGo la hipétesis de radiacién rapida involucrando los ancestros de las
especies de la seccion montanus. A partir de los resultados alli obtenidos, se concluye que la
hipétesis mas probable para explicar las relaciones entre ellos, corresponde a dos politomias
duras, una de las cuales fue datada hace 10.14 ma atras y que implica que los grupos montanus,
darwinii y wiegmannii y series anomalus y melanops comparten un ancestro comdn mas
cercano. Por otro lado, el mismo caso fue concluido para donosobarrosi y fiztingerii y los
complejos boulengeri y rothi (datado hace 5.48 ma atras). Arribar a esta conclusion no solo
permite explicar las grandes discordancias entre las publicaciones sistematicas del grupo de los
altimos 20 afios, sino que también permiten contribuir al conocimiento de la forma en que las
especies son capaces de diversificarse. Asi también, permite avanzar en el conocimiento de
cémo han evolucionado estos grupos de vertebrados de América del Sur, sobre la cual

actualmente se conoce muy poco.

Otro problema que atendio esta tesis, refiere a estudiar la parafilia mitocondrial
previamente reportada por Avila et al. (2006), para los complejos boulengeri y rothi. En
organismos como las lagartijas, existen dos posibles causas que pueden producir parafilia en

arboles de genes: (i) division de linaje incompleta (ILS), la cual resulta por simple azar en la

90



segregacion estocastica de los genes durante los eventos de especiacion, (ii) hibridacion, que
corresponde a ocurrencia de flujo génico posterior a los eventos de especiacion. Estas dos
posibilidades no son excluyentes, y producen patrones similares en los arboles génicos, con lo

que distinguir entre ambas resulta un desafio en biologia evolutiva.

En el capitulo 3 se presentd y evaluo la eficacia de un nuevo método que puede ser
utilizado para detectar hibridacién, en presencia de ILS. Esta metodologia muestra un buen
rendimiento utilizando matrices de datos modestas (5 a 10 individuos por especie, y 5 a 10 loci),
incluso bajo escenarios desafiantes de alto impacto de ILS y bajos niveles de flujo génico. En el
capitulo 4 se utiliz6 este método para evaluar la probabilidad de flujo génico entre especies de
los complejos boulengeri y rothi. Los resultados fueron concluyentes: se detectaron altos
niveles de flujo génico entre las especies L. tehuelche y L. rothi, asi como también entre L. rothi
y el ancestro comln de L. boulengeri y L. telsen. Las comparaciones morfolédgicas revelaron
que los descendientes de hibridos poseen un morfologia tendiente a intermedia entre las

especies parentales, aungque mas similar a L. rothi.

En particular, el capitulo 3 constituye un gran avance al proponer un nuevo método
puede aplicarse tanto en otros grupos de lagartijas, como en una larga lista de otros organismos
eucariotas, donde la division de linaje incompleta y la hibridacion sean hipdtesis plausibles para
explicar patrones observados. Por otro lado, el capitulo 4 contribuye al conocimiento de los
mecanismos evolutivos que promueven y mantienen la diversidad genética actual, como un
nuevo ejemplo que demuestra que la hibridacion es un fendmeno mas comdn de lo que antes se
pensaba. De hecho, para el caso particular de Liolaemus, la hip6tesis de flujo génico
interespecifico fue sugerido en numerosos otros grupos dentro del género, y corroborar este
nuevo caso, es disparador de nuevas preguntas referidas al rol de la hibridacion en el género

Liolaemus.

Por altimo, en el capitulo 5 se evallo la existencia de dos nuevas especies dentro del
complejo rothi, comparando la evolucion molecular y morfolégica del grupo. En este capitulo,
se utilizd un programa de limitacién de especies que trabaja en un marco coalescente. Los
resultados moleculares demostraron, con altas probabilidades, que las especies candidatas L. sp.
M 34 y L. sp. 4 constituyen dos linajes que evolucionan independientemente y que habrian
divergido hace 1.48 y 1.89 ma atrds, respectivamente. Sin embargo, los resultados de las
comparaciones morfologicas no lograron separar estas especies candidatas de otras dentro del
grupo. Se detect6 también la influencia de fuerzas no aleatorias que modelan la evolucion
fenotipica del complejo rothi. En este sentido, los resultados demuestran que el no observar una
divergencia morfoldgica contrastante a la molecular, puede referir a presiones de seleccion que

mantienen en un Optimo adaptativo a las especies involucradas.

91



La gran diversidad del género ha llamado la atencién a muchos investigadores de las
Gltimas décadas, siendo que gran cantidad de nuevas especies fueron descriptas. Esto fue
posible principalmente a la incorporaciéon de datos moleculares, que permitio observar la gran
diversidad genética del género, que no es tan clara a nivel morfolégico. Las lagartijas de este
género han sido asociadas a una biologia generalista mas que especialista, probablemente dado
que habitan en ambientes fluctuantes y heterogéneos. En general se sabe, que el habitar en gran
diversidad de ambientes, asi como las condiciones climéticas extremas, ejercen presiones de
seleccion en las cuales organismos generalistas resultan tener un grado de adecuacion mayor, tal
como se propone en el capitulo 5. Por otro lado, en esta tesis se propone evaluar en un futuro la
idea de que la hibridacion pueda constituir una estrategia evolutiva, la cual permita generar
fenotipos intermedios y conservados, promoviendo la exitosa condicion generalista de

Liolaemus.
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Apéndice A: Detalle de individuos utilizando en el capitulo 1.

NUmero de
coleccion Especie Provincia Departamento  Localidad Coordenadas
(LJAMM)
Liolaemus (sensus stricto)
9896 Liolaemus bibronii Santa Cruz Deseado Ruta Provincial 47, 55.4 km SW Tellier 646703571 \if
9897 Liolaemus bibronii Santa Cruz Deseado Ruta Provincial 47, 55.4 km SW Tellier 646703571 \if
11121 Liolaemus petrophilus Rio Negro 9 de Julio Ruta Provincial 8, 34,8 km S Los Menucos 37105035 \if
11122 Liolaemus petrophilus Rio Negro 9 de Julio Ruta Provincial 8, 34,8 km S Los Menucos 37105035 5']
Eulaemus
lineomaculatus section
9238 Liolaemus archeoforus Santa Cruz Lago _Buenos Puesto Lebrun 27.3 km, Buenos Aires Plateau 46 57, S
Aires 71°06°W
9240 Liolaemus archeoforus Santa Cruz LagZiI?::nos Puesto Lebrun 27.3 km W, Lago Buenos Aires Plateau 74 16 005 67 \if
9275 Liolaemus avilae Santa Cruz Lago B UENOS  Meseta Lago Buenos Aires, 18.7 SW Puesto Lebrun 470 05, S
Aires 71°01° W
9277 Liolaemus avilae Santa Cruz Lago B UENOS  Meseta Lago Buenos Aires, 18.7 SW Puesto Lebrun 470 05, S
Aires 71°01° W
. . Lago ; ; 49°24° S
9394 Liolaemus baguali Santa Cruz Argentino Sierra del Bagual, road 1 km E Ruta Nacional 40 71°29° W
. . Lago ; : 49°24° S
9395 Liolaemus baguali Santa Cruz Argentino Sierra del Bagual, road 1 km E Ruta Nacional 40 71°29° W
9388 Liolaemus caparensis Santa Cruz Lagq Meseta basaltica Punta del Lago, 7 km N Estancia Punta del Lago 49°34°S
Argentino ' 72°02°W
13049 Liolaemus. Santa Cruz Lago _Buenos Ruta Provincial 41, 35.3 km E Paso Roballos 470 11, S
chacabucoense Aires 71°35°' W
13050 Liolaemus Santa Cruz Lago _Buenos Ruta Provincial 41, 35.3 km E Paso Roballos 470 ”, S
chacabucoense Aires 71°35° W
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7163

9340

9446

9454

9491

9489

9776

326

7300

7471

9n

6724

9258

9678

7201

7206

13033

13034

Liolaemus escarchadosi
Liolaemus escarchadosi
Liolaemus gallardoi
Liolaemus gallardoi
Liolaemus hatcheri
Liolaemus hatcheri
Liolaemus kingi
Liolaemus kingii

Liolaemus kolengh

Liolaemus
lineomaculatus

Liolaemus magellanicus
Liolaemus magellanicus
Liolaemus morandae
Liolaemus morandae
Liolaemus sarmientoi
Liolaemus sarmientoi
Liolaemus scolaroi

Liolaemus scolaroi

Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
La Rioja
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Chubut
Santa Cruz

Santa Cruz

X1 Region de
Aysen

X1 Region de
Aysen

Corpen Aike

Lago
Argentino

Rio Chico
Rio Chico
Rio Chico
Rio Chico
Deseado

Castro Barros

Lago Buenos
Aires

Deseado
Guer aike

Guer aike

Lago Buenos
Aires

Escalante
Guer Aike
Guer Aike
Chile Chico

Chile Chico

Ruta Nacional 288, 1 km E junction Ruta Nacional 3, 24 km W Puerto Santa Cruz
Ruta Provincial 65, 43.5 km W junction Ruta Provincial 17

Estancia Cerro Beltza, 12 km N Ruta Provincial 37

Estancia Cerro Beltza, 12 km N Ruta Provincial 37

Estancia Cerro Beltza, 12 km N Ruta Provincial 37

Estancia Cerro Beltza, 12 km N Ruta Provincial 37

5.5. km N Puerto Deseado

Ruta Provincial 7, 6 Km E Anillaco

Camino a Los Antiguos, 15.6 a 21 km N paso Roballos

5.5 km N Puerto Deseado by sea-side road

Reserva Provincial Cabo Virgenes,

Cafadon Lucacho, 8 km N of Faro

Laguna de los Gendarmes, Ruta Provincial 45, 87.6 km NW Perito Moreno
Ruta Provincial 37, 2.5 km W junction Ruta Nacional 3

Laguna Azul, Reserva Geologica Provincial Laguna Azul

Laguna Azul, Reserva Geologica Provincial Laguna Azul

4 km NE entrance to Reserva Jeinimeni, 1 km NE Rio Jeinimeni

4 km NE entrance to Reserva Jeinimeni, 1 km NE Rio Jeinimeni

50°03” S
68°53° W
49°46’ S
70°43> W
47°59 S
71°40° W
47°59 S
71°40° W
47°59° S
71°40° W
47°59 S
71°40°W
47°42> S
65°50° W
66°52° S
28°47 W
47°01° S,
71°48° W
47°43° S
65°50° W
51°59° S
69°05° W
52°14° S
68°30° W
46°05” S
71°40° W
45°37° S
67°41’ W
52°04° S
69°34° W
52°04° S
69°34° W
46°48’S
71°58° W
46°48° S
71°58° W
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9221

9222

6911

6914

9407

9408

9618

9619

8426

10944

7391

8894

13137

13039

13040

Liolaemus silvanae
Liolaemus silvanae
Liolaemus somuncurae
Liolaemus somuncurae
Liolaemus tari
Liolaemus tari
Liolaemus tristis
Liolaemus tristis
Liolaemus uptoni
Liolaemus uptoni
Liolaemus zullyae
Liolaemus zullyae
Liolaemus zullyae
Liolaemus zullyae

Liolaemus zullyae

montanus section

12851

anomalus group

Liolaemus anomalus

Santa Cruz
Santa Cruz
Rio Negro
Rio Negro
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Chubut
Chubut
Santa Cruz

Chubut

X1 Region de
Aysen

XI Region de
Aysen

XI Region de
Aysen

Mendoza

Lago Buenos
Aires
Lago Buenos
Alires

9 de Julio

9 de Julio

Lago
Argentino
Lago
Argentino
Lago Buenos
Aires
Lago Buenos
Aires

Gastre

Gastre

Lago
Argentino

Senguer
Chile Chico
Chile Chico

Chile Chico

Santa Rosa

Puesto Lebrun 27.3 km W, Lago Buenos Aires Plateau

Puesto Lebrun 27.3 km W, Lago Buenos Aires Plateau

65.6 km police station EI Rincén

65.6 km police station EI Rincén

Punta del Lago Basaltic Plateau

Punta del Lago Basaltic Plateau

Ruta Provincial 39, 7.5 km N Estancia La Maria,
Ruta Provincial 39, 7.5 km N Estancia La Maria
Ruta provincial 4, 58,3 km W Gan Gan

Ruta Provincial 4, 59.3 km W Gan Gan

4 km N Estancia Altavista

Ruta Nacional 40, 26 km N Alto Rio Senguer
17 km NE entrance to Reserva Jeinimeni,

17 km NE entrance to Reserva Jeinimeni,

17 km NE entrance to Reserva Jeinimeni,

Ruta Provincial 153, 30 km S Las Catitas

46°57 S
71°06> W
46°57 S
71°06° W
41°23’ S
66°57" W
41°23’ S
66°57" W
49°34° S
72°02° W
49°34’ S
72°02° W
46°58’ S
69°47 W
46°58” S
69°47"W
42°23° S
68°56° W
42°23° S
68°56° W
49°11°S
71°52° W
44° 48’ S
70°42° W
46°46° S
71°48° W
46°46° S
71°48° W
46°46° S
71°48° W

33°33’ S
68°04° W
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13163

13164

2300

10909

10911

10391

4046

4159

4428

12735

12019

12021

4459

12500

543

544

Liolaemus lentus

Liolaemus lentus

Liolaemus
pseudoanomalus
Liolaemus
pseudoanomalus
Liolaemus
pseudoanomalus

darwinii group
Liolemus darwinii
Liolaemus grosseorum
Liolaemus koslowskyi
Liolaemus lavillai
Liolaemus lavillai
Liolaemus ornatos
Liolaemus ornatos
Liolaemus uspallatensis
Liolaemus uspallatensis
montanus group
Liolaemus andinus

Liolaemus andinus

Rio Negro
Rio Negro
La Rioja
San Juan

San Juan

Rio Negro
Mendoza
La Rioja

Salta
Salta
Jujuy
Jujuy
Mendoza

Mendoza

Catamarca

Catamarca

General Roca

General Roca

Felipe Varela
Jachal

Jachal

San Antonio
Malargtie
Famatina
La Poma
La Poma

Cochinoca
Cochinoca
Las Heras

Las Heras

Tinogasta

Tinogasta

Salitral North of Ingeniero Huergo
Salitral North of Ingeniero Huergo
Ruta Provincial 26, 3 Km N Pagancillo.
Rio Las Lajas

16 km W Mogna, Sierra de Morado

Gran Bajo del Gualicho. 42,4 Km NW San Antonio Oeste

Ruta Provincial 180, 28.1 Km N south entrance to La Matancilla
Ruta Nacional 40, km 657

Ruta Nacional 40, 2 km N La Poma

Ruta Nacional 40, 13 km N La Toma

Ruta Nacional 40, 58.8 km S junction Ruta Nacional 9

Ruta Nacional 40, 58.8 km S junction Ruta nacional 9

Ruta Nacional 7, 4 Km W Uspallata

Los Tambillos

11 Km W Chaschuil, coast of Rio Chaschuil

11 Km W Chaschuil, coast ofRio Chaschuil

33°56’ S
67°14° W
33°56’ S
67°14° S
29°30° S
68°07° W
31°00° S
68°29° W
30°41° S
68°29° W

40°20° S
65°02° W
36°37° S
68°36° W
28°32’ S
67°22° W
24°41° S
66°11° W
24°36’ S
66°11° W
23°16’ S
65°49° W
23°16° S
65°49° W
32°36’ S
69°24° W
32°23° S
69°23° W

27°48 S
68°07° W
27°48 S
68°07° W
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5019

5002

2709

2033

2034

12006

12047

2369

12464

650

2698

LG1092

LG1095

5753

3690

916862

Liolaemus dorbigny
Liolaemus dorbigny
Liolaemus eleodori
Liolaemus famatinae
Liolaemus famatinae
Liolaemus multicolor
Liolaemus multicolor
Liolaemus ruibali

Liolaemus ruibali

Liolaemus vallecurensis

Liolaemus vallecurensis

wiegmannii group

Liolaemus azarai

Liolaemus azarai

Liolaemus cuyumhue

Liolaemus cuyumhue

Liolaemus lutzae

Catamarca
Catamarca
San Juan
La Rioja
La Rioja
Jujuy
Salta
San Juan
Mendoza
San Juan

San Juan

San Cosme
Damian
(Paraguay)
San Cosme
Damian
(Paraguay)

Neuquén

Neuquén

Rio de
Janeiro
(Brasil)

Belén

Belén

Iglesia
Famatina
Famatina

Cochinoca

Rosario de
Lerma

Iglesia
Las Heras
Iglesia

Iglesia

Itapué

Itapué

Afielo

Afielo

North entrance of Quebrada de Randolfo

North entrance of Quebrada de Randolfo

La Ortiguita

Close of Estacion 8, Mina La Mejicana

Close of Estacion 8, Mina La Mejicana

Ruta Provincial 7, 4.2 km NW Abra Pampa

Camino Nevado del Acay, 5 km S Estacion Mufiano
Ruta Provincial 436, Alto del Colorado

Sierra de Villavicencio

Campamento Minero Compariia Aguilar, Valle del Cura

Llanos de La Lagunita

Dunas del NE Yacyreta island (Parana river)

Dunas del NE Yacyret4 island (Parand river)

Ruta Provincial 7, 28.7 km N Afielo

Ruta Provincial 7, 23 km NW Afielo

Cabo Frio

26°51° S
66°45° W
26°51° S
66°45° W
29°22’ S
69°28° W
29°00° S
67°44° W
29°00’ S
67°44° W
22°41° S
65°43° W
24°59° S
66°09° W
30°37” S
69°05° W
32°29’ S
69°05° W
29°20° S
69°58° W
28°55° S
67°40° W

27°34’ S
56°41’W

27°34° S
56°41° W
38°11° S
69°01° W
38°13° S
68°57° W
22°52° S
42°01°' W
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4464

LM2

2375

2374

12698

12699

10925

10926

10927

4300

4299

4039

4040

3099

12771

12772

Liolaemus multimaculatus

Liolaemus  multimaculatus

“27’

Liolaemus salinicola
Liolaemus salinicola
Liolaemus scapularis
Liolaemus scapularis
Liolaemus wiegmannii
Liolaemus wiegmannii
Liolaemus wiegmannii
Liolaemus wiegmannii "1"
Liolaemus wiegmannii "1"
Liolaemus wiegmannii "2"
Liolaemus wiegmannii "2"
Liolaemus wiegmannii “3”
Liolaemus wiegmannii “4”
Liolaemus wiegmannii “4”

melanops series

boulengeri complex

Buenos Aires
Buenos Aires
Catamarca
Catamarca
Tucuman
Tucuman
La Pampa
La Pampa
La Pampa
Catamarca
Catamarca
Mendoza
Mendoza
Buenos Aires
Mendoza

Mendoza

Monte
Hermoso

La costa
Tinogasta
Tinogasta

Tafi del Valle
Tafi del Valle
Hucal
Hucal
Hucal
Andalgala
Andalgalé
La Paz
La Paz
Bahia Blanca
San Rafael

San Rafael

Between Monte Hermoso y Pehuen Co

Punta Medanos

10 Km N Medanitos

10 Km N Medanitos

Anjuana, Ruta Nacional 40, 12.5 km N junction Ruta Provincial 357
Anjuana, Ruta Nacional 40, 12.5 km N junction Ruta Provincial 357
Ruta Nacional 154, 40.1 km S junction Ruta Nacional 35

Ruta Nacional 154, 40.1 km S junction Ruta Nacional 35

Ruta Nacional 154, 40.1 km S junction Ruta Nacional 35

Agua de las Palomas

Agua de las Palomas

Ruta Nacional 146, km 276

Ruta Nacional 146, km 276

Bahia Blanca

Ruta Provincial 153, 2 km S Aristides Villanueva

Ruta Provincial 153, 2 km S Avristides Villanueva

38°59’ S
61°23° W
36°53” S
56°40° W
27°28’ S
67°35° W
27°28’ S
67°35° W
26°24° S
65°59° W
26°24° S
65°59° W
38°09° S
64°06° W
38°09’ S
64°06° W
38°09’ S
64°06° W
27°37 S
66°07° W
27°37° S
66°07° W
34°17° S
67°14° W
34°17° S
67°14° W
38°38’ S
62°18° W
34°14° S
67°54° W
34°'14’° S
67°54° W
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42°47° S

3612 Liolaemus boulengeri Chubut Cushamen Ruta Provincial 12 y embarcadero La Cancha 70°57° W
3610 Liolaemus boulengeri Chubut Cushamen Ruta Provincial 12 y embarcadero La Cancha 7402:5477\%
7084 Liolaemus boulengeri Chubut Cushamen Ruta Provincial. 4, 23.3 km Cushamen 7402:2(?%
10942 Liolaemus boulengeri Chubut Gastre Ruta Provincial 4, 59.3 km W Gan Gan g’;:;;%
13134 Liolaemus boulengeri Chubut Languifieo Ruta Provincial 13, 5 km N Laguna Blanca g’;:;;‘;,
2818 Liolaemus inacayali Rio Negro 25de Mayo  Laguna Cari Lafquen Chica, 7 Km N Ingeniero Jacobacci g’;:zlj\%
11103 Liolaemus inacayali Rio Negro 25de Mayo  Ruta Nacional 23, 22.3 km E Ingeniero Jacobacci g’;:llf,’\%
9180 Liolaemus senguer Chubut Rio Senguer  Ruta Nacional 26, 22.3 km NW junction Ruta Provincial 18 g’;:;;%
2187 Liolaemus senguer Chubut Rio Senguer  Ruta Provincial 20, 23 Km W Los Manantiales, 576 msnm gg‘r’:j;%
5461 Liolaemus tehuelche Rio Negro Pilcaniyeu Ruta Nacional 40. 2,7 Km S Ea. San Pedro ;80035412\%
5462 Liolaemus tehuelche Rio Negro Pilcaniyeu Ruta Nacional 40. 2,7 Km S Ea. San Pedro ;800353\%
12964 Liolaemus tehuelche Neuquén Los Lagos Empalme Ruta Nacional 237 y Ruta Nacional 231 7411:(?91\%
12967 Liolaemus tehuelche Neuquén Los Lagos Empalme Ruta Nacional 237 y Ruta Nacional 231 7411:(?91\%
5530 Liolaemus telsen Chubut Telsen Ruta Provincial 4, 65,5 Km W Telsen g72:_,,292\§/
8693 Liolaemus telsen Chubut Telsen Ruta Provincial 67, 10 km N Gan Gan g82°°1265\§/
donosobarrosi group
4155 Liolaemus cuyanus La Rioja Famatina Ruta Nacional 40, Km 657, 9 Km E Pituil 6278:2322%
5051 I&:)(;]Ig:(;?)l;irosi Mendoza Malargue Ruta Provincial 180. 15 Km S La Cortadera 5'86::0957
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5076

5718

4530

4531

5758

5759

4665

2200

2947

5628

5629

4891

5203

2561

8323

13553

2934

Liolaemus

donosobarrosi Mendoza
Liolaemus josei Mendoza
Liolaemus mapuche Neuquén
Liolaemus mapuche Neuquén
Liolaemus puelche Mendoza
Liolaemus puelche Mendoza
fitzingerii group
Liolaemus canqueli Chubut
Liolaemus canqueli Chubut
Liolaemus casamiquelai Rio Negro
Eo
G
Liolaemus fitzingerii Santa Cruz
Liolaemus goestchi Rio Negro
Liolaemus martorii Rio Negro
Liolaemus martorii Rio Negro
Liolaemus melanops Chubut
Liolaemus melanops Chubut

Malarglie
Malargue
Afielo
Afielo
Malarglie

Malarglie

Paso de Indios
Paso de Indios
25 de Mayo
Cushamen
Cushamen
Deseado
Gral. Roca
San Antonio
Valcheta
Telsen

Telsen

Ruta Provincial 180. 15 Km S La Cortadera
Ruta Nacional 40, Puente EI Zampal

Ruta 8 a 23 km N Afielo

Ruta 8 a 23 km N Afielo

Ruta Nacional 40, 3.2 km N Ranquil Norte

Ruta Nacional 40, 3.2 km N Ranquil Norte

Ruta Nacional 25, 5 km W Pampa de Agnia

Ruta Provincial 53, between 7-20 Km SE Paso de Indios

Laguna Cari Lafquen Chica, 7 Km N Ingeniero Jacobacci

Ruta Provincial 13, 8 km N El Molle

Ruta Provincial 13, 8 km N EIl Molle

1 km W Tellier

25 Km N de Roca

Las Grutas. Playa Piedra Colorada

Ruta provincial 62, 4 km N Nahuel Niyeu

Ruta Provincial 8, 82.6 km NW junction Ruta Provincial 4, Quele Cura

Ruta Provincial 8, Quele Cura

36°39° S
68°40° W
36°30° S
69°39° W
38°13’ S
68°57° W
38°13’ S
68°57° W
36°38” S
69°49° W
36°38” S
69°49° W

43°44° S
69°42° W
43°56’ S
68°50° W
41°13° S
69°24° W
42°10° S
69°32° W
42°10° S
69°32° W
47°39’ S
66°03° W
39°11° S
67°43° W
40°50° S
65°07° W
40°28’ S
66°32° W
42°14° S
66°20° W
42°13’ S
66°21° W
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6017

6007

11246

6477

2284

2420

14192

14194

11341

12154

12155

1217

3295

3296

2163

3091

3092

Liolaemus melanops
Liolaemus melanops
Liolaemus morenoi
Liolaemus morenoi
Liolaemus xanthoviridis
Liolaemus xanthoviridis
rothi complex
Liolaemus hermannunezi
Liolaemus hermannunezi
Liolaemus tromen
Liolaemus tromen
Liolaemus tromen
Liolaemus loboi
Liolaemus loboi
Liolaemus loboi
Liolaemus sp 12
Liolaemus rothi

Liolaemus rothi

Rio Negro
Rio Negro
Neuquen
Neuquén
Chubut

Chubut

VIII Region

V11 Region

Neuquen
Neuquen
Neuquen
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Rio Negro
Rio Negro

Rio Negro

Valcheta
Valcheta
Collon Curé
Coll6n Curd
Ameghino

Ameghino

Biobio
Biobio
Norquin
Chos Malal
Chos Malal
Los Lagos
Norquin
Norquin
Norquinco
Bariloche

Bariloche

24 km W Cona Niyeu, road to El Cain

Ruta Provincial 8

Ruta Nacional 40, 2 km S Cerrito Pifion

Ruta Nacional 40, 2 km S Cerro Pifion

Ruta Provincial 1, 1 Km S Dos Pozos, 25 msnm

Ruta Provincial 1, 12 Km S Ea. Dos Naciones

Paso Pichachen, Ruta Antuco-Los Barros-Moncol, 10 km E Los Barros
Paso Pichachen, Ruta Antuco-Los Barros-Moncol, 10 km E Los Barros
Ruta Provincial 4, 14.4 km SE El Huecu

Ruta Provincial 37, 29.2 km N junction Ruta Nacional 40

Ruta Provincial 37, 29.2 km N junction Ruta Nacional 40

Ruta Nacional 231, 1 km W junction Ruta Nacional 237

Cascada del Rio Agrio

Cascada del Rio Agrio

Ruta Provincial 6, 31 Km N Norquinco

Bariloche

Bariloche

41°49° S
67°10° W
41°58° S
66°38° W
40°17° S
70°38° W
40°17° S
70°38° W
43°54’ S
65°24° W
43°32° S
65°20° W

37°31’ S
71°14” W
37°31’ S
71°14° W
37°43° S
70°29° W
37°07° S
70°08° W
37°07° S
70°08” W
41°01° S
71°09° W
37°48’ S
70°55° W
37°48° S
70°55° W
47°46° S
70°37° W
41°09’ S
71°18° W
41°09 S

71°18° W
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5531

6888

12995

13013

8730

8731

12243

12334

9183

9205

9202

13053

13055

9814

9999

8898

9190

Liolaemus rothi
Liolaemus rothi
Liolaemus rothi
Liolaemus rothi
Liolaemus sagei
Liolaemus sagei
Liolaemus sitesi

Liolaemus sitesi

especies candidatas

Liolaemus sp B4
Liolaemus sp B5
Liolaemus sp B5
Liolaemus sp B6
Liolaemus sp B6
Liolaemus sp B7
Liolaemus sp B7
Liolaemus sp B8

Liolaemus sp B8

Rio Negro
Chubut
Chubut
Chubut
Neuquén
Neuquén
Neuquen

Neuquen

Chubut
Chubut
Chubut
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Chubut

Chubut

El Cuy
Telsen
Cushamen
Cushamen
Zapala
Zapala
Pehuenches

Pehuenches

Languifieo
Escalante

Escalante

Lago Buenos
Aires
Lago Buenos
Aires

Magallanes
Magallanes
Paso de Indios

Paso de Indios

Ruta Provincial 67. 19,2 Km NE Mencue
Ruta provincial 4, between 20 and 50 km E Gan Gan
Ruta Nacional 40, Km 1862

Ruta Nacional 40, Km 1862

Ruta Provincial 46, NE entrance Parque Nacional Laguna Blanca

Ruta Provincial 46, NE entrance Parque Nacional Laguna Blanca

Sierra Auca Mahuida, 25.9 km S junction Ruta Provincial 6

Sierra Auca Mahuida, 25.9 km S junction Ruta Provincial 6

Ruta Nacional 40, 16.1 km S Tecka

Estacion Holdich

Ruta Nacional 3, 70.2 km SW Garayalde

Ruta Provincial 41, 35.3 km E Paso Roballos

Ruta Provincial 41, 35.3 km E Paso Roballos

Ruta Provincial 77, 77.7 km NW junction Ruta Provincial 25
Ruta Provincial 77, 77.7 km NW junction Ruta Provincial 25
Ruta Provincial 23, 65.1 km E junction Ruta Provincial 20

Ruta Provincial 23, 77.6 km E junction Ruta Provincial 20

40°19° S
69°26° W
42°28° S
67°51” W
42°18’ S
71°17" W
42°18’ S
71°17" W
39°02° S
70°16° W
39°02° S
70°16° W
37°42° S
68°51° W
37°42’ S
68°51’ W

43°37 S
70°50° S
45°57 S
68°11”’ W
45°07°S
67°08" W
47°11° S
71°35° W
47°11° S
71°35° W
48°24° S
68°56° W
48°24° S
68°56’W
44°35’ S
69°41’ W
44°39° S
69°36° W
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12555

5825

5826

12907

12894

2548

2550

9049

13149

5581

2431

12928

10132

10084

5761

5763

7953

12565

Liolaemus sp 1
Liolaemus sp 2
Liolaemus sp 2
Liolaemus sp 3
Liolaemus sp 3
Liolaemus sp 4
Liolaemus sp 4
Liolaemus sp 5
Liolaemus sp 6
Liolaemus sp 7
Liolaemus sp 8
Liolaemus sp 9
Liolaemus sp 10
Liolaemus sp 10
Liolaemus sp 11
Liolaemus sp 11
Liolaemus sp 12

Liolaemus sp 13

La Rioja
La Rioja
La Rioja
Mendoza
Mendoza
Neuquén
Neuquén
Chubut
Chubut
Chubut
Rio Negro
Chubut
Santa Cruz
Santa Cruz
Mendoza
Mendoza
Mendoza

San Juan

Vinchina
Famatina
Famatina
San Rafael
San Rafael
Aluminé
Aluminé
Languineo
Biedma
Telsen
El Cuy
Languifieo
Deseado
Deseado
Malargue
Malargue
Malargiie

Valle Fertil

Ruta Macopma; 76. 6.3 km S Laguna Brava

24 km SW Alto del Carrizal, road to Mina La Mejicana
24 km NW Alto del Carrizal, road to Mina La Mejicana
Ruta Nacional 144, 0.5 km NE junction Ruta Provincial 180
Ruta Provincial 179, 21 km S EI Nihuil

Ruta Provincial 13. Pampa de Lonco Luan

Ruta Provincial 13. Pampa de Lonco Luan

Ruta Provincial 62, 58.9 km E junction Ruta Nacional 46
Cerro Avanzado

Ruta Provincial 4, 5.4 Km W Telsen

El Cuy

Ruta Nacional 25, entrada a Los Pocitos de Quichaura
Ruta Provincial 12, 25.8 km N junction Ruta Provincial 49
Ruta Provincial 75, 2.8 km W junction Ruta Provincial 87
Ruta Nacional 40, Puente EI Zampal

Ruta Nacional 40, Puente EI Zampal

Ruta Provincial 186, 25.5 km NE Mina Ethel, 4 km S puesto Marfil

Ruta Provincial 510, 1 km W junction Ruta Nacional 76

28°24° S
68°51° W
28°55° S
67°40° W
28°55°
67°40° W
34°51’ S
26°84° W
35°11’ S
68°41° W
38°53’ S
70°58° W
38°53’ S
70°58° W
43°35 S
70°09° W
42°50° S
64°52° W
42°26’ S
67°00° W
31°54° S
65°49° W
43°38’ S
70°06° W
47°26° S
68°34° W
48°08° S
68°12° W
36°30° S
69°39° W
36°30° S
69°39° W
35°55 S
68°36° W
30°12° S
67°40° W
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2178

5135

4472

4473

2644

2597

2596

Liolaemus sp 14
Liolaemus sp 15
Liolaemus sp 16
Liolaemus sp 16
Liolaemus sp 17
Liolaemus sp 18

Liolaemus sp 18

La Pampa
Mendoza
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén

Neuquén

Puelén
Malargle
Zapala
Zapala
Zapala
Zapala

Zapala

7 Km NE Casa de Piedra

Ruta Provincial 180. 59 Km W Gobernador Ayala
Mina de Bentonita, 40 Km S Zapala

Mina de Bentonita, 40 Km S Zapala

6 Km NW La Amarga

6 Km NW La Amarga

6 Km NW La Amarga

38°07° S
67°06° W
37°17° S
68°33° W
39°12° S
69°56° W
39°12° S
69°56° W
37°06” S
70°08° W
39°04° S
69°37° W
39°04° S
69°37° W
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Apéndice B: Detalle de individuos utilizando en el capitulo 4. Los individuos de L. rothi que mostraron mitocondria introgresada se encuentran sefialados con rombos (@) y
cuadrados (M) en concordancia con la simbologia implementada en el capitulo 4 (Fig. 2 y 3).

NUmero de
Especie coleccion Provincia  Departamento Localidad Coordenadas
(LJAMM)

L. boulengeri 10942 Chubut Gastre RP 4,59.3 km W Gan Gan 42°39'S
' e 68°98' W
13120 Chubut Languifieo Laguna Blanca, RP 13 entre Colan Conhue y Paso del Sapo 64925557 VSV

13123 Chubut Languifieo Laguna Blanca, RP 13 entre Colan Conhue y Paso del Sapo 5'50557 VS\/

13124 Chubut Languifieo Laguna Blanca, RP 13 entre Colan Conhue y Paso del Sapo 5'50557 VS\/

3485 Rio Negro  Norquinco 1 km S de Estacion Norquinco, camino vecinal hacia Cushamen 7401543 VSV

42°47' S

3610 Chubut Cushamen RP 12 y embarcadero La Cancha 70°57' W

Paso de 44°15'S

3710 Chubut Indios RP 27, 14.2 km S El Sombrero y RP 53 68°15' W

42°00'S

7084 Chubut Cushamen RP 4, 23.3 km Cushamen 70°40' W

8847 Chubut Languineo RP 12, 3 km E puente sobre Rio Gualjaina, camino a Piedra Parada 74020233 VS\/

L. inacayali 11103 Rio Negro 25 de Mayo RN 23, 22.3 km E Ingeniero Jacobacci 5'9101178. VS\/
12277 Rio Negro 25 de Mayo Laguna Cari Lafquen Chica, 10 km N Ingeniero Jacobacci 5'9102453. VSV

12284 Rio Negro 25 de Mayo Laguna Cari Lafquen Chica, 10 km N Ingeniero Jacobacci 5'9102453: VSV

2175 Rio Negro  Norquinco RP 6, 7 Km NE de Mamuel Choique, 1013 msnm 740105172 VSV

2818 Rio Negro 25 de Mayo Laguna Cari Lafquen Chica, 7 Km N Ingeniero Jacobacci 3910213 VS\/

6258 RioNegro 9dedulio  RP5,7.2kmE de El Cain 41eal S

g I 68°04' W
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L. senguer

L. tehuelche

12288

13067

13077

13097

13099

2187

9027

9040

9180

12964

12967

3481

3482

3483

5461

5462

5627

5655

Rio Negro
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Neuquén
Neuquén
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro

Rio Negro

25 de Mayo
Rio Senguer
Rio Senguer
Languifieo
Languifieo
Rio Senguer

Tehuelches

Paso de
Indios

Rio Senguer
Los Lagos
Los Lagos
Norquinco
Norquinco
Norquinco
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu

Pilcaniyeu

Laguna Cari Lafquen Chica, 10 km N Ingeniero Jacobacci

RN 40, empalme RN 260, camino a Lago Blanco

RN 40, 26.5 km N empalme RN 26

Establecimiento 6 Hermanos, 10 km N NE empalme RN 25
Establecimiento 6 Hermanos, 10 km N NE empalme RN 25

RP 20, 23 Km W Los Manantiales, 576 msnm

RP 23, camino a Estancia Los Flamencos, a 3.6 km E empalme RP 20
RP 23, 65.1 km E empalme RP 20, caminno a Estancia Los Flamencos
RN 26, 22.3 km NW empalme RP 18

Empalme RN 237 (ex RN 40 y RN 231, N km N Rio Limay
Empalme RN 237 (ex RN 40) y RN 231, 2 km N Rio Limay

1 a2 km S de Estacion Norquinco, camino vecinal hacia Cushamen

1 a2 km S de Estacion Norquinco, camino vecinal hacia Cushamen

1 a2 km S de Estacion Norquinco, camino vecinal hacia Cushamen
RN 40. 2,7 Km S Ea. San Pedro

RN 40. 2,7 Km S Ea. San Pedro

RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno

RP 67, 2 km N Cafiadon Chileno, 37 km NE Comallo

41°43'S
69°25' W
45°56' S
70°24' W
45°14'S
69°56' W
43°26'S
70°00' W
43°26'S
70°00' W
45°27' S
69°45' W
44°32'S
70°21' W
44°35'S
69°41' W
45°57'S
69°52' W
41°01'S
71°09' W
41°01'S
71°09' W
41°53'S
70°54' W
41°53'S
70°54' W
41°53'S
70°54' W
40°52'S
70°34'W
40°52'S
70°34' W
40°51'S
69°58' W
40°52' S
70°01' W
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L. telsen

L.
hermannunezi

5656

5657

5658

5659

5660

5661

5662

5663

5664

10968

5530

6262

6877

6922

6923

6939

8693

14149

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Chubut

Rio Negro
Rio Negro
Chubut

Chubut

Chubut

Chubut

VIl
Region

Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
9 de Julio
Telsen

9 de Julio
9 de Julio
Telsen

Telsen

Telsen

Telsen

Biobio

RP 67, 2 km N Cafiadon Chileno, 37 km NE Comallo
RP 67, 2 km N Cafiadon Chileno, 37 km NE Comallo
RP 67, 2 km N Cafiadon Chileno, 37 km NE Comallo
RP 67, 2 km N Cafiadon Chileno, 37 km NE Comallo
RP 67, 2 km N Cafiadon Chileno, 37 km NE Comallo
RP 67, 2 km N Cafiadon Chileno, 37 km NE Comallo
RP 67, 2 km N Cafiadon Chileno, 37 km NE Comallo
RP 67, 2 km N Cafiadon Chileno, 37 km NE Comallo
RP 67, 2 km N Cafiadon Chileno, 37 km NE Comallo
RP 8, 17.5 km N Limite Rio Negro-Chubut

RP 4, 65,5 Km W Telsen

RP 8, 17.9 km N limite Chubut-Rio Negro

65.6 km destacamento policial El Rincon

RP 67, aprox. 10 km N Gan Gan

RP 67, aprox. 10 km N Gan Gan

RP 4, 92 km W Telsen aprox. 40 km E Gan Gan

RP 67, 10 km N Gan Gan

Paso Pichachen, 10 km E de Los Barros (Republica de Chile)

68°05' W
42°22'S
67°39' W
41°51'S
68°04' W
41°23'S
66°57' W
42°25'S
68°16' W
42°25'S
68°16' W
42°28'S
67°51' W
42°25'S
68°16' W
37°42'S
71°14' W
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L. loboi

L. rothi

14150

14151

14192

14193

14194

1217

10963

11528

11532

12932

12939

12940

12941

1760

1880

2134

2163

2236

VI
Region
VI
Regidn
VI
Regidn
VI
Regidn
VI
Regidn
Neuquén
Rio Negro
Chubut
Chubut
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro

Rio Negro

Biobio
Biobio
Biobio
Biobio
Biobio

Los Lagos
9 de Julio
Telsen
Telsen
Bariloche
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
25 de Mayo
25 de Mayo
Norquinco
Norquinco

Norquinco

Paso Pichachen, 10 km E de Los Barros (Republica de Chile)
Paso Pichachen, 10 km E de Los Barros (Republica de Chile)
Paso Pichachen, 10 km E de Los Barros (Republica de Chile)
Paso Pichachen, 10 km E de Los Barros (Republica de Chile)

Paso Pichachen, 10 km E de Los Barros (Republica de Chile)

RN 231, 1 Km O empalme RN 237, 900 msnm
RP 8,2.9 km S empalme RP 5, 14.9 km S EI Cain
RP 67, 17.7 km N Gan Gan (2 km desvio a Cafiada Leona)

RP 67, 17.7 km N Gan Gan (2 km desvio a Cafiada Leona)

RP 80, camino hacia Cerro Bernal, 19.5 km S empalme acceso a Aeropuerto
Bariloche
RP 80, camino hacia Cerro Bernal, 21,9 km S empalme acceso a Aeropuerto
Bariloche
RP 80, camino hacia Cerro Bernal, 21,9 km S empalme acceso a Aeropuerto
Bariloche
RP 80, camino hacia Cerro Bernal, 21,9 km S empalme acceso a Aeropuerto
Bariloche

RP 8, 17 Km S San Antonio del Cuy
RP 8, 17 Km S San Antonio del Cuy
RP 6, 1 Km NW Ojo de Agua

RP 6, 31 Km N Norquinco

RP 6, 1 Km NW Ojo de Agua

37°42'S
71°14'W
37°42'S
71°14'W
37°42'S
71°14'W
37°42'S
71°14'W
37°42'S
71°14'W
41°01'S
71°09' W
41°73'S
68°05'S
42°24'S
68°15'W
42°24'S
68°15'W
41°14'S
71°01' W
41°15'S
71°01' W
41°15'S
71°01' W
41°15'S
71°01' W
40°17'S
68°27' W
40°17'S
68°27' W
41°32'S
69°51' W
47°46'S
70°37' W
41°32'S
69°51' W
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2237

3065

3091

3092

3093

3383

3476

3523

3524

3525

3554

3555

3556

3557

3558

3560

3563

3564

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Chubut

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro

Rio Negro

Norquinco
25 de Mayo
Bariloche
Bariloche
Bariloche

9 de Julio
Laguineo
Norquinco
Norquinco
Norquinco
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo

25 de Mayo

RP 6, 1 Km NW Ojo de Agua

RP 76, 57 km S Ingeniero Jacobacci

Bariloche

Bariloche

Bariloche

RP 5, 3.3 km S empalme RP 8

RN 40, 2 km S entrada a Tecka en empalme con RP 62

RP 6, 10.2 km W entrada a Rio Chico (Estacion Cerro Mesa)
RP 6, 10.2 km W entrada a Rio Chico (Estacién Cerro Mesa)
RP 6, 10.2 km W entrada a Rio Chico (Estacién Cerro Mesa)
RP 76, 35 km S empalme RN 23, al S de Ingeniero Jacobacci
RP 76, 35 km S empalme RN 23, al S de Ingeniero Jacobacci
RP 76, 35 km S empalme RN 23, al S de Ingeniero Jacobacci
RP 76, 35 km S empalme RN 23, al S de Ingeniero Jacobacci
RP 76, 35 km S empalme RN 23, al S de Ingeniero Jacobacci
RP 76, 49.5 km S empalme RP 23

RP 76, 57 km S empalme RN 23

RP 76, 57 km S empalme RN 23

41°32'S
69°51' W
41°45'S
69°21' W
41°09'S
71°18' W
41°09'S
71°18' W
41°09'S
71°18' W
41°44'S
68°03' W
43°30'S
70°48' W
41°45'S
70°31'W
41°45'S
70°31'W
41°45'S
70°31' W
41°34'S
69°23' W
41°34'S
69°23' W
41°34'S
69°23' W
41°34'S
69°23' W
41°34'S
69°23' W
41°41'S
69°23' W
41°45'S
69°21' W
41°45'S
69°21' W

123



3584

4457

5458

5464

5531

5545

5546

5587

5607

5608

5609

5610

5611

5612

5613

5614

5640

6049

Rio Negro
Rio Negro
Chubut

Chubut

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Chubut

Chubut

25 de Mayo
Valcheta
Telsen
Telsen

El Cuy

25 de Mayo
El Cuy

El Cuy
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Telsen

Gastre

RN 23, cerro frente Estancia Huanuluan, 25.1 km W Ingeniero Jacobacci

Meseta de Somuncura

RP 4, 0.8 km E Gan Gan

RP 4. 20.4 Km E Gan Gan

RP 67.19,2 Km NE Mencue

RP 76. 48 Km S Ing. Jacobacci

RP 67. 20 Km S Mencue

RP 67.19,2 Km NE Mencue

RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno

RP 4, 70.7 km W Telsen

Sector Puesto Viejo, Proyecto Navidad, 3 km S RP 4, 40 km W Gan Gan

41°21'S
69°48' W
41°11'S
66°53' W
42°31'S
68°15' W
42°32'S
68°01' W
40°19'S
69°26' W
41°42'S
69°22' W
41°42'S
69°22' W
40°19'S
69°26' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
42°22'S
67°42' W
42°27' S
68°46' W
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41°11'S

6100 Rio Negro Valcheta Meseta de Somuncura, Cerro Corona 66°53' W
6834 Chubut Cushamen RP 13, 17.7 km S limite Chubut y Rio Negro é’;;?:vsv
6862 Rio Negro 25 de Mayo RP 8, 81.4 km N Los Menucos, 18 km S San Antonio del Cuy 5'502177\/8\/
6888 Chubut Telsen RP 4, entre 20 y 50 km E de Gan Gan 5'7205218\/8\/
8683 Rio Negro Pilcaniyeu RN 40, cerro Alto TAf(g)"O;A?VSV
8684 Rio Negro Pilcaniyeu RN 40, cerro Alto YAf(?"o;fVS\/
8925 Chubut Telsen RP 67, 16.3 km N Gan Gan §532°;71 VS\/
8930 Chubut  Telsen RP67,16.3km N Gan Gan g
8931 Chubut  Telsen RP 67,16.3km N Gan Gan g
8933 Chubut  Telsen RP67,16.3km N Gan Gan g
L. sagei 8730 Neuquén  Zapala RP 46, 17.8 km SW empalme RN 40, entrada NE Parque Nacional Laguna Blanca 7309:1062VS\/
8731 Neuquén  Zapala RP 46, 17.8 km SW empalme RN 40, entrada NE Parque Nacional Laguna Blanca 7309:1062\/8\/
L. sitesi 12243 Neuquen  Pehuenches Area Natural Protegida Auca Mahuida, 25.9 km S empalme RP 6 587°°5412VS\/
12328 Neuguen Pehuenches Area Natural Protegida Auca Mahuida, 25.9 km S empalme RP 6 §g°5412vsv
12329 Neuguen Pehuenches Area Natural Protegida Auca Mahuida, 25.9 km S empalme RP 6 §g°5412vsv
12330 Neuguen  Pehuenches Area Natural Protegida Auca Mahuida, 25.9 km S empalme RP 6 287°°5412VS\/
12334 Neuguen  Pehuenches Area Natural Protegida Auca Mahuida, 25.9 km S empalme RP 6 63’»87:5412\/8\/
L. tromen 12154 Neuquen  Chos Malal RP 37, 29.2 km N empalme RN 40, entrada Area Natural Protegida Tromen, Laguna 37°07'S
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12155

12156

12339

6153

Neuquen
Neuquen
Neuquen

Neuquén

Chos Malal

Chos Malal

Chos Malal

Chos Malal

Los Barros
RP 37, 29.2 km N empalme RN 40, entrada Area Natural Protegida Tromen, Laguna
Los Barros
RP 37, 29.2 km N empalme RN 40, entrada Area Natural Protegida Tromen, Laguna
Los Barros
RP 37, 29.2 km N empalme RN 40, entrada Area Natural Protegida Tromen, Laguna
Los Barros

Volcan Domuyo, ladera este

70°08'W
37°07' S
70°08'W
37°07'S
70°08'W
37°07'S
70°08'W
36°93'S
70°91' W
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Apéndice C: Detalle de individuos utilizados en los analisis del capitulo 5.

NuUmero de coleccién

Especie Provincia Departamento  Localidad Coordenadas
(LJAMM)
L. hermannunezi 14149 Eg#lilgeglon Biobio Paso Pichachen, Ruta Antuco-Los Barros-Moncol, 10 km E de Los Barros ?10?1 \SN
14150 Eélt!lilgeglon Biobio Paso Pichachen, Ruta Antuco-Los Barros-Moncol, 10 km E de Los Barros ?I;i \SN
14151 Eg#“geglon Biobio Paso Pichachen, Ruta Antuco-Los Barros-Moncol, 10 km E de Los Barros ?Ioﬁ \SN
14192 Eg#“geglon Biobio Paso Pichachen, Ruta Antuco-Los Barros-Moncol, 10 km E de Los Barros ?Ioﬁ \SN
14193 Eg#“geglon Biobio Paso Pichachen, Ruta Antuco-Los Barros-Moncol, 10 km E de Los Barros ?Ioﬁ \SN
VIII Regién " . 37°31° S
14194 (Chile) Biobio Paso Pichachen, Ruta Antuco-Los Barros-Moncol, 10 km E de Los Barros 71°14> W
L. loboi 1217 Neuquén Los Lagos RN 231, 1 Km O enpalme RN 237, 900 msnm ;'108; 3&/
) - ) . . 37°48’ S
3295 Neuquén Norquin Cascada del Rio Agrio 70°55° W
) - ) . . 37°48 S
3296 Neuquén Norquin Cascada del Rio Agrio 70°55° W
) - ) . . 37°48’ S
3297 Neuquén Norquin Cascada del Rio Agrio 70°55° W
5345 Neuquén Norquin RP 21. 15 Km N Loncopue 37058 S
‘ 70°38° W
, - . . . 37°48’ S
6471 Neuqueén Norquin Cascada del Rio Agrio 70°55° W
, L . . 37°48’ S
6472 Neuqueén Norquin Cascada del Rio Agrio 70°55° W
) . ) . . 37°48’ S
6475 Neuquén Norquin Cascada del Rio Agrio 70°55° W
L. rothi 2134 Rio Negro Norquinco RP 6, 1 Km Nw Ojo de Agua, 1141 msnm géogi \SN
2236 Rio Negro Norquinco RP 6, 1 Km NW Ojo de Agua, 1141 msnm 41°32'S
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2237

3065

3091

3092

3093

3523

3524

3525

3554

3555

3556

3557

3558

3560

3563

3564

3584
5545

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro

Rio Negro
Rio Negro

Norquinco
25 de Mayo
Bariloche
Bariloche
Bariloche
Norquinco
Norquinco
Norquinco
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo
25 de Mayo

25 de Mayo
25 de Mayo

RP 6, 1 Km NW Ojo de Agua, 1141 msnm

RP 76, 57 km S Ingeniero Jacobacci

Bariloche

Bariloche

Bariloche

RP 6, 10.2 km W entrada a Rio Chico (Estancion Cerro Mesa)
RP 6, 10.2 km W entrada a Rio Chico (Estancion Cerro Mesa)
RP 6, 10.2 km W entrada a Rio Chico (Estancion Cerro Mesa)
RP 76, 35 km S empalme RN 23, al S de Ingeniero Jacobacci
RP 76, 35 km S empalme RN 23, al S de Ingeniero Jacobacci
RP 76, 35 km S empalme RN 23, al S de Ingeniero Jacobacci
RP 76, 35 km S empalme RN 23, al S de Ingeniero Jacobacci
RP 76, 35 km S empalme RN 23, al S de Ingeniero Jacobacci
RP 76, 49.5 km S empalme RP 23

RP 76, 57 km S empalme RN 23

RP 76, 57 km S empalme RN 23

RN 23, cerro frente Estancia Huanuluan, 25.1 km W Ingeniero Jacobacci

RP 76. 48 Km S Ing. Jacobacci

69°51' W
41°32'S
69°51' W
41°45'S
69°21' W
41°09'S
71°18'W
41°09'S
71°18'W
41°09'S
71°18'W
41°45'S
70°31'W
41°45'S
70°31' W
41°45'S
70°31' W
41°34'S
69°23' W
41°34'S
69°23' W
41°34'S
69°23' W
41°34'S
69°23' W
41°34'S
69°23' W
41°41'S
69°23' W
41°45'S
69°21' W
41°45'S
69°21' W
41°21'S
69°48' W
41°42' S
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L. sagei

L. sitesi

5546

5607

5608

5609

5610

5611

5613

5614

8683

8684

12932

12939

12940

12941

8730

8731

12243
12328

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Neuquén

Neuquén

Neuquen

Neuquen

El Cuy

Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Bariloche
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Zapala

Zapala

Pehuenches

Pehuenches

RP 67. 20 Km S Mencue

RP 67, 3.5 km N Cafladon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RP 67, 3.5 km N Cafiadon Chileno
RN 40, cerro Alto

RN 40, cerro Alto

RP 80, camino hacia Cerro Bernal, 19.5 km S empalme acceso a
Aeropuerto Bariloche

RP 80, camino hacia Cerro Bernal, 21,9 km S empalme acceso a
Aeropuerto Bariloche

RP 80, camino hacia Cerro Bernal, 21,9 km S empalme acceso a
Aeropuerto Bariloche

RP 80, camino hacia Cerro Bernal, 21,9 km S empalme acceso a
Aeropuerto Bariloche

RP 46, 17.8 km SW empalme RN 40, entrada NE Parque Nacional Laguna
Blanca

RP 46, 17.8 km SW empalme RN 40, entrada NE Parque Nacional Laguna
Blanca

Area Natural Protegida Auca Mahuida, 25.9 km S empalme RP 6, Base
Guardaparque, Sierra Auca Mahuida

Area Natural Protegida Auca Mahuida, 25.9 km S empalme RP 6, Base

69°22' W
41°42'S
69°22' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°51'S
69°58' W
40°46'S
70°34' W
40°46'S
70°34' W
41°14'S
71°01'W
41°15'S
71°01'W
41°15'S
71°01' W
41°15'S
71°01' W
39°02'S
70°16' W
39°02'S
70°16' W
37°42'S
68°51' W
37°42'S
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L. tromen

L.sp. M 34

12329

12330

12334

6153

12154

12155

12156

12339

5270

5281

5282

5283

5286

5287

5288

5301

5302
6415

Neuquen
Neuquen
Neuquen
Neuquén
Neuquen
Neuquen
Neuquen
Neuquen
Neuquén
Neuquén
Neuqueén
Neuqueén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén

Neuquén

Neuquén

Pehuenches
Pehuenches
Pehuenches
Chos Malal
Chos Malal
Chos Malal
Chos Malal
Chos Malal
Minas
Minas
Minas
Minas
Minas
Minas
Minas
Minas

Minas

Minas

Guardaparque, Sierra Auca Mahuida
Area Natural Protegida Auca Mahuida,
Guardaparque, Sierra Auca Mahuida
Area Natural Protegida Auca Mahuida,
Guardaparque, Sierra Auca Mahuida
Area Natural Protegida Auca Mahuida,
Guardaparque, Sierra Auca Mahuida

Volcan Domuyo, ladera este

RP 37, 29.2 km N empalme RN 40,
Tromen, Laguna Los Barros
RP 37, 29.2 km N empalme RN 40,
Tromen, Laguna Los Barros
RP 37, 29.2 km N empalme RN 40,
Tromen, Laguna Los Barros
RP 37, 29.2 km N empalme RN 40,
Tromen, Laguna Los Barros

Las Olletas. 7 Km N Aguas Calientes.
RP 45. 28.5 Km NW empalme RP 43.
RP 45.28.5 Km NW empalme RP 43.
RP 45.28.5 Km NW empalme RP 43.
RP 45. 28.5 Km NW empalme RP 43.
RP 45. 28.5 Km NW empalme RP 43.
RP 45. 28.5 Km NW empalme RP 43.
RP 45. 23 Km NW empalme RP 43.

RP 45. 23 Km NW empalme RP 43.

Orillas de caminos, Domuyo

25.9 km S empalme RP 6, Base
25.9 km S empalme RP 6, Base

25.9 km S empalme RP 6, Base

entrada Area Natural Protegida
entrada Area Natural Protegida
entrada Area Natural Protegida

entrada Area Natural Protegida

68°51' W
37°42'S
68°51' W
37°42'S
68°51' W
37°42'S
68°51' W
23°79'S
59°41' W
37°07' S
70°08' W
37°07' S
70°08' W
37°07' S
70°08' W
37°07'S
70°08' W
36°39'S
70°35'W
36°55'S
70°55' W
36°55'S
70°55' W
36°55'S
70°55' W
36°55'S
70°55'W
36°55'S
70°55'W
36°55'S
70°55'W
36°53'S
70°56' W
36°53'S
70°56' W
36°53'S
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L.sp. 4

L. senguer

6416

6417

6424

6434

6435

6453

6454

6473

6474

6476

2548

2549

2550

2187

9027

9040

9180
13067

Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquen
Neuquen
Neuquen
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuqueén
Neuqueén
Neuquén
Chubut

Chubut

Chubut

Chubut
Chubut

Minas
Minas
Minas
Minas
Minas
Minas
Minas
Minas
Minas
Minas
Aluminé
Aluminé
Aluminé
Rio Senguer

Tehuelches

Paso de
Indios

Rio Senguer

Rio Senguer

Orillas de caminos, Domuyo

Orillas de caminos, Domuyo

Borde de caminos, Domuyo

Camino, Domuyo

Camino, Domuyo

Orillas de caminos, Domuyo

Orillas de caminos, Domuyo

RP 45, 23 km NW empalme RP 43

RP 45, 23 km NW empalme RP 43

RP 45, 23 km NW empalme RP 43

RP 13. Pampa de Lonco Luan, 12 Km E Rio Litran

RP 13. Pampa de Lonco Luan, 12 Km E Rio Litran

RP 13. Pampa de Lonco Luan, 12 Km E Rio Litran

RP 20, 23 Km W Los Manantiales, 576 msnm

RP 23, camino a Estancia Los Flamencos, a 3.6 km E empalme RP 20
RP 23, 65.1 km E empalme RP 20, caminno a Estancia Los Flamencos

RN 26, 22.3 km NW empalme RP 18
RN 40, empalme RN 260, camino a Lago Blanco

70°56'
36°53'
70°56'
36°53'
70°56'
36°53
70°56
36°53
70°56
36°5
70°5
36°5

5

5

70°

3
6
3
6
36°53
70°56
36°53
70°56
36°53
70°56
3
6
3
8
3
8
3
8

36°5
70°
38°
70°
38°
70°
38°
70°5
45°27'S
69°45' W
44°32'S
70°21' W
44°35'S
69°41' W
45°57' S
69°52' W
45°56' S

5
5
5
5
5
5

W
S
W
S
W
S
W
S
W
S
W
S
W
S
W
S
W
S
W
S
W
S
W
S
W
S
W
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L. inacayali

13077

13097

13099

2175

2818

6258

11103

12277

12284

Chubut
Chubut
Chubut
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro

Rio Negro

Rio Senguer
Languifieo
Languifieo
Norquinco
25 de Mayo
9 de Julio
25 de Mayo
25 de Mayo

25 de Mayo

RN 40, 26.5 km N empalme RN 26, 11.5 km N entrada a Facundo

Establecimiento 6 Hermanos, 10 km N NE empalme RN 25, camino a RP
62, Pocitos de Quichaura
Establecimiento 6 Hermanos, 10 km N NE empalme RN 25, camino a RP
62, Pocitos de Quichaura

RP 6, 7 Km NE de Mamuel Choique, 1013 msnm

Laguna Cari Lafquen Chica, 7 Km N Ingeniero Jacobacci
RP 5, 7.2 km E de EI Cain, cerca de Laguna de las VVacas

RN 23, 22.3 km E Ingeniero Jacobacci

Laguna Cari Lafquen Chica, 10 km N Ingeniero Jacobacci

Laguna Cari Lafquen Chica, 10 km N Ingeniero Jacobacci

70°24' W
45°14'S
69°56' W
43°26'S
70°00' W
43°26'S
70°00' W
41°42'S
70°07' W
41°13'S
69°24' W
41°41'S
68°04' W
41°18'S
69°17' W
41°43'S
69°25'W
41°43'S
69°25'W
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	Hipótesis filogeográficas
	La Figura 2 ilustra el árbol mitocondrial inferido. Se recuperaron dos clados principales con alto soporte: el complejo boulengeri y el complejo rothi. La mayoría de las 11 especies se recuperaron como monofiléticas, pero L. rothi fue recuperado como ...
	Las seis especies del complejo rothi están completamente resueltas y todos los nodos altamente soportados con excepción del clado (L. loboi + L. sitesi). Un grupo de 34 ejemplares de L. rothi fueron recuperados como grupo hermano de L. sagei, con alto...
	La Figura 3 muestra el solapamiento de las distribuciones geográficas de L. rothi, L. telsen, L. tehuelche y L. boulengeri. En particular, L. rothi tiene la distribución más grande y se superpone con L. tehuelche en el noroeste de su rango, con L. bou...
	Los tiempos de divergencia estimados (Fig. 2) proveen valores cercanos para la coalescencia de la mitocondria en ambos casos para la parafilia observada. La estimación de la coalescencia de la mitocondria de L. rothi con L. telsen y L. boulengeri fue ...
	Entonces, las hipótesis que se plantean evaluar correspondientes a la Fig. 1 son:
	H0: Toda la discordancia de árboles de genes se debe a ILS (M1,2,3 = 0).
	H1: Flujo génico entre L. rothi y L. tehuelche (M1 > 0).
	H2: Flujo génico entre L. rothi y el ancestro común de (L. boulengeri + L. telsen) (M2 > 0).
	H3: Una combinación de H1 y H2, con M1 > 0 y M2 > 0.
	H4: Flujo génico entre L. rothi y el ancestro común de L. tehuelche, L. telsen y L. boulengeri, con M3 > 0.
	Hipótesis de hibridación
	Los resultados de verosimilitud de cada modelo se muestran en la Tabla 1. Cada modelo con M1 y M2 > 0 muestra una verosimilitud mayor con respecto a un modelo estrictamente coalescente. Modelos incluyendo M3 > 0, muestran un verosimilitud igual que u...
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