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Resumen

Phyllotis xanthopygus (Waterhouse 1837) ha sido considerada la especie con
mayor rango de distribucion del género, pudiéndose encontrar poblaciones desde el centro
de Peru hasta el sur de Argentina y Chile. Actualmente y gracias a estudios previos de
sistematica molecular, se la reconoce como un complejo de especies cripticas que abarca
ocho clados principales (atn hay controversias acerca de las relaciones filogenéticas entre
ellos), algunos de los cuales tienen nombres formales: P. bonariensis, P. caprinus P.
limatus, P. vaccarum, P. xanthopygus, P. posticalis/P. rupestris, P. pehuenche y Phyllotis
sp.1. Este altimo clado se definio en base a individuos de Pampa de Achala en la provincia
de Coérdoba; se encuentra diferenciado tanto geografica como genéticamente del resto de
los clados y se lo considera restringido a zonas de gran altura (por encima de los 2000
m.s.n.m.) de las Sierras Grandes. En 2016 se capturaron dos ejemplares catalogados en
base a su morfologia externa como pertenecientes al género Phyllotis en roquedales
rodeados de pastizal de altura dentro de la Reserva Natural Vaquerias ubicada en el
departamento de Punilla en las Sierras Chicas de Cordoba. Con el fin de confirmar si
pertenecen a este género y si pertenecen a alguno de los clados del complejo P.
xanthopygus, llevamos a cabo dos analisis filogenéticos (usando maxima parsimonia,
maxima verosimilitud e inferencia bayesiana) a partir de secuencias del gen citocromo b.
En el primer andlisis, los resultados mostraron que los individuos de la Reserva
efectivamente corresponden al género Phyllotis. Con el segundo analisis, se pudo
confirmar que forman parte del clado Phyllotis sp. 1, por lo que el mismo ya no deberia
considerarse como restringido a zonas de mayores alturas. Ademas, mediante analisis de
delimitacién de especies utilizando los métodos distancia genética Kimura-2 parametros
(K2P), “Bayesian implementation of the Poisson tree processes (bPTP)” y “generalized
mixed Yule-coalescent (GMYC)” demostramos que este clado es un linaje independiente
y que deberia considerarse como una especie valida, haciendo énfasis en la necesidad de
hacer mas estudios de morfologia cuantitativa para su reconocimiento formal. También
se calcularon los tiempos de divergencia entre los ocho clados del complejo P.
xanthopygus, en donde se observé que el ancestro comin mas reciente del complejo
tendria 3,81 millones de afios y particularmente el del clado Phyllotis sp. 1 tendria 480

mil afos.

Palabras clave: complejo Phyllotis xanthopygus, gen Cit-b, reconstruccion filogenética,

delimitacion de especies, Cordoba, divergencia



Introduccion
1. Clasificacién y filogenias

El andlisis filogenético, es decir, el estudio de las relaciones entre especies,
histéricamente se ha asociado con la clasificacion y denominacion de organismos. En el
siglo XVIII, el botanico sueco Carl von Linné (1707-1778) introdujo un sistema de
clasificacion que fue adoptado entonces y que hoy continGa en uso. Consiste en una
nomenclatura binomial, es decir, un sistema de nombres de dos partes que consta de un
nombre de género y un epiteto especifico. Propuso ademéas un sistema jerarquico de
agrupacion de especies en el que existen grupos anidados dentro de grupos mas grandes
(como géneros anidados dentro de familias). Los niveles de clasificacion se denominan
categorias taxondémicas, mientras que un grupo particular de organismos asignados a una
categoria es un taxon (plural: taxa). Es importante destacar que, para esa época, los
naturalistas europeos creian que Dios habia creado a las especies de acuerdo con un
esquema ordenado y, por lo tanto, era un trabajo de gran devocidn crear un sistema para
descubrir el “plan de la creacion” describiendo una clasificacién “natural”. Es por esto
que Linné us6 para la clasificacién caracteristicas que agrupaban o aproximaban a
distintos grupos de organismos segun el esquema creativo de Dios, sin utilizar un marco
evolutivo.

La clasificacion adquirié un significado completamente diferente partir de la
publicacion de “El Origen de Las Especies” en 1859. Alli Charles Darwin propuso, luego
de 20 afios de innumerables observaciones y colecta de evidencia, que una especie
ancestral puede dividirse en dos especies descendientes, las cuales en un principio son
muy similares entre si, pero que divergen, es decir, acumulan diferencias con el tiempo.
Cada una de esas especies, a su vez, puede dividirse y divergir para producir dos especies
descendientes, y el proceso puede repetirse una y otra vez a lo largo de la historia de la
vida. Darwin entonces aventur6 que todas las especies de organismos descendieron, por
la repeticion interminable de tales eventos, a lo largo de grandes periodos de tiempo, de
un solo ancestro comun: el ancestro universal de toda la vida. En palabras de Darwin,
todas las especies, existentes y extintas, forman un gran "arbol de la vida" o arbol
filogenético (Futuyma, 2005).

Actualmente, muchos sistematicos consideran que el nacimiento de la préactica
moderna para inferir relaciones filogenéticas se dio gracias al entomologo aleman Willi

Hennig (1966), el cual, a través de la influencia de otros investigadores como Haeckel,



Zimmerman y Neaf, desarrolld lo que hoy se conoce como Sistematica Filogenética a
partir de cinco ideas basicas: (1) Las relaciones que proporcionan la cohesion de
organismos vivos y extintos son relaciones genealdgicas. (2) Estas relaciones existen para
los individuos dentro de las poblaciones, las poblaciones dentro de las especies y entre
las propias especies. (3) Todos los demas tipos de relaciones (por ejemplo, similitud,
ecologia) tienen la maxima relevancia cuando se entienden dentro del contexto de la
ascendencia genealdgica. (4) La ascendencia genealdgica entre especies puede
recuperarse buscando caracteres particulares (innovaciones evolutivas, sinapomorfias)
que documenten estas relaciones. (5) De las formas posibles de clasificar organismos, el
mejor sistema es aquel que refleja exactamente las relaciones genealdgicas de las especies
clasificadas.

Desde entonces, la filogenética ha proporcionado una herramienta que permite a
los investigadores ubicar dentro del contexto historico sus observaciones acerca de la
descendencia y descubrir aquellos factores historicos y proximales que contribuyen a las
mismas. Se han desarrollado métodos que prueban las hipétesis de la descendencia de
especies y han dado como resultado arboles filogenéticos rigurosamente probados. Las
topologias de los arboles resultantes dependen principalmente de dos procesos:
cladogénesis, es decir, separacion de un linaje en dos 0 mas ramas gracias a procesos de
evolucion divergente y anagénesis, el cual refiere a la evolucion (acumulacion de
cambios) dentro de un linaje a través de fendmenos genético-poblacionales (Wiley,
2011). Existe un tercer proceso menos frecuente denominado evolucion reticular, el cual
refiere a hibridaciones que ocurren entre taxa y a la transferencia lateral de genes
(Futuyma, 2005). Estos arboles forman la base del conocimiento para los cientificos que
van desde la investigacién de la dinamica macro evolutiva de la especiacién y extincién
hasta el estudio de la distribucion de determinadas caracteristicas entre grupos de
organismos.

Cuando el arbol representa el patron evolutivo de un grupo de especies y es
construido en base a varios genes, se denomina arbol de especies. En cambio, cuando es
construido en base a un solo gen, se denomina arbol de genes y representa referencias
acerca de las relaciones histéricas entre distintas variantes en las secuencias de un gen.
Los arboles de genes pueden diferir de los arboles de especies por varias causas; como
por ejemplo la transferencia lateral de genes, la hibridacion o duplicacion génica que
pueden hacer que la historia de cada gen difiera de la historia evolutiva de las especies
(Knowles & Kubatko, 2010; Futuyma, 2005).



Para poder realizar una reconstruccion filogenética, se construyen matrices
utilizando caracteres que son propiedades que varian entre los taxa considerados. Dichas
variantes son conocidas como estados. Los caracteres filogenéticamente informativos
poseen dos o0 mas estados. Algunos de los caracteres mas utilizados incluyen
caracteristicas morfoldgicas externas e internas, diferencias en comportamientos,
estructura celular, cromosoémica y bioquimica. Ademas, gracias al desarrollo de nuevas
técnicas en biologia molecular, actualmente se utilizan secuencias de ADN, como por
ejemplo el gen citocromo-b, en donde la presencia de las distintas bases (A, T, Co G) en
determinado sitio de la secuencia es considerado un caracter (Futuyma, 2005).

Las matrices de caracteres se pueden analizar bajo distintos algoritmos segin
diferentes métodos, que pueden ser los basados en Mé&xima Parsimonia o los llamados
probabilisticos como la Inferencia Bayesiana y de Maxima Verosimilitud. A

continuacion, se describe brevemente cada uno de ellos.

1.1. Métodos de reconstruccion filogenética
1.1.1. Méxima Parsimonia (MP)

Los cientificos y filésofos utilizan el concepto de parsimonia generalmente
atribuida a William de Ockham (1285-1347) el cual, de manera resumida, consta de que
la explicacion méas simple o que requiere la menor cantidad de supuestos no
documentados, debe preferirse frente a las hipdtesis mas complejas que requieren mas
supuestos para los cuales falta evidencia. En el analisis filogenético, el principio sugiere
que entre los diversos arboles filogenéticos que se pueden obtener para un grupo de taxa,
la mejor estimacion de la verdadera filogenia es la que obliga a postular la menor cantidad
de cambios evolutivos. Este método se encuentra entre los méas simples y es uno de los
mas utilizados (Futuyma, 2005).

Para el analisis, la busqueda del arbol mas parsimonioso puede realizarse en base
a distintas estrategias entre las que se encuentran: blasqueda exhaustiva, busqueda por
“Branch and Bound”, busqueda heuristica (Wiley, 2011) y por ‘‘Tree bisection
reconnection’’ (Goloboff et al., 2008).

Con el fin de colocar intervalos de confianza en las filogenias, existe un método
estadistico conocido como “bootstrap”. El mismo consiste en volver a muestrear puntos
de los propios datos, con reemplazo (algunos caracteres estaran mas de una vez y otros

no estaran), para crear una serie de muestras del mismo tamafio que los datos originales
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(pseudoréplicas). Se analiza cada una de ellas y se toma la variacion entre las estimaciones
resultantes para indicar el tamafio del error involucrado en hacer estimaciones a partir de
los datos originales (Felsenstein, 1985).

A partir del arbol consenso estricto obtenido por el método de MP y a través del
método de bootstrap puede obtenerse el arbol de consenso de mayoria que muestre todos
los grupos monofiléticos inferidos que ocurrieron en la mayoria de las muestras de
bootstrap. Se propone en general que si una rama aparece en el 70% de los arboles ese
nodo es confiable (Hillis & Bull, 1993).

1.1.2. Méxima Verosimilitud (ML por sus siglas en inglés)

La probabilidad de que un evento que sucedié en el pasado produzca un resultado
especifico se denomina Verosimilitud. En los métodos de reconstruccion filogenética
bajo este principio, se prefiere el arbol que tiene la mayor probabilidad de producir los
datos que se observan dado un modelo especifico de evolucion que debe definirse antes
del anélisis (Wiley, 2011).

Los distintos modelos de evolucion estan dados por las diferencias entre pares de
secuencias y considerando que las probabilidades de que ocurran cambios en una base
por otra pueden no ser constantes. Asi, por ejemplo, puede ocurrir que haya diferencias
en tasas de transicién y transversion, que una sea mas probable gque la otra; también puede
haber diferencias en las frecuencias de las bases o bien, pueden ser iguales. Actualmente,
uno de los softwares utilizados (aunque no es el Unico existente) para la eleccion del
modelo dado un set de datos es jModeltest 2, el cual, cuenta con un conjunto de 1624

modelos posibles (Darriba et al., 2012).

1.1.3. Reconstruccion por Inferencia Bayesiana (I1B)

Bajo este nombre se agrupan una serie de métodos que intentan clasificar a los
especimenes utilizando los principios de la estadistica bayesiana. Esta rama de la
estadistica fue desarrollada originalmente por el reverendo Thomas Bayes (1702-1761) y
consiste en que la probabilidad de un determinado arbol filogenetico (tree) dadas las
secuencias de ADN observadas (data), es igual a la probabilidad del arbol (con un cierto
namero de clados y agrupamientos) por la probabilidad de los datos dado ese arbol, sobre

la probabilidad total de los datos.



El analisis bayesiano utiliza calculos de verosimilitud, pero a diferencia de ML,
estima la probabilidad de la topologia del arbol dados los datos y el modelo. Lo hace
calculando una probabilidad posterior que puede ser interpretada como la probabilidad de
que el arbol sea el verdadero; por lo que, en este tipo de técnicas, debe elegirse como
mejor estimacion de la filogenia aquel arbol con la probabilidad posterior méas alta
(Huelsenbeck et al., 2001).

La probabilidad posterior implica una suma de todos los arboles en conjunto y,
para cada arbol, la integracion de todas las combinaciones posibles de longitud de rama
y valores de los parametros del modelo de sustitucion. Es por esto que el método utiliza
el algoritmo MCMC (Markov Chain Monte Carlo) que hace factible computacionalmente
la integracion de las probabilidades posteriores. Utiliza un mecanismo que consiste en
generar modificaciones graduales desde un punto de partida (idealmente, elegido al azar),
y alternativamente cambia algunos valores de parametros (por ejemplo, topologia,
longitudes de rama, parametros de sustitucion), estocasticamente y aperiddicamente. La
cadena de Markov avanza entonces hasta que alcanza un estado estacionario. Si la cadena
de Markov es irreducible (es decir, es posible que la cadena visite todos los conjuntos
posibles de parametros y topologias de arbol), su estado estacionario converge con la
distribucion de probabilidad posterior conjunta de los pardmetros que se modifican (Li et
al., 2000; Goloboff & Pol 2005).

2. Conceptos de Especie y Métodos de delimitacion

Las especies son una de las unidades basicas para comparar en casi todos los
campos de la biologia, desde la anatomia hasta el comportamiento, el desarrollo, la
ecologia, la evolucion, la genética, la biologia molecular, la paleontologia, la fisiologia y
la sistemética. Sin embargo, el concepto de especie siempre ha sido un tema de
controversia en la clasificacion debido a lo dificil que resulta marcar una frontera entre
distintas especies, las cualidades que las definen y las caracteristicas propias de cada una
de ellas (Aldhebiani, 2018). Actualmente, existen al menos 22 conceptos y probablemente
ninguno de éstos sea suficiente para todos los contextos en los que se utiliza un concepto
de especie (Mayden, 1997). A los fines de la presente Tesina enmarcada en el campo de
la sistematica molecular y a la metodologia propuesta, se desarrollaran dos de ellos, el

concepto genético y filogenético.
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El concepto genético de especie fue propuesto por Dobzhansky (1950) y Mayr
(1969) y podria definirse como una medida de las diferencias genéticas que se utiliza para
inferir el aislamiento reproductivo y la independencia evolutiva (Mayden, 1997). Uno de
los desafios para este concepto es la determinacion de la diferenciacidn genética necesaria
para distinguir entre dos especies putativas. Bradley & Baker (2001) propusieron que los
valores de distancia genética <2% indican variacion intraespecifica; los valores entre 2 y
11% tienen una alta probabilidad de ser indicativos de poblaciones conespecificas o
especies validas y merecen un estudio adicional sobre el estado especifico; y los valores
>11% indican especies validas.

Por otro lado, el concepto filogenético de especie las define como las unidades
mas pequefas de las que se pueden inferir de forma fiable relaciones filogenéticas. Para
este concepto se pueden utilizar diferentes métodos de delimitacion de especies. Uno de
ellos es el denominado “Poisson tree processes (PTP)”, que consiste en modelar la tasa
de especiacion usando directamente el numero de sustituciones. Las diferencias
significativas (en el sentido estadistico) entre las relaciones reconstruidas entre y dentro
de las especies se reflejan en las longitudes de las ramas que representan el nUmero medio
esperado de sustituciones por sitio entre dos eventos de ramificacion. Por lo tanto, la
suposicion fundamental es que el ndmero de sustituciones entre especies es
significativamente mayor que el nimero de sustituciones dentro de las especies (Zhang
et al., 2013). Otro método es el “Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC)” el cual
fue disefiado para delimitar especies en evolucién independiente utilizando datos de un
solo locus. Este método modela separadamente el ajuste al modelo de Yule y los procesos
coalescentes sobre un arbol ultramétrico (Pons et al., 2006; Fujisawa & Barraclough,
2013; Tang et al., 2014).

3. Caracteristicas del género Phyllotis

El género Phyllotis Waterhouse
1837 (Familia Cricetidae; Subfamilia
Sigmodontinae) comprende a roedores
conocidos como pericotes o lauchas

orejudas (Fig. 1).

Son ratones generalmente de

N 5 . . Flg 1 PhyIIotls andlum Reserva de Produccién Faunlstlca
famano pequeno a mediano con pelaje Antisana, Napo, Ecuador. Fotografiado por Jorge Brito
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largo, fino y de color variable, siendo la zona ventral generalmente mucho mas clara que
la dorsal. La cola tiene una longitud inferior a la de la cabeza y el cuerpo combinados y
las orejas son de tamafio mediano a grande. Se distribuyen desde las tierras altas de
Ecuador a lo largo de los Andes, y a través de los habitats aridos a semiaridos adyacentes,
hasta el extremo sur de Ameérica del Sur continental. Sus habitats comprenden sitios
abiertos, rocosos y con matorrales, desde el nivel del mar hasta cerca de los 5.000 m. Se
reconocen 20 especies dentro de este género: P. alisosiensis, P. amicus, P. andium, P.
anitae, P. bonariensis, P. caprinus, P. darwini, P. definitus, P. gerbillus, P. haggardi, P.
limatus, P. magister, P. occidens, P. osgoodi, P. osilae, P. pearsoni, P. pehuenche, P.
stenops, P. vaccarum y P. xanthopygus (Kramer et al., 1999; Pacheco et al., 2014;
Steppan & Ramirez, 2015; Rengifo & Pacheco, 2015, 2018; Jayat et al., 2021).

3.1 Phyllotis xanthopygus (Waterhouse 1837)

Phyllotis xanthopygus es la especie con mayor rango de distribucion del género,
encontrandose poblaciones desde el centro de Peru hasta el sur de Argentina y Chile. Es
un roedor de microhabitats rocosos en las laderas andinas. En Argentina, también se
encuentra en afloramientos rocosos en las ecorregiones del Monte y la Estepa Patagonica
y en elevaciones mas altas en las Sierras de San Luis y Cordoba (Kramer et al., 1999;
Steppan & Ramirez, 2015). Son estrictamente nocturnos y se alimentan de vegetales,
granos e insectos (Bozinovic & Rosenmann, 1988; Pizzimenti & De Salle, 2008).

Se trata de una especie politipica y existen controversias acerca de las relaciones
filogenéticas de los clados que comprende. En una primera instancia, Pearson (1958) y
Hershkovitz (1962) consideraron a P. darwini como una especie ampliamente distribuida,
que incluia varias formas nominales que los autores consideraban subespecies entre las
que se encontraban xanthopygus, chilensis, vaccarum, rupestris y posticalis.
Posteriormente, Walker et al. (1984) demostraron que el verdadero P. darwini esta en
realidad restringido a la region central de Chile y todas las demas formas nominales se
incluyeron entonces dentro de P. xanthopygus, con localidad tipo en Santa Cruz,
provincia de Santa Cruz, Argentina. Sin embargo, la identificacion de especimenes
basada unicamente en caracteres morfologicos sigue siendo problematica (Kramer et al.,
1999).

En un estudio de sistematica molecular, Sabrina Riveréon (2011) demostrd,

utilizando secuencias del gen citocromo b (Cit-b), que P. xanthopygus es una especie
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parafilética compuesta por varios clados que presentan una marcada estructuracion
geogréfica. Algunos clados reconocidos formalmente como P. xanthopygus se asociaron
a P. limatus y otros a P. bonariensis. Es interesante destacar que en dicho estudio se
detecto un clado bien diferenciado correspondiente a dos individuos de la provincia de
Cordoba (capturados en la Pampa de Achala a mas de 2000 metros sobre el nivel del mar
[m.s.n.m.], cuyas secuencias se encuentran disponibles en GenBank) y un individuo de la
provincia de San Luis capturado en el camino entre San Francisco del Monte de Oroy La
Carolina, aunque dicha secuencia no se subié a GenBank. La autora lo llamo6 P. x.
vaccarum al igual que a dos clados mas, pertenecientes a individuos de Mendoza y
Neuquén y a la Region Metropolitana de Chile; es decir, los especimenes con la misma
denominacion se distribuian en varios clados revelando relaciones parafiléticas.

Recientemente, otro estudio llevado a cabo por Ojeda et al., (2021) utilizando
también el gen Cit-b denotd la presencia de ocho clados principales dentro de lo que los
autores reconocen como el complejo de especies cripticas P. xanthopygus. Algunos de
estos clados monofiléticos dentro del complejo, corresponden a especies con nombres
formales: P. bonariensis, P. caprinus P. limatus, P. vaccarum y P. xanthopygus sensu
stricto (s.s.). Los clados monofiléticos restantes permanecieron sin status especifico
reconocido y se los denomind como clado P. posticalis/P. rupestris, Phyllotis sp.1 y
Phyllotis sp. 2. Posteriormente, en una revision taxondémica de estos clados, Jayat et al.
(2021) profundizaron los conocimientos sobre estas especies y reconocieron que P.
vaccarum abarca individuos cuya distribucion va desde la region norte de Chile hasta el
centro de ese pais y en Argentina desde el sur de Jujuy, hasta la regién centro-oeste.
Ademas, en el mismo estudio se reconocié formalmente el status especifico del clado
Phyllotis sp. 2 que comprende individuos de Mendoza y se le asignd el nombre de
Phyllotis pehuenche. En estos analisis, nuevamente el clado que comprende a individuos
procedentes de Cordoba, denominado Phyllotis sp 1, presentd una marcada diferenciacion
genética respecto a los otros clados y se lo considero restringido a la region central de
Argentina. Agrupd a las dos secuencias de Cordoba utilizadas por Riverén (2011) e
incorporo secuencias de otros dos individuos también de Pampa de Achala.

En abril de 2016, con motivo de caracterizar las especies de roedores presentes en
la Reserva Natural VVaquerias (Valle Hermoso, Cordoba), se capturaron ejemplares tanto
en bosques como en pastizales de altura. En base a la morfologia externa, tres de los
ejemplares capturados en roquedales rodeados de pastizal de altura cercanas al camino al

Cuadrado, fueron clasificados a campo como pertenecientes al género Phyllotis (Fig. 2.
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Ay B). De ellos, a dos se les tomaron muestras de tejidos para estudios moleculares

posteriores y todos fueron liberados en el sitio de captura.

Fig. 2. Ay B: Individuos catalogados morfol6gicamente como pertenecientes al género Phyllotis capturados en la
Reserva Natural Vaquerias, Cérdoba, Argentina. No6tese en A que al individuo le falta parte de la cola. Fotografiado
por Diego Ufiates.

Objetivos
e Evaluar, utilizando secuencias del gen Cit-b, si los individuos colectados en la

Reserva Natural VVaguerias efectivamente pertenecen al género Phyllotis.

e Evaluar a través de reconstrucciones filogenéticas, si dichos individuos pertenecen a
alguno de los clados identificados dentro del complejo Phyllotis xanthopygus.

e Evaluar, a través de métodos de delimitacion de especies, si las poblaciones de
Phyllotis de Cordoba deberian ser consideradas como una especie diferente.

e Estimar los tiempos de divergencia entre los clados del complejo P. xanthopygus.
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Materiales y Métodos
1. Analisis filogenéticos

En el laboratorio de Genética de Poblaciones y Evolucion se encontraban
disponibles las secuencias del gen Cit-b (1098 pares de bases) de los individuos
denominados Vag-8 y Vag-14 capturados en Reserva Natural VVaquerias ubicada en Valle
Hermoso, Cordoba los cuales fueron clasificados en base a su morfologia externa como
pertenecientes al género Phyllotis. Los individuos se capturaron en dos lugares diferentes:
Vag-8 a unos 930 m.s.n.m. y Vag-14 a unos 1250 m.s.n.m.

Se construyeron dos matrices. La primera se utilizd para un primer analisis
filogenético con el fin de evaluar si los ejemplares efectivamente pertenecen a este
género; contenia secuencias de Cit-b de individuos pertenecientes a cada una de las
especies de Phyllotis disponibles en GenBank y de Calomys laucha, C. musculinus,
Graomys griseoflavus y G. chacoensis como extragrupos.

La segunda matriz se construyd para realizar otro analisis filogenético con el fin
de evaluar si Vag-8 y Vag-14 pertenecen al complejo P. xanthopygus. Se incorporaron
las secuencias de Cit-b correspondientes al complejo que previamente utilizaron Riveron
(2011), Ojeda et al. (2021) y una secuencia (AY275128) proveniente de la provincia de
San Luis publicada por D’Elia (2003). Calomys laucha y C. musculinus fueron utilizados
como extragrupos. Las localidades de colecta de todos los individuos cuyas secuencias se
utilizaron en este estudio se muestran en la Tabla 1.

Los analisis de las dos matrices se llevaron a cabo por separado bajo los tres
métodos tradicionales: MP, IB y ML. Para los anélisis de IB y ML, se eligi6 previamente
el modelo de sustitucion de nucleétidos mas apropiado para el set de datos con el
programa jModeltest 2 (Darriba et al., 2012) segun el Criterio de Informacién Bayesiana
(BIC) y el Criterio de Informacion de Akaike (AIC). Para el andlisis del género Phyllotis,
con ambos criterios el modelo de sustitucion fue HKY+I+G, mientras que para el analisis
del complejo P. xanthopygus, el modelo fue TrN+I+G también bajo los dos criterios.

Para obtener las estimaciones de las probabilidades de los nodos a posteriori segin
el método por IB, se utilizo el programa MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012) teniendo
en cuenta los pardmetros obtenidos para el modelo de evolucién bajo el criterio BIC en
cada caso. El analisis se hizo con dos corridas en simultaneo y cuatro cadenas de Markov
(tres calientes y una fria) en 10 millones de generaciones para el analisis del género y en

20 millones para el analisis del complejo. En ambos casos los arboles se muestrearon cada
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1000 generaciones y el primer 25% de estos muestreos se descartaron como burn-in o
calentamiento de las cadenas de Markov.
Los anélisis de ML se realizaron con el programa PhyML (Guindon et al., 2010)

en su version online: http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/. Se utilizaron los parametros

del modelo correspondiente al criterio AIC en cada caso. El soporte de los nodos esta
dado por 1000 réplicas de bootstrap.

Los andlisis de MP fueron llevados a cabo con el programa TNT (Goloboff et al.,
2008). Se realizaron busquedas por “Tree bisection reconnection” para encontrar el arbol
mas parsimonioso en cada analisis y el soporte de los nodos se estimé mediante 1000

réplicas de bootstrap.

Tabla 1. Lista de especimenes utilizados en el estudio. Se detalla el codigo de acceso a GenBank de las secuencias,
localidad de colecta y referencia bibliogréafica de su publicacion.

Especie/Clado Cddigo Localidad Publicacion
GenBank

P. bonariensis AY956731 Argentina, Buenos Aires: Parque Provincial Ernesto Steppan et al., 2007
Tornquist, Abra de La ventana

P. bonariensis AY956732 Argentina, Buenos Aires: Parque Provincial Ernesto Steppan et al., 2007
Tornquist, Abra de La ventana

P. caprinus KF442273 Argentina, Jujuy: Barcena, aprox. 3 km al S, sobre Ruta Jayat et al., 2016
Nacional N° 9

P. caprinus MT776508 Argentina, Jujuy: Bércena, aprox. 3 km al S, sobre Ruta Ojeda et al., 2021
Nacional N° 9

P. caprinus MT776509 Argentina, Jujuy: Bércena, aprox. 3 km al S, sobre Ruta Ojeda et al., 2021
Nacional N° 9

P. limatus AY341045 Chile, Aricay Parinacota, Tignamar Palma et al., 2005

P. limatus AY341047 Chile, Parinacota: Tambo de Zapahuira Palma et al., 2005

P. limatus AY341046 Chile, Socoroma Palma et al., 2005

P. limatus MT183676 Argentina, Salta: Volcan Llullaillaco Storz et al., 2020

P. limatus AY956740 Perd, Arequipa Steppan et al., 2007

P. limatus AF484208 Pert, Arequipa Kuch et al., 2002

P. limatus MT183677 Peru, 13 km E Arequipa Storz et al., 2020

P. posticalis/P. MT776473 Argentina, Jujuy: 4 km al sur de Abra Pampa por laruta 9 Ojeda et al., 2021

rupestris

P. posticalis/P. MT776469 Argentina, Jujuy: 25 km al oeste de Susques Ojeda et al., 2021

rupestris

P. posticalis/P. MT776468 Argentina, Jujuy: pre-puna Ojeda et al., 2021

rupestris
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P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris

P. posticalis/P.

rupestris
P. vaccarum

P. vaccarum

MT776474

MT776475

MT183689

MT776472

MT776470

MT776471

u86832

AY341049

u86831

AY341052

AY341051

AY746968

AY746969

AY746970

AY341053

AY341050

KR089034

AFA484212

AY956730

u86830

KY754115

MT183688
MT776492

Argentina, Jujuy: aprox. 5 km (por ruta) al E de Rachaite, Ojeda et al., 2021
sobre ruta provincial 74

Argentina, Jujuy: aprox. 5 km (por ruta) al E de Rachaite, Ojeda et al., 2021
sobre ruta provincial 74

Argentina, Jujuy: Camino a Garganta del Diablo Storz et al., 2020

Argentina, Salta: 1 km ENE de Rodeo Pampa, km 59 de Ojeda et al., 2021
Ruta Provincial N° 7

Argentina, Salta: 9 km al NO de Lizoite Ojeda et al., 2021

Argentina, Salta: 9 km al NO de Lizoite Ojeda et al., 2021

Bolivia, Tarija: Iscayachi Steppan, 1998

Chile, El Loa: Arroyo Coya Palma et al., 2005

Chile, Arica y Parinacota: ca. 72 km E Arica 'y 10 km S Steppan, 1998
Chapiquinay 22 km S Putre

Chile, Comuna de Putre, Lago Chungara Palma et al., 2005

Chile, Tamarugal: Comuna de Colchane, Suricayo Palma et al., 2005
Chile, Comuna de Putre, Lago Chungara Palma et al., 2005
Chile, Comuna de Putre, Lago Chungara Palma et al., 2005
Chile, Comuna de Putre, Lago Chungara Palma et al., 2005
Chile, Comuna de Putre, Parinacota Palma et al., 2005
Chile, Tamarugal: Comuna de Colchane, Enquelga Palma et al., 2005
Perd, Arequipa

Pert, 53 km E Arequipa Kuch et al., 2002
Per(, Lima: Casapalca

Perd, Tacna: 5 km NE Tarata Steppan, 1998
Pert, Cuzco: Pisaq

Argentina, Salta: Alto Cachi Storz et al., 2020

Argentina, Catamarca: Agua del Gauchi, aprox. 1 km al E Ojeda et al., 2021
del Mogote Los Cocos

Alhajeri et al., 2015

Steppan et al., 2007

Steppan & Schenk, 2017
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. vaccarum

. vaccarum

.vaccarum

.vaccarum

. vaccarum

.vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

.vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

.vaccarum

.vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

.vaccarum

.vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

MT776487

MT776488

MT776486

MT776489

MT776491

MT183686
MT183687
MT776506
MT776507
MT776503
AY956734
MT776501
MT776500
MT776493
MT776495
MT776496
MT776494
MT776505
MT776498
MT776497
MT776502
MT776504
MT776499
MT183685
MT776490

MT183684
MT183678
MT183679
MT183680
MT183681
MT183682
MT183683
AY956739
AF484211

Argentina, Catamarca: Cortaderas, a 95 km O de Fiambala, Ojeda et al., 2021

sobre R. 60

Argentina, Catamarca: Cortaderas, a 95 km O de Fiambala, Ojeda et al., 2021

sobre R. 61

Argentina, Catamarca: Cortaderas, a 95 km O de Fiambala, Ojeda et al., 2021

sobre R. 62

Argentina, Catamarca: Cortaderas, a 95 km O de Fiambala, Ojeda et al., 2021

sobre R. 63

Argentina, Catamarca: Mogote Las Trampas, aprox. 15 km Ojeda et al., 2021

al NO de Chumbicha

Argentina, Catamarca: Laguna Blanca

Argentina, Catamarca: Laguna Blanca

Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:
Argentina, Mendoza:

Argentina, Mendoza:

31 km al oeste de Uspallata

31,7 km al oeste de Uspallata

31,7 km al oeste de Uspallata
49.2 km N central Mendoza

A 68 km de Horcones

A 68 km de Horcones

Pampa Palauco, Cajon de Letellier
Pampa Palauco, Cajon de Letellier
Pampa Palauco, Cajon de Letellier
Pampa Palauco, Yacimiento YPF
Puente del Inca

Quebrada del Toro

Quebrada del Toro

Quebrada del Toro

Quebrada del Toro

Quebrada del Toro

Bardas Blancas

Storz et al., 2020
Storz et al., 2020
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Steppan et al., 2007
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021
Ojedaet al., 2021
Storz et al., 2020

Argentina, Salta: Cuesta del Obispo, aprox. 5 km al NE de Ojeda et al., 2021
Piedra del Molino, sobre Ruta Provincial N° 33

Argentina, Neuquén: Buta Ranquil

Argentina, Salta: Volcan Llullaillaco 4,406 m

Argentina, Salta: Volcan Llullaillaco 4,406 m

Argentina, Salta: Volcan Llullaillaco 4,406 m

Argentina, Salta: Volcan Llullaillaco 5,069 m

Argentina, Salta: Volcan Llullaillaco 5,069 m

Argentina, Salta: Volcan Llullaillaco 6,739 m

Chile, Antofagasta: Tocopilla, desembocadura Rio Loa

Chile, Toconao, Quebrada de Jerez

Storz et al., 2020
Storz et al., 2020
Storz et al., 2020
Storz et al., 2020
Storz et al., 2020
Storz et al., 2020
Storz et al., 2020
Steppan et al., 2007
Kuch et al., 2002
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. vaccarum

. vaccarum

. vaccarum

. Xanthopygus s.s.
. Xanthopygus s.s.
. Xanthopygus s.s.
. Xanthopygus s.s.
. Xanthopygus s.s.
. Xanthopygus s.s.
. Xanthopygus s.s.
. Xanthopygus s.s.
. Xanthopygus s.s.
. xanthopygus s.s.
. xanthopygus s.s.
. Xanthopygus s.s.
. Xanthopygus s.s.

. Xxanthopygus s.s.

. pehuenche *

. pehuenche *

. pehuenche *

. pehuenche *

. pehuenche *
. pehuenche *
. pehuenche *

. anitae

. anitae

. osilae
. osilae
. occidens
. occidens
. occidens

. andium

AF484210
AY956735
AY956736
HM167917
HM167909
HM167916
HM167908
HM167907
HM167914
HM167913
HM167905
HM167906
HM167915
HM167911
HM167912
HM167910
AY956737
MT776484

MT776482

MT776481

MT776483

MT776485
MT776478
MT776480
AY627299

AY627298

U86826
AY956699
AY956702
AY956706
AY956705
KT203816

Chile, Provincia El Loa: Talabre, Toconao arriba
Chile, Regién Metropolitana: El Yeso

Chile, Regién Metropolitana: El Yeso
Argentina, Chubut: Camarones

Argentina, Chubut: Establecimiento Bajada del Guanaco
Argentina, Chubut: Estancia Los Manantiales
Argentina, Chubut: Estancia Quichaura
Argentina, Chubut: Estancia Talagapa
Argentina, Chubut: Gorro Frigio

Argentina, Chubut: Las Plumas

Argentina, Rio Negro: Cerro Corona

Argentina, Rio Negro: Subida del Naciente
Argentina, Santa Cruz: Estancia Cerro del Paso
Argentina, Santa Cruz: Estancia Cerro Ventana
Argentina, Santa Cruz: Estancia Cerro Ventana
Argentina, Santa Cruz: Estancia La Ensenada

Chile, Aisén: Chile Chico

Kuch et al., 2002
Steppan et al., 2007
Steppan et al., 2007
Lessa et al., 2010
Lessa et al., 2010
Lessaetal., 2010
Lessaetal., 2010
Lessa et al., 2010
Lessa et al., 2010
Lessa et al., 2010
Lessaetal., 2010
Lessaetal., 2010
Lessa et al., 2010
Lessa et al., 2010
Lessaetal., 2010
Lessaetal., 2010
Steppan et al., 2007

Argentina, Mendoza: 10 km al S de Las Lefias, margen del Ojeda et al., 2021

Rio Salado

Argentina, Mendoza: 10 km al S de Las Lefias, margen del Ojeda et al., 2021

Rio Salado

Argentina, Mendoza: 10 km al S de Las Lefias, margen del Ojeda et al., 2021

Rio Salado

Argentina, Mendoza: 10 km al S de Las Lefias, margen del Ojeda et al., 2021

Rio Salado
Argentina, Mendoza: 3 km NO de Las Lefas
Argentina, Mendoza: Adeg El Seguro

Argentina, Mendoza: Laguna de la Nifia Encantada

Ojeda et al., 2021 1
Ojeda et al., 2021
Ojeda et al., 2021

Argentina, Tucuméan: 10 km por carretera al sur de Jayat et al., 2007

Hualinchay por el sendero a Lara

Argentina, Tucuméan: 10 km por carretera al sur de Jayat et al., 2007

Hualinchay por el sendero a Lara

Perd, Puna: Chicuito, Llave

Perd, Cuzco: Quenko

Pert, Lima: Huarochiri, Bosque de Zarate
Per(, Lima: Canta, Sachaqui

Perd, Huancabamba: Tuluce

Pert, Huancabamba: Tuluce

Steppan, 1998

Steppan et al., 2007
Steppan et al., 2007
Steppan et al., 2007

Rengifo & Pacheco, 2015

Rengifo & Pacheco, 2015

* Secuencias publicadas y consideradas como Phyllotis sp. 2 por Ojeda et al. (2021) cuyo nombre especifico fue otorgado por

Jayat et al. (2021).
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P. andium KT203815 Perl, Huancabamba: Tuluce Rengifo & Pacheco, 2015
P. darwini AY956722 Chile, Coquimbo: Petorca, Los Molles Steppan et al., 2007
P. darwini AY956726 Chile, Coquimbo: Petorca, Los Molles Steppan et al., 2007
P. magister U86824  Perl, Tacna: Tarata, 3 km NE Steppan, 1998
P. magister AY956721 Peru: Arequipa, 35 km E Arequipa Steppan et al., 2007
P. amicus AY956708 Perl, Lima: R.N. Chancay, Lachay, Quebrada Teatrino  Steppan et al., 2007
P. definitus KX793700 Peru, Ancash: Ultu, Mina Pierina, Huaraz Rengifo & Pacheco, 2018
P. definitus KX793699 Pert, Ancash: Ultu, Mina Pierina, Huaraz Rengifo & Pacheco, 2018
P. gerbillus AY956712 Perd, Piura: Sechura Steppan et al., 2007
P. gerbillus AY956713 Peru, Piura: Sechura Steppan et al., 2007
P. haggardi KY754114 Ecuador, Tungurahua Steppan & Schenk, 2017
P. osgoodi U86825  Chile, Tarapaca: Parinacota Steppan, 1998
P. alisosiensis GQ119626 Argentina, Tucuman: Parque Nacional Campo de Los Ferro et al., 2010

Alisos
P. alisosiensis GQ119625 Argentina, Tucuman: Parque Nacional Campo de Los Ferro et al., 2010

Alisos
P. pearsoni AY956714 Per( Steppan et al., 2007
P. pearsoni AY956715 Per( Steppan et al., 2007
P. stenops KX793701 Peru, Dpto. Amazonas, Luya, Cocabamba, Tlen Rengifo & Pacheco, 2018
P. stenops KX793702 Pert, Dpto. Amazonas, Luya, Cocabamba, Tden Rengifo & Pacheco, 2018
Phyllotis sp. 1 AF484209 Argentina, Cordoba: Pampa de Achala Kuch et al., 2002
Phyllotis sp. 1 AY275128 Argentina, San Luis: 7 km S de San Francisco del Monte D’Elia, 2003

de Oro, 1022 m.
Phyllotis sp. 1 AY956733 Argentina, Cérdoba: Pampa de Achala Steppan et al., 2007
Phyllotis sp. 1 MT776477 Argentina, Cordoba: Pampa de Achala, aprox. 6 km (por Ojeda et al., 2021

ruta 34) al E de la antena repetidora La Posta, 2,300 m.
Phyllotis sp. 1 MT776476 Argentina, Cordoba: Pampa de Achala, aprox. 6 km (por Ojeda et al., 2021

ruta 34) al E de la antena repetidora La Posta, 2,300 m.
Vag-8 - Argentina, Cordoba: Reserva Natural Vaquerias, Valle Este estudio

Hermoso
Vag-14 - Argentina, Cordoba: Reserva Natural Vaquerias, Valle Este estudio

Hermoso

Extragrupos

C. laucha KF917357 Argentina, Buenos Aires: Pergamino Gonzélez-Ittig et al., 2014
C. musculinus DQ452316 Argentina, Buenos Aires: Pergamino Gonzélez-lIttig et al., 2007
G. griseoflavus KC699970 Argentina Martinez & Gardenal 2016
G. chacoensis KC699937 Argentina Martinez & Gardenal 2016
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2. Delimitacion de especies

Para evaluar si Phyllotis sp.1 deberia considerarse como una nueva especie, se
Ilevaron a cabo andlisis de delimitacién de especies para el complejo P. xanthopygus
teniendo en cuenta tres métodos diferentes.

El primer método utilizado fue el del concepto genético de especie propuesto por
Bradley & Baker (2001). Para ello, se calculd la distancia genética Kimura-2 parametros
(K2P) con el programa Mega X (Kumar et al., 2018) para comparaciones dentro y entre
clados de P. xanthopygus.

En segundo lugar, se implement6 el método de delimitacion de especies unilocus
“Bayesian implementation of the Poisson tree processes (bPTP)” (Zhang et al., 2013). Es

una version actualizada del PTP y se realizd en el servidor online: https://species.h-

its.org/ptp/. Como arbol de entrada se uso el obtenido con MrBayes 3.2.7.

Por altimo, se utilizé el método “generalized mixed Yule-coalescent (GMYC)”
(Pons et al., 2006). Para este analisis, se construy6 previamente un arbol ultramétrico con
Beast 1.8.2 (Drummond et al., 2015), utilizando el modelo de sustitucion detectado por
el programa jModeltest, y las opciones “Speciation: Yule Process”, “Clock Lognormal
relaxed clock”. Segun lo recomendado por Michonneau (2016), las secuencias de los
extragrupos fueron removidas del analisis GMYC utilizando la funcion drop.tip () del
paquete APE (Paradis et al., 2004). Los anélisis de GMYC se ejecutaron con el paguete
SPLITS (Ezard et al., 2009) en R. Con la funcién resumen () de los resultados se pudo
ver cuéntas especies se encuentran, el namero de linajes a lo largo del tiempo, y el arbol

con subclados en rojo y las ramas de las especies identificadas en negro.

3. Tiempos de divergencia

Para estimar los tiempos de divergencia entre los clados del complejo P.
xanthopygus, también se utilizé el programa Beast 1.8.2. Se implemento el proceso de
especiacion Yule con un modelo de reloj molecular relajado “lognormal no
correlacionado” para permitir la variacion de la tasa de sustitucion entre ramas. Como
modelo evolutivo a priori se us6 el modelo seleccionado por el programa jModeltest 2.
Desafortunadamente, no hay fosiles disponibles para el complejo P. xanthopygus, por lo
que el calibrado solo se realizo utilizando una tasa de sustitucion de 2,3% por millon de
afos, estimada por Smith & Patton (1993) para el gen Cit-b de roedores Sudamericanos.
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Resultados
1. Analisis filogenéticos

En el primer analisis filogenético llevado a cabo correspondiente al género
Phyllotis, en base a los tres métodos filogenéticos utilizados (MP, IB y ML) se obtuvieron
arboles con topologias similares con algunas diferencias en los soportes de los nodos. En
la Figura 3 se presenta el arbol con la topologia obtenida mediante IB con los valores de
probabilidades posteriores y bootstrap correspondientes a cada nodo. En el arbol se
encuentran representadas las 20 especies del género Phyllotis reconocidas hasta el

momento.
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Fig. 3. Reconstruccién filogenética obtenida por el método de IB a partir del gen Cit-b para el género Phyllotis. Se
anuncia para cada secuencia el codigo de acceso a GenBank, localidad y nombre del taxén en negrita. El orden de los

valores de soporte de los nodos es IB/ML/MP. En rojo las secuencias de interés: Vag-8 y Vag-14 pertenecientes a los
individuos capturados en Reserva Vaquerias, Cérdoba.
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Como se puede observar, dentro del género, se obtuvieron tres grupos principales
de especies coincidentes con los obtenidos por Steppan (1993, 1995) y Steppan et al.
(2007): el primero compuesto por P. anitae y P. alisosiensis provenientes de la provincia
de Tucuman, Argentina junto con P. osilae con localidad en Peru. El segundo grupo
corresponde al compuesto por P. darwini, P. magister, P. osgoodi y el complejo de
especies P. xanthopygus. Este grupo abarca localidades de colecta muy variadas: Peru,
norte, centro y sur de Chile y Argentina. El tercer grupo esta compuesto por las especies
P. amicus, P. gerbillus, P. andium, P. haggardi, P. stenops, P. occidens, P. definitus y P.
pearsoni, todas con localidad de colecta en Peru, excepto P. haggardi (Ecuador).

Con respecto a las secuencias de la Reserva Vaquerias: Vag-8 y Vag-14, se
observa que se agrupan dentro del género Phyllotis y mas especificamente dentro del
complejo P. xanthopygus junto con la secuencia cuya localidad también se encuentra en
la provincia de Cordoba; este agrupamiento presenta valores de soporte maximos.

En un segundo analisis filogenético, se profundizd incorporando mas secuencias
correspondientes al complejo P. xanthopygus. En la Figura 4 se observa el arbol obtenido
bajo el método por IB con los soportes de bootstrap y probabilidades posteriores
correspondientes a los tres métodos empleados (IB, MP y ML). En todos se obtuvieron
topologias similares. Las principales diferencias se dieron en las relaciones entre Phyllotis
sp. 1, P. pehuenche y P. bonariensis. En el método ML, P. pehuenche se agrupa junto
con Phyllotis sp. 1 y P. bonariensis, pero con niveles de soporte muy bajos por lo que
deberia considerarse como una relacién filogenética no resuelta.

En todos los casos, las secuencias correspondientes al complejo se agruparon
segun los ocho clados monofiléticos previamente descriptos por Ojeda et al., (2021) y
Jayat et al., (2021): P. posticalis/P. rupestris, P. xanthopygus s. s., Phyllotis sp. 1, P.
vaccarum, P. limatus, P. caprinus, P. pehuenche y P. bonariensis con valores de soporte
altos. Se observan dos grupos principales dentro del complejo: uno corresponde al clado
P. posticalis/P. rupestris abarcando individuos de diversas localidades (norte de
Argentina, Chile, Per( y Bolivia) y el segundo que incluye a todos los clados restantes.
Las secuencias Vag-8 y Vag-14 se agruparon junto con las secuencias con localidad de
colecta en las provincias de Cordoba y San Luis correspondientes al clado Phyllotis sp. 1
también con valores de soporte altos. Particularmente este clado, estaria entonces

conformado por secuencias de individuos de la Reserva Natural Vaquerias (Valle
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Hermoso) y Pampa de Achala en la provincia de Cérdoba y la zona sur de San Francisco

del Monte de Oro en la provincia de San Luis.
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Fig. 4. Reconstruccion filogenética obtenida por el método de IB a partir del gen Cit-b para el complejo P. xanthopygus.
Se anuncia para cada secuencia el codigo de acceso a GenBank, localidad de colecta y nombre del taxén en negrita. El
orden de los valores de soporte de los nodos es IB/ML/MP. En rojo las secuencias de interés: Vaq-8 y Vag-14
pertenecientes a los individuos capturados en la Reserva Vaquerias, Valle Hermoso, Cérdoba.
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2. Delimitacion de especies

Se muestra en la Tabla 2 las distancias genéticas K2P entre y dentro de grupo para
los diferentes clados del complejo P. xanthopygus con sus respectivos errores estandar.
Las mayores distancias se observan entre el clado P. posticalis/P. rupestris y el resto de
los clados (desde 10,32% con P. limatus a 11,65% con P. pehuenche), aunque también
este clado es el que mayor distancia dentro de grupo tiene (3,11%). El siguiente clado con
mayores distancias genéticas entre grupos corresponde a Phyllotis sp 1 de las provincias
de Cérdoba y San Luis, pudiéndose observar valores que van desde 9,52% con P.
bonariensis hasta 11,69% con P. pehuenche. La distancia dentro de grupo para Phyllotis
sp. 1 es 1,03%. EI menor valor de distancia genética entre grupos del complejo se observa

entre P. vaccarum y P. limatus con un valor de 3,17%.

Tabla 2. Distancias genéticas K2P entre los ocho clados del complejo P. xanthopygus. En negrita las distancias
genéticas dentro de los clados.

Especies/Clados 1 2 3 4 5 6 7 8

1. P. posticalis/P. rupestris 3,11 + 0,29

2. P. vaccarum 10,78 £1,04 1,77 £0,29

3. P. limatus 10,32 +1,05 3,17+0,50 0,62+0,16

4. P. caprinus 10,43+1,16 849+x09 8,21+103 0,25+0,17

5. P. xanthopygus s.s. 11,38+1,19 932+106 9,68+115 886+107 0,75+0,15

6. P. pehuenche 1165+127 9,77+112 946+116 1125+128 10,35+122 0,26+0,11

7. P. bonariensis 1055+1,01 944+100 936+1,07 927+114 869+1,05 104+122 0,64+0,24

8. Phyllotis sp. 1 10,87 +1,03 991+103 10,00+1,06 10,13+1,15 10,25+118 1169+130 952+0,95 1,03+0,19

En la Figura 5 se muestran los resultados correspondientes a los métodos de
delimitacién de especies bPTP y GMYC sobre el arbol ultramétrico que se construyé a
partir del gen Cit-b del complejo P. xanthopygus con el programa Beast 1.8.2 luego de
50 millones de generaciones. Dicho arbol se utilizé como arbol de entrada para GMYC,
mientras que para el bPTP se utilizd el obtenido en MrBayes 3.2.7. Con fines
comparativos se muestran conjuntamente en la figura. Para obtener resultados mas
precisos de delimitacion entre clados del complejo, en ambos métodos se excluyeron los
extragrupos (C. laucha y C. musculinus) y las otras especies de Phyllotis no
pertenecientes al complejo (P. andium, P. occidens, P. anitae, P. osilae, P. magister y P.
darwini).
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Fig. 5. Arbol de maxima credibilidad de clado obtenido con Beast 1.8.2 a partir del gen Cit-b luego de 50 millones de
generaciones. La escala de tiempo se presenta en millones de afios y se calibr6 utilizando la tasa de sustitucion 0,023
estimada para roedores sudamericanos por Smith & Patton (1993). Se indican los tiempos de divergencia solo de los
nodos de interés correspondientes al complejo. Las edades con su intervalo de probabilidad del 95% se indican debajo de
los nodos y los valores de soporte se muestran encima de los mismos. Cada secuencia se representa por su cédigo de
acceso a GenBank, localidad de colecta y nombre del clado al que corresponden. En color rojo se representan las
secuencias de interés Vag-8 y Vag-14. Las barras verticales de colores naranja y verde representan los grupos obtenidos
por los métodos de delimitacion de especies bPTP y GMYC, respectivamente.

Bajo el método bPTP se obtuvieron un total de 10 especies diferentes, mientras

que en el método GMYC se obtuvieron 12. Esta diferencia se debe a que la delimitacién

fue diferente en el clado P. vaccarum. En bPTP, se agrupa todo el clado en conjunto con

P. limatus como una sola especie, mientras que en GMYC, el clado P. vaccarum se divide

en dos especies y considera a P. limatus como una especie diferente. Para el resto de

clados del complejo la delimitacion fue igual bajo los dos métodos, en donde se puede

observar que el clado denominado P. posticalis/P. rupestris se divide en 4 especies
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diferentes y las otras especies delimitadas corresponden a los clados: P. caprinus, P.

xanthopygus s.s., P. pehuenche, P. bonariensis y Phyllotis sp. 1.

3. Tiempos de divergencia

Los tiempos de divergencia se estimaron con un intervalo de confianza del 95% o
“highest probability density” (95% HPD) (Fig. 5). Con el fin de mejorar la estimacion de
los tiempos, se decidio eliminar de la matriz de entrada las secuencias de igual haplotipo.

Se puede observar en la Figura 5 que hay dos grupos principales dentro del
complejo P. xanthopygus, uno correspondiente al clado P. posticalis/P. rupestris y el otro
que agrupa al resto de los clados. El ancestro comin maés reciente (ACMR) de todo el
complejo es de aproximadamente 3,8 millones de afios (95% HPD= 2,72 — 4,98). Luego
se habria producido la separacion de los ancestros de los dos grandes clados. EI ACMR
de todas las secuencias de P. posticalis/P. rupestris analizadas data de aproximadamente
2,73 millones de afios (95% HPD= 1,76 — 3, 88).

Hace aproximadamente 2,97 millones de afios (95% HPD= 2,09 — 3,94) habria
comenzado la divergencia del otro gran clado, con la aparicién de dos subclados, uno
compuesto por P. vaccarum, P. limatus, P. caprinus y P. xanthopygus s.s. y el otro por
P. pehuenche, P. bonariensis y Phyllotis sp. 1

La divergencia entre los clados P. vaccarum y P. limatus habria ocurrido hace
1,21 millones de afios (95% HPD= 0,75 — 1,87). El ACMR de P. vaccarum data de
aproximadamente 820 mil afios (95% HPD= 0,5 — 1,32) y el de P. limatus de 490 mil
afios (95% HPD= 0,17 — 1,02). Por otro lado, la separacion entre P. caprinus y P.
xanthopygus s.s. habria ocurrido hace 1,88 millones de afios (95% HPD= 1,07 — 2,79). El
ACMR de todos los P. caprinus tendria 100 mil afios (95% HPD= 0,01 — 035) y el de P.
xanthopygus s.s. 570 mil afios (95% HPD= 0,27 — 1,05).

Por ultimo, los ACMR de P. pehuenche y P. bonariensis datan aproximadamente
de 200 mil afios con un 95% HPD= 0,04 — 0,54 para P. pehuenche y un 95% HPD= 0,03
— 0,6 para P. bonariensis y el del clado Phyllotis sp. 1 tendria unos 480 mil afios (95%
HPD= 0,22 - 0,93).
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Discusion

En base a los resultados obtenidos (Fig. 3) se determind, mediante un analisis
filogenético del gen Cit-b, que los individuos Vag-8 y Vag-14 capturados en la Reserva
Natural Vaquerias pertenecen al género Phyllotis. Estos individuos habian sido
catalogados en base a su morfologia externa, por lo tanto, la sistematica molecular
confirmd esa clasificacion, cumpliendo asi con el primer objetivo de este estudio.

Luego se llevo a cabo un segundo analisis filogenético, también del gen Cit-b, con
la finalidad de evaluar si los individuos pertenecian a alguno de los clados definidos por
Ojedacet al. (2021) dentro del complejo de especies cripticas P. xanthopygus. En este caso
se observo que las secuencias Vag-8 y Vag-14 si pertenecen al complejo P. xanthopygus
y mas especificamente al clado Phyllotis sp. 1 (Fig. 4).

Posteriormente, se llevaron a cabo analisis de delimitacion de especies bajo tres
métodos para evaluar si las poblaciones de la provincia de Cordoba (clado Phyllotis sp.
1), podrian considerarse como una especie diferente. En primer lugar, se calcularon las
distancias genéticas K2P y se pudo observar que los valores entre grupos fueron altos
para Phyllotis sp. 1 respecto de todos los otros clados, lo que sugiere que puede
considerarse como especie valida (Tabla 2). La menor distancia genética se observé con
P. bonariensis, con un valor de 9,52% y la mayor con P. pehuenche con un valor de
11,69%. Estos resultados concuerdan con los estudios de Riverén (2011) y Ojeda et al.
(2021) donde se obtuvieron distancias genéticas por pares (p-distancias) de entre 9% con
P. bonariensis y 11% con P. pehuenche. La distancia genética dentro de grupo fue de
1,03% lo que se corresponde con variacion intraespecifica segun Bradley & Baker (2001).
En todos estos analisis, incluido el presente, Phyllotis sp. 1 siempre se encontré mas
relacionado a P. bonariensis que al resto de los clados. Esta relacién también fue
reportada a nivel morfoldgico en un estudio de rasgos cuantitativos craneales, en el que
Teta et al. (2018) observaron que las poblaciones que habitan las Sierras Pampeanas
Centrales (SPC) en Cérdoba y San Luis, tenian algunos caracteres diferenciados del resto
de poblaciones de P. xanthopygus pero que los compartian con las poblaciones
correspondientes a P. bonariensis, la cual, es una especie endémica del Sistema de las
Sierras de la Ventana, un pequefio cinturon montafioso de aproximadamente 190 km de
longitud ubicado en el suroeste de la provincia de Buenos Aires (Steppan & Ramirez,
2015). Estas poblaciones tienen en comun que se encuentran aisladas en habitats rocosos

de sistemas montafiosos que estan rodeados de ambientes de baja elevacion: el Sistema
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de las Sierras de la Ventana se encuentra rodeado de la llanura pampeana y el sistema de
las SPC rodeadas hacia el sureste por el Espinal y hacia el noroeste y oeste por el Chaco
Seco (Cabrera, 1976). Esto podria indicarnos que estan expuestas a los mismos procesos
demogréaficos que generalmente se dan en este tipo de poblaciones aisladas (como cuellos
de botella o efecto fundador) que producen tasas mas altas de evolucién morfolégica a
través de la deriva genética, dando como resultado caracteristicas morfologicas
congruentes entre los dos clados y distintivas respecto al resto. Sin embargo, teniendo en
cuenta la relacion a nivel filogenético entre ambos clados, podria también deberse a que
comparten un ancestro comun cuyas poblaciones divergieron recientemente.

En los analisis de delimitacidn restantes, bPTP y GMYC (Fig. 5), se observé que
el clado Phyllotis sp. 1 es un linaje independiente, dando también indicios de que si
deberia considerarse como una especie valida. Estos resultados también coinciden con los
obtenidos mediante bPTP por Ojeda et al. (2021). La idea de que las poblaciones de
Cordoba constituyen un linaje independiente, ya habia sido sugerido en la Tesina de
Grado de Angelina Garcia (2005) realizada en el laboratorio de la Catedra de Genética de
Poblaciones y Evolucion. En este trabajo se demostro, a través de técnicas moleculares
que reflejan la variabilidad a nivel genoma nuclear (ISSR y RAPDs), que habia una gran
diferenciacion genética entre individuos clasificados como P. xanthopygus de diferentes
provincias. Especificamente demostraron que los individuos de la Reserva Hidrica Pampa
de Achala pertenecian a una poblacién aislada respecto a las areas protegidas Don
Carmelo en la provincia de San Juan y Villavicencio en Mendoza. En base a los
conocimientos actuales sobre el complejo P. xanthopygus (Jayat et al., 2021; Ojeda et al.,
2021), se podria pensar que se estaban comparando ejemplares de Phyllotis sp. 1 con P.
vaccarum, ya que las areas protegidas Don Carmelo y Villavicencio se encuentran dentro
de la distribucidn esta Gltima especie, que va desde el centro-sur de Mendoza hasta Salta
(Jayat et al., 2021).

Una vez definido que podria tratarse de una especie diferente, se propuso estimar
los tiempos de divergencia entre los ocho clados del complejo P. xanthopygus ya que
hasta el momento no se habia realizado. Es importante destacar que los fosiles mas
antiguos del complejo fueron hallados en Bolivia y datan de los periodos Ensenadense y
Bonaerense (Plioceno superior - Pleistoceno medio); fueron clasificados como Phyllotis
cf. Phyllotis xanthopygus y aun estd pendiente su revision. EI més reciente clasificado
como P. xanthopygus fue hallado en Argentina y data del periodo Platense (Holoceno)

(Pardifas et al., 2002). Es decir, si bien se han encontrado algunos fésiles del género o
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del complejo, resulta controversial su uso como reloj molecular para estimar tiempos de
divergencia ya que el ejemplar de Bolivia presenta incertezas taxonémicas como para
usar esa informacién en un nodo o taxén y, por otro lado, el ejemplar de Argentina es
demasiado reciente como para dar una buena estimacion temporal para nodos mucho mas
antiguos. Debido a esto, el calibrado se llevé a cabo utilizando la tasa de sustitucion para
el gen Cit-b de 2,3% por millon de afios estimada por Smith & Patton (1993) para roedores
sudamericanos. Segun los resultados aqui obtenidos (Fig. 5), el ancestro comin mas
reciente de todos los clados del complejo P. xanthopygus data de aproximadamente 3,81
millones de afios (Plioceno medio) con un intervalo de confianza del 95% que va desde
2,72 a 4,98 millones de afios, tiempo en el que, a su vez, diverge el primer clado: P.
posticalis/P. rupestris del resto; teniendo asi una datacién ligeramente anterior al presunto
fosil més antiguo. La separacion mas reciente ocurrio entre los clados P. vaccarum y P.
limatus hace aproximadamente 1,21 millones de afios (95% HPD= 0,75 — 1,87), lo que
puede explicar por qué el método de delimitacion bPTP los agrupa como un solo linaje.
La separacién entre P. bonariensis y Phyllotis sp. 1 habria ocurrido hace unos 2.2
millones de afios (95% HPD= 1,17 — 3,3) y hace al menos 480 mil afios que la Gltima
especie estaria presente en la SPC.

En relacion a la distribucion geogréfica de Phyllotis sp.1, es importante tener en
cuenta que, quienes definieron el clado (Ojeda et al.,2021) utilizaron solo secuencias
provenientes de Pampa de Achala por encima de los 2000 m.s.n.m. Esta zona esta ubicada
en el sistema montafioso de las Sierras Grandes dentro de las SPC de Cérdoba y San Luis
(Rapela et al., 2001). Debido al alto grado de aislamiento por altura, se han reportado alli
procesos de divergencia por especiacion alopatrica, por lo que se la conoce por ser un
area de suma importancia biogeografica. Se ha demostrado que este proceso ocurre en
diversos grupos de organismos como plantas (Cabido et al., 1998), hongos (Robledo &
Renison, 2010), aves (Nores, 1995), anfibios (Lescano et al., 2015) y roedores (Polop,
1989) como, por ejemplo, Akodon polopi (Jayat et al., 2010), por lo que Ojeda et al.
(2021) plantearon como hipotesis algo similar habria ocurrido con Phyllotis sp. 1.

Sin embargo, en esta Tesina se incorporaron al clado de Phyllotis sp.1 (con
respecto a los estudios previos) una secuencia cuya localidad de colecta se encuentra en
la zona sur de San Francisco del Monte de Oro en la provincia de San Luis a 1022 m.s.n.m.
(D’Elia, 2003) y las dos secuencias de interés Vag-8 y Vag-14 provenientes de individuos
capturados a 930 y 1250 m.s.n.m. respectivamente, dentro de la Reserva Natural

Vaquerias, en roquedales rodeados de pastizal de altura cercanas al camino al Cuadrado.
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Esta Reserva, ubicada a unos pocos kilometros de la localidad de Valle Hermoso en el
departamento de Punilla, forma parte de las Sierras Chicas de Cdrdoba, con una altitud
normal que va desde los 850 a 1280 m.s.n.m., aunque su punto mas alto, el Cerro Uritorco
alcanza los 1979 m.s.n.m. (Toledo et al., 2010). El agrupamiento de estas tres secuencias
dentro de Phyllotis sp. 1 sugiere que la distribucion de este clado no estaria Unicamente
restringida las zonas de mayor altura de las Sierras Grandes de Cordoba, sino que pueden
encontrarse poblaciones en roquedales a menores alturas dentro de las SPC. En base a
esto, se plantea la necesidad de incorporar en analisis filogenéticos futuros, secuencias
provenientes de muestreos en distintas localidades de la provincia de Cordoba y San Luis
a diferentes altitudes. También es necesario realizar estudios de estructura genética de
estas poblaciones con el fin de evaluar, por ejemplo, si la poblacion de Pampa de Achala
se mantiene aislada respecto del resto de poblaciones a menores altitudes o si existe
conexion entre ellas.

En sintesis, en esta Tesina pudimos determinar que los ejemplares de Vaquerias
efectivamente correspondian al género Phyllotis, en particular al clado Phyllotis sp. 1
dentro del complejo P. xanthopygus. También se pudo demostrar que la distribucién
geografica de Phyllotis sp. 1 es mayor a la reportada previamente, puesto que abarcaria
diferentes zonas de altitud intermedia a alta en las provincias de San Luis y Cordoba.
Finalmente, en base a los resultados de los analisis estadisticos, consideramos que
Phyllotis sp. 1 corresponde a una especie valida, que viviria en el centro de nuestro pais
desde hace al menos 480 mil afios y que necesita una descripcion formal con mas estudios
cuantitativos por parte de los taxénomos tradicionales, para poder asignarle un nombre

cientifico apropiado.
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