TESIS DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Estudio sistematico de los complejos de
lagartijas patagonicas Liolaemus elongatus

y L. kriegl (Squamata: Liolaemus)

por

Lic. Cintia Débora Medina

Director/a: Dra. Mariana Morando

Centro Nacional Patagénico — Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (CENPAT - CONICET)

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS, FISICAS Y NATURALES

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

Cordoba, Argentina

2015



COMISION ASESORA

Dra. Cristina Noemi Gardenal, Universidad Nacional de Cordoba
Dr. Adolfo Martino, Universidad Nacional de Rio Cuarto

Dra. Mariana Morando, Centro Nacional Patagonico-CONICET

DEFENSA ORAL Y PUBLICA

Lugar y Fecha:
Calificacion:
TRIBUNAL
Firma: ... Aclaracion: ......ooeeeeiiiii .
Firma: o, Aclaracion: ......oooee

Firma: ... Aclaracion: .......c.cooeeeeiiiiiiiiii .



A mi abuela Aida



Agradecimientos

A mi directora Mariana Morando por aceptar ser mi directora y guiarme a lo largo de
estos afios. A mi co-director Luciano Avila por acompariarme al campo a juntar material y

asesorarme en la identificacion de muchos individuos.

A la Dra. Noemi Gardenal y al Dr. Adolfo Martino por haber aceptado ser parte de
mi comision asesora y haber participado de la elaboracion de esta tesis.

Al tribunal Dra. Noemi Gardenal, Dr. Adolfo Martino y Cristian Simén Abdala. En

particular a la Dra. Gardenal por dedicar varias horas en mejorar esta tesis.

A mi mamé Inés por estar todos los dias, por escucharme, y apoyarme. A mis
hermanos Verena y Sebastian por ser parte de mi vida y por los sobrinos hermosos que me

dieron, Valentin, Bautista y Agustin.

A mi abuela Aida por ser un ejemplo de mujer, por su fortaleza y su positivismo ante

todo. A mis tios, Yoly y Roberto y a mi prima Evangelina.

A mis amigos Pablo y Cristian, por el apoyo y el compafierismo a través de los afios.
A mi amiga Celeste por recorrer gran parte del camino conmigo y por aconsejarme

siempre.
A mis amigas Eva, Carla, Carmen, Gise, Lucia y Magda. Gracias por todo!

A mis compafieros del Grupo de Herpetologd Patagonica Andrea Marin, Cristian
Pérez, Florencia Breitman, Ignacio Minoli, Lorena Martinez, Melisa Olave, Natalia Feltrin
y Paula Escudero. Especialmente a Florencia por tantas consultas resueltas y tantos

manuscritos leidos.

A los profesores de curso que realicé estos afios. A Fernando Jaguar por encargarse
de mi computadora y “salvarme las papas” tantas tantas veces. A los chicos de la secretaria
de Doctorado de la Universidad de Cordoba, Lourdes, Julio, Ivana, Victoria y Eugenia. Al
Dr. Jack Sites por haberme recibido en mas de una oportunidad. A todos aquellos que de
una u otra manera llegaron a leer algunos de mis trabajos, revisandolos y corrigiéndolos,
gracias por los aportes para lograr mejorarlo todo. Todos ellos hicieron de este camino algo

mas liviano y placentero.

Al CONICET por brindarme la beca doctoral, al CENPAT por permitirme realizar el

doctorado en sus instalaciones.



Agradezco a D. Janish Alvarez, M. Magnanelli, C. Navarro, D. Pérez, J.C. Acosta, T.
Avila, K. Dittmar, M. Hawkins, L. Morando, M. Nicola, R. Otteson, y S. Quiroga por su
asistencia en el campo y en el procesado del material. Asi como a todo el Grupo de

Herpetologia Patagonica.

A los que creyeron en mi, los que me apoyaron y los que me dejaron ser.



Listado de publicaciones derivadas de la tesis

Articulos

7- Avila, LJ., Medina, C.D., Pérez, C.H.F., Sites, Jr., JW. & Morando, M.
Molecular phylogenetic relationships of the Liolaemus elongatus clade (lguania:
Liolaemini) and a new species of lizard from an isolated volcanic peak in northern

Patagonia. Aceptado. Zootaxa

6- Medina, C.D., Avila, L.J. Sites, Jr., J.W. & Morando, M. Molecular phylogeny of
the Liolaemus kriegi complex (lguania, Liolaemini). Aceptado. Herpetologica

5- Medina, C.D., Avila, L.J. Sites, Jr. JW. & Morando, M. 2014. Multilocus
phylogeography of the Liolaemus kriegi complex (Iguania, Liolaemini). Biological Journal
of the Linnean Society 113 (1) 256269

4- Morando, M., Medina, C.D., Avila, L.J., Pérez, C.H.F., Dawson, A. & Sites, Jr.,
J.W. 2014. Molecular phylogeny of the New World gecko genus Homonota (Squamata:
Phyllodactylidae). Zoologica Scripta 43 (3) 249-260

3- Breitman, M.F., Minoli, 1., Avila, L.J., Medina, C.D., Sites, Jr., J.W. & Morando,
M. 2014. Lagartijas de la provincia de Santa Cruz, Argentina: distribucion geografica,
diversidad genética y estado de conservacion. Cuadernos de Herpetologia 28 (2): 00-00

2- Medina, C.D., Avila, L.J. & Morando, M. 2013. Analisis morfologico de
Liolaemus buergeri Werner 1904 (lguania: Liolaemini). Cuadernos de Herpetologia 27 (1)
27-34.

1- Avila, L.J., Pérez, C.H.F. Medina, C.D. Sites, Jr., JW. & Morando, M. 2012. A
new species of lizard of the Liolaemus elongatus clade (Reptilia: Iguania: Liolaemini) from

Curi Leuvu River Valley, northern Patagonia, Neuquén, Argentina. Zootaxa 3325: 37-52.
Notas

4- Minoli, 1., Medina, C.D., Frutos, N., Morando, M. & Awvila, L.J. 2013. A revised
geographical range for Liolaemus elongatus Koslowsky, 1896 (Squamata: Liolaemini) in
Argentina: review of reported and new-data based distribution with new localities. Acta
Herpetologica 8(2): 159-162.

3- Avila, L.J., Medina, C.D. & Morando, M. 2013. Liolaemus koslowskyi. Scoliosis
and kyphosis. Herpetological Review 44(1): 144-145.



2- Avila, L.J., Pérez, C.H.F. &Medina, C.D. 2012. Liolaemus cf. elongatus. Trauma
Survival. Herpetological Review 43 (2): 334-335.

1- Pérez, C.H.F., Medina, C.D. & Awvila, L.J. 2012. Clelia rustica (Jan, 1863)
(Serpentes: Dipsadidae): Distribution extension. Check List 8(4): 796-797.

Vi



[ ST U] 1< 1 T 1
SUMMIATY <.ttt e bbbt ekt e e bt e s s b e e st e e snbe e e nnb e e e nnbe e e nees 2
INtrOAUCCION GENETAL ... .ottt e e 3
ODJETIVO . bbbt bbb 14
LOF: 1011 (1] o TN I USSR RTSSN 15

Filogeografia Multilocus del Complejo de Lagartijas Patagonicas Liolaemus Kkriegi

(Tguania: LIOTAEMINT) ....cviiiiiiiiiiieieee bbb 15
[0 oo [0 ool To ] o SRS 16
MaterialeS Y IMELOUOS. ........ccveieiicii et 18

INAIVIAUOS ULHHIZAAOS ..ot 18
Extraccion de ADN, Amplificacion y Secuenciamiento...........ccoceeevvienennnnicnns 18
Andlisis de Arboles de Genes Y REdES. ............c.ocueveevreeereieeeieeiesee e, 20
ANalisis FIlogeografiCos.........cciviiiiiiiice e 21
ANALISIS DEMOQGIAFICOS .....ecveiiiciie e 21
RESUITATOS ...t e et esreenneeneenneenee s 23
Andlisis de Arboles de Genes Y REdES...........c.c.cueveevreeereeeeeieeeeiee e, 23
ANAlisis FIlogeografiCoS.........cciviiiiiiiece e 26
ANALISIS DEMOQGIAFICOS .....ocuveiiiciie e 27
Dot U] (o ST RPR 29
Historia FIlogeOGIATICA. ........ooviiiiiiiiie e 29
IMPlicanCias TaXONOMUCAS .........cveieriiierie sttt 31

(OF: 1o 11 (1] [0 TN I USROS RORRPSRON 35

Analisis Morfolégico del Complejo Liolaemus kriegi (Iguania: Liolaemini)................ 35
100 1o [ ] o USSR 36
MaterialeS Y IMELOUOS. .......couviuieiieieie et 38

vii



ATEA AE ESTUTIO ...t e e e et e e e e e e er e s e e et e eseeeeereenae e 38

INAIVIAUOS ULHHZAAOS ... 38
ANALISIS ESLATISTICOS ...t 39
RESUITAAOS ... e 41
DISCUSION ..ttt et b e bbbttt b e bbb e n e b e 50
CAPTTUIO T et b et 53

Filogeografia Multilocus del Complejo de Lagartijas Patagonicas Liolaemus elongatus

(Iguania: LiOIaBMIND) .......ccoveiieiiiiesie ettt re e e e sre e 53
[0 oo [0 ool To ] o SRS 54
MaterialeS Y IMELOUOS. .......cveieieiieieierie ettt 56

INAIVIAUOS ULHHIZAAOS ..ot 56
Extraccion de DNA, Amplificacion y Secuenciamiento...........cccoeevveveiiieinennns 56
Andlisis de Arboles de Genes Yy REdES...........c.ccocueveevreereeeeeeeeesses e, 58
ANAliSiS FIlOgEOGrATiCOS. ... .ot 59
ANALISIS DEMOQGIAFICOS .....ocuveiiiciie e 59
RESUITAGOS ...ttt sttt sttt et st sbenresreene e 61
Andlisis de Arboles de Genes Y REdES...........c.c.cueveevreereeeeeeeeeiee e, 61
ANAliSiS FIlOgEOGrATICOS. ... euveiiiiiiiiei e 66
ANALISIS DEMOQGIAFICOS .....ecveiiieiie et 67
Dot U] (o ST RPR 71
Historia FIlogeOGIATICA. ........ooviiiiiiiiie e 71
IMPlicanCias TaXONOMUCAS .........cveieriiierie sttt 77

LOF: 1o 11 (U] [0 TN 1Y RSSO PO STRORPSRON 79

Analisis Morfolégico del Complejo Liolaemus elongatus (Iguania: Lioleamini).......... 79
Ty oo [0 Tod ol o] o SR UP P UPRRPRN 80
MaterialeS Y IMELOUOS. .......couviuiiieieie et bbb 81

viii



ATEA AE ESTUTIO ...t e e e et e e e e e e er e s e e et e eseeeeereenae e 81

INAIVIAUOS ULHHZAAOS ... 81
ANALISIS MOITOIOQICOS ......ccviiiecie e 81
ANALISIS ESLATISTICOS ...t 82
RESUITATOS ... bbb 84
DISCUSION ...ttt et b e bbb e bbbt b et neene b e 92
(OF: 1011 (1] [0 AV SRS 100

Filogenia Molecular del Grupo de Lagartijas Liolaemus elongatus-kriegi en Base a dos

Marcadores Mitocondriales y cinco Nucleares (Iguania, Liolaemini) ...........cc.ccovuee. 100
[0 oo [0 Tod ol To ] o SRS 101
MaterialeS Y IMELOUOS. ........ccvveieiieiee e 103

INAIVIAUOS ULHHIZAAOS ...t 103
GENES ULIIZAUOS ..ottt sne s 103
Extraccion de DNA, Amplificacion y Secuenciamiento...........ccocevevrereeneennn. 104
ANALISIS FIIOGENELICOS ......ecvviiiieciece et 104
RESUITAGOS ...ttt bbbttt e b e neenes 112
ANALISIS FIOGENELICOS ... 112
DISCUSION ..ttt et et e ste st e ebeebe e s e esae s e ssesteseesreanenneas 118
ANALISIS FIIOGENETICOS ......ecviiieciece et 118
IMplicancias TaXONOMICAS...........coveiieiieeieeie ettt 120
CoNCIUSIONES FINAIES .......ocveeiiiie et 123
BIDIHOGIATTA ... e 126
Apéndice |: Muestreo de especimenes — capitulo | .........ccccceevevieiiciciicce e, 139
Apéndice II: Resultados del analisis de SAMOVA —........cccoeiiiiveccieieece e 144
(07T 011 (0| [ T ISP OPRRSPTOSTPN 144
Apéndice I11: Resultado del analisis de BSP — capitulo I...........ccooeveveiiiininnnnns 145



Apéndice IV: Resultado de la red concatenada de genes mitocondriales — capitulo 1147
Apéndice V: Resultado de la filogenia de genes nucleares concatenados — capitulo 1148
Apendice VI. Muestreo de especimenes — capitulo 111
Apendice VII: Resultado del analisis de BSP — capitulo Hl..........cccccoovevvieinnne. 159

Apéndice VIII: Resultado de la red concatenada de genes mitocondriales — capitulo 111

...................................................................................................................................... 163
Apéndice XI: Muestreo de ESPECIMENES .........cccceieiiiiiiniie e 164
APENdice X — ArbOIES 08 GENES.........coecveeeveeeeeeeieeeeee e 170



RESUMEN

Liolaemus es el género de vertebrados con méas nimero de especies de América del
Sur austral. Dentro de Liolaemus se reconocen dos grandes subgéneros, Eulaemus y
Liolaemus sensu stricto (SE). Dentro del subgénero Liolaemus (SE), denominado también
grupo L. chiliensis, se han reconocido varios grupos y complejos de especies, uno de los
cuales es el grupo L. elongatus-kriegi definido en base a caracteres morfoldgicos.
Posteriormente utilizando marcadores moleculares, se diferenciaron tres complejos dentro
de este grupo: L. elongatus, L. kriegi y L. petrophilus. ElI conocimiento del estatus
taxondmico de las especies que componen estos complejos es aun limitado y no se ha
propuesto una filogenia robusta con marcadores mitocondriales y nucleares que incluya

individuos de estos complejos y complejos cercanos con situacion taxondmica irresuelta.

El objetivo planteado para esta tesis es estudiar la diversidad y relaciones
filogenéticas de los complejos de especies de lagartijas Liolaemus elongatus y L .kriegi,
estudiando en detalle los procesos evolutivos subyacentes. El abordaje metodoldgico de
este trabajo ejemplifica la aproximacion conceptual y metodoldgica de la taxonomia
integral, en este caso, combinando tres fuentes de evidencia independientes: morfologia

(morfometria clasica) y secuencias de ADN (mitocondrial y nuclear).



SUMMARY

Liolaemus is the vertebrate genus with the highest species number of southern South
America. Within Liolaemus two subgenera are recognized, Liolaemus sensu strict (SE) and
Eulaemus. Within the Liolaemus (SE) subgenus, also referred to as L. chiliensis group,
several groups and species complexes have been recognized, one of which is the L.
elongatus-kriegi group that was defined based on morphological characteristics.
Subsequently using molecular markers, three complexes were distinguished within this
group: L. elongatus, L. kriegi and L. petrophilus. Knowledge of the taxonomic status of the
species in these three species complexes is still limited, and there is not available a
supported phylogeny with mitochondrial and nuclear markers including individuals of

these and related complexes with unresolved taxonomic status.

The main goal for this thesis is to study the diversity and phylogenetic relationships
of the lizard species complexes Liolaemus elongatus and L. kriegi, studying in detail the
underlying evolutionary processes. The methodological approach of this work exemplifies
the conceptual and methodological approach of integrative taxonomy, in this case,
combining three independent sources of evidence: morphology (morphometrics) and DNA

sequences (mitochondrial and nuclear).



INTRODUCCION GENERAL

Los bidlogos interesados en conservacion y macroecologia, han mostrado
preocupacion por la “inflacion taxondémica” que se ha generado a partir de estudios
sistematicos (Isaac et al., 2004), donde se diagnostican especies nuevas basadas solamente
en algun marcador molecular, frecuentemente secuencias de ADN mitocondrial. A partir
de esto, se ha comenzado a proponer de manera mas enfatica una aproximacion que se ha
denominando taxonomia integral (e.g. Meiri y Mace, 2007; Padial y De la Riva, 2007).
Varias propuestas explicitas se han publicado con el interés en una taxonomia integral (e.g.
Alstrom et al., 2008; Lanzone et al., 2007; Roe y Sperling, 2007; Vieites et al., 2009).
Dayrat (2005) propone considerar a las especies como hipétesis, ya que esta
conceptualizacién esta fundada en el concepto general de especie que la considera como un
linaje de poblaciones (0 metapoblaciones) que divergieron separadamente de otros linajes
(de Queiroz, 2005). Concebida asi, la especie es una categoria de organizacién bioldgica en
lugar de un rango, y la Unica propiedad suficiente y necesaria de una especie, es que
represente un fragmento evolucionando separadamente de un linaje metapoblacional. Los
atributos de las especies utilizados por algunos conceptos para definirlas (monofilia,
diagnosticabilidad, potencial de apareamiento, etc.), son propiedades que dependen de la
historia evolutiva de un linaje en particular (de Queiroz, 2007) y que nos brindan evidencia
acerca de ella. Bajo este concepto, la especie es la Unica categoria biolégica por encima del
organismo y la especiacion es un proceso de division de linajes; los diferentes
caracteres/atributos no se espera que difieran de manera predecible en la mayoria de los
casos. Esto se corresponde a una vision de las especies como linajes evolutivos y dentro de
este marco es esperable que haya incongruencias entre diferentes lineas de evidencia, por

la naturaleza misma de la evolucion de diferentes tipos de atributos (Adams et al., 2009).

Desde la genética de poblaciones (e.g. Knowles y Carstens, 2007; Riddle et al.,
2008; Templeton, 2001), la filogenética (Edwards y Bensch, 2009) y la ecologia (Bond y
Stockman, 2008) se han desarrollado teoria y métodos que pueden integrar informacion a
este marco conceptual. Para la taxonomia integral, cuando se hombran especies nuevas, l0s
taxénomos deben presentar diferentes lineas de evidencia para apoyar la hipotesis de que
una poblacion esta evolucionando independientemente. Por lo tanto, la taxonomia integral
rompe el circulo que considera que algunos caracteres son mejores que otros. Cualquier
tipo de caracter es igualmente Gtil y puede ser utilizado para proponer hipétesis de

especies. Al integrar diferentes tipos de evidencia, los analisis empiricos, nos permiten
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reforzar, rechazar o reconciliar hipoétesis, haciendo que la taxonomia sea una actividad
cientifica més confiable. Los taxa de especies avaladas por varias lineas independientes de
evidencia y caracteres coincidentes de diversa clase, se pueden considerar hipotesis
estables. La taxonomia integral es un nuevo marco conceptual en el cual las especies son
hipotesis, y grupos de caracteres independientes se utilizan para construir hipétesis estables
de especies (Padial y De La Riva, 2009). Cuando lineas de evidencia diferentes muestran
congruencia con respecto a la diferenciacion de un linaje de otros, la evidencia de que se
trata de una nueva especie es solida; en casos de incongruencia, la geografia o la seleccién

de hébitat pueden dar evidencia sobre el grado de divergencia de los linajes.

La variacion en la historia evolutiva de las especies puede producir varios tipos de
incongruencias. Por ejemplo, bajo una fuerte presion de seleccion natural o sexual, puede
haber altas tasas de divergencia morfologicas para ciertos caracteres, entre poblaciones
parapéatricas que ocupan habitats diferentes, sin que ello signifique interrupcion de flujo
génico. Ademas, algunas especies tienen tasa alta de cambio mientras que otras no
(Bromham, 2009; Cooper y Purvis, 2009). Por ejemplo, se mostrd que especies aceptadas
anteriormente no son necesariamente monofiléticas (Funk y Omland, 2003) y diferentes
marcadores moleculares (e.g. genes mitocondriales vs. nucleares) no eran congruentes en
los resultados en varios grupos de organismos (revisados en Vogler y Monaghan, 2007).
Aunque algunos bidlogos se inclinan hacia métodos moleculares para definir limites de
especies (e.g. Blaxter, 2003; Hebert et al., 2003), otros se inclinan por una aproximacién
integral que incluya diferentes lineas independientes de evidencia para apoyar hipétesis de
especies mas estables (Dayrat, 2005; Will et al., 2005).

En un trabajo reciente de Vieites et al.(2009), las diferentes especies candidatas se
clasifican en funcion del grado de concordancia de varias lineas de evidencia: especies
candidatas confirmadas, especies no confirmadas o linajes de division profunda. Entre
especies/poblaciones cercanamente relacionadas, los patrones de incongruencia se vuelven
interesantes en si mismos, ya que pueden brindar evidencia de procesos evolutivos que
originaron y mantienen esos linajes (Knowles y Carstens, 2007; Moritz, 1994; Moritz et
al., 1995; Templeton, 2001). Para estudiar procesos, los datos de secuencias y teoria de
coalescencia pueden brindar informacion muy util, sobre todo cuando se los combina con
informacioén de otras fuentes de evidencia al momento de hacer un analisis integrador y

poner a prueba hipdtesis de especies. Una hipdtesis corroborada requiere maltiples lineas



de evidencia concordantes con los patrones de variacion observada y para mayor respaldo,

demostrar estadisticamente que esta coincidencia no surgi6 al azar.

Liolaemus es el género de vertebrados con mas nimero de especies de América del
Sur austral. Se distribuye en una amplia regién geografica ocupando latitudes desde los 13°
S (Aguilar et al., 2013) hasta los 52° S (Abdala et al., 2014; Bottari, 1976; Cei, 1986),
altitudes desde los 0 msnm hasta mas de 5000 m (Aparicio y Ocampo, 2010) y regiones
climaticas muy variadas que van desde el desierto méas arido del mundo, el Desierto de
Atacama en Chile, hasta el bosque humedo de Nothofagus en la region andino-patagonica.
Dentro de Liolaemus se reconocen dos grandes subgéneros, Eulaemus y Liolaemus (SE)
(Etheridge, 1995; Laurent, 1983; Schulte Il et al., 2000). Dentro del subgénero
mencionado como Liolaemus (SE), denominado también como grupo L. chiliensis, se han
reconocido varios grupos y complejos de especies, uno de los cuales es el grupo L.
elongatus-kriegi definido con este nombre por primera vez por Cei (1979) en base a
caracteres morfologicos. Posteriormente utilizando marcadores moleculares, Morando et
al. (2003) diferenciaron tres complejos dentro de este grupo: L. elongatus, L. kriegi y L.
petrophilus (también avalados posteriormente por Avila et al.[2012]); otros autores (Lobo
et al., 2010) reconocen el grupo L. kriegi y el grupo L. elongatus (= complejos L. elongatus
+ L. petrophilus sensu Morando et al.[2003]). El grupo mas inclusivo L. elongatus-kriegi
comprende actualmente 22 especies distribuidas en la region Patagonica y noroeste de
Argentina, mientras que los limites generales de los complejos L. elongatus y L. kriegi
estudiados en esta tesis, estan establecidos por las cuencas de los rios Atuel al norte y
Deseado al sur (Figura 1) siguiendo la hip6tesis de Morando et al. (2003).

La historia taxondmica del grupo L. elongatus-kriegi comienza con la descripcién de
la especie que da nombre al mismo, Liolaemus elongatus Koslowsky 1896 (Figura 2a).
Koslowsky al describir la especie no fijo material tipo ni tampoco una localidad precisa
para los estandares actuales, sino que se refiri6 a la misma como “en el territorio del
Chubut cerca de las Cordilleras (oeste de Chubut), donde vive en las grietas de las rocas”.
Recién en 2006Ferraro y Williams fijaron como sintipos tres ejemplares sobrevivientes de
la descripcidn en que se basod Koslowsky, la cual fue hecha sobre 51 ejemplares de Chubut
y Neuquén, muchos de los cuales ya no se encuentran en la coleccion. En 1907 Werner
describid a L. buergeri (Figura 2b) con localidad tipo en el Planchon de la Cordillera de
Curico en Chile y en 1939 Miller y Hellmich describieron a L. kriegi para la localidad de

Estancia el Condor, cerca de Bariloche (Figura 2c). Liolaemus ceii fue descripta en 1971



por Donoso Barros y Cei (Figura 2d) para la localidad de Pampa de Lonco Luan, ese afio
los mismos autores reconocieron para la meseta de Somuncura la subespecie L. elongatus
petrophilus, que aparentemente se encontraba con una distribucion geografica muy

restringida.

Figura 1.-Mapa mostrando las distribuciones estimativas del grupo Liolaemus elongatus-kriegi.
Circulos rojos complejo L. elongatus, cuadrados verdes complejo L. kriegi y triangulos amarillos
complejo L. petrophilus.

Cei (1974) realizo la primera revision detallada de lo que se consideraba entonces
como una sola especie, L. elongatus, con una gran distribucion geografica pero con una
serie de poblaciones con cierto grado de diferenciacion geografica, hasta ahora con sélo
una reconocida como subespecie. Este primer estudio, utilizando caracteres morfol6gicos y
serologicos analizados dentro de un contexto geogréafico, reconocio que la especie nominal
incluia no sélo dos subespecies dentro de L. elongatus sino que también incluia a una

nueva especie en el Sur de Mendoza, L. austromendocinus (Cei, 1974).



Figura 2: Fotos de individuos pertenecientes a los complejos L. elongatus y L. kriegi: a) L.
elongatus, b) L. buergeri, ¢) L. kriegi, d) L. ceii, €) L. smaug, f) L. sp. 6, g) L. sp. 7y h) L. sp. A.

Posteriormente Cei y Avila (1998) cambiaron el estatus subespecifico de L.
petrophilus y la reconocieron como una especie diferente dentro del grupo L. elongatus-
kriegi. Cei (1974) reconocia para ese entonces a L. elongatus como un complejo de
poblaciones cordilleranas y extracordilleranas que mostraba una clina latitudinal evidente
desde el sur hacia el norte, con una disminucion del tamafio en largo e incremento de
minima diferencia entre las escamas vertebrales y laterales, entre otros caracteres



morfolégicos variables desde Chubut hasta Mendoza. Para ese estadio de conocimiento, la
especie se distribuia desde el sur de Chubut hasta San Juan. El afio siguiente Cei (1975)
extendio el estudio, e incorpord datos serologicos del complejo L. kriegi y encontré que

este grupo estaba intimamente relacionado con el complejo L. elongatus.

En el afio 1979 Hulse describié a L. capillitas en base a caracteres morfoldgicos,
(como todas las especies anteriores), para la localidad de Capillitas en la provincia de
Catamarca y la consider6 como perteneciente al grupo L. elongatus-kriegi. En el afio 1985
Nufiez y Labra Lillo describieron a Liolaemus curis de la localidad Termas del Flaco en la
plataforma sur del Rio Tinguiririca en Chile; aunque no realizaron analisis morfoldgicos
formales los autores mencionan en base a observaciones personales que si bien L. curis es
similar a L. buergeri (que tiene localidad tipo a 20 km), otros aspectos morfologicos
indicaban que L. curis podria ser una subespecie de L. altissimus (ahora considerada L.
bellii por Schulte 1l et al.[2000]). Ademas en el trabajo de revision de Lobo et al.(2010), L.
curis estd incluida dentro del grupo L. bellii junto a L. bellii, L. fitzgeraldi y L.
moradoensis, por lo que actualmente, aunque no se ha realizado un estudio detallado de L.

curis, no hay evidencia para considerarla como parte del grupo L. elongatus-kriegi.

Nufiez et al.(1991) describieron a L. cristiani y la asociaron al grupo L. kriegi,
aunque posteriormente Videla y Cei(1996) la consideraron parte del grupo L. neuquensis.
En un trabajo filogenético, Lobo (2001) encontro, en base a caracteres morfologicos, una
relacién estrecha entre L. cristiani y L. capillitas, mientras que en una filogenia posterior
(Lobo, 2005) encontro a L. cristiani relacionada al grupo L. kriegi, por lo que en la revision
de Lobo et al.(2010) se la ubica dentro del grupo L. elongatus. Pero por otro lado Cei y
Videla (2003) en el trabajo donde describieron L. flavipiceus reconocieron dentro del
grupo L. neuquensis (que es un grupo separado del grupo L. elongatus) a L. cristiani, L.
thermarum, L. flavipiceus, L. coeruleus y L. neuquensis; estas dos ultimas asignadas al
grupo L. pictus junto con otros taxa por Lobo et al.(2010). De esta manera en la actualidad
estudios de diferentes autores que utilizaron caracteres morfoldgicos, no son congruentes
acerca de la afinidad taxondmica de L. cristiani. Por lo tanto, en los libros publicados por
Cei (1986, 1993) en base a su gran experiencia taxondémica (sin realizar analisis
filogenéticos o estadisticos formales), se consideraba un “grupo natural” a L.
austromendocinus, L. elongatus elongatus, L. elongatus petrophilus y L. capillitas pero

separado de otro “grupo natural” conformado por L. kriegi, L. ceii y L. buergeri.



Figura 3: Fotos de individuos pertenecientes a los complejos L. elongatus y L. kriegi: a) L. sp. C, b)
L. tregenzai, c) L. chillanensis, d) L. antumalguen, e) L. shitan, f) L. burmeisteri, g) L. choique y h)
L. sp. B.

En el afio 1996, Videla y Cei describieron L. thermarum para la localidad Bafios del
Azufre en la provincia de Mendoza, basandose principalmente en la presencia/ausencia de
poros precloacales en comparacion con otras especies del “grupo chiliensis (sensu lato)”.

Espinoza et al.(2000) utilizaron muestras de una localidad diferente a la localidad tipo, que



las adjudicaron a L. thermarum (Laguna Nifia Encantada, cerca de Las Lefas, Mendoza)
para reconocer esta especie como parte del grupo L. elongatus-kriegi, aunque Videla y Cei
(2003) sefialaron que esa muestra no pertenece a L. thermarum. Las poblaciones estudiadas
por Espinoza et al.(2000) se corresponden con la L. sp. 5 de Morando et al.(2003),
posteriormente descripta por Abdala et al.(2010) como L. smaug (Figura 2e). Por lo tanto

en la actualidad también se desconoce cual es la afinidad taxondmica de L. thermarum.

En el afio 2000, se describidé una especie nueva perteneciente al grupo Liolaemus
elongatus-kriegi: L. heliodermis, de Tafi del Valle en Tucuman (Espinoza et al., 2000), en
base a tres individuos comparados con otras especies con caracteres morfolégicos y
patrones de coloracion. Si bien estos analisis incluyeron a las especies consideradas hasta
el momento como parte de este grupo, el diagnéstico se basé en cinco individuos de cada
especie, sin analisis estadisticos; ademas no se presentd una sinapomorfia que pudiera
definir formalmente al grupo L. elongatus-kriegi. En este trabajo los autores propusieron
que el grupo L. elongatus-kriegi comprende no solo a L. elongatus, L. petrophilus, L.
austromendocinus, L. capillitas y L. heliodermis, sino también a L. thermarum (ver mas

arriba).

Morando et al.(2003), realizaron el primer anélisis de secuencias de fragmentos de
genes mitocondriales de individuos de casi todas las especies (excepto L. heliodermis)
consideradas dentro del grupo L. elongatus-kriegi, y reconocieron tres complejos dentro
del mismo: complejo L. elongatus, complejo L. petrophilus, complejo L. kriegi, y dentro de
cada uno de ellos encontraron poblaciones de distintas ubicaciones geogréficas con
suficientes diferencias genéticas como para hipotetizar especies candidatas (Morando et
al., 2003). En este estudio se encontr6 que la especie L. elongatus (en sentido amplio), que
incluia diversas poblaciones distribuidas desde el suroeste de Chubut hasta sur de
Mendoza, conformaban varios haploclados relacionados con altos valores de soporte (L.
sp. 5, L. sp. 6 (Figura 2f), L. sp. 7 (Figura 29) y la propiamente llamada L. elongatus). Este
trabajo propuso que las muestras pertenecientes a las poblaciones geograficamente
ubicadas al sur del Rio Agrio en la provincia de Neuquén, se podian asignar a la especie
tipo, L. elongatus Koslowsky (1896). ElI complejo hermano de L. elongatus fue el
complejo L. kriegi, y dentro de éste no se detectaron diferencias entre las especies L. ceii y
L. kriegi que tienen una distribucion principalmente simpatrica, y propusieron que podrian
ser conespecificas; ademas hipotetizaron tres especies candidatas relacionadas a L.
buergeri (L. sp. A (Figura 2h), L. sp. B (Figura 3h), L. sp. C (Figura 3a), L. sp. 8 (Figura
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3b), ésta Gltima posteriormente descripta como L. tregenzai (Pincheira-Donoso y Scolaro,
2007). Avila et al.(2004) utilizaron tres marcadores mitocondriales y dos nucleares y los
resultados apoyaron la monofilia en estos tres complejos propuestos; sin embargo en los
analisis filogenéticos realizados por Lobo (2005) en base a 83 caracteres morfologicos solo

encontro evidencia para la monofilia del complejo L. kriegi.

En los dltimos afios, los trabajos de exploracion de regiones anteriormente no
estudiadas y las revisiones de ejemplares de museos, sumados a estudios taxondmicos y de
revision utilizando tanto caracteres morfologicos como moleculares, se reflejan en la
descripcidn de varias especies nuevas y en el reconocimiento de otras ya descriptas como
pertenecientes al grupo L. elongatus-kriegi. Hasta el momento se han descripto varias
especies nuevas como parte del grupo L. elongatus-kriegi y para algunas se menciona a
cual complejo dentro del grupo pertenecerian; en algunos casos, las descripciones se
realizaron en base a una diagnosis morfolégica clésica (e.g. Quinteros et al., 2008), en
otros se incluyeron arboles de genes, en general solo mitocondriales (e.g. Avila et al.,
2012) pero en otros casos también nucleares (e.g. Avila et al., 2004). Por lo tanto las
descripciones de estas especies durante la Ultima década presentaron diferentes niveles de
evidencia. A continuacion se resumen brevemente en forma cronolégica las especies que

se fueron incorporando al grupo L. elongatus-kriegi.

Espinoza y Lobo (2003) describieron a L. umbrifer del departamento de Antofagasta,
Catamarca y a L. dicktracyi del departamento de Famatina, La Rioja. En el mismo afio Cei
y Videla (2003) describieron a L. flavipiceus del departamento de Malargle, provincia de
Mendoza y la relacionaron con L. thermarum y al grupo “neuquensis” aunque no
realizaron analisis filogenéticos ni comparaciones estadisticas con otras especies. En el afio
2004, Avila et al. describieron L. talampaya del departamento de Felipe Varela, La Rioja y
L. gununakuna del departamento de Zapala, Neuquén. En este trabajo se hipotetiz6 una
nueva especie candidata dentro de este grupo, L. sp. 9 del departamento de Tinogasta,
Catamarca; que cuatro afios después Quinteros et al. (2008) describieron como L. tulkas
junto con la descripcion de una segunda especie, L. parvus del departamento General.
Sarmiento, La Rioja. Esta Ultima especie segun los autores se corresponderia con L. sp. 4
de Morando et al. (2003), ya que tendria una amplia distribucion desde La Rioja hasta el
norte de Mendoza.

Las especies mas recientemente descriptas son: L. chillanensis (Figura 3c), de

Termas de Chillan, Chile (Torres-Pérez et al., 2009); L. antumalguen (Figura 3d), del
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Volcan Domuyo, Neuquén (Avila et al., 2010); L. smaug, de entre Las Loicas y el Volcan
Peteroa, Mendoza, L. shitan (Figura 3e), de General Roca, Rio Negro, L. choique (Figura
30), de Paso el Choique, Mendoza; éstas tres ultimas descriptas en un trabajo de Abdala et
al.(2010); L. burmeisteri Figura 3f), de Caepe Malal, Neuquén (Avila et al., 2012), L.
carlosgarini (Figura 4a), de Laguna del Maule, Chile (Esquerré et al., 2013), L. riodamas,
de Rio de las Damas, Chile (Esquerré et al., 2013) y L. crandalli (Figura 4b), del Area

Natural Protegida Auca Mahuida, Neuquén (Avila et al., en prensa).

Lobo et al.(2010) realizaron una revision bibliografica sobre la sistematica del
género Liolaemus, que en combinacion con sus conocimientos personales utilizaron para
proponer un arreglo taxonémico de grupos dentro del género. Su propuesta con respecto a
las especies del grupo L. elongatus-kriegi incluye dos grupos: I-grupo kriegi: L. buergeri,
L. ceii, L. cristiani, L. kriegi; ll-grupo elongatus: L. austromendocinus, L. elongatus, L.
flavipiceus, L. gununakuna, L. parvus, L. petrophilus, L. punmahuida, L. thermarum, L.
tregenzai y dentro de este ultimo reconoce un grupo norte que llama grupo capillitas: L.

capillitas, L. dicktracyi, L. heliodermis, L. talampaya, L. tulkas, L. umbrifer.

A partir de los antecedentes expuestos, se reconocio que el conocimiento sistematico
del grupo Liolaemus elongatus-kriegi es escaso, tanto de los limites de sus especies como
de las relaciones entre ellas, lo que propicio el desarrollo del trabajo de esta tesis, que tuvo
como grupos focales de estudio dos complejos: L. elongatus y L. kriegi (sensu Morando et
al., 2003). El complejo L. kriegi (Figura 1) se extiende desde los 37°S (cerca del Paso
Vergara en la VII Region, Chile y el departamento de Malargie, Provincia de Mendoza,
Argentina), hasta su limite sur de distribucion en el extremo norte de la provincia de
Chubut a los 42°S (Morando et al., 2003; Pincheira-Donoso y Nufiez, 2005, Figura 1).
Actualmente se considera que este complejo incluye: L. buergeri, L. kriegi y L. ceii (Cei,
1986), éstas dos Ultimas propuestas como conespecificas por Morando et al. (2003), y muy
posiblemente incluye L. tregenzai. Ademas se identificaron tres linajes dentro de este
complejo: L. sp. A, L. sp. B, L. sp. C; Lobo et al. (2010) también considera a L. cristiani

como parte de este complejo.

El complejo L. elongatus se extiende desde los 35°S (cercano a Las Lefias, Provincia
de Mendoza Argentina) hasta los 45 °S (cercano al Rio Senger, sur de la Provincia de
Chubut, Argentina, Figura 1). El trabajo molecular del complejo realizado una década atras
(Morando et al., 2003) identifico como especies pertenecientes al mismo: L. elongatus y

tres especies candidatas L. sp. 5, L. sp. 6 y L. sp. 7. Posteriormente L. sp. 5 fue descripta
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como L. smaug por Abdala et al.(2010) junto con otras dos especies para este complejo: L.
shitan y L. choique. Finalmente, el trabajo publicado por Torres-Pérez et al.(2009)

presento evidencia de una relacion filogenética estrecha de L. chillanensis con el complejo

L. elongatus.

Figura 4: Fotos de individuos pertenecientes a los complejos L. elongatus y L. kriegi: a) L.
carlosgarini, b) L. crandalli, ¢) L. sp. 1,d) L. sp. 2,e) L.sp. Dy f) L. sp. 3.

El conocimiento del estatus taxondmico de las especies que componen los complejos
L. elongatus, L. kriegi y L. petrophilus es adn limitado. No se ha desarrollado una filogenia
con marcadores mitocondriales y nucleares que incluya individuos de estos complejos y

complejos cercanos con situacion taxonémica irresuelta.
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OBJETIVO

El objetivo planteado para esta tesis fue estudiar la diversidad y relaciones
filogenéticas de los complejos de especies de lagartijas Liolaemus elongatus y L. kriegi. El
abordaje metodoldgico de este trabajo ejemplifica la aproximacion conceptual vy
metodoldgica de la taxonomia integral, en este caso, combinando tres fuentes de evidencia

independientes: morfologia (morfometria clasica) y secuencias de ADN mitocondrial y
nuclear.
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CAPITULO |

FILOGEOGRAFIA MULTILOCUS DEL
COMPLEJO DE LAGARTIJAS PATAGONICAS
LIOLAEMUS KRIEGI (IGUANIA:
LIOLAEMINI)

Version modificada del trabajo:
Medina, C.D., Avila, L.J. Sites, Jr. JW. & Morando, M. 2014. Multilocus phylogeography

of the Liolaemus kriegi complex (Iguania, Liolaemini). Biological Journal of the Linnean
Society 113 (1) 256269
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INTRODUCCION

El noroeste de la Patagonia (provincias de Neuquen, sur de Mendoza, y oeste de Rio
Negro en Argentina) es una region geograficamente muy compleja, con montafias que
sobrepasan los 4500 msnm, grandes campos volcanicos, cafiones profundos y altas
mesetas. Estas caracteristicas son el producto de una historia orogénica Andina larga,
acoplada con erupciones volcéanicas esporadicas, y una historia de avances y retrocesos
glaciares que produjeron cambios climaticos pronunciados a través del dltimo millon de
afios (Ma) (Martinez y Kutschker, 2011; Rabassa y Clapperton, 1990; Ramos y Folguera,
2011; Ramos y Ghiglione, 2008; Ramos y Kay, 2006). Como resultado, el paisaje es una
fisiografia intrincada que probablemente ha fomentado maltiples procesos de divergencia
poblacional a través de diferentes escalas geograficas y temporales (Morando et al., 2013),
y esto puede explicar el inusual nimero de especies de lagartijas en la region (Avila et al.,
2013; Corbalén et al., 2011).

Durante los Gltimos 40 afios, los estudios de las lagartijas en el sur de Mendoza han
revelado un nimero alto de especies endémicas con rangos geograficos restringidos, con
algunos taxa confinados a una sola montafia 0 meseta. Al menos la mitad de las especies de
lagartijas de esta area son endémicas (Corbalan et al., 2011), y ha sido propuesta como el
centro del origen para varios géneros de lagartijas, incluyendo Pristidactylus Fitzinger,
1843 (Lamborot y Diaz, 1987; Scolaro et al., 2003), Leiosaurus Dumeril & Bibron 1837,
Diplolaemus Bell, 1843 (Cei et al., 2003), y Phymaturus Gravenhorst, 1838 (Diaz Gomez,
2009; Scolaro et al., 2003). Liolaemus es el género con mas numero de especies en la
region, con mas de 30 especies distribuidas a lo largo de una banda relativamente estrecha
de los Andes desde el sur de Mendoza hasta el noreste de la provincia de Chubut, y
también incluyendo a las ecoregiones de los Altos Andes y la estepa Patagonica. Esta
diversidad estd comprendida por varios grupos, incluyendo el complejo L. kriegi, las
especies en este complejo estan caracterizadas por cuerpos robustos, grandes, usualmente

saxicolas, viviparos y omnivoros (Cei, 1986).

El objetivo de este capitulo es estudiar la estructura genética y sus patrones de
variacion en el complejo L. kriegi. Su distribucién se extiende desde los 37°S (cerca del
Paso Vergara en la VII Region, Chile y el departamento de Malargiie, Provincia de
Mendoza, Argentina), hasta su limite sur de distribucion en el extremo norte de la
provincia de Chubut a los 42°S (Morando et al., 2003; Pincheira-Donoso y Nufiez, 2005)
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(Figura 5). Este complejo tradicionalmente incluia tres especies descriptas en base a su
morfologia, L. buergeri, L. kriegi y L. ceii (Cei, 1986). Por otro lado, evidencia molecular
mostré que L. tregenzai puede estar cercanamente relacionada a este complejo (Morando et
al., 2003), y en el mismo estudio, que estuvo basado en datos mitocondriales, se
identificaron tres linajes dentro de este complejo: L. sp. A, L. sp. B, y L. sp. C, y no obtuvo
diferencias entre L. kriegi y L. ceii. ElI conocimiento taxondmico de este complejo es aun
limitado, los limites de especies no estan bien definidos, y no existe un estudio
filogeogréafico detallado para todas las especies incluidas al presente en este complejo. En
este capitulo se examina la estructura genética y los patrones de variacion genética del
complejo L. kriegi, a lo largo de su rango de distribucion, incluyendo ocho taxa (cuatro
especies descriptas y cuatro linajes distintos), basandonos en regiones de dos genes
mitocondriales (cyt-b y 12S) y dos nucleares (BA3 y KIF24).
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MATERIALES Y METODOS

INDIVIDUOS UTILIZADOS

Las localidades muestreadas fueron seleccionadas con el objetivo de cubrir el rango
de distribucion total del complejo L. kriegi. Se obtuvieron muestras de los ocho linajes
identificados (Figura 5), incluyendo un total de 247 individuos provenientes de 55
localidades desde el sur de Mendoza (35°05°S) hasta la Provincia de Rio Negro (41°45°S)
en Argentina, y siete localidades de un pequefio rango de distribucion en Chile. Los
numeros de voucher de los especimenes con su detalle de localidad se encuentran
reportados en el Apéndice I. Los especimenes fueron colectados a mano y sacrificados por
inyeccion pericéardica de pentotal sodico. Se extrajeron muestras de higado para analisis
moleculares, los especimenes fueron fijados en formol 20% y luego transferidos a etanol
70%. Los voucher de especimenes y tejidos estdn catalogados en la coleccion
herpetoldgica Centro Nacional Patagonico en Puerto Madryn (LJAMM-CNP), Argentina
(http://www.cenpat.edu.ar/nuevo/colecciones03.html). Para este capitulo se incluyeron dos
muestras de tejidos de la coleccion personal de Miguel 1. Christie (MIC). Se utilizaron
cuatro muestras de L. elongatus y L. petrophilus, las cuales representan filogenéticamente

grupos cercanos Yy se usd una muestra de L. bibronii para enraizar el arbol.
EXTRACCION DE ADN, AMPLIFICACION Y SECUENCIAMIENTO

La extraccion de ADN se realizd utilizando el kit de extraccion Qiagen® DNeasy®
96 siguiendo el protocolo provisto por el fabricante. Aunque las secuencias mitocondriales
han sido el tipo de dato mas cominmente utilizado hasta recientemente para este tipo de
andlisis (Camargo et al., 2010; Zink y Barrowclough, 2008), la utilizaciéon de los
marcadores nucleares con variabilidad suficiente como para realizar anélisis
filogeogréaficos ha expandido el poder de estos estudios (Brito y Edwards, 2009; Camargo
et al., 2010; Leaché et al., 2013). Para este capitulo se secuenciaron dos fragmentos
mitocondriales (12S rRNA [12S ~853bp, 29 individuos] y citocromo-b [cyt-b, ~800bp, 247
individuos]) y dos nucleares (un miembro de la familia de las quinesinas 24 [KIF24 ~490
bp, 18 individuos]) y BA3 rRNA [BA3~265 bp, 14 individuos]). Para los protocolos de
PCR y secuenciamiento se siguié a Morando et al. 2003, Morando et al., 2004 y Noonan y
Yoder, 2009 para los fragmentos mitocondriales y nucleares, respectivamente. Todas las
secuencias fueron editadas y alineadas usando Sequencher v4.10. (™Gene Codes

Corporation Inc.2007) y se verifico a ojo para maximizar blogues de identidad de
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secuencia. Los datos faltantes se codificaron como “?” y las secuencias de haplotipos
fueron depositadas en GenBank (Apéndice I; Numero de Acceso KJ493945 — KJ494247).

Se secuencio el fragmento de citocromo-b para los 247 individuos colectados, mientras que

para 12S y los dos marcadores nucleares, se selecciond una submuestra que incluyera

distintos representantes genéticos de cada haploclado. La matriz completa de citocromo-b

se utilizo para todos los andlisis, la matriz completa de 12S se utilizé para obtener una red

de genes y los marcadores KIF24 y BA3 fueron utilizados para obtener redes de haplotipos

de un gen y una red combinada multilocus de genes nucleares.

]

0 100

[m—m— ]
kilometers

o Ng
_ S,
ot T
=g 50 S
O .
e P51 —
~y 52 A
b \’\,‘ O =~
53 //
Sj] 5400 =
- 5
by RN
$ " 56
. D5
(m . /;'}
7» - Er57 Er59
( w8 UGO 620

/1\ I:f61

Figura 5: Las localidades muestreadas para el complejo L. kriegi estan identificadas como sigue: L.
sp. A, triangulos amarillos (12-24); L. tregenzai, circulo verde oscuro (11); L. sp. C, cruces verdes
(25-28); L. sp. D, cuadrados rosas (37-43); L. sp. B, tridngulos colorados (29-36); L. kriegi + L.
ceii, cuadrados naranjas (44-62); L. buergeri, circulos azules (1-10). Ng= Provincia de Neuquén,
Mza= Provincia de Mendoza y RN=Provincia de Rio Negro. Los numeros de las localidades se
corresponden con aquellos en el Apéndice 1.
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ANALISIS DE ARBOLES DE GENES Y REDES.

Para obtener un arbol del gen citocromo-b, primero se seleccionaron haplotipos no
redundantes con DnaSP 5.10 (Librado y Rozas, 2009), y luego se utiliz6 esta matriz para
inferir una genealogia de genes con un método de Inferencia Bayesiana (IB). Previamente,
se selecciond el modelo evolutivo que mejor se ajusta para el fragmento de citocromo-b
usando el criterio de informacion Akaike corregido (AICc) en JModelTest v0.1.1 (Guindon
y Gascuel, 2003; Posada, 2008). Los analisis fueron realizados usando el programa
MrBayes v3.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003), se corrieron 5 x 10’ generaciones, y se
utilizaron las muestras de equilibrio (después del 25% de burn-in) para generar un arbol de
consenso con la regla de la mayoria del 50%; las probabilidades posteriores (PP) fueron
consideradas significativas cuando fueron > 0.95 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Con el
objetivo de identificar los linajes dentro del complejo L. kriegi, se buscaron clados que
contuvieran individuos de las localidades tipos de las especies descriptas y clados que
incluyeran individuos de las localidades asignadas a especies candidatas por Morando et
al. (2003). Para las matrices completas de los haplotipos de citocromo-b, 12S y de los
genes nucleares BA3 y KIF24, previamente separados en fases con programa DnaSP
(Librado y Rozas, 2009), se generaron redes de haplotipos de parsimonia estadistica bajo el
criterio de probabilidad del 95% usando el programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000).
También se generd una red multilocus convirtiendo la matriz de distancia de los haplotipos
de cada gen nuclear por separado en una matriz de organismos utilizando el programa
POFAD v1.03 (Joly y Bruneau, 2006). La reconstruccion de la red de organismos fue
luego visualizada utilizando el algoritmo NeighborNet implementado en SplitsTree v4.6
(Huson y Bryant, 2005) siguiendo a Leaché et al.(2009). También se realizaron dos
analisis extras: 1- se estimé un arbol de genes nucleares concatenados basados en
inferencia bayesiana utilizando MrBayes v3.2, se corrieron 1 x 10” generaciones, y se
utilizaron las muestras de equilibrio (después del 25% de burn-in) para generar un arbol
consenso con la regla de la mayoria del 50%; las probabilidades posteriores (PP) fueron
consideradas significativas cuando fueron > 0.95% (Huelsenbeck y Ronquist, 2001); 2-
una red de genes mitocondriales concatenados bajo el criterio de probabilidad del 95%
usando el programa TCS 1.21. Se puso a prueba la recombinacion para las regiones de los
genes nucleares utilizando RDP v3.44 (Heath et al., 2006; Martin y Rybicki, 2000).
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ANALISIS FILOGEOGRAFICOS

Se definieron grupos de poblaciones geograficamente homogéneas que son
diferenciadas maximamente entre si ("K"), y se simuld un procedimiento de annealing que
maximiza la proporcion de la varianza genética total debido a diferencias entre grupos,
utilizando SAMOVA v1.0 (Dupanloup et al., 2002). Se realizaron analisis con diferentes
valores de "K" que van de 2 a 13 (Apéndice Il) para la matriz completa de citocromo-b del
complejo L. kriegi, utilizando 500 procesos independientes de annealing. La mejor opcion
de agrupamiento para cada valor de "K" fue seleccionada basado en el componente entre-
grupos (Fct) de la varianza genética total. Las distancias genéticas (corregida y no
corregida de a pares) entre los linajes previamente estimados en los anélisis de arboles de
genes, fueron estimados utilizando el programa Arlequin v3.1 (Excoffier et al., 2005).
Siguiendo el criterio descripto para anfibios por Fouquet et al.(2007), que controla las
distancias genéticas combinadas con los linajes de distribucion alopétrica, se utiliz6 la
distancia no corregida especifica de citocromo-b estimada para Liolaemus por Martinez,
(2012) y Breitman et al.(2012), la cual es en promedio es de 3% para comparaciones de a
pares. Por lo tanto, las distancias genéticas mayores a 3% de areas geograficamente
aisladas fueron consideradas como evidencia para especies candidatas. Se utiliz6 la matriz
de citocromo-b para estimar tiempos de divergencia entre los principales linajes del
complejo L. kriegi basado en el modelo evolutivo que mejor se ajusta y se realiz6 un
Likelihood Ratio Test (LRT) utilizando el programa JModeltest v0.1.1 (Guindon y
Gascuel, 2003; Posada, 2008) para poner a prueba desviaciones del reloj molecular
estricto. Se utiliz6 la tasa de evolucién para el citocromo-b de 2.237estimada por
Fontanella et al.(2012) para el clado Eulaemus calibrado con un fosil. Luego, se utilizé
BEASTV1.6.1 para estimar el arbol de genes bajo un modelo de reloj molecular estricto
(Drummond y Rambaut, 2007). Se realizaron dos andlisis independientes para 100
millones de generaciones, muestreado cada 1000 generaciones, con un modelo de
sustitucion nucleotidica HKY + | + G y asumiendo un prior de arbol Yule. El tamafio de
muestreo efectivo (ESS) para parametros estimados y la convergencia fue verificado

utilizando Tracer v1.5 (Rambaut y Drummond, 2009).
ANALISIS DEMOGRAFICOS

Para cada uno de los linajes principales del arbol del gen mitocondrial, se calculd
indices de diversidad molecular basicos: numero de secuencias (NS), sitios polimoérficos
(S), haplotipos (H), diversidad haplotidica (Hd) y diversidad nucleotidica (Pi). Se
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realizaron la prueba de neutralidad de Tajima (1989) y la prueba de Ramos-Onsins y
Rozas(2002) para evaluar posibles cambios temporales en el tamafio poblacional; todas las
estimaciones fueron calculadas usando el programa DnaSP. También se realizaron corridas
de Bayesian Skyline Plots (BSP), el cual estima cambios en el tamafio poblacional efectivo
a través del tiempo, para L. buergeri, L. kriegi + L. ceii (basado en los resultados del &rbol
del gen mitocondrial, ver debajo), L. sp. A, L. sp. B y L. sp. D. Se utilizé un reloj
molecular estricto con un modelo especifico de evolucion molecular para cada linaje, y se
corrieron 2 x 107 iteraciones, muestreadas cada 1000 iteraciones, y se analizd la
convergencia de los parametros con Tracer v1.5 (Rambaut y Drummond, 2009). Estos

analisis no se realizaron para L. tregenzai debido a su pequefio tamafio muestreal.
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RESULTADOS

ANALISIS DE ARBOLES DE GENES Y REDES

De las 247 secuencias originales se encontraron 122 haplotipos no redundantes para
el gen citocromo-b en el complejo Liolaemus kriegi. EI modelo de sustitucion nucleotidica
seleccionado por ModelTest que mejor se ajusté fue TPM3uf+I+G (nst=6 rates=gamma).
Basado en la matriz de haplotipos, se recuperd un arbol de gen mitocondrial con alto
soporte (soporte de probabilidad posterior [PP] =1 para el complejo L. kriegi (Figura 6)
incluyendo a L. tregenzai. Se recuperaron siete linajes con alto soporte dentro de este
complejo, cinco de los cuales corresponden a taxa reconocidos previamente: L. buergeri, L.
tregenzai, L. sp. A, L. sp. By L. sp. C (Figura 6), un linaje diferente que se denomino L.
sp. D, y el séptimo incluye todas las muestras correspondientes a las terminales de L. ceii y
L. kriegi que estan interdigitadas sin diferenciacién, por lo tanto el mismo se denomind L.
kriegi + L. ceii. Liolaemus sp. C y L. sp. D fueron recuperados como taxa hermanos con
soporte alto, pero no hay soporte para ninguna de las relaciones méas profundas entre los
linajes. Aunque los linajes L. sp. A, L. sp. B, L. sp. C fueron previamente propuestos como
especies candidatas (Morando et al., 2003), el tratamiento que se les da aqui a estos taxa
como unidades L. sp. separadas no es un respaldo de su reconocimiento como especies
distinta; sino simplemente una propuesta para el estatus de especies candidatas, siguiendo
la metodologia utilizada por Vieites et al. (2009) en anfibios de Madagascar, que merece

futuros estudios integrales para evaluar su estatus taxonémico.

Con los datos completos de citocromo-b, se recuperaron cinco redes de haplotipos
separadas, con un limite de conexion de 11 pasos, correspondientes a L. buergeri, L.
tregenzai, L. sp. B, L. kriegi + L. ceiiyL.sp. A+ L.sp.C+L.sp.D (Figura7). Lared D
incluye a L. sp. A, L. sp. Cy L. sp. D, separados por cinco/seis pasos (Figura 7, panel D);
aunque estos linajes estan cercanos geograficamente, son alopéatricos sobre un paisaje
altitudinalmente variable y complejo (variabilidad en sombreado gris en el mapa); ademas
L. sp. D esta separado de los otros dos linajes por el Rio Colorado. También, L. sp. D. esta
mas cerca geograficamente a L. buergeri (Figura 7, panel A)quea L.sp. AyL.sp.C,y
este ultimo linaje estd mas cerca geograficamente a L. sp. B (Figura 7, panel B) que a los

otros dos linajes recuperados en la misma red (Figura 7, Panel D).
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L. bibronii

L. petrophilus

L. buergeri @

L. kriegi + L. ceii

Figura 6: Arbol génico bayesiano consenso (mayoria del 50%) correspondiente al gen citocromo-b.
Los nuameros sobre las ramas son valores de probabilidades posteriores y el simbolo sobre cada
terminal se corresponde a aquellos en la Figura 5.

Aunque los individuos de las localidades tipo de L. ceii y L. kriegi no comparten
haplotipos (Figura 7, panel E, estrellas), no hay diferenciacion aparente entre estas dos
especies con este marcador. Para el conjunto de datos de 12S (Figura 8, panel A) se obtuvo
una red, con grupos de haplotipos que corresponden aproximadamente a los haploclados de
citocromo-b. Las dos redes de genes mitocondriales son totalmente concordantes con la red
de genes mitocondriales combinados (Apéndice V). La red de haplotipos nucleares de
BA3 con un limite de conexidn de seis pasos (Figura 8, panel C), mostré que casi todos los
haplotipos son especie-especificos, pero tres de ellos estdn compartidos entre algunos taxa:
1-L. sp. D-L. kriegi + L. ceii, 2-L. sp. D-L. sp. A, 3-L. sp. A-L. kriegi + L. ceii-L. buergeri.
La red de haplotipos nucleares KIF24 con un limite de conexién de nueve pasos (Figura 8,
panel D), mostr6 que todos los haplotipos son especie-especificos y algunos fueron
recuperados por fuera de la red principal, incluyendo todos los de L. sp. B, y L. tregenzai y
dos de L. sp. A. Las dos redes de genes nucleares resumen las distancias genéticas
promedio entre los especimenes (Figura 8, panel B), tres linajes muestran distancias

similares entre ellos: L. buergeri, L. kriegi + L. ceii y L. sp. A, mientras los otros cuatro
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Figura 7: Paneles A al E muestran redes de haplotipos de parsimonia estadistica del gen citocromo-
b con sus respectivas distribuciones geogréficas. Dentro de cada panel se detallan las redes
inferidas en relacion a la distribucion geografica de los individuos de la muestra. Cada haploclado
esta coloreado acorde a la localidad de procedencia de esos ejemplares. A- L. buergeri; B- L. sp. B;
C- L. tregenzai; D- L. sp.A (sombreado azul), L. sp. C (sombreado naranja) y L. sp. D (sombreado
amarillo) y E- L. kriegi + L. ceii.

S

“#
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muestran diferentes distancias genéticas entre ellos: L. tregenzai, L. sp. B, L. sp. Cy L. sp.
D. El arbol de genes nucleares concatenados solo recupera a L. tregenzai y L. sp. A como

clados bien soportados (Apéndice V).

A B

@ L. buergeri
@ L. kriegi + L. ceii
8 IE treg'gnzai
. sp.

@ L sp.B \O
O L.sp.C

L.sp.D
C D

Figura 8: A. Red de haplotipos de parsimonia estadistica basada en: A — la region mitocondrial
12S; B — red nuclear multinuclear (BA3 y KIF24); C — red del gen nuclear BA3; D — red del gen
nuclear KIF24. Los haplotipos estan coloreados segun cada linaje reconocido dentro del complejo
L. kriegi.

ANALISIS FILOGEOGRAFICOS

La particion Optima para la diversidad genética con Spatial Analysis of Molecular
Variance (SAMOVA) se obtuvo cuando las muestras fueron agrupadas en los siete grupos
recuperados en el andlisis del arbol de gen del citocromo-b; K = 7 (Fcr = 0.29882,
Apéndice 11). Los grupos corresponden a L. buergeri, L. kriegi + L. ceii, L. tregenzai, L.
sp. A, L. sp. B, L. sp. C y L. sp. D. la Tabla 1 muestra todas las distancias genéticas no
corregidas de a pares para los siete linajes reconocidos, L. kriegi + L. ceii tiene distancias
mayores a 3% (min: 3.79, max.: 4.47) comparado con todos los otros linajes. Liolaemus
tregenzai tiene distancias mayores a 3% comparado con todos los otros linajes excepto con
L. sp. C (2.94%). La distancia méas chica se encontro entre L. sp. A, L. sp. By L. sp. C
(min: 1.64; 1.77; 2.12; 2.27).
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Tabla 1: Arriba de la diagonal: nimero promedio de las distancias génicas de a pares
correspondientes al fragmento del gen mitocondrial citocromo-b, entre los principales linajes del
complejo L. kriegi; por debajo de la diagonal: promedio de diferencias de a pares corregidos
(distancia inter-linaje — distancia intra-linaje).

L. kriegi L. L.
+ L. ceii tregenzai buergeri L.sp.B L.sp.D L.sp.A L.sp.C
- knceegi: L e 4.4691 4056 4.2401 3.8828 3.7883 4.3418

L. tregenzai  3.8727 --- 3.4189 3.7029 2937 3.0918 3.1519
L. buergeri 3.0475 2.7202 — 3.5726 29413 2.9441 3.27

L.sp.B 3.3021 3.0747  2.5324 --- 23768 2.2795 2.7693
L.sp.D 3.2052 25692 2.1615 1.6674 — 1.7739  1.6442
L.sp. A 2.9201 25334 19736 13794 1.1343 - 2.1285

L.sp.C 3.4043 25242 22302 1800 0.9353 1.229 ===

La Figura 9 muestra el arbol de gen del citocromo-b con el tiempo calibrado; el

origen del complejo L. kriegi es cercano a 1 millén de afios, y todos los otros tiempos de

divergencia estimados entre los linajes reconocidos se ubican en el Pleistoceno tardio.

L. bibronii

] L. petrophilus

Y| L. elongatus

L. kriegi + L. ceii

L.sp.B

L. tregenzai

L. buergeri

5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0

Figura 9: Tiempos de divergencia estimados sobre un arbol de gen de citocromo-b, marcado con
gris claro los tiempos de divergencia basados en andlisis del BEAST. El eje x est4 en millones de
afios (Ma), los nimeros en los nodos son PP >0.95% provenientes del analisis Bayesiano.

ANALISIS DEMOGRAFICOS
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El linaje L. kriegi + L. ceii tuvo el nimero de secuencias, sitios polimdrficos y
haplotipos mas elevados (Tabla 2). Liolaemus tregenzai tuvo el tamafio de muestra méas
chico, la menor cantidad de sitios polimorficos y haplotipos, y la menor diversidad
haplotidica y nucleotidica. Liolaemus sp. A mostro la diversidad haplotidica mas alta y L.
sp. C mostrd la diversidad nucleotidica més alta. Los Unicos linajes que mostraron
evidencia de no neutralidad con ambas pruebas Tajima’s y Onsins & Rozas fueron L. sp. A
y L. kriegi + L. ceii. Con Bayesian Skyline Plots (BSP) también se detect6 un cambio en el
tamafo poblacional para L. kriegi + L. ceii (Apéndice Ill) y para L. buergeri, para los
cuales la prueba de neutralidad no detectd un desvio de la neutralidad. Para L. sp. A, L. sp.
B, L. sp. C y L. sp. D, no se detectaron cambios en el tamafio poblacional con BSP
(Apéndice 111).

Tabla 2. Nimero de secuencias (NS), sitios polimdrficos (S), haplotipos (H), diversidad haplotidica
(Hd), diversidad nucleotidica (Pi), D de Tajima y valores de p asociados, R? de Ramos-Onsins &
Rozas y valores de p asociados. Todos estos estadisticos fueron calculados a partir de un fragmento
del gen mitocondrial citocromo b para los principales linajes del complejo L. kriegi. El tamafio de

la muestra para L. tregenzai fue demasiado pequefio como para calcular la prueba de Tajimay la de
Ramos-Onsins & Rozas.

Linajes  (NS) (S) (H) (Hd) (Pi) T%;’rﬁa p[D<=Dt] R? p[R%=Ri]
L buergeri 44 30 23 0950 00079 -0.7938 02246 0.0800 0.1768
L.sp.A 44 46 29 0.960 0.0076 -1.8042 0.0126 0.0474 0.0028
L.sp. B 30 26 13 0.900 0.0082 -0.5879 0.3132 0.0977 0.2702
L.sp.C 12 15 09 0.940 0.0085 0.6178 07732 0.1649 0.6446
L.sp.D 18 08 06 0.800 0.0032 -0.2721 0.4244 0.1293 0.4078
L'I‘_‘rfe%r 93 58 36 0.840 0.0052 -2.1733  0.0000 0.0292 0.0000
L.tregenzai 06 02 02 0.333 0.0009
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DISCUSION

El objetivo de este capitulo fue estudiar la estructura genética y filogeogréfica de
todos los linajes reconocidos dentro del complejo Liolaemus kriegi utilizando secuencias
de dos genes mitocondriales y dos nucleares. Primero, se discute la historia filogeogréafica
de estos linajes y segundo, se consideran las implicancias taxonémicas y para su
conservacion a la luz de estudios filogeogréficos y biogeogréficos que incluyen la

distribucion de este complejo.
HISTORIA FILOGEOGRAFICA

El linaje distribuido mas al noroeste del complejo L. kriegi es L. buergeri (Figura 5),
su rango geografico se expande hacia el sur en la Cordillera de los Andes y en un paisaje
topoldgicamente complejo que incluye altos picos montafiosos (2452 m, Figura 5,
localidad 4) y valles profundos. El borde este de la distribucion de L. buergeri esta
geogréficamente cercano a L. sp. D, pero separado por la Cordillera de los Andes, mientras
gue su margen sur estd cercano a L. sp. A, y su localidad mas al este (Figura 5, localidad 4)
es parapatrica con L. sp. By L. sp. C (localidades 34 y 25 respectivamente). Los individuos
de L. buergeri fueron recuperados como un grupo cohesivo en el arbol de genes
mitocondriales (Figura 6) y en las redes de haplotipos mitocondriales (Figura 7 y 8); las
distancias no corregidas de citocromo-b tuvieron un promedio de 3% con todos los otros
haploclados (Tabla 1). Esta especie también estd caracterizada por una relativa alta
diversidad haplotidica y nucleotidica, las pruebas de neutralidad no fueron significativas
(Tabla 2), y s6lo cambios pequefios en el tamafio efectivo poblacional fueron evidentes en
el Bayesian Skyline Plots (Apéndice 11, BSP). Las estimaciones de tiempos de divergencia
sugieren que L. buergeri se origin6 durante el Plioceno tardio, el cual fue impactado por
maultiples ciclos glaciares (Rabassa et al., 2005). La evidencia geoldgica sugiere, sin
embargo, que el rango geografico de esta especie no fue cubierto por hielo, y esta region ha
sido hipotetizada como un refugio estable para plantas y vertebrados durante ese tiempo
(Sérsic et al., 2011). La “firma” genética detectada para este taxon (estabilidad
poblacional, alta diversidad haplotidica y nucleotidica) es congruente con las esperadas
para esta hipétesis de refugio. Estos resultados sugieren que las poblaciones ancestrales
(finales del Plioceno) de L. buergeri persistieron in situ durante estos ciclos glaciares, con
cambios en el tamafio poblacional principalmente derivados de fluctuaciones en

temperatura y humedad, como sugieren Marske et al. (2013), Rowe et al. (2006) y Stone et
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al. (2012) para ratones e insectos. Esto pudo haber estado asociado con expansiones de
rango y subsecuentes contracciones derivadas de los ciclos glaciares, y pueden haber
promovido aislamientos periféricos y diferenciacion de los otros linajes reconocidos

cercanamente relacionados dentro de este complejo.

El linaje que se identificO como L. sp. D se distribuye a lo largo de un gradiente
norte-sur en el sudoeste de la provincia de Mendoza (Figura 5, cuadrados rosas); L. sp. C
se distribuye a lo largo del mismo eje longitudinal pero al sur del Rio Colorado (Figura 5,
cruces verdes), y al sur de este linaje esta L. sp. A (Figura 5, triangulos amarillos); esta es
un &rea de colinas de baja elevacion de los Andes. Estos tres linajes fueron inferidos como
independientes en el arbol de gen mitocondrial (Figura 6), y aunque debido al numero de
pasos mutacionales entre los linajes estan incluidos en una sola red con marcadores
mitocondriales (Figura 7, panel D y Figura 8, panel A) y nucleares (Figura 8, paneles B, C
y D), conforman haplogrupos diferentes en la red. Sus haplotipos nucleares son
mayormente exclusivos. Las distancias genéticas no corregidas entre estos tres linajes son
las menores dentro del complejo (< 2.13, Tabla 1); L. sp. D tuvo el menor nimero de sitios
polimorficos y diversidad nucleotidica, mientras que L. sp. A tuvo la diversidad haplotidica
mas alta y signos significativos de expansion de rango (Tabla 1). Estos resultados son
congruentes con otras dos especies (Morando et al., 2003; Morando et al., 2007) co-
distribuidas en esta area, para las cuales hay evidencia de expansion de rango. Aunque no
se conocen los eventos del pasado que pudieron influir en la distribucion actual de estas
poblaciones, lo mas probable es que después del retiro de la capa de hielo del dltimo

maximo glacial estas poblaciones colonizaron nuevas &reas a elevaciones mas bajas.

Liolaemus tregenzai se encuentra en simpatria con L. sp. A en las localidades 11 y 19
(Figura 5). Aungue el tamafio de la muestra de L. tregenzai es pequefio (N=6), lo que
impidié un analisis detallado, se infiri6 como un linaje independiente en todos los métodos
(Figuras 5, 6, 7 y 8). Esta especie solo se conoce para su localidad tipo en un pico de
montafia (2020 m), por lo que los indices de diversidad bajos (Tabla 2) pueden

interpretarse como sefial de una pequefia poblacion aislada.

Liolaemus sp. B se distribuye a lo largo de ambos margenes del Rio Colorado
(Figura 5, triangulos colorados), y se recuperé como un linaje independiente dentro del
complejo L. kriegi en todos los andlisis (Figuras 5, 6, 7 y 8). Este resultado es concordante
con un estudio previo basado sélo en marcadores mitocondriales y una sola localidad

muestreada (Morando et al., 2003). La apariencia fenotipica de este linaje es casi idéntica a
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L. austromendocinus, una especie perteneciente al grupo L. petrophilus, y un analisis
morfométrico mostro diferencias no significativas entre estos dos (Feltrin, 2013). Analisis
filogenéticos basados en 16 loci nucleares recuperaron a L. sp. B dentro del grupo L.
petrophilus (Feltrin, 2013), y una de las redes haplotidicas nucleares (Figura 8, panel D)
recupera este taxdn como exclusivo, mientras que la otra red nuclear (Figura 8, panel C)
recupera a L. sp. B anidado dentro de la red principal. Este conflicto resultante entre varios
marcadores independientes (mitocondriales, nucleares y morfoldgicos) sugiere un origen
hibrido para L. sp. B como la explicacibn mas plausible para estos patrones. Las
caracteristicas topograficas complejas de esta area, acoplada con los ciclos climéticos,
pueden haber facilitado contacto secundario entre las poblaciones previamente aisladas. Un
analisis detallado incluyendo un muestreo geografico méas denso, mayor resolucion de los
marcadores moleculares y una aproximacion de modelado de paleo-nicho, son necesarios

para evaluar completamente estas hipotesis alternativas.

Liolaemus kriegi + L. ceii es el linaje distribuido mas al sur, y todos los haplotipos
fueron recuperados como linajes bien soportados en el arbol de genes (Figura 6) y como
una red separada con datos de citocromo-b (Figura 7, panel E). Las dos redes de genes
nucleares (Figura 8, paneles C y D) mostraron que los haplotipos de estos individuos son
muy similares o idénticos, y cercanamente relacionados a L. buergeri, L. sp. Ay L. sp. D,
como también fue mostrado por la red multilocus de distancias (Figura 8, panel B). Todos
estos resultados muestran una sefial de expansion de rango para este linaje (Tabla 2,
Apéndice IlI), lo cual es congruente con resultados previos en otras lagartijas (L.
elongatus, Morando et al., 2003; L. bibronii haploclado 4, Martinez, 2012) y en una
especie de roedor que habita esta area (Loxodontomys micropus, haploclado N2, Carfion et
al., 2010). El limite de distribucién norte de L. kriegi + L. ceii coincide aproximadamente
con los quiebres filogeograficos de plantas y vertebrados propuestos por Sérsic et al.
(2011; Fig. 2A quiebre 5; Fig. 2B, quiebre 4 respectivamente), por lo tanto el aislamiento
de este linaje como el mas austral del complejo probablemente resultdé de procesos que

afectaron la biota de la region en modos similares.
IMPLICANCIAS TAXONOMICAS

En complejos de especies cercanamente relacionadas, los métodos de taxonomia
tradicional pueden no detectar especies cripticas (Bernardo, 2011; Bickford et al., 2007,
Dasmahapatra et al., 2010; Sistrom et al., 2013), por lo tanto los patrones genéticos son

una herramienta Gtil para la identificacion y delimitacion de diferentes unidades evolutivas,
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especies cripticas, asi como para la asignacion de especimenes desconocidos a un taxa
conocido (e.g. Hebert y Gregory, 2005; Marshall et al., 2011; Pons et al., 2006; Shaffer y
Thompson, 2007; Sites Jr. y Marshall, 2004; Vogler y Monaghan, 2007).

Los resultados filogeograficos que se presentan en este capitulo identificaron siete
linajes distintos dentro del complejo L. kriegi: L. buergeri, L. tregenzai, L. kriegi + L. ceii,
L. sp. A, L. sp. B, L. sp. C, y L. sp. D. Todos fueron recuperados como haploclados
mitocondriales bien soportados que son cohesivos geograficamente, mayormente
alopatricos, y la mayoria son exclusivos con al menos un haplotipo nuclear (KIF24, panel
3). Por lo tanto, la evidencia distribucional y molecular sugieren que los linajes L. sp. A, L.
sp. C y L. sp. D pueden representar unidades evolutivas significativas con implicancias
para su conservacion. Alternativamente pueden representar una misma especie pero con
moderada diferenciacion morfoldgica, y alta estructuracion poblacional, tanto genética
como geogréafica. Un muestreo geografico entre las areas de distribucion de estos linajes es
necesario para poner a prueba estas hipotesis.

El estatus taxondémico de Liolaemus sp. B es incierto debido a los conflictos en los
resultados referentes a los grupos de datos nucleares, mitocondriales y morfologicos. Este
linaje puede representar un subgrupo geogréafico periférico de L. austromendocinus (al cual
es morfolégicamente muy similar), que en el pasado experimentara una introgresion
mitocondrial masiva del linaje L. buergeri, o alternativamente puede representar una

especie con un origen hibrido.

Morando et al. (2003) sugiri6 basado en datos mitocondriales que Liolaemus ceii y L.
kriegi representaban un solo linaje, y los analisis de este capitulo, que incluyen un
muestreo denso de localidades, individuos y marcadores, soportan fuertemente esta
hipétesis.

La mayoria de las divergencias dentro de este complejo han ocurrido durante el
altimo medio millon de afos, favorecidos mas probablemente por la complejidad
topoldgica del paisaje y los ciclos climaticos asociados a los eventos glaciares del
Pleistoceno tardio. La distincidén genética y geogréafica que se detectd para L. sp. A, L. sp.
B, L. sp. C y L. sp. D, asociado con una pequefia pero significativa diferenciacion
morfologica (Capitulo 11 de esta tesis, Medina et al., 2013), indican que pueden representar
microendemismos, independientemente de si se los considera especies completas bajo el
concepto unificado de especies (de Queiroz, 2005), o como linajes significativamente
diferenciados dentro de una especie. La vision que estos linajes sugieren, junto con la
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hipétesis de introgresion/ hibridizacion propuesta para L. sp. D, refleja como los procesos
evolutivos pueden ser muy dindmicos, y como ellos pueden impactar en los estudios de

biodiversidad.

Recientemente se publicé una revision filogeografica de plantas y vertebrados
terrestres para Patagonia (Sersic et al., 2011) donde el area de estudio coincide con el area
de distribucion geogréfica del complejo L. kriegi y se la describe como una region de alta
diversidad genética que probablemente persisti6 como un refugio durante los ciclos
glaciales del Pleistoceno. Estudios més recientes de filogeografia de plantas en otros taxa
(Nassauvia, Nicola, 2013; Mulinum spinosum, Sede et al., 2012) han documentado
también haplotipos exclusivos altamente divergentes en esta area, y reconocen la necesidad
de estudios detallados con un muestreo denso a través de muchas especies, para
documentar completamente el nivel de diversidad dentro de ella. En acuerdo con las
aproximaciones filogeogréficas, una revision biogeografica basada en peces del continente
Argentino (L6pez et al., 2005), encontrd que aunque la region Patagdnica tiene 15 especies
de peces, un namero relativamente bajo, seis son endémicas, y la mayoria de ellas son

endémicas para esta misma area geografica.

En una escala geogréafica y taxondmica mas amplia, un andlisis de endemismo
basado en 426 especies de escarabajos Carabidae (Coleoptera) de Sur América
(Casagranda et al., 2009), identificd dentro de la region biogeografica de la Patagonia
cuatro areas de endemismo, todas las cuales se sobreponen geograficamente con este
complejo de lagartijas. Del mismo modo, Dominguez et al.(2006) cuantificaron la
endemicidad en cinco familias de Coleoptera (Carabidae, Curculionidae, Tenebrionidae,
Geotrupidae, Scarabaeidae) y una familia de Orthoptera (Tristiridae) distribuida sobre la
estepa Patagdnica; identificaron areas endémicas que también son congruentes con la
distribucion del complejo L. kriegi, reforzando la hipdtesis de que esta region seria un “hot
spot” de biodiversidad, con el porcentaje mas alto de areas de conservacion prioritaria e
irremplazables de Patagonia (Chehébar et al., 2013), alberga taxa altamente diferenciados
de otras areas de la Patagonia. Los resultados de este capitulo, complementan los estudios
mencionados, presentando un esquema de muestreo intensivo que resolvié diferentes
linajes evolutivos de origen reciente. Hasta el momento, no hay otros estudios genéticos
con un muestro denso de esta area, por lo tanto se recomienda que los investigadores sigan
esta aproximacion, bajo la prediccion de que se encontrardn microendemismos para

muchos otros taxa. También, si las especies candidatas estan soportadas por lineas
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adicionales de evidencia en estudios de “taxonomia integral” (e.g. en Liolaemus: Aguilar et
al., 2013), entonces, la planificacion de la conservacion de la biodiversidad tendra que
centrarse en las pequefas areas de distribucion geografica de estas especies relativamente
jovenes. Estos resultados tienen importantes implicancias para la conservacion, por lo tanto
los esfuerzos deben dirigirse a mantener las redes que capturan la diversidad adaptativa
dentro de las especies o linajes estrechamente relacionados, asi como los procesos

ecologicos y evolutivos que generan y sostienen esta diversidad (Crandall et al., 2000).

34



CAPITULO I

ANALISIS MORFOLOGICO DEL COMPLEJO
LIOLAEMUS KRIEGI (IGUANIA:
LIOLAEMINI)

Version modificada del trabajo:
Medina, C.D., Avila, L.J. & Morando, M. 2013. Analisis morfoldgico de Liolaemus
buergeri Werner 1904 (lguania: Liolaemini). Cuadernos de Herpetolologia27 (1) 27-34.
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INTRODUCCION

Una pregunta fundamental de la Sistematica es coémo delimitar especies,
especialmente cuando éstas pertenecen a un mismo linaje (Sites Jr. y Marshall, 2004).
Parte del problema de la delimitacion de especies en estos casos, es que la morfologia tiene
algunas limitantes (por ejemplo cuando una misma especie presenta un alto grado de
polimorfismo entre sus poblaciones o cuando dos 0 mas especies presentan convergencia
en su morfologia). La taxonomia tradicional usualmente basada casi exclusivamente en
caracteres de morfologia externa o interna, sélo produce morfo-especies (especies
establecidas exclusivamente en base a morfologia). Durante los Gltimos 15 afios se han
desarrollado varios métodos nuevos para delimitar especies y poner a prueba hipotesis de
especies (Avise, 2000; Sites Jr. y Marshall, 2004), y muchos cientificos han obtenido
resultados fuertemente respaldados combinando estos metodos con la taxonomia
tradicional. Dado que la complejidad de la biologia de las especies requiere que los limites
de especies sean estudiados desde perspectivas multiples y complementarias, una
aproximacion integral a la taxonomia deberia volverse una practica generalizada (Padial y
De la Riva, 2006). En los ultimos afios comenzd a tener mas desarrollo este tipo de
aproximacion, con el objetivo de integrar los conceptos y métodos basicos de la taxonomia
tradicional con nuevos conceptos y metodologias, lo que se ha dado en llamar Taxonomia
Integral (Integrative Taxonomy, Dayrat, 2005). La taxonomia integral es un marco
conceptual en el cual las especies son hipotesis, y para construir hipdtesis estables de
especies se utilizan grupos de caracteres independientes (Padial y De la Riva, 2007).
Ademas, el nivel de confianza en limites de especies apoyadas por diferentes tipos de
datos, es mucho mas alto que aquellas soportadas por un solo tipo de evidencia (Dayrat,
2005). Algunos de los problemas de la taxonomia actual no surgen solamente de los
métodos utilizados, sino también sobre el nunca terminado debate sobre qué es una
especie. Aunque la adopcion general entre los taxénomos de un concepto de especie
basado en linaje podria ocasionar una inflacién taxondémica en ciertos casos; en otros, 10s
estudios detallados e integrales contribuyen a un mejor conocimiento acerca de qué son las

especies (Padial y De la Riva, 2007).

Las lagartijas son ampliamente usadas como organismos modelo para estudios
evolutivos debido a que su diversidad es indicativa de areas de endemismo, de alta

diversidad genética y de diferentes procesos evolutivos como: seleccion natural, migracion
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y deriva génica (Camargo et al., 2010). En el capitulo | de esta tesis se realizd un analisis
filogeogréfico del complejo L. kriegi, basado en dos genes mitocondriales y dos nucleares,
y se encontro evidencia de siete linajes: dos corresponden a L. buergeri y L. tregenzai,
cuatro a las especies candidatas L. sp. A, L. sp. B, L. sp. C y L. sp. D y un linaje que
incluye todos los individuos de las especies L. kriegi y L. ceii. El objetivo de este capitulo
es analizar las variaciones morfoldgicas en base a datos morfométricos y de escamacion,
entre estos siete linajes: L buergeri, L. tregenzai, L. sp. A, L.sp. B, L.sp.C, L.sp. Dy L.

kriegi + L. ceii cercanamente relacionados.
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MATERIALES Y METODOS

AREA DE ESTUDIO

Se estudiaron individuos provenientes de 62 localidades de todo el rango de
distribucion geografica del complejo Liolaemus kriegi, incluyendo las provincias de
Mendoza, Neuguén y Rio Negro en Argentina y la VII y VIII Region Administrativa en
Chile. Estas localidades corresponden a toda el area de distribucion geogréfica conocida
para el complejo, excepto localidades de la Sierra del Nevado (Mendoza), citadas por
Abdala y Robles (2007). También se incluye la localidad tipo de L. buergeri que no estaba
considerada en el trabajo de Morando et al. (2003).

INDIVIDUOS UTILIZADOS

Para realizar el estudio morfoldgico se utilizaron 244 individuos adultos depositados
en la coleccion LJAMM-CNP (http://200.9.244.24/colecciones03.html). Los individuos
fueron asignados segun los resultados del capitulo | de esta tesis, los individuos de
Liolaemus kriegi y L. ceii fueron asignados a cada una de sus localidades tipo y las
restantes localidades fueron identificadas como L. kriegi + L. ceii. La muestra esta
compuesta por 1)- 28 hembras y 17 machos para L. buergeri; 2)- la muestra de L. kriegi +
L. ceii estd compuesta por 43 hembras y 55 machos, 3)- tres hembras para L. tregenzai; 4)-
21 hembras y 23 machos para L. sp. A, 5)- 11 hembras y 11 machos para L. sp. B, 6)-
nueve hembras y cuatro machos para L. sp. C, 7)- ocho hembras y 11 machos para L. sp. D.

Analisis Morfoldgicos

Para cada ejemplar se registraron dos tipos de caracteres, que usualmente son
informativos en otros grupos de especies de Liolaemus (Abdala, 2007; Cei, 1974,
Etheridge, 1992; Etheridge y Christie, 2003). Caracteres morfologicos o continuos
provenientes de mediciones que representan tamaro corporal: largo hocico-cloaca (LHC):
desde el extremo anterior del hocico hasta el borde posterior de las escamas precloacales.
Largo tercer dedo anterior (L3DC): longitud de la extremidad anterior desde el codo hasta
la ufia del tercer dedo. Distancia axila-ingle (DAI): desde la axila de la extremidad anterior
derecha hasta la ingle de la extremidad posterior. Largo tibial (LT): largo desde el extremo
de la rodilla hasta el extremo del talon. Largo de la cabeza (LC): longitud entre el extremo
anterior del hocico hasta la cavidad auricular. Alto de la cabeza (ALCA): alto de la cabeza
a la altura de las escamas frontoparietales, el sitio mas alto de la cabeza. Largo narina ojo

(LNO): longitud entre la narina del lado derecho del cuerpo hasta la comisura del ojo del
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mismo lado. Distancia entre narinas (DEN): longitud entre la narina izquierda y la derecha.
Largo rostro-interparietal (LRI): longitud entre la escama rostral y la interparietal. El
segundo tipo de caracteres fueron conteos de escamas o meristicos, donde se conto el
numero de escamas entre dos puntos determinados. Escamas alrededor del cuerpo (ALR):
nimero de escamas alrededor del cuerpo a la altura de la mitad del cuerpo. Escamas
ventrales (VEN): numero de escamas sobre una linea recta ventral imaginaria desde el
hocico hasta la linea de la ingle. Escamas dorsales (DOR): nimero de escamas sobre una
linea recta dorsal imaginaria desde el comienzo de las escamas dorsales tipicas hasta la
linea de la ingle. Los datos morfoldgicos se registraron con calibre digital de precision 0.05

mm. Los caracteres de conteo de escamas se realizaron con microscopio estereoscopico.
ANALISIS ESTADISTICOS

Para estudiar el grado de dimorfismo sexual de cada uno de los linajes (excepto de L.
tregenzai que solo presenta 3 individuos), se realiz6 un MANCOVA de todas las variables
en su conjunto, utilizando el programa InfoStat version 2009 con la variable largo hocico
cloaca como co-variable. Al realizarse el MANCOVA para el linaje L. sp. C, dado que el
nimero de observaciones menos el nimero de tratamientos para este taxon es menor o
igual que el nimero de variables, se eliminaron tres variables (largo de la cabeza, distancia

axila ingle y largo rostral interparietal) altamente correlacionadas.

Para la comparacion entre linajes, se identificaron los grupos a ser comparados de
acuerdo al resultado del analisis de dimorfismo sexual. En los linajes que presentan
dimorfismo sexual estadisticamente significativos, para la comparacién entre linajes se
analizan los sexos por separado. Una vez identificados los grupos se realizd un analisis

discriminante a fin de visualizar los grandes morfos en el complejo L. kriegi.

Posteriormente, se realizé un MANCOVA con largo hocico cloaca como co-variable
para estudiar el efecto del tamafio sobre las restantes variables para los linajes L. buergeri,
L.sp. A, L.sp. Cy L. sp. D que mostraban un alto solapamiento (ver resultados). Luego, se
realizaron dos andlisis, una comparacion de medias con contraste posterior (MANCOVA)

y un analisis discriminante.

Para el linaje L. kriegi + L. ceii se identificaron los individuos de cada una de las dos
localidades tipo y los individuos correspondientes a las localidades intermedias. Se realizo
un MANCOVA con largo hocico cloaca como co-variable, una comparacion de medias

con contraste posterior (MANCOVA) y un andlisis discriminante.
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Los analisis estadisticos multivariados se realizaron para todas las variables (tanto
continuas como meristicas) de acuerdo a la tendencia de los ultimos afios en este tipo de
estudios (Crochet et al., 2003; Renoult et al., 2009; Scolaro et al., 2003).

40



RESULTADOS

Los resultados del andlisis de dimorfismo sexual (Tabla 3) indican que los linajes L.
buergeri (p<0.0001), L. sp. A (p=0.0043) y L. kriegi + L. ceii (p<0.0001) son
significativamente dimorficos. En base a estos resultados, los grupos a comparar en el
andlisis discriminante son: machos de L. buergeri (L. buergeri_M), hembras de L. buergeri
(L. buergeri_H), machos de L. sp. A (L. sp. A_M) y hembras de L. sp. A (L. sp. A_H),
machos de L. kriegi + L. ceii (L. kriegi + L. ceii_M) y hembras de L. kriegi + L .ceii (L.
kriegi + L. ceii_H), machos y hembras de L. sp. D, machos y hembras de L. sp. C, machos

y hembras de L. sp. B y las hembras de L. tregenzai.

La Figura 10 muestra el resultado del analisis discriminante entre todos los linajes
considerados. Los linajes L. tregenzai y L. sp. B son morfoldgicamente distintos al resto y
entre ellos. Se obtuvo un error del 36%, el porcentaje de variabilidad explicada con los dos
primeros ejes canonicos es del 84% (Tabla 4), siendo las variables mas explicativas (Tabla
5): largo hocico cloaca, largo de la cabeza y escamas alrededor del cuerpo (para el primer
eje candnico) y largo de la cabeza y alto de la cabeza (para el segundo eje canénico).

Tabla 3: Comparacién de medias de hembras y machos para todas las variables mediante un
MANCOVA para los diferentes linajes: L. buergeri, L. kriegi + L. ceii, L .sp. A,L.sp.B,L.sp.Cy
L. sp. D. Se muestran los valores del estadistico Lambda de Wilks, del estadistico F con sus
respectivos grados de libertad y la significancia estadistica (p) asociados a la prueba de
MANCOVA para muestras independientes. Los correspondientes p < 0.05 estan marcados en
negrita. * Dado que el numero de observaciones menos el numero de tratamientos para L. sp. C, es
menor o igual que el numero de variables, se eliminaron tres variables altamente correlacionadas
(Largo de la cabeza, Distancia axila ingle y Largo rostral parietal) para realizar esta prueba.

Linaje La\rrvti)ldkasde F gl(num)  gl(den) p
L. buergeri 0.34 5.73 11 32 <0,0001
L.sp. A 0.45 3.49 11 31 0,0030
L.sp.B 0.26 2.30 11 09 0.1107
L.sp.C* 0.22 1.33 08 03 0,4400
L.sp.D 0.15 3.18 11 06 0,0832
L. kriegi + L.
ceii 0.53 6.90 11 85 <0.0001

En el analisis de las medias de los linajes relacionados a L. buergeri (L. buergeri, L.
sp. A, L. sp. Cy L. sp. D) se obtuvo una diferencia significativa (MANCOVA, p<0.0001) y
en los contrastes a posteriori se obtuvo que todos los grupos son significativamente
distintos entre si (Tabla 6a y b). En el analisis discriminante (Tablas 7 y 8, Figura 11) se

obtuvo un error total del 38%, el porcentaje de variabilidad explicada con los dos primeros
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ejes candnicos es del 80,51%, siendo las variables mas explicativas: largo hocico cloaca,
largo de la cabeza y largo tibial (para el primer eje candnico) y escamas alrededor del

cuerpo (segundo eje candnico).

Tabla 4: Proporcion de los autovalores, que representan la variabilidad de los datos en cada una de
las direcciones de los autovectores (conjunto de vectores bases para graficar los datos) del andlisis
de componentes principales para todas las variables y su proporcion acumulada, relacionados a la
Figura 10. El primer eje candnico (asociado con el mayor de los autovalores), permite visualizar la
méaxima separacién entre los grupos.

Autovalores % % acumulado
6.64 70.47 70.47
1.34 14.22 84.69
0.80 8.51 93.19
0.29 3.10 96.30
0.22 2.28 98.58
0.09 1.01 99.59
0.02 0.25 99.84
0.01 0.12 99.96

3.7E-03 0.04 100.00

Tabla 5: Funciones discriminantes: datos estandarizados con la varianzas comunes del analisis
discriminante relacionados a la Figura 10. En negrita los valores de las variables mas explicativas.

Variable 1 2
Largo hocico cloaca 1.22 -0.28
Largo de la cabeza -1.19 -1.44
Alto de la cabeza 0.6 1.46
Distancia entre narinas 0.28 0.71
Largo tercer dedo anterior 0.13 0.84
Largo tibial -0.6 -0.55
Distancia axila-ingle -7.20E-04 -0.04
Largo narina 0jo -0.39 -0.18
Largo rostro-interparietal -0.2 -0.01
Escamas dorsales 0.22 0.11
Escamas ventrales -0.39 -0.47
Escamas alrededor del cuerpo 0.87 -0.38
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Figura 10: Resultado del analisis discriminante entre los linajes L. buergeri, L. tregenzai, L. sp. A, L. sp. B, L. sp. C, L. sp. Dy L. kriegi + L. ceii. Agrupados
de acuerdo a la presencia 0 ausencia de dimorfismo sexual.
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Tabla 6: Resultados del MANCOVA para los linajes divididos por sexo en los casos en que fueron significativamente dimérficos. a- Se muestran los valores
del estadistico Lambda de Wilks, del estadistico F con sus respectivos grados de libertad y la significancia estadistica (p) asociados a la prueba MANCOVA.
b- Contraste a posteriori. Letras distintas indican diferencias significativas del contrasta a posteriori con un p<= 0.05. Largo hocico-cloaca (LHC), largo de la
cabeza (LC), alto de la cabeza (ALCA), distancia entre narinas (DEN), largo tercer dedo anterior (L3DC), largo tibial (LT), distancia axila-ingle (DAI), largo
narina ojo (LNO), largo rostro-interparietal (LRI), escamas dorsales (DOR), escamas ventrales (VEN), escamas alrededor del cuerpo (ALR).

Tabla6 a
Fte. de Variacion ~ Lambda de Wilks F  gl(hum) gl(den) p
Linajes 0.15 4.09 60 491 <0.0001
Tabla6 b
Linajes LHC LC ALCA DEN L3DC LT DAl LNO LRI DOR VEN ALR
L.sp.AH 8629 17,02 10,07 3,42 2380 1539 3825 4,18 12,25 103,52 122,38 102,05 A
L.sp. A M 8 17,64 10,36 355 24,28 16,05 3526 4,32 12,53 101,78 120,39 101,74 B
L.sp.C 89 17,45 10,30 349 2372 1538 39,61 3,82 12,71 10592 127,08 103,77 C
L.sp.D 95,05 18,21 10,85 3,57 2583 16,34 4357 4,04 13,19 103 124,42 98,21 D
L. buergeri H 84,25 16,73 09,95 351 2329 1487 37,32 4,06 12,24 102,93 119,43 96,46 E
L. buergeri M 90,06 18,64 1121 3,75 2513 16,44 37,94 434 1331 101,29 118,06 97,53 F
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Tabla 7: Proporcion de los autovalores, que representan la variabilidad de los datos en cada una de
las direcciones de los autovectores (conjunto de vectores bases para graficar los datos) del andlisis
de componentes principales para todas las variables y su proporcién acumulada, relacionados a la
Figura 8. El primer eje canonico (asociado con el mayor de los autovalores), permite visualizar la
méaxima separacién entre los grupos.

Autovalores % % acumulado
1.32 49.70 49.70
0.82 30.81 80.51
0.30 11.28 91.79
0.20 7.49 99.28
0.02 0.72 100

Tabla 8: Funciones discriminantes: datos estandarizados con la varianzas comunes del analisis
discriminante relacionados a la Figura 8. En negrita los valores de las variables mas explicativas.

Variable 1 2
Largo hocico cloaca -253 -0.81
Largo de la cabeza 1.43  0.40
Alto de la cabeza -0.10 -0.02
Distancia entre narinas 0.74  0.55
Largo tercer dedo anterior 0.09 0.52
Largo tibial 1.42 -0.10
Distancia axila-ingle -0.52 0.08
Largo narina 0jo 056 -0.22
Largo rostro-interparietal -0.77  -0.26
Escamas dorsales -0.16  0.27
Escamas ventrales -0.28 -0.22

Escamas alrededor del cuerpo  0.21  -1.02
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Tabla 9: Resultados del MANOVA para los linajes divididos por sexo en los casos en que fueron significativamente dimdrficos. a- Se muestran los valores del
estadistico Lambda de Wilks, del estadistico F con sus respectivos grados de libertad y la significancia estadistica (p) asociados a la prueba MANOVA. b-
Contraste a posteriori. Letras distintas indican diferencias significativas del contrasta a posteriori con un p<= 0.05. Largo hocico-cloaca (LHC), largo de la
cabeza (LC), alto de la cabeza (ALCA), distancia entre narinas (DEN), largo tercer dedo anterior (L3DC), largo tibial (LT), distancia axila-ingle (DAI), largo
narina ojo (LNO), largo rostro-interparietal (LRI), escamas dorsales (DOR), escamas ventrales (VEN), escamas alrededor del cuerpo (ALR).

Tabla9a
Fte. de Variacion  Lambda de Wilks F  gl(num) gl(den) p
Linajes 1.45 1120 11 85 <0.0001

Tabla9b

Linajes LHC LC ALCA DEN L3DC LT DAI LNO LRI DOR VEN ALR

L.ceii H 1613 912 319 2162 13.76 37.07 389 11.73 10427 12626 101.00 16

L kriegi M 16.76 9.29 319 23.87 1501 33.80 434 11.80 10479 124.67 10467 3 B CDE
"L'kgé??'H“L 1650 9.04 311 21.86 14.97 37.06 400 11.72 10379 127.97 10317 24 B
"L'kge'fig'l\; 1704 923 312 2321 1544 3471 399 11.85 10233 12622 103.71 33 C
L.ceii M 1668 932 318 2231 1475 3417 3.89 12.02 10324 12387 10224 19 D
L kriegi H 1678 9.07 354 2331 1476 3624 350 1325 114.86 140.63 109.28 3 E
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Figura 11: Resultado del analisis discriminante entre los linajes relacionados a L. buergeri (L. buergeri, L. sp. A, L. sp. C, L. sp. D). Agrupados de acuerdo a la

presencia o ausencia de dimorfismo sexual.
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La Figura 12 muestra el resultado del andlisis discriminante del linaje L. kriegi +L.
ceii diferenciados segun las localidad tipo de cada una de las especies descriptas y las
localidades intermedias. Se obtuvo un error total del 27.5%, el porcentaje de variabilidad
explicada con los dos primeros ejes canonicos es del 79% (Tabla 10), siendo las variables
maés explicativas (Tabla 11): largo hocico cloaca, largo de la cabeza y largo tibial (para el
primer eje canonico) y largo hocico cloaca, largo tibial y distancia axila-ingle (segundo eje
canonico). En el MANCOVA se obtuvo una diferencia significativa (MANCOVA,
p<0.0001, Tabla 9 a 'y b) y en los contrastes a posteriori se obtuvo que los individuos de
todas las localidades agrupadas son morfoldgicamente distintos entre si, excepto por los
machos de la localidad tipo de L. kriegi que son significativamente distintos a las hembras
de la localidad tipo de L. ceii pero no presenta diferencias morfoldgicas significativas con

el resto de los individuos de las localidades agrupadas.

Tabla 10: Proporcidn de los autovalores, que representan la variabilidad de los datos en cada una de
las direcciones de los autovectores (conjunto de vectores bases para graficar los datos) del analisis
de componentes principales para todas las variables y su proporcién acumulada, relacionados a la
Figura 12: El primer eje candnico (asociado con el mayor de los autovalores), permite visualizar la
méaxima separacién entre los grupos.

Autovalores % % acumulado
1.72 58.42 58.42
0.61 20.59 79.00
0.40 13.59 92.59
0.16 05.49 98.08
0.06 01.92 100

Tabla 11: Funciones discriminantes: datos estandarizados con la varianzas comunes del analisis
discriminante relacionados a la Figura 12. En negrita los valores de las variables mas explicativas.

Variable 1 2
Largo hocico cloaca 143  -1.17
Largo de la cabeza 231  -0.74
Alto de la cabeza 043 -1.02
Distancia entre narinas 0.89 0.40
Largo tercer dedo anterior -0.35 -0.50
Largo tibial -1.33 1.28
Distancia axila-ingle 0.57 1.48
Largo narina 0jo 0.16 0.64
Largo rostro-interparietal 030 0.22
Escamas dorsales 0.09 -0.05
Escamas ventrales 035 0.73

Escamas alrededor del cuerpo  -0.38  0.14
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DISCUSION

El objetivo de este capitulo fue analizar las variaciones morfoldgicas, en base a datos
morfométricos y de escamacion, entre los linajes del complejo Liolaemus kriegi (L.
buergeri, L. tregenzai, L. sp. A, L. sp. B, L. sp. C, L. sp. D y L. kriegi + L. ceii)
identificados en el capitulo I, con el fin de aportar una nueva fuente de evidencia,
independiente de la molecular, para el analisis del nivel de soporte de estas hipotesis de
especies. En primer lugar, los resultados de este trabajo detectan diferencias
estadisticamente significativas, en el nivel de dimorfismo sexual entre los linajes
estudiados. Liolaemus buergeri, L. sp. Ay L. kriegi + L. ceii presentan dimorfismo sexual,
mientras que L. sp. B, L. sp. C y L. sp. D no presentan diferencias significativas entre
machos y hembras con las variables estudiadas (Tabla 3). EI dimorfismo sexual es un
fendmeno comun entre los animales, y las causas mas frecuentemente citadas para explicar
este fendbmeno son seleccion sexual, seleccion por fecundidad y causas ecoldgicas (e.g.
particion de recursos, divergencia de nicho) (Andersson, 1994; Shine, 1989). Aunque son
necesarios estudios detallados para evaluar cuél de éstas puede ser la causa subyacente del
dimorfismo sexual en L. buergeri, L. sp. Ay L. kriegi + L. ceii, las diferencias entre los
sexos en estos linajes son estadisticamente significativas. Desde el punto de vista
taxonodmico, las diferencias halladas en esta caracteristica son muy Utiles para diferenciar

estos linajes.

El primer andlisis discriminante (Figura 10, Tabla 4 y 5) muestra que los linajes L.
sp. B y L. tregenzai son morfologicamente distintos entre ellos y al resto de los linajes.
Esto es concordante con las hipdtesis moleculares planteadas para estos linajes. Liolaemus
sp. B presentd la mitocondria similar al complejo L. kriegi pero los genes nucleares se
recuperaron dentro del grupo L. petrophilus, similar a lo encontrado por Feltrin (2013), en
base a analisis morfoldgicos y genes nucleares. En el capitulo V, que presenta los
resultados de una filogenia multilocus, se encontro a L. tregenzai como hermano del resto
de las especies del complejo L. kriegi, contrastante con la posicion anidada en que se lo

encontré en el analisis de genes mitocondriales del capitulo I.

El andlisis comparativo de las medias de los linajes (MANCOVA, Tabla 6a y b)
muestra que son significativamente distintos, tanto para los linajes con dimorfismo sexual,
como para los que no presentaron dimorfismo. Pero, debido a que en el analisis

discriminante (Figura 11, Tabla 7 y 8) se obtuvo un error del 38% promedio para todos los
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linagjes, a pesar de que los mismos sean significativamente distintos en sus promedios de
medidas, la discriminacion entre ellos puede ser errénea. A pesar de que en el anélisis
discriminante (Figura 11) se observan diferentes grados de solapamiento entre los linajes
estudiados, se puede apreciar que L. sp. A posee el mayor grado de dimorfismo sexual, y
que los machos de L. sp. A casi no tienen solapamiento con L. sp. C y es minimo con L. sp.
D. Por otro lado la dispersion de la muestra de L. sp. C esta casi por completo contenida
dentro de la de L. sp. D. Cabe destacar que la distribucion geogréafica de estos linajes es
disyunta, con una distancia de 200 km en linea recta, y estan separadas por una importante
barrera geogréfica, que es el valle del Rio Barrancas. Por otro lado L. sp. D, que se
encuentra geograficamente cercana a la localidad tipo de L. buergeri, casi no presenta
solapamiento con los machos de L. buergeri y parcialmente con las hembras de L.
buergeri. Los machos de L. buergeri estan parcialmente solapados con las hembras de L.
buergeri y con los machos de L. sp. A, situada a 300 km en linea recta hacia el sur. A pesar
de que se podria suponer que estas diferencias tienen alguna relacion con las presiones
ambientales diferenciales en estas areas, estudios recientes realizados con especies de
Liolaemus (Pincheira-Donoso et al., 2009; Schulte II et al., 2004), no encuentran relacién
entre el habitat y la morfologia. Sin embargo otros estudios en Liolaemini (Tulli et al.,
2011) encontraron una relacion positiva entre las dimensiones de las extremidades
posteriores y la fuerza maxima ejercida; hay otro ejemplo (Luxbacher y Knouft, 2009)
donde se demostr6 una correlacion entre las caracteristicas morfologicas con el nicho
ambiental y se pudo inferir que aquellas poblaciones que se encuentran en ambientes
similares en la misma region fitogeografica, posiblemente estén sometidas a presiones de
seleccion semejantes. Por lo tanto, seria interesante en el caso de los linajes estudiados en
este trabajo caracterizar sus nichos para evaluar si hay alguna relacion entre caracteristicas

morfoldgicas y nicho.

Segun los resultados del MANCOVA (Tablas 9 a y b) entre las dos localidades tipo
de L. ceii y L. kriegi y las localidades intermedias correspondientes a lo que se denomino
linaje L. kriegi + L. ceii, habria una diferencia morfoldgica significativa entre ellas
divididas por sexo, a excepcion de los machos de la localidad tipo de L. kriegi que serian
similares a todos los individuos de las restantes localidades a excepcion de las hembras de
la localidad tipo de L. ceii. De acuerdo a los resultados del analisis discriminante (Figura
12) se puede observar que los individuos machos de la localidad tipo de L. kriegi no son

tan similares al resto de los linajes como muestra el resultado de MANCOVA (Tabla9 ay
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b), esta diferencia de resultados entre ambos métodos se puede deber al bajo nimero de
machos en la localidad tipo de L. kriegi (N=3) y la alta variabilidad comparada con en el
resto de las poblaciones. Esto implica que los intervalos estimados para la comparacién de
medias son amplios y se solapan con el resto de las agrupaciones subestimando la

diferencia entre ellos.

Cei (1986) afirma que Liolaemus kriegi y L. ceii serian simpatricas en su rango de
distribucion; por otro lado en trabajos previamente publicados (Medina et al., 2014;
Morando et al.,, 2003) y segun resultados de esta tesis no encontraron diferencias
moleculares entre las dos especies descriptas. En este capitulo se encontrd evidencia de una
diferencia morfoldgica entre las localidades tipo de estas especies y las localidades
intermedias de sus rangos de distribucion. Estos resultados no permiten realizar
aseveraciones concluyentes, ya que L. ceii y L. kriegi podrian representar dos especies de
divergencia reciente, con diferencias leves en su morfologia, pero sin variacién aun en su
informacion genética; alternativamente, estos dos nombres podrian corresponder a una sola

especie con variacion morfologica segun la localidad.

Con respecto a los linajes relacionados a L. buergeri (L. buergeri, L. sp. A, L.sp.Cy
L. sp. D), los resultados de estos analisis morfol6gicos apoyan, de manera independiente,
las hipdtesis de especies planteadas en base a datos de secuencias de genes mitocondriales.
Bajo el marco conceptual de la taxonomia integral, esta evidencia morfoldgica le otorga
mayor estabilidad a estas hipotesis, avalando que estos linajes podrian constituir linajes
que evolucionan independientemente y cada uno posee caracteristicas particulares e

individualizables.
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CAPIiTULO I

FILOGEOGRAFIA MULTILOCUS DEL
COMPLEJO DE LAGARTIJAS PATAGONICAS
LIOLAEMUS ELONGATUS (IGUANIA:
LIOLAEMINI)
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INTRODUCCION

Dentro del subgénero Liolaemus (SE), también denominado grupo L. chiliensis, se
han reconocido varios clados y complejos de especies, uno de los cuales es el grupo
Liolaemus elongatus-kriegi, que incluye a los complejos L. elongatus, L. kriegi y L.
petrophilus (sensu Morando et al. 2003). EI complejo L. elongatus comprende especies
exclusivamente distribuidas en la region Patagdnica, con limites generales establecidos
entre las latitudes 35°06'50"S y 45°42'40,5"S. La especie que nomina al grupo es en
realidad un clado de varias especies cuya identidad ain es confusa y de situacion
taxonomica irresuelta, con algunas especies candidatas que fueron propuestas por Morando
et al. (2003). En ese estudio se encontrd que la especie L. elongatus que incluye diversas
poblaciones distribuidas desde el suroeste de Chubut hasta sur de Mendoza, conforman
varios haploclados relacionados, geograficamente concordantes y con valores de soporte
estadistico altos (L. sp. 5 —posteriormente descripta como L. smaug por Abdala et al., 2010,
L. sp. 6, L. sp. 7 y la propiamente Ilamada L. elongatus). Diversos estudios posteriores
(detallados en la introduccion general de la tesis), han considerado o sugirieron como parte
de este complejo a ocho especies: L. chillanensis, L. burmeisteri, L. shitan, L. choique, L.
smaug, L. crandalli, L. antumalguen y L. carlosgarini. Un caso particular a considerar es
L. parvus (Quinteros et al., 2008), que fue descripta en base a morfologia, y propuesta
como parte del grupo capillitas (segun, Diaz Goémez et al., 2006; Lobo, 2005) pero
fenotipicamente es mas similar a L. elongatus que a los integrantes de este grupo; pero esta
similitud morfoldgica alin no se ha puesto a prueba de manera formal. Por otro lado,
estudios en base a secuencias mitocondriales y nucleares, ubican a L. parvus dentro del
complejo L. petrophilus (Avila et al., 2004; Feltrin, 2013; Morando et al., 2003).

Las distribuciones geograficas de las especies descriptas y candidatas dentro del
complejo L. elongatus estan solapadas en varias localidades (Figura 13) y tanto el
conocimiento de sus limites de especie y de sus relaciones taxonémicas es muy escaso,
siendo el unico antecedente de estudio filogeografico, el realizado por Morando et al.

(2003), hace més de una década atras.

Este complejo de lagartijas habita principalmente, la zona del noroeste de la
Patagonia, la cual es una region geograficamente muy compleja, como se detallo en el
capitulo | de esta tesis para el complejo L. kriegi, que en general es simpatrico con el

complejo L. elongatus en las provincias de Rio Negro, Neuquén y sur de Mendoza. Debido
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a que el paisaje es una fisiografia intrincada, que aumenta su complejidad hacia el norte, es
probable que haya facilitado maltiples procesos de divergencia poblacional a través de
diferentes escalas geograficas y temporales (Morando et al., 2013); por lo tanto se espera
un alto nimero de especies de lagartijas en esta region (Avila et al., 2013; Corbalan et al.,

2011), particularmente en la zona mas boreal, correspondiente al norte de Neuquén.

El objetivo general de este capitulo es examinar la estructura genética y sus patrones
de variacion en el complejo L. elongatus, en base a muestras provenientes de todo el rango
de distribucion. Se incluyeron 12 taxa: nueve especies descriptas (L. chillanensis, L.
antumalguen, L. burmeisteri, L. smaug, L. carlosgarini, L. elongatus, L. shitan, L. choique,
L. crandalli), una en proceso de descripcion (L. sp. 1, Esquerré, comunicacion personal) y
dos especies candidatas (L. sp. 6 y L. sp. 7, Morando et al., 2003), para las cuales se
secuenciaron dos regiones de genes mitocondriales (citocromo-b y 12S) y dos nucleares
(LDAB1D y KIF24).
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MATERIALES Y METODOS

INDIVIDUOS UTILIZADOS

Las localidades muestreadas fueron seleccionadas con el objetivo de cubrir el rango
de distribucion total del complejo L. elongatus. Se obtuvieron muestras de los 12 linajes
identificados (Figura 13), incluyendo un total de 581 individuos provenientes de 113
localidades desde el sur de Mendoza (35°11°S) hasta el sur de Chubut (45°71°S) en
Argentina, y seis localidades de un pequefio rango de distribucién en Chile. Para analizar la
posibilidad de que L. parvus pudiera pertenecer a este complejo, también se incluyeron
individuos de su localidad tipo. Los nimeros de vouchers de los especimenes con su
detalle de localidad se encuentran reportados en el Apéndice VI. Los especimenes fueron
colectados a mano y sacrificados por inyeccion pericardica de pentotal sodico. Se
extrajeron muestras de higado para anélisis moleculares, los especimenes fueron fijados en
formol 20% y luego transferidos a etanol 70%. La mayoria de los vouchers de especimenes
y tejidos estan catalogados en la coleccion herpetologica Centro Nacional Patagénico en
Puerto Madryn (LJAMM-CNP), Argentina
(http://www.cenpat.edu.ar/nuevo/colecciones03.html). Para este capitulo se incluyeron
siete muestras de tejidos de la coleccion personal de Miguel I. Christie (MIC). Se utilizaron
seis muestras de L. petrophilus, L. buergeri y L. tregenzai las cuales representan grupos
filogeograficamente relativamente cercanos y se usé una muestra de L. bibronii para

enraizar el arbol.
EXTRACCION DE DNA, AMPLIFICACION Y SECUENCIAMIENTO

La extraccion de ADN se realizo utilizando el kit de extraccion Qiagen® DNeasy® 96
siguiendo el protocolo provisto por el fabricante. Para este capitulo se secuenciaron dos
fragmentos mitocondriales (12S rRNA [12S ~853bp, 71 individuos, Wiens et al., 2010] y
citocromo-b [cit-b, ~800bp, 581 individuos, Kocher et al., 1989]) y dos nucleares (un
miembro de la familia de las quinesinas 24 [KIF24 ~417 bp, 56 individuos, Portik et al.,
2011]) y un gen nuclear anénimo LDAB1D [LDAB1D ~495 bp, 46 individuos, Camargo,
et al., 2012]). Para los protocolos de PCR y secuenciamiento se siguié a Morando et al.
(2004; 2003) y Noonan y Yoder (2009) para los fragmentos mitocondriales y nucleares,
respectivamente. Todas las secuencias fueron editadas y alineadas usando Sequencher
v4.10. ("™MGene Codes Corporation Inc. 2007), se verificd a ojo para maximizar blogques de

identidad de secuencia y los datos faltantes se codificaron como “?”. Se secuencid el
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Figura 13: Las localidades muestreadas para el
complejo L. elongatus estan identificadas segun
los resultados del arbol de citocromo-b (figura
14) de la siguiente manera: L. antumalguen + L.
sp. 7, triangulos celestes (1-6); L. burmeisteri,
circulo morado (7); L. chillanensis, cuadrados
verdes oscuros (8-13); L. crandalli, cuadrados
rosas (14-16); L. elongatus + L. shitan, circulos
azules (17-79); L. carlosgarini + L. sp. 1,
triangulos verdes claros (80-94); L. smaug,
cuadrados rojos (95-105); L. sp. 2, circulo
marron (106); L. sp. 3, circulo naranja (107); L.
sp. 6, tridngulos amarillos (108-113). Ch=
Provincia de Chubut, Ng= Provincia de
Neuquén, Mza= Provincia de Mendoza y
RN=Provincia de Rio Negro. Los nimeros de las
localidades se corresponden con los del
Apéndice VI (Los colores coinciden con aquellos
en las Figuras 3 & 4). Las localidades tipo 6
localidades de especies candidatas aparecen
identificadas con un asterisco segun, *1- L.
smaug, *2- L. sp. 1, *3- L. carlosgarini, *4- L.
choique, *5-L. antumalguen, *6- L. chillanensis,
*9- L. shitan, *10- L. elongatus (esta localidad
tipo es el “territorio del oeste de Chubut”, por lo
gue se puso el asterisco en un punto estimado) y
*11-L.sp. 7.
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fragmento de citocromo-b para los 581 individuos colectados, mientras que para 12S y los
dos marcadores nucleares, se selecciond una submuestra que incluyera al menos dos
representantes de cada haploclado recuperado en base al gen mitocondrial citocromo-b. La
matriz completa de citocromo-b se utilizé para todos los andlisis, la matriz completa de
12S se utiliz6 para obtener una red de haplotipos y los marcadores KIF24 y LDAB1D
fueron utilizados tanto para obtener redes de haplotipos de cada gen por separado como

una red combinada multilocus de ambos genes nucleares.
ANALISIS DE ARBOLES DE GENES Y REDES.

Para obtener un arbol del gen citocromo-b, primero se seleccionaron haplotipos no
redundantes con el programa DnaSP 5.10 (Librado y Rozas, 2009), y luego se utiliz6 esta
matriz para inferir una genealogia de genes con un método de inferencia Bayesiana (I1B).
Previamente, se selecciond el modelo evolutivo que mejor se ajusta para el fragmento de
citocromo-b usando el criterio de informacién Akaike corregido (AICc) en JModelTest
v0.1.1 (Guindon y Gascuel, 2003; Posada, 2008). Los analisis fueron realizados usando el
programa MrBayes v3.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003), se corrieron 5 x 10’
generaciones, y se utilizaron las muestras de equilibrio (después del 25% de burn-in) para
generar un arbol de consenso con la regla de la mayoria del 50%; las probabilidades
posteriores (PP) fueron consideradas significativas cuando fueron > 0.95 (Huelsenbeck y
Ronquist, 2001). Con el objetivo de identificar los linajes dentro del complejo L.
elongatus, se buscaron haploclados que contuvieran individuos de las localidades tipos de
las especies descriptas y haploclados que incluyeran individuos de las localidades
asignadas a especies candidatas por Morando et al. (2003). Para las matrices completas de
los haplotipos de citocromo-b, 12S y de los genes nucleares KIF24 y LDABID,
previamente separados en fases con el programa DnaSP (Librado y Rozas, 2009), se
generaron redes de haplotipos de parsimonia estadistica bajo el criterio de probabilidad del
95% usando el programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000). También se gener0 una red
multilocus convirtiendo la matriz de distancia de los haplotipos de cada gen nuclear por
separado en una matriz de organismos utilizando el programa POFAD v1.03 (Joly y
Bruneau, 2006). La reconstruccién de la red de organismos fue luego visualizada
utilizando el algoritmo NeighborNet implementado en SplitsTree v4.6 (Huson y Bryant,
2005) siguiendo a Leaché et al. (2009). Tambien se realizaron los siguientes analisis: 1- se
estimbé un arbol de genes nucleares concatenados basados en inferencia bayesiana

utilizando MrBayes v3.2, se corrieron 1 x 107 generaciones, y se utilizaron las muestras de
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equilibrio (después del 25% de burn-in) para generar un arbol consenso con la regla de la
mayoria del 50%; las probabilidades posteriores (PP) fueron consideradas significativas
cuando fueron > 0.95% (Huelsenbeck y Ronquist, 2001); 2- una red de genes
mitocondriales concatenados bajo el criterio de probabilidad del 95% usando el programa
TCS 1.21. Se puso a prueba la recombinacion para las regiones de los genes nucleares

utilizando el programa RDP v3.44 (Heath et al., 2006; Martin y Rybicki, 2000).
ANALISIS FILOGEOGRAFICOS

Se utiliz6 el programa Arlequin v3.1 (Excoffier et al.,, 2005) para calcular las
distancias genéticas (corregida y no corregida de a pares) entre los diferentes linajes
inferidos en los arboles de genes. Siguiendo el criterio descripto para anfibios por Fouquet
et al. (2007), que controla las distancias genéticas combinadas con los linajes de
distribucion alopatrica, se utilizd la distancia no corregida especifica de citocromo-b
estimada para Liolaemus por Martinez (2012) y Breitman et al. (2012), la cual es en
promedio de 3% para comparaciones de a pares. Por lo tanto, se consideraron como
especies candidatas aquellos taxa cuyas distancias genéticas fueron mayores a 3% y
provienen de areas geograficamente aisladas. Se empled la matriz de citocromo-b para
estimar tiempos de divergencia entre los principales linajes del complejo L. elongatus con
el modelo molecular evolutivo que mejor se ajusto y se realiz6 un Likelihood Ratio Test
(LRT) utilizando el programa JModeltest v0.1.1 (Guindon y Gascuel, 2003; Posada, 2008)
para poner a prueba desviaciones del reloj molecular estricto. Se aplicdé la tasa de
evolucion para el citocromo-b de 2.23 estimada por Fontanella et al. (2012) para el clado
Eulaemus calibrado con un fosil. Luego, se utilizo BEASTv1.8.1 para estimar el arbol de
genes bajo un modelo de reloj molecular relajado (Drummond y Rambaut, 2007). Se
realizaron dos analisis independientes para 100 millones de generaciones, muestreado cada
1.000 generaciones, con un modelo de sustitucion nucleotidica GTR + G y asumiendo un
prior de arbol Yule. El tamafio de muestreo efectivo (ESS) para pardmetros estimados y la
convergencia fue verificado utilizando Tracer v1.5 (Rambaut y Drummond, 2009).

ANALISIS DEMOGRAFICOS

Para cada uno de los linajes principales inferidos con el arbol del gen mitocondrial y
para el conjunto de los linajes (L. antumalguen + L. chillanensis + L. sp. 6a + L. sp. 6b, ver
resultados), se calcularon indices de diversidad molecular basicos: numero de secuencias
(NS), sitios polimodrficos (S), haplotipos (H), diversidad haplotidica (Hd) y diversidad
nucleotidica (Pi). Se realizaron la prueba de neutralidad de Tajima (1989) y la prueba de
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Ramos-Onsins y Rozas (2002) para evaluar posibles cambios temporales en el tamafo
poblacional; todas las estimaciones fueron calculadas usando el programa DnaSP. También
se realizaron analisis de Bayesian Skyline Plots (BSP), el cual estima cambios en el tamafio
poblacional efectivo a través del tiempo, para L. antumalguen, L. chillanensis, L.
carlosgarini, L. smaug, L. elongatus + L. shitan, L. crandalli y el conjunto de los linajes
(L. antumalguen + L. chillanensis + L. sp. 6a + L. sp. 6b). Se utilizé un reloj molecular
relajado con un modelo especifico de evolucion molecular para cada linaje y se corrieron 2
x 10’ iteraciones, muestreadas cada 1.000 iteraciones, y se analizé la convergencia de los
pardmetros con Tracer v1.5 (Rambaut y Drummond, 2009). Estos andlisis no se realizaron

para el resto de los linajes debido a su pequefio tamafio muestral.
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RESULTADOS

ANALISIS DE ARBOLES DE GENES Y REDES

A partir de las 581 secuencias de citocromo-b obtenidas para el complejo Liolaemus
elongatus se encontraron 249 haplotipos no redundantes. EI modelo de sustitucion
nucleotidica seleccionado por ModelTest que mejor se ajustdé fue TIM3+G (nst=6
rates=gamma). Basado en la matriz de haplotipos, se recuper6 un é&rbol de gen
mitocondrial con alto soporte (soporte de probabilidad posterior [PP] =0.99) para el
complejo L. elongatus (Figura 14). Se recuperaron once haploclados principales con
soporte estadistico alto dentro de este complejo; cuatro corresponden a especies descriptas:
L. chillanensis, L. burmeisteri (Figura 15, panel F), L. smaug y L. crandalli (Figura 15,
panel 1); en dos casos, se recuperaron especies descriptas sin monofilia reciproca con una
especie candidata: L. carlosgarini que incluyd los haplotipos de L. sp. 1 y L. antumalguen
que incluy6 los haplotipos de L. sp. 7; dos linajes correspondientes a las especies
candidatas que surgen del presente capitulo y se denominaron L. sp. 2 (Figura 15, panel D)
y L. sp. 3 (Figura 15, panel E), y dos linajes correspondientes a L. sp. 6 (especie candidata
propuesta por Morando et al., 2003), que al no recuperarse como monofilética, se las Ilama
L. sp. 6a y L. sp. 6b. El dltimo haploclado corresponde a los haplotipos de L. elongatus
interdigitados con 4 haplotipos de 35 individuos de la localidad tipo de L. shitan, por lo
tanto este haploclado se denominé L. elongatus + L. shitan. Otros individuos asignados a
L. shitan (en base a fenotipo de coloracion negro y cercania geografica) de las localidades
71 (2 individuos) y 68 y aledafias (4 individuos) fueron recuperados por fuera del complejo
L. elongatus en dos regiones diferentes del arbol (Figura 14). Cabe destacar que otros
individuos de esa area tuvieron haplotipos que fueron incluidos dentro del haploclado L.
elongatus + L. shitan (ver Apéndice VI). En base a este resultado, estos seis individuos no
fueron incluidos en los analisis filogeograficos subsiguientes. Los haplotipos de los seis
individuos colectados en la localidad tipo de L. choique (Figura 13, localidades 6/95)
fueron recuperados en dos haploclados, dos dentro de L. antumalguen y cuatro dentro de L.

smaug (asteriscos seguidos de 2 y 4 en la Figura 14).
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Figura 14: Arbol génico bayesiano consenso (mayoria del 50%) correspondiente al gen citocromo-
b. Los nimeros sobre las ramas son valores de probabilidades posteriores. Los asteriscos en los
clados L. antumalguen + L. sp. 7 y L. smaug representa el nimero de individuos de L. choique
recuperados en cada uno de los haploclados mencionados.

Para las relaciones entre estos 11 linajes, solo se obtuvieron valores de soporte alto
para tres nodos: 1-L. elongatus + L. shitan y L. sp. 3 fueron recuperados como taxa
hermanos con soporte alto (PP=0.99); 2-los linajes L. antumalguen, L. chillanensis, L. sp.
6ay L. sp. 6b fueron recuperados en un haploclado con soporte alto (PP=0.99), 3-hermano
de L. carlosgarini, también con soporte alto (PP=0.99). El linaje L. sp. 6 fue previamente
propuesto como especie candidata (Morando et al., 2003), el tratamiento que se le da aqui
a este taxon y a los linajes L. sp. 2 y L. sp. 3, no es un respaldo de su reconocimiento como
especies distintas, sino simplemente una propuesta para el estatus de especies candidatas
(Vieites et al. 2009) que merece futuros estudios integrales para evaluar su estatus

taxondmico.
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Figura 15: Paneles A al | muestran redes de haplotipos de parsimonia estadistica del gen
citocromo-b asociadas a sus respectivas distribuciones geograficas. Dentro de cada panel se
detallan las redes inferidas en relacion a la distribucion geografica. Cada haploclado esta coloreado
acorde a la localidad de procedencia de esos ejemplares.A- L. carlosgarini; B- L. smaug; C- L. sp.
6 (@yb); D- L. sp. 2; E- L. sp. 3; F- L. burmeisteri; G- L. chillanensis (sombreado gris) y L.
antumalguen + L. sp. 7 (sombreado celeste); H- L. elongatus + L. shitan y I- L. crandalli. Las
estrellas rojas de los paneles B y G marcan la localidad tipo de L. choique. Las estrellas amarillas
de los paneles A y B marcan la localidad tipo de L. carlosgarini. Las estrellas negras representan
las localidades tipo de: A- L. sp. 1, B- L. smaug, G- L. chillanensis y L. antumalguen y H- L.
elongatus y L. shitan.
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Los resultados del anélisis de redes basado en este mismo fragmento mitocondrial
(Figura 15) fueron congruentes con el arbol génico y permitieron analizar con mayor
detalle varios aspectos interesantes de este complejo de lagartijas que se detallan a

continuacion:

Los haplotipos recuperados dentro de L. carlosgarini (arbol de Figura 14), formaron
dos redes, una correspondiente a los dos haplotipos de la localidad tipo de L. sp. 1 (Figura
13, localidad 82; Figura 15, panel A, circulo rosa y red separada con dos circulos rosas),
que es una especie en descripcion por otros autores (Esquerré., comunicacion personal) y
la otra correspondiente a L. carlosgarini (los circulos naranja representan haplotipos de
localidad tipo marcados con una estrella amarilla).

Incluidos en la red de L. smaug (Figura 15, panel B, los haplotipos provenientes de
individuos de la localidad tipo de L. smaug estan identificados con un circulo verde oscuro
y estrella negra), se recuperaron: 1-un haplotipo terminal compartido entre cinco
individuos de la localidad tipo de L. carlosgarini (Figura 13, localidades 93/105; Figura
15, panel B, circulo verde con estrella amarilla), y 2-un haplotipo terminal compartido
entre cuatro individuos provenientes de la localidad tipo de L. choique (Figura 13,
localidades 6/95; Figura 15, panel B, circulo azul con estrella roja). De manera similar,
dentro de la red que incluyé L. antumalguen y L. chillanensis (Figura 15, panel G, los
haplotipos provenientes de individuos de la localidad tipo de L. antumalguen estan
identificados con un circulo rosa y estrella negra y los de la localidad tipo de L.
chillanensis con circulo violeta y estrella negra), se recuper6 un haplotipo compartido por
dos individuos de la localidad tipo de L. choique (Figura 13, localidades 6/95; Figura 15,
panel G, circulo azul con estrella roja). Por lo tanto, los seis individuos colectados en la
localidad tipo de L. choique (Figura 13, localidades 6/95) fueron recuperados en redes
diferentes, dos dentro de L. antumalguen (Figura 15, panel G, asterisco rojo) y cuatro

dentro L. smaug (Figura 15, panel B, asterisco rojo).

Ademas, en la red L. antumalguen + L. chillanensis (Figura 15, panel G), se puede
observar que los tres haplotipos encontrados en los nueve individuos de la localidad tipo de
L. antumalguen (Figura 15, panel G, circulos rosa con estrella roja, sombreado celeste) se
diferencian solo en una base y por lo tanto se encuentran en un mismo sector de la red y los
32 haplotipos de los 65 individuos colectados en las cuatro localidades correspondientes a

L. sp. 7 (Figura 13, localidades 1 a 4) conforman el resto de la red con sombreado celeste.
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En esta misma red (Figura 15, panel G), separados por diez pasos mutacionales, se
encuentran los haplotipos correspondientes a L. chillanensis (sombreado gris).

L. sp. 6 se recuperd con dos haploclados en el arbol mitocondrial (Figura 14), en las
redes de haplotipos se recuperan dos redes separadas (Figura 15, panel C) una
perteneciente a L. sp. 6ay otra a L. sp. 6b. La red de L. sp. 6a presenta dos haplotipos uno
de una localidad més al norte y otro de una de las localidades del sur (Figura 15, panel C,
circulos azul y amarillo). L. sp. 6b presenta los haplotipos de las localidades restantes del
sur mas un haplotipo de la localidad que también se recuperé en la red de L. sp. 6a (Figura

15, panel C, circulo amarillo).

La red graficada en el panel H de la Figura 15, representa a los haplotipos
provenientes de los individuos del area de distribucién tanto de L. elongatus como de L.
shitan. Si bien los individuos de la localidad tipo de L. shitan (Figura 15, panel H, circulo
morado con estrella negra) no comparten haplotipos con los individuos de L. elongatus, los

mismos se recuperan intimamente relacionados en la misma red.

@ L. elongatus + L. shitan
L. anfumalguen + L. sp. 7
L. burmeisteri
@ L. chillanensis
L. erandalli
L. carlosgarini + L. sp. 1
@L. smaug
@L sp.2
OL sp. 3
OL. sp.6

Figura 16: A. Red de haplotipos de parsimonia estadistica basada en: A — la regién mitocondrial
12S; B —red nuclear multinuclear (LDAB1D y KIF24); C — red del gen nuclear LDAB1D; D — red
del gen nuclear KIF24; los haplotipos estan coloreados segun cada linaje reconocido dentro del
complejo L. elongatus.
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Para el conjunto de datos del fragmento mitocondrial 12S se obtuvo una red (Figura
16, panel A), que muestra una estructuracién de los linajes en grupos de haplotipos que se
corresponden con los haploclados y redes recuperadas en base al fragmento de citocromo-b
(Figuras 14 y 15). Las dos redes de genes mitocondriales son totalmente concordantes con
la red de genes mitocondriales combinados (Apéndice VII), en la que se recuperan siete
redes y cuatro haplotipos unicos (singletones) correspondientes a los linajes identificados
en base a citocromo-b. La red de haplotipos nucleares en base al gen LDABLD tuvo un
limite de conexion de ocho pasos (Figura 16, panel C), y quedod separado de la red un
singleton correspondiente a L. burmeisteri. Si bien la mayoria de los haplotipos son
especie-especificos, cuatro de ellos estdn compartidos entre algunos taxa: dos haplotipos
estdn compartidos entre L. elongatus y L. antumalguen, un tercer haplotipo esta
compartido entre L. smaug y L. carlosgarini, y un cuarto haplotipo estd compartido entre
cuatro taxa: L. carlosgarini, L. antumalguen, L. chillanensis y L. sp. 6. La red de
haplotipos nucleares en base al gen KIF24 tuvo un limite de conexién de nueve pasos
(Figura 16, panel D), y mostrd que la mayoria de los haplotipos son especie-especificos,
pero cinco de ellos estdn compartidos entre algunos taxa: dos haplotipos estan compartidos
entre L. smaug y L. antumalguen, los tres restantes por los siguientes taxa: 1- L.
chillanensis y L. carlosgarini, 2- L. sp. 6 y L. antumalguen, 3- L. antumalguen, L.
carlosgarini, L. sp. 6 y L. chillanensis. En la red multilocus nuclear se resumen las
distancias genéticas promedio (de los dos genes nucleares) entre los especimenes (Figura
16, panel B), se encontré que individuos de casi todos los taxa, excepto L. burmeisteri,
tienen igual distancia entre ellos (circulo grande con nueve colores), mientras que otros
individuos de algunos taxa tienen distancias menores dentro de taxa en algunos casos (e.g.
circulos azules de L. antumalguen en la esquina inferior derecha) que en otros casos son
similares para individuos de taxa diferentes. Por lo tanto, este analisis no permitio
diferenciar claramente a los taxa que se reconocieron en base a los marcadores
mitocondriales. Ademas, el arbol de genes nucleares concatenados presento una politomia
que incluye tanto todos los linajes del complejo, como algunos grupos hermanos como L.
parvus y L. petrophilus (Apéndice 1X); incluso por fuera de la politomia se recupero el

haplotipo de un individuo de L. chillanensis y otro de L. carlosgarini (Apéndice IX).
ANALISIS FILOGEOGRAFICOS

La Tabla 12 muestra todas las distancias genéticas no corregidas de a pares para los

once haploclados reconocidos dentro del complejo L. elongatus (Figura 14), la mayoria de
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las distancias son mayores a 3%, con excepcién de L. chillanensis vs. L. antumalguen:
2,7%, L. sp. 3 vs. L. elongatus + L. shitan: 2,93% y L. sp. 6a vs. L. sp. 6b: 2,96%. El linaje
con mayores distancias genéticas comparado con el resto fue L. smaug, todas fueron

mayores a 5% (min: 5,04, max.: 6,20).
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Figura 17: Tiempos de divergencia estimados sobre un arbol de gen de citocromo-b, marcado con
gris claro los tiempos de divergencia basados en andlisis de BEAST. El eje x estd en millones de
afios (Ma.), los nimeros en los nodos son PP >0.95% provenientes del andlisis Bayesiano.

La Figura 17 muestra el arbol de gen del citocromo-b con el tiempo calibrado; el
origen del complejo L. elongatus se estimo entre los 1,3 y los 2 millones de afios atras y
todos los otros tiempos de divergencia entre los linajes reconocidos se ubicaron en el

Pleistoceno tardio.
ANALISIS DEMOGRAFICOS

El linaje L. sp. 6a presentd el nimero de secuencias, sitios polimorficos, haplotipos y
diversidad haplotidica mas bajos (Tabla 13). Liolaemus elongatus + L. shitan tiene el
mayor tamafio de muestra, y el numero de sitios polimorficos y haplotipos fue el mas
elevado. Liolaemus crandalli y la agrupacion de cuatro linajes (L. antumalguen, L.
chillanensis, L. sp. 6a y L. sp. 6b) presentaron la diversidad haplotidica mas elevada.
Liolaemus burmeisteri mostré la diversidad nucleotidica méas alta. Los unicos linajes que

mostraron evidencia de no neutralidad con ambas pruebas, Tajima’s y Onsins y Rozas,
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fueron L. elongatus + L. shitan y L. crandalli. Liolaemus chillanensis se infiri6 como no
neutral con la prueba de Tajima. Con el analisis Bayesian Skyline Plots (BSP) se detect6 un
cambio en el tamafio poblacional en todos los linajes estudiados incluido la agrupacién de
los linajes: L. antumalguen, L. chillanensis, L. sp. 6a y L. sp. 6b, siendo el mas
pronunciado en L. elongatus + L. shitan (Apéndice VII).
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Tabla 12: Arriba de la diagonal: nimero promedio de las distancias de a pares correspondientes al fragmento del gen mitocondrial citocromo-b, entre los
principales haploclados del complejo L. elongatus; por debajo de la diagonal: promedio de diferencias de a pares corregidos (distancia inter-linaje — distancia
intra-linaje). Se marcan en negrita los valores de distancias genéticas de a pares mayores a 3%.

. L. antumalguen L. L. L. L. elongatus L. carlosgarini
Linajes +L.sp. 7 burmeisteri chillanensis crandalli ~ + L. shitan +L.sp. 1 L.smaug L.sp.2 L.sp.3 L.sp.6a L.sp.6b
L. antumalguen

YL sp. 7 4.8656 27016  5.1426 4.3119 3.2355 50434 44839 3.4807 29206  3.0998
L. burmeisteri 4.0618 53481  5.3244 5.5155 5.1957 57660 4.9629 4.3209 51111  5.6378
L. chillanensis 1.5769 4.8790 4.9659 4.7571 3.3449 52532  4.8757 41777 3.0222  3.1111
L. crandalli 3.9930 4.8303 4.1508 4.8773 5.0249 53236 58232 3.9209 56118  4.9534
L el'_"’;ﬂ?;‘r‘f ¥ 2.7367 4.5959 35165  3.6118 4.7676 6.2042 56335 29303 50644  4.8638
L ia["’:gal”“' 1.4713 4.0872 1.9154 35704 2.8876 55555  4.3985 4.0052 3.5873  3.6995
L. smaug 3.6541 5.0322 41984  4.2439 4.6989 3.8613 ~- 50838 51565 6.0896 5.7760
L.sp. 2 3.6061 4.7407 43325  5.2550 4.6399 3.2159 42759 - 41975 49382 52016
L.sp.3 2.7017 4.1975 37333  3.4516 2.0354 2.9214 44474 40000 - 46913  4.0768
L. sp. 6a 2.0428 4.8888 24790  5.0437 4.0707 2.4046 52817  4.6419 4.4938 - 2.9629

L. sp. 6b 2.1397 5.3333 24855 43029 3.7878 2.4346 48858  4.8230 3.7969 2.5843
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Tabla 13: Numero de secuencias (NS), sitios polimorficos (S), haplotipos (H), diversidad haplotidica (Hd), diversidad nucleotidica (Pi), D de Tajima y valores
de p asociados, R? de Ramos-Onsins & Rozas y valores de p asociados. Todos estos estadisticos fueron calculados a partir de un fragmento del gen
mitocondrial citocromo-b para los principales haploclados del complejo L. elongatus. Se remarcan en negro los maximos y minimos de cada columna y los
resultados significativos de la prueba de Tajima y expansion de rango (R?).

Linajes (NS) (S) (H) (Hd) (Pi) D de Tajima p[D<=Dt] R° p[R°<=Ri]
L. antumalguen +L.sp.7 076 056 035 0.9510 0.01029 -1.29419  0.0752 0.0582 0.78600
L. burmeisteri 018 001 002 0.5230 0.09080 1.50518 0.9680 0.2614 0.98305
L. chillanensis 021 024 015 0.9520 0.00959 -0.11134 0.0000 0.1184 0.41100
L. crandalli 036 042 025 0.9710 0.00745 -1.80422  0.0144 0.0513 0.00320

L. elongatus + L. shitan 262 134 100 0.9327 0.01366 -1.77024  0.0056 0.0332 0.01380
L. carlosgarini + L. sp. 1 060 069 028 0.9570 0.01893 -0.46740 0.3620 0.0908 0.38660

L. smaug 044 037 019 0.9410 0.01218 -0.11458  0.5098 0.1057 0.50880
L.sp.2 008 003 003 0.6790 0.00196 0.58467 0.7794 0.2099 0.37630
L.sp.3 007 002 003 0.6670 0.00113 -0.27492 0.5132 0.2116 0.21423
L. sp. 6a 004 002 002 0.5000 0.00148 -0.70990 0.6000 0.4330 1.00000
L. sp. 6b 020 012 009 0.8790 0.00370 -0.94209  0.1800 0.0962 0.09218
L. antumalguen + L. sp. 7 +
L.sp.6ayb+L. 121 098 061 0.9760 0.01943 -0.90916  0.1920 0.0648 0.18420
chillanensis
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DISCUSION

El objetivo de este capitulo fue estudiar, en base a secuencias de dos genes
mitocondriales y dos nucleares, la estructura genética y filogeografica del complejo
Liolaemus elongatus, incluyendo individuos de toda el area de distribucién y de la
localidad tipo de L. parvus, sugerida como cercanamente relacionada al mismo. El arbol
del gen mitocondrial citocromo-b recuperd once haploclados principales, de los cuales seis
se pueden asignar a especies descriptas (L. antumalguen, L. chillanensis, L. carlosgarini,
L. burmeisteri, L. smaug, L. crandalli); uno incluy6 todas las muestras de L. elongatus
interdigitadas con las de L. shitan; dos haploclados se corresponden con las especies
candidatas L. sp. 2 y L. sp. 3 y los individuos de L. sp. 6 fueron recuperados en dos
haploclados diferentes. El haploclado L. carlosgarini también incluy6 los individuos de
una especie actualmente en descripcion por otros autores (L. sp. 1, Esquerré.,
comunicacion personal), y el haploclado L. antumalguen incluy6 a los individuos de L. sp.
7. A continuacién, primero se discute la historia filogeografica del complejo L. elongatus y

posteriormente se consideran las implicancias taxonémicas.
HISTORIA FILOGEOGRAFICA

El haploclado distribuido mas al norte en el complejo L. elongatus es L. smaug, con
localidades en Argentina y Chile al norte del Rio Colorado (Figura 13, cuadrados rojos,
Figura 15, panel B); el mismo incluye haplotipos de individuos de las localidades tipo de
tres especies: 1-L. smaug en Malarglie, Mendoza (Figura 13, localidad 99, Figura 15, panel
B, circulo verde oscuro con estrella negra), 2-L. carlosgarini en la VII Regién en Chile
(Figura 13, localidades 93/105, Figura 15, panel B, circulo verde claro estrella amarilla), y
3-L. choique (Figura 13, localidades 6/95, Figura 15, panel B, circulo azul con estrella
roja). La red de haplotipos de citocromo-b (Figura 15, panel B) se presenta bastante
estructurada y los dos haplotipos provenientes de las localidades tipo de las otras especies,
L. choique y L. carlosgarini, tienen una posicion terminal en la misma (estrellas roja y
negra), lo que debido a su cercania geografica podria indicar flujo genico actual o reciente,
aunque no se puede descartar division de linaje incompleta (proceso conocido como ILS
por sus siglas en inglés “incomplete lineage sorting”). En las redes nucleares, si bien la
mayoria de los haplotipos son exclusivos de L. smaug, algunos se recuperan compartidos.
Para el marcador nuclear LDAB1D (Figura 16, panel C), haplotipos de la localidad tipo de

L. smaug se comparten con haplotipos de la localidad tipo de L. carlosgarini (Figura 13,
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localidades 93 y 99). Para el marcador nuclear KIF24 (Figura 16, panel D), haplotipos del
rango de distribucion de L. smaug (incluyendo haplotipos de la localidad tipo de L.
choique, Figura 13, localidad 95) se comparten con los haplotipos de los individuos de las
localidades 1, 3 y 4 del haploclado L. antumalguen (Figura 13, ubicadas al sur del rio
Colorado). Por lo tanto, con genes mitocondriales como con nucleares no se observa
monofilia reciproca entre estas especies, o que podria explicarse tanto como resultado de
division de linaje incompleta como por flujo génico. Es posible que debido a la cercania
geografica entre L. smaug y L. carlosgarini, y a que el analisis de Bayesian Skyline Plot
(BSP) de L. smaug mostré un leve incremento en el tamafio poblacional efectivo que puede
estar asociado a una expansion de rango muy reciente (Apéndice VII), para este caso se
pueda hipotetizar flujo génico. Alternativamente, considerando que los tiempos de
divergencia estimados son muy recientes (Figura 17), no se puede descartar que este patron
sea el resultado de division incompleta de linaje. Para el caso de los haplotipos del gen
nuclear compartido (Figura 16, panel D, circulos rojos y azules) entre L. smaug y L.
antumalguen, es mas probable que el patrén observado sea resultado de ILS, ya que el rio
Colorado se ha hipotetizado como una posible barrera al flujo génico para lagartijas
(Morando et al., 2007); ademas el tiempo de origen del ancestro de este haploclado se
estimé aproximadamente hace medio millén de afios, por lo que no se esperaria monofilia
reciproca en la mayoria de los marcadores nucleares. El haploclado L. smaug es el que
presento las distancias de a pares de citocromo-b maés altas con respecto al resto de los
haploclados del complejo (Tabla 12), y las diversidades haplotidica y nucleotidica
relativamente altas. Los estadisticos no mostraron una desviacion de la neutralidad o una
expansion de rango significativa (Tabla 13), por lo que en general la evidencia indica una
historia de estabilidad, congruente con lo encontrado para otras especies de lagartijas de

esta region geogréafica (capitulo | de esta tesis, Morando et al., 2007; Olave et al., 2011).

Ademas de L. smaug, el segundo haploclado recuperado al norte del Rio Colorado,
es L. sp. 2, representada por tres haplotipos provenientes de una Unica localidad al este de
L. smaug. En el arbol de citocromo-b Liolaemus sp. 2 se recuper6 como monofilética
(PP=1) y diferenciada del resto de los linajes del complejo L. elongatus. También se
recupero una red de haplotipos separada (Figura 13, panel D) y sus distancias genética de a
pares fueron > 3% con respecto al resto de los haploclados; pero no fue posible realizar

analisis mas detallados debido al bajo tamafio de la muestra.
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El norte de la Provincia de Neuquén es una zona topograficamente compleja, surcada
con numerosas cadenas montafiosas y valles profundos (Martinez y Kutschker, 2011), y
alberga varios de los haploclados identificados dentro del complejo L. elongatus (L.
carlosgarini, L. chillanensis, L. antumalguen + L. sp. 7, L. burmeisteriy L. sp. 6 ay b). La
localidad tipo de L. carlosgarini se encuentra en Chile, muy cerca del limite con Argentina
(Figura 13, localidades 93/105; Figura 15, panel A, circulo naranja con estrella amarilla), y
representa el extremo norte de la distribucion de este haploclado. Como se mencioné mas
arriba, cinco individuos de la localidad tipo de L. carlosgarini comparten un haplotipo
dentro de la red de citocromo-b de L. smaug (para los cuales se hipotetiz6 flujo génico méas
arriba); pero otros dos individuos tenian los haplotipos de posicion terminal representados
con circulos naranja en la red de L. carlosgarini (Figura 13, panel A), que se presenta
altamente estructurada. Congruente con esto, sus indices de diversidad son relativamente
altos y al igual que para L. smaug, se puede inferir una relativa estabilidad poblacional en
el tiempo. Las distancias genéticas de a pares del haploclado L. carlosgarini con respecto
al resto de los linajes del complejo L. elongatus fueron todas superiores al 3%. Si bien el
analisis de arbol génico incluyd los haplotipos correspondientes a L. sp. 1 (Figura 13,
localidad 82) incluidos en el haploclado L. carlosgarini (Figura 14), esta especie candidata
(en descripcion, Esquerré, comunicacion personal) se recuperé como una red de
citocromo-b separada (Figura 15, panel A, red separada de circulos rosas); por lo que su
divergencia parece ser muy reciente. Esta poblacion se encuentra separada de L. smaug y
de L. carlosgarini por valles cordilleranos y se ubica en la parte occidental de la cordillera
de los Andes, por lo que su incipiente diferenciacién muy posiblemente esté asociada con

un aislamiento geogréfico.

Al igual que para L. carlosgarini, la localidad tipo de L. chillanensis se encuentra en
Chile, muy cercana del limite con Argentina (Figura 13, localidad 8). Los haplotipos de los
individuos de la localidad tipo estan separados del resto de los haplotipos por siete pasos
mutacionales (Figura 15, panel G, circulos morados con estrella negra), a su vez tienen una
posicién intermedia entre estos y los haplotipos de L. antumalguen y L. sp. 7 que fueron
recuperados todos en una sola red. Las redes nucleares mostraron que con un marcador
comparte haplotipo tanto con L. antumalguen como con L. carlosgarini y L. sp. 6 (Figura
16, panel C) y con el otro, ademas de compartir haplotipos con estas especies, también
posee haplotipos exclusivos (Figura 16, panel D). Por otro lado, el haploclado L.

chillanensis presenta una distancia genética de a pares de citocromo-b menor a 3% (2,7%,
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Tabla 1), solo con respecto a L. antumalguen, lo que también esta indicando su estrecha
relacion. Si bien la diversidad haplotidica de L. chillanensis es alta, la diversidad
nucleotidica es baja y menor a la de los haploclados al norte del Rio Colorado, lo que esta
en concordancia con la sefial significativa detectada por Tajima que se aparta de
neutralidad (Tabla 13) y el BSP que también muestra una variacion en el tamafio
poblacional efectivo (Apéndice VII). Hay dos explicaciones posibles para este patron
observado, 1-la divergencia de estos haploclados es muy reciente y aungue se recuperan
como clados diferenciados en el arbol génico (Figura 14), aun no alcanzaron monofilia
reciproca en los marcadores nucleares utilizados (Figura 16); 2-es posible que la no
neutralidad detectada por la prueba de Tajima y la variacion de tamafio poblacional hayan
propiciado una zona de contacto reciente y un grado de flujo génico que se evidencia en la
conexion detectada en la red de haplotipos (Figura 15, panel G). Es necesario ampliar la
muestra a regiones geogréficas intermedias entre las poblaciones de estas especies para
comprender las historias evolutivas que las relacionan y dieron lugar a los patrones

genéticos observados.

Dentro del haploclado L. antumalguen y de la red de citocromo-b (Figura 15, panel
G), se infirieron estrechamente relacionados los tres haplotipos (Figura 15, panel G,
circulos rosas) de los individuos provenientes de la localidad tipo de esta especie (Figura
13, localidad 5), que fue la Unica mencionada en su descripcion, situada a 2300 m.s.n.m.,
en el Volcan Domuyo. EIl resto de los de este sector de la red (sombreado celeste)
provienen de las localidades 1 a 4 (Figura 13), correspondientes a L. sp. 7 (Morando et al.,
2003); ademas de un haplotipo que se encontré en dos individuos de la localidad tipo de L.
choique (Figura 13, localidades 6/95; Figura 15, panel G, circulo azul con estrella roja).
Como se menciond anteriormente, es necesario realizar mayores muestreos para esclarecer
la historia evolutiva en relacion a L. choique. El patron observado entre L. antumalguen y
L. sp. 7 es congruente con un modelo de especiacion peripatrica, donde L. antumalguen se
pudo haber originado recientemente (Figura 17) como un linaje periférico aislado en la
cima del volcéan. La poblacion de origen muy posiblemente pudo haber sido L. sp. 7, que
tiene un rango altitudinal mas amplio (1.550-2.250 m.s.n.m.), y que aun se encuentra en el
estadio parafilético, incluso con el marcador mitocondrial utilizado. Por otro lado, estos
dos taxa presentan una clina morfolégica muy marcada con respecto a su patron general de

coloracion y tamafio (Avila et al., 2010).
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Hacia el sur del area de distribucion de los haploclados L. antumalguen y L.
chillanensis, se encuentran las poblaciones asignadas a L. sp. 6 (a y b) (Figura 13,
localidades 108—13, tridngulos amarillos), que fue propuesta como especie candidata por
Morando et al. (2003) para las localidades 108 y 112 (Figura 13). En el arbol de
citocromo-b los haploclados L. antumalguen y L. chillanensis se recuperaron
estrechamente relacionados con L. sp. 6 con alto soporte estadistico (PP=0.99, Figura 14),
pero este Gltimo linaje no fue recuperado como monofilético. Congruente con esto, los
haplotipos de L. sp. 6 formaron redes separadas con el marcador mitocondrial citocromo-b
(Figura 15, panel C) y se recuperaron en lugares diferentes de la red del gen mitocondrial
12S (Figura 16, panel A), igual resultado se encuentra en la red multilocus nuclear (Figura
16, panel A). Con los dos marcadores nucleares tuvieron tanto haplotipos compartidos con
L. antumalguen y L. chillanensis (y con L. carlosgarini) como haplotipos unicos (Figura
16, paneles C y D). Ademas, las distancias genéticas entre estos haploclados son muy
cercanas al 3%, aunque L. sp. 6 (a y b) tuvieron distancias > a 3% con respecto a los otros.
Por lo tanto, a pesar del buen muestreo de poblaciones y de individuos realizado para este
estudio, a la luz de los resultados, se hace necesario plantear un muestreo mas detallado
aun para comprender la historia evolutiva y demografica de estos linajes, ya que la misma
parece haber sido muy compleja; posiblemente propiciada por la diversidad topoldgica del
area, con picos altos y valles profundos sumado a los numerosos ciclos climéticos del
Pleistoceno (Rabassa et al., 2005).

Dentro de esta misma region geogréafica del noroeste de Neuquén, se encuentra la
localidad tipo (y la Unica conocida) de Liolaemus burmeisteri, y los haplotipos fueron
recuperados como un clado con soporte alto en el arbol del gen mitocondrial citocromo-b
(PP=1, Figura 14) y como una red separada (Figura 15, panel D). Los genes nucleares
también mostraron evidencia de que este linaje es el mas diferenciado del complejo, ya que
tuvo haplotipos Unicos y no integrados en las redes de los genes nucleares por separado
(Figura 16, paneles C y D). Esto estaria indicando una historia filogeogréafica
aparentemente independiente, aunque debido a su bajo nimero muestral no se pudieron

realizar analisis mas detallados.

En el noreste de la provincia de Neuquén, en los departamentos de Pehuenche y
Afielo se encuentra el Area Natural Protegida (ANP) Auca Mahuida (Figura 13,
localidades 14-16). Esta ANP comprende varios volcanes, entre ellos el que le da el

nombre al area. Topograficamente los rangos altitudinales varian desde los 223 m.s.n.m.
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hasta los 2.258 m.s.n.m., siendo el pico méas alto el del volcan Auca Mahuida. Esta area se
encuentra aislada de las cadenas montafiosas cordilleranas, y toda la evidencia publicada
hasta el presente indica que las lagartijas habitantes de estos volcanes también se
encuentran aisladas (Avila et al., 2013; Avila et al., 2011; Martinez y Kutschker, 2011).
Los resultados presentados en este capitulo para las poblaciones muestreadas en esta ANP
son congruentes con este conocimiento previo, ya que todos los individuos provenientes de
dichas poblaciones tuvieron haplotipos que en el arbol de citocromo-b se recuperaron en el
haploclado L. crandalli con un soporte estadistico alto (Figura 14, PP=1). Asimismo, en
los andlisis de redes de haplotipos de citocromo-b se recuper6 una red separada (Figura 15,
panel 1), en las redes nucleares presentd solo haplotipos exclusivos (Figura 16, paneles C y
D), y las distancias genéticas de a pares fueron todas mayores al 3% (Tabla 12) con
respecto a los otros linajes del complejo L. elongatus. Esta evidencia sugiere una historia
de aislamiento de Liolaemus crandalli con respecto al resto de los linajes del complejo,
que se ha mantenido al menos durante el pasado reciente. La prueba de Tajima para esta
especie detectd una desviacion significativa de la neutralidad, que ademéas presentd la
mayor diversidad haplotidica (Tabla 13), por lo que es posible que recientemente haya
experimentado una expansion poblacional, aunque de acuerdo a los resultados del
Bayesian Skyline Plot (Apéndice VII) no parece haber sido muy marcada.

Los individuos provenientes de la localidad de Pino Hachado en la provincia de
Neuquén (Figura 13, localidad 107), que esta muy cercana al extremo norte de la
distribucion de L. elongatus, formaron un haploclado diferenciado (PP = 0.99) hermano a
L. elongatus (PP = 0.99), que se denomind L. sp. 3 (Figura 14). Todos los anélisis
realizados en este capitulo indicaron que estos individuos son diferentes de L. elongatus,
incluso a nivel de los dos genes nucleares, ya que tuvieron haplotipos exclusivos para
ambos genes (Figura 16, C y D). Debido al tamafio escaso de la muestra no se pueden

realizar inferencias filogeograficas para este haploclado.

El haploclado del complejo L. elongatus de distribucion méas austral es el que se
denominé Liolaemus elongatus + L. shitan (Figura 13, circulos azules), debido a que los
haplotipos de citocromo-b de los individuos de la localidad tipo de L. shitan (Figura 13,
localidad 65) se recuperaron interdigitados con los del resto de la distribucion de L.
elongatus (Figura 14). Aunque en el pasado se consideraba que la distribucion de
Liolaemus elongatus se extendia desde el sur de Chubut hasta las provincias de Catamarca

y La Rioja, el trabajo de Morando et al. (2003) sefial6 que el rango de distribucion de esta
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especie muy posiblemente seria mas acotado llegando sélo hasta el Rio Agrio en el centro
de Neuquén. En los ultimos afios, se han descripto especies nuevas en las areas del norte de
Neuquén y Mendoza (Abdala et al., 2012; Avila et al., 2010; Avila et al., 2012; Avila et
al., 2011), y una revision bibliografica reciente sobre la distribucién geografica de esta
especie (Minoli et al., 2013) la ubica en la misma regidén considerada en este capitulo
(Figura 13, circulos azules). En el arbol de citocromo-b este haploclado se recuperd con
soporte alto (Figura 14, PP=0.99) y en la red de haplotipos de citocromo-b se recupero
como una red independiente (Figura 15, panel G), donde los haplotipos de la localidad tipo
de L. shitan tienen posiciones terminales (Figura 15, panel G, tres circulos morados con
estrellas negras). Con los genes nucleares no se observo una diferenciacion clara de L.
elongatus + L. shitan, ya que con el marcador LDAB1D (Figura 16, panel C), sélo se
encontré un haplotipo exclusivo y los otros dos haplotipos son compartidos con L.
antumalguen, mientras que para el gen nuclear KIF24 si bien se recuperaron ocho
haplotipos exclusivos, estos se encuentran en diferentes sectores de la red, dos
cercanamente relacionados a L. burmeisteri, uno a L. carlosgarini y el resto a L.
antumalguen (Figura 16, panel D). Estos resultados son congruentes con la estimacién del
tiempo de origen de este haploclado (Figura 17) que es muy reciente, por lo tanto no se
espera encontrar monofilia reciproca para la gran mayoria de los marcadores nucleares.
Dado que el area de distribucion geogréafica de este haploclado es la mayor de todo el
complejo (Figura 13), estuvo representado por la mayor cantidad de poblaciones y
secuencias, que a su vez resultaron con el numero de sitios polimorficos y haplotipos méas
elevado del complejo (Tabla 13). Tanto las pruebas de neutralidad que tuvieron resultados
significativos (Tabla 13), como el gréfico del analisis BSP (Apéndice VII) que mostrd una
modificacion del tamafio poblacional efectivo a través del tiempo, permiten inferir que
hubo una expansion de rango y/o poblacional reciente, muy posiblemente hacia el extremo

sur de su distribucion.
IMPLICANCIAS TAXONOMICAS

El analisis molecular en base a marcadores mitocondriales del complejo Liolaemus
elongatus permitié reconocer a L. burmeisteri, L. crandalli, L. elongatus, L. sp. 2y L. sp. 3
como linajes independientes. Por lo tanto, la evidencia presentada aporta mayor apoyo para

sus estatus especificos.

Para otros linajes, L. smaug, L. carlosgarini, L. antumalguen, L. shitan, L. sp. 1, L.

sp. 6 (ay b) y L. sp. 7 los resultados son congruentes con un grado de diferenciacion
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incipiente. A su vez, se puede plantear que todos estos taxa podrian representar linajes de
diferenciacion molecular parcial y relativamente reciente, cuyos limites de especie en base
a estos marcadores no alcanzaron la monofilia reciproca. Por otro lado, es posible que los
haplotipos compartidos entre estos linajes sean el resultado de flujo génico, actual o
reciente, debido a la cercania geografica entre estas localidades. Para poder evaluar el
limite preciso entre estas especies y el grado de flujo génico, es necesario realizar un
muestreo muy detallado alrededor de otras poblaciones del area y utilizar marcadores de

microsatélites y/o SNPs.

Por ultimo, para el linaje L. choique no se han recuperado haplotipos unicos. Los
haplotipos de L. choique se han encontrado en los haploclados de L. smaug y L.
antumalguen + L. sp. 7. Por lo tanto, si bien L. smaug tiene una distribucion geogréfica
cercana a L. choique, debido a que no se encontraron haplotipos Unicos de L. choique, la
explicacién mas plausible de acuerdo a estos resultados, es que no hay evidencia molecular
que apoye el estatus de especie independiente de L. choique.

En resumen, los resultados de este capitulo presentaron evidencia para el
reconocimiento de algunas especies previamente descriptas para el complejo L. elongatus:
L. antumalguen, L. chillanensis, L. carlosgarini, L. burmeisteri, L. smaug, L. elongatus y
L. crandalli; se identificaron cuatro especies candidatas (L. sp. 1, L. sp. 2, L. sp. 3, y L. sp.
7), mientras que la evidencia es insuficiente para el estatus de L. sp. 6 y no se encontrd
evidencia molecular que avale a las especies L. choique y L. shitan. Para realizar un
estudio integral del complejo L. elongatus es necesario incorporar un estudio morfoldgico
detallado de todos estos taxa, que se detalla en el capitulo siguiente.
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CAPITULO IV

ANALISIS MORFOLOGICO DEL COMPLEJO
LIOLAEMUS ELONGATUS (IGUANIA:
LIOLEAMINI)
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INTRODUCCION

En el capitulo Il se realiz6 un analisis filogeografico del complejo L. elongatus
basado en dos genes mitocondriales y dos nucleares. Con el marcador mitocondrial
citocromo-b se encontraron once linajes principales, cinco de ellos presentaron monofila
reciproca (L. burmeisteri, L. chillanensis, L. crandalli, L. sp. 2, L. sp. 3), mientras que seis
no (L. smaug, L. sp. 6 a, L. sp. B, L. antumalguen + L. sp. 7, L. carlosgarini + L. sp. 1y L.
elongatus + L. shitan). Ademas no se encontrd evidencia molecular para diferenciar a L.
choique, ya que sus haplotipos se identificaron ya sea como parte de L. smaug o de L.
carlosgarini o de L. antumalguen + sp. 7. Para estos ultimos seis casos se hipotetiz6 que
tanto la hibridizacién pasada o actual como la division de linaje incompleta pueden ser
procesos relacionados a los patrones observados. En las redes realizadas con los
marcadores nucleares, si bien algunos haplotipos fueron compartidos entre mas de una
especie, se observd que L. burmeisteri, L. crandalli, L. sp. 2 y L. sp. 3 tuvieron solamente
haplotipos exclusivos, reforzando la hipétesis mitocondrial de que son los taxa con mayor
diferenciacion molecular del complejo L. elongatus. El objetivo de este capitulo es analizar
las variaciones morfoldgicas en base a datos morfométricos y de escamacion, entre todos
los taxa considerados dentro de este complejo. Debido a que los resultados que se obtienen
en base a genes mitocondriales (capitulo I11) representan hip6tesis de limites de especie
que pueden o no ser congruentes con otra fuente de evidencia, como por ejemplo la
morfoldgica, que tradicionalmente se utiliza para la diagnosis y descripcion de especies, en
este capitulo se planted una estrategia de dos partes para el andlisis morfoldgico. En la
primera instancia las comparaciones se realizaron considerando los resultados
mitocondriales del capitulo 11l y en la segunda instancia las comparaciones se realizaron
considerando solamente los individuos de las localidades tipo tanto de las especies

descriptas como de las especies candidatas.
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MATERIALES Y METODOS

AREA DE ESTUDIO

Se estudiaron individuos provenientes de 111 localidades de todo el rango de
distribucion geogréafica conocida del complejo Liolaemus elongatus, (Figura 13, capitulo
I11) incluyendo las provincias de Mendoza, Neuguén, Rio Negro y Chubut en Argentina y
la VIl y VIII Region Administrativa en Chile.

INDIVIDUOS UTILIZADOS

Para realizar el estudio morfoldgico se utilizaron 480 individuos adultos depositados
en la coleccion LJAMM-CNP (http://200.9.244.24/colecciones03.html). Los taxa a
comparar con analisis morfoldgicos se seleccionaron siguiendo dos criterios: 1-Parte I: los
individuos fueron asignados segun los resultados del arbol mitocondrial del gen citocromo-
b del capitulo Il (Figura 14), o sea se asignaron a 11 grupos. 2-Parte II: se utilizaron
unicamente los individuos provenientes de cada una de las localidades tipo de las especies
descriptas y propuestas como candidatas en esta tesis y en la bibliografia (Morando et al.,
2003). La muestra compuesta por los individuos de las localidades tipo incluye: 1)- una
hembra y un macho para L. antumalguen; 2)- cinco machos para L. sp. 7; 3)- una hembra y
cinco machos para L. choique; 4)- tres hembras y 14 machos para L. burmeisteri; 5)- tres
machos para L. chillanensis, 6)- 12 hembras y nueve machos para L. crandalli; 7)- cuatro
hembras y 2 machos para L. elongatus; 8)- siete hembras y cinco machos para L. shitan;
9)- cinco machos para L. sp. 1; 10)- seis machos para L. carlosgarini; 11)- una hembra y
dos machos para L. smaug; 12)- ocho machos para L. sp. 2; 13)- ocho hembras y siete

machos para L. sp. 3; 14)- cinco hembras y 14 machos para L. sp. 6.
ANALISIS MORFOLOGICOS

Para cada ejemplar se registraron los mismos caracteres utilizados en el capitulo II,

que usualmente son informativos en otros grupos de especies de Liolaemus (Abdala, 2007,
Cei, 1974; Etheridge, 1992; Etheridge y Christie, 2003). Caracteres morfologicos o
continuos provenientes de mediciones que representan tamafio corporal: Largo hocico-
cloaca (LHC): desde el extremo anterior del hocico hasta el borde posterior de las escamas
precloacales. Largo tercer dedo anterior (L3DC): longitud de la extremidad anterior desde
el codo hasta la ufia del tercer dedo. Distancia axila-ingle (DAI): desde la axila de la
extremidad anterior derecha hasta la ingle de la extremidad posterior. Largo tibial (LT):
largo desde el extremo de la rodilla hasta el extremo del talon. Largo de la cabeza (LC):
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longitud entre el extremo anterior del hocico hasta la cavidad auricular. Alto de la cabeza
(ALCA): alto de la cabeza a la altura de las escamas frontoparietales, el sitio més alto de la
cabeza. Largo narina ojo (LNO): longitud entre la narina del lado derecho del cuerpo hasta
la comisura del ojo del mismo lado. Distancia entre narinas (DEN): longitud entre la narina
izquierda y la derecha. Largo rostro-interparietal (LRI): longitud entre la escama rostral y
la interparietal. EI segundo tipo de caracteres fueron conteos de escamas o meristicos,
donde se contd el nUmero de escamas entre dos puntos determinados. Escamas alrededor
del cuerpo (ALR): nimero de escamas alrededor del cuerpo a la altura de la mitad del
cuerpo. Escamas ventrales (VEN): numero de escamas sobre una linea recta ventral
imaginaria desde el hocico hasta la linea de la ingle. Escamas dorsales (DOR): nimero de
escamas sobre una linea recta dorsal imaginaria desde el comienzo de las escamas dorsales
tipicas hasta la linea de la ingle. Los datos morfoldgicos se registraron con calibre digital
de precision 0.05 mm. Los caracteres de conteo de escamas se realizaron con microscopio

estereoscopico.
ANALISIS ESTADISTICOS

Parte I: para la comparacion entre los once haploclados principales recuperados con el gen
mitocondrial citocromo-b (Figura 14, capitulo IlI), se realiz6 un andlisis discriminante
considerado la agrupacion de individuos representada por haploclados. Por lo tanto, los
grupos comparados fueron: L. chillanensis, L. burmeisteri, L. smaug, L. crandalli, L. sp. 2,
L. sp. 3, L. sp. 6 (considerando los resultados del capitulo 111, los individuos de este linaje
se analizaron como un grupo), L. antumalguen + L. sp. 7, L. carlosgarini + L. sp. 1 y L.
elongatus + L. shitan. Posteriormente, se realiz6 un MANCOVA con Largo hocico cloaca

como co-variable para estudiar el efecto del tamafio sobre las variables restantes.

Parte Il: se seleccionaron los individuos pertenecientes a las localidades tipo de las
especies descriptas y a las localidades originales de las propuestas de especies candidatas
tanto de esta tesis como de la bibliografia (Morando et al., 2003). En base a este criterio
nuevamente se realiz6 un analisis discriminante y posteriormente un MANCOVA con la

variable Largo hocico cloaca como co-variable.

Adicionalmente, en los casos que fue posible se estudié el grado de dimorfismo
sexual de cada uno de los taxa considerados segun los resultados del capitulo 111 (excepto
L. sp. 2 para los cuales s6lo se contaba con individuos de un sélo sexo), para lo que se

realiz6 un MANCOVA de todas las variables en su conjunto, con la variable largo hocico
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cloaca como co-variable. Dado que el nimero de observaciones menos el nimero de
tratamientos para L. burmeisteri y L. chillanensis, era menor o igual que el numero de
variables, en este MANCOVA se eliminaron dos variables (Largo de la cabeza y Largo
rostral interparietal) altamente correlacionadas. Este analisis no se realizo para los
individuos de cada localidad tipo ya que el tamafio de la muestra por sexo era muy bajo,
ademas en varias localidades s6lo habia individuos pertenecientes a un sexo. Estos anélisis

fueron realizados utilizando el programa InfoStat version 2009 (Di Rienzo et al., 2011).
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RESULTADOS

Parte I: La Figura 18 muestra el resultado del analisis discriminante entre todos los
taxa considerados de acuerdo a los haploclados obtenidos en el arbol génico mitocondrial
del capitulo Il (Figura 19). El porcentaje de variabilidad explicada con los dos primeros
ejes candnicos es del 75% (Tabla 14), el error general fue del 37% y las variables méas
explicativas fueron (Tabla 15): Largo hocico cloaca, Alto de la cabeza y Largo rostro-
interparietal (para el primer eje candnico) y Largo hocico-cloaca y Largo tibial (para el
segundo eje canonico). Aunque en general no se detectaron grandes diferencias
morfolégicas entre los grupos comparados, se puede distinguir que L. burmeisteri sélo se
solapa con L. antumalguen + L. sp. 7 y parcialmente con L. elongatus + L. shitan.
Liolaemus crandalli practicamente solo se solapa con L. elongatus + L. shitan, y L. sp. 3
también muestra Unicamente solapamiento con L. elongatus + L. shitan. Liolaemus
carlosgarini + L. sp. 1 y L. chillanensis muestran un alto grado de solapamiento entre
ambos y con respecto a L. smaug. El anélisis MANCOVA de las medias mostr6 una
diferencia significativa (p<0.0001) entre las medias de cada grupo (Tabla 16a) y en los
contrastes a posteriori se obtuvo que todos los grupos son significativamente distintos
entre si a excepcion de L. carlosgarini y L. sp. 1 y L. chillanensis que fueron asignados a

un mismo grupo (1) (Tabla 16b).

Tabla 14: Proporcion de los autovalores relacionados a la Figura 18; los mismos representan la
variabilidad de los datos en cada una de las direcciones de los autovectores (conjunto de vectores
bases para graficar los datos) del analisis de componentes principales para todas las variables y su
proporcién acumulada. El primer eje canonico (asociado con el mayor de los autovalores) permite
visualizar la méaxima separacién entre los grupos.

Autovalores % % acumulado
2.10 58.1 58.13
0.61 16.8 7491
0.42 11.6 86.54
0.19 5.24 91.77
0.10 2.88 94.65
0.07 2.06 96.71
0.06 1.67 98.39
0.04 1.14 99.53
0.02 0.47 100
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Tabla 15: Funciones discriminantes: datos estandarizados de las varianzas comunes de las variables
del andlisis discriminante relacionados a la Figura 18. En negrita los valores de las variables mas
explicativas.

Variable 1 2
Largo hocico cloaca 093 -2.11
Largo de la cabeza -0.38 0.25
Alto de la cabeza -0.98 -0.55
Ancho de la cabeza -0.07 0.96
Largo narina 0jo -0.26 0.43

Largo rostro-interparietal 0.81 -0.24
Distancia entre narinas 0.44 -0.19

Alto de la cadera -0.66 -0.44
Ancho de la cadera -0.12 0.57
Largo tibial 041 1.36

Largo tercer dedo anterior 0.38 -0.01
Distancia axila-ingle -0.31 0.67

Escamas dorsales 0.29 0.19

Escamas ventrales 0.11 -0.55

Escamas alrededor del 0.07 003
cuerpo

Parte 1l: La Figura 19 muestra el resultado del andlisis discriminante entre los
individuos de las localidades tipo de las especies descriptas y de las localidades de las
especies candidatas del complejo L. elongatus. El porcentaje de variabilidad explicada con
los dos primeros ejes candnicos fue del 57% (Tabla 17), y el error total fue del 12.5%; las
variables mas explicativas fueron: largo hocico cloaca, alto de la cabeza y escamas
ventrales (para el primer eje candnico) y largo hocico cloaca, largo de la cabeza y escamas
dorsales (segundo eje canonico) (Tabla 18). En el analisis MANCOVA se obtuvo una
diferencia significativa (MANCOVA, p<0.0001, Tabla 19a) y en los contrastes a posteriori
se obtuvo que los individuos de las localidades tipo de L. shitan, L. crandalli, L.
burmeisteri, L. antumalguen, L. chillanensis, L. choique, y las localidades de L. sp. 7, L.
sp. 1, L. sp. 2, L. sp. 3 son estadisticamente distintos entre si y con el resto de los
individuos (Tabla 19b). Los individuos de las localidades tipo de L. smaug y de L.
carlosgarini son estadisticamente distintos a los anteriores pero similares entre si, y a su
vez los de L. smaug también pertenecen a un grupo diferente al resto, pero que incluye a

los individuos de las localidades tipo de L. sp. 6 y L. elongatus. (Tabla 19b).
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Eje Canonico 1

' L. elongatus + L. shitan . L burmeisteri O L. crandalli . L. smaug L.sp.3

L. elongatus + L. shitan_contorno L. burmeisteri_contorno L. crandalli_contorno L. smaug_contorno L. sp. 3_contorno
(O L antumalguen + L. sp. 7 @ L chilanensis (O L carlosgarini + L. sp. 1 @ L2 O Lsp.s

L. antumalguen + L. sp. 7_contorno L. chillanensis_contorno L. carlosgarini + L. sp. 1_contorno L. sp. 2_contorno L. sp. 6_contorno

Figura 18: Resultado del anélisis discriminante entre los haploclados principales recuperados en el arbol génico mitocondrial del complejo L. elongatus
presentado en el capitulo I1I.

86



Tabla 16: Resultados del MANCOVA para los haploclados mitocondriales del complejo L. elongatus. a- Se muestran los valores del estadistico Lambda de
Wilks, del estadistico F con sus respectivos grados de libertad y la significancia estadistica (p) asociados a la prueba MANCOVA. b- Contraste a posteriori.
Letras distintas indican diferencias significativas del contraste a posteriori con un p<= 0.05. Largo hocico-cloaca (LHC), largo de la cabeza (LC), alto de la
cabeza (ALCA), distancia entre narinas (DEN), largo tercer dedo anterior (L3DC), largo tibial (LT), distancia axila-ingle (DAI), largo narina ojo (LNO), largo
rostro-interparietal (LRI), escamas dorsales (DOR), escamas ventrales (VEN), escamas alrededor del cuerpo (ALR).

Tabla 16 a

Fte. de Variacion Lambdade Wilks F gl(num) gl(den) p
Haploclados 0.12 8.96 126 3498 <0.0001

Tabla 16 b

Haploclados LC ACAB ANCAB LNO LRP DEN ACAD ANCAD LPT L3DC DAI DOR VEN ALR n
L. elongatus +

1583 7.55 1153 383 1154 285 7.09 09.37 1522 2131 3245 74.89 116.87 77.81 218 A

L. shitan

L.smaug 1572 813 1190 3.97 1120 258 822  09.99 1455 20.86 34.69 68.66 107.46 73.86 035 B

L. sp. 2 1599 856 1244 422 1153 246 884 1020 1443 2020 32.37 68.64 102.68 72.09 008 c

L.sp.3 1532 762 1148 389 1117 288 7.1  09.06 1445 2093 33.04 7507 118.06 76.42 015 D

L.sp. 6 1603 827 1210 368 1146 275 7.48 0935 1483 20.68 33.02 69.61 10655 76.69 030 E
L.burmeisteri 16.69 7.85  12.47 436 11.87 271 7.28 1023 1672 21.68 3276 72.99 107.65 75.23 017 F
L TtL“”S‘;'%”e” 1619 827 1258 401 1153 279 755 1011 1531 21.42 3338 71.02 11115 79.05 066 G
L.crandalli 1598 7.82 11.61 381 1178 2.89 7.7 0951 1583 2214 32.63 81.41 131.35 83.50 036 H

L'ia['ojga{'“' 1595 821  11.99 403 1140 258 819  09.84 1442 2039 3409 71.88 114.11 79.81 039 |

L. chillanensis 15.95 8.50 1225 394 1131 258 8.50 09.69 1474 20.93 34.41 71.34 112.29 80.12 016 [
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En la Tabla 20 se presentan los resultados del anélisis de dimorfismo sexual de los

haploclados inferidos en arbol génico mitocondrial del capitulo 111, comparando las medias

de las variables tomadas mediante un MANCOVA, de los haploclados inferidos en arbol

génico mitocondrial del capitulo Ill. Liolaemus antumalguen + L. sp. 7, L. carlosgarini +

L. sp. 1, L. crandalli, L. smaug, L. burmeisteri, L. chillanensis y L. sp. 6 no presentaron un

dimorfismo sexual significativo. Por otro lado para L. elongatus + L. shitan y L. sp. 3 se

detecto dimorfismo sexual significativo para estas variables.

Tabla 17: Proporcion de los autovalores relacionados a la Figura 19; los mismos representan la
variabilidad de los datos en cada una de las direcciones de los autovectores (conjunto de vectores
bases para graficar los datos) del analisis de componentes principales para todas las variables y su
proporcion acumulada. El primer eje canoénico (asociado con el mayor de los autovalores) permite
visualizar la maxima separacion entre los grupos.

Autovalores % % acumulado

4.86 36.84 36.84
2.7 20.51 57.35
2.04 15.45 72.80
1.29 09.76 82.56
0.82 06.25 88.81
0.43 03.29 92.10
0.34 02.57 94.67
0.26 01.97 96.64
0.24 01.79 98.43
0.11 00.86 99.29
0.06 00.45 99.74
0.02 00.19 99.93
0.01 00.07 100

Tabla 18: Funciones discriminantes datos estandarizados de las varianzas comunes de las variables
del anélisis discriminante relacionado a la Figura 19. En negrita los valores de las variables mas

explicativas.

Variable 1 2
Largo hocico cloaca 0.84 -1.77
Largo de la cabeza -0.37 1.09
Alto de la cabeza -0.62 -0.53
Distancia entre narinas ~ 0.07 -0.31
Largo tercer dedo anterior -0.41 0.31
Largo tibial 0.37 -0.09
Distancia axila-ingle 0.35 -0.05
Largo narina 0jo -0.43 -0.57
Largo rostro-interparietal 0.46 0.63
Escamas dorsales -0.16 1.29
Escamas ventrales 0.70 -0.15
Escamas alrededor del 044 0.76

cuerpo
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Figura 19: Resultado del andlisis discriminante entre los individuos provenientes de cada una de las localidades tipo de las especies descriptas y de las
localidades de las especies candidatas propuestas dentro del complejo L. elongatus.
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Tabla 19: Resultados del MANCOVA para los individuos provenientes de cada localidad tipo de las especies descriptas y de las especies candidatas. a- Se
muestran los valores del estadistico Lambda de Wilks, del estadistico F con sus respectivos grados de libertad y la significancia estadistica (p) asociados a la
prueba MANOVA. b- Contraste a posteriori. Letras distintas indican diferencias significativas del contraste a posteriori con un p<= 0.05. Largo de la cabeza
(LC), alto de la cabeza (ALCA), distancia entre narinas (DEN), largo tercer dedo anterior (L3DC), largo tibial (LT), distancia axila-ingle (DAI), largo narina
0jo (LNO), largo rostro-interparietal (LRI), escamas dorsales (DOR), escamas ventrales (VEN), escamas alrededor del cuerpo (ALR).

Tabla19 a
Fte. de Variacion Lambda de Wilks F  gl(hum) gl(den) p
Linajes 2.10E-03 486 182 984 <0.0001
Tabla19b
Especies LC ACAB ANCAB LNO LRP DEN ACAD ANCAD LPT L3DC DAI DOR VEN ALR n

L.sp. 7 16.35 8.58 13.00 3.82 115 311 6.89 10.54 1545 2152 332 7271 107.0 81.0 05 A
L. shitan 16.09 7.29 1182 389 115 289 6.84 09.39 1529 2186 306 71.73 1180 77.7 12 B
L.sp. 1 16.52 8.78 12,75 399 120 273 850 09.41 1435 2137 329 76.44 1139 89.8 05 Cc

L.sp.2 1591 8.55 1240 418 115 246 8.74 10.11  14.24 1992 323 68.78 1015 72.1 08 D
L.sp.3 1524 7.63 1144 383 111 288 6.99 08.95 1421 2056 331 7528 1164 765 15 E
L.crandalli 1594 7.60 1159 385 117 279 7.15 09.58 1596 2241 324 81.05 1343 84.7 19 F
L. burmeisteri 16.62 7.81 1242 434 118 270 7.22 10.17 16.62 2154 32.6 73.01 1073 752 17 G
L. antumalguen 15.18 7.73 1231 425 114 238 7.79 10.65 17.19 2323 33.2 66.02 112.1 76.4 02 H
L. chillanensis 16.42 9.12 1250 413 116 249 8.75 09.08 1512 21.74 36.6 74.17 1140 845 03 |
L. choique 15.92  7.86 1211 406 115 269 8.22 10.09 1546 2293 343 68.12 1175 80.0 06 J
L. smaug 1553 7.98 11.74 3.62 105 251 7.39 09.15 1393 20.63 34.7 70.93 1013 722 03 KL
L. carlosgarini 1558 8.24 11.87 3.87 111 253 7.78 09.45 1406 20.10 345 75.60 1139 78.9 06 K
L.sp. 6 1598 8.29 1226 351 114 274 7.27 09.00 14.60 20.38 32.6 70.40 1043 785 19 L
L.elongatus 1599 8.11 1249 364 113 279 7.04 09.22 1437 20.81 325 7220 1029 77.0 08 L
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Tabla 20: Comparacién de medias para todas las variables mediante un MANCOVA para los
diferentes haploclados del complejo L. elongatus segun el arbol génico del capitulo Ill. Se
muestran los valores del estadistico Lambda de Wilks, del estadistico F con sus respectivos grados
de libertad y la significancia estadistica (p) asociados a la prueba de MANCOVA para muestras
independientes. Los correspondientes p < 0.05 estan marcados en negrita. * Dado gque el numero de
observaciones menos el numero de tratamientos para L. chillanensis y L. burmeisteri, es menor o
igual que el numero de variables, se eliminaron dos variables altamente correlacionadas (largo de la
cabeza y largo rostral parietal) para realizar esta prueba.

Haploclados Lambda de Wilks F gl(num) gl(den) p
L. antumalguen + L. sp. 7 0.7200 01.36 14 050 0.2070
L. carlosgarini + L. sp. 1 0.5300 01.46 14 023 0.2056
L. crandalli 0.5600 0112 14 020 0.4020
L. chillanensis 0.9800 08.97 12 002 0.1046
L. burmeisteri 0.6100 00.39 12 003 0.8970
L. elongatus + L. shitan 0.5300 12.72 14 202  <0.0001
L. smaug 0.4700 0156 14 019 0.1818
L.sp. 6 0.2700 02.69 14 014 0.0373
L.sp.3 0.0028 6552 11 002 0.0151
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DISCUSION

El objetivo de este capitulo fue analizar las variaciones morfoldgicas, en base a datos
morfométricos y de escamacion, por un lado entre los haploclados inferidos en base al
arbol génico mitocondrial del complejo Liolaemus elongatus (L. elongatus + L. shitan, L.
smaug, L. sp.2, L. sp. 3, L. sp. 6, L. burmeisteri y L. antumalguen + L. sp. 7, L. crandalli,
L. carlosgarini + L. sp. 1 y L. chillanensis, resultados obtenidos en el capitulo 1), y por
otro considerando solamente los individuos de las localidades tipo de las especies

descriptas y de las localidades de las especies candidatas propuestas para este complejo.

Ambas aproximaciones detectaron diferencias significativas entre los grupos
comparados (Tablas 16a y 19a), en general el conjunto de los diez grupos comparados en
base a haploclados (resultado del arbol génico mitocondrial del capitulo 11, Figura 14)
presentd un mayor numero de grupos morfoldgicamente distintos (Parte I, Tabla 16b)
comparado al andlisis del conjunto de los 14 grupos comparados segun asignacion de
especies (0 especie candidata) de acuerdo a las localidades tipo. Este Gltimo grupo (Parte
I, Tabla 19b) presentd un error total menor que el del analisis segun los haploclados

comparado con los obtenidos con el grupo de la Parte 1.

Especificamente, para la Parte 1, se encontrd que todos los haploclados identificados
molecularmente en el capitulo Il presentaron diferencias morfoldgicas significativas, a
excepcion de L. chillanensis y L. carlosgarini + L. sp. 1 (Tabla 16b), con un error elevado

en el andlisis discriminante (Figura 18).

Por otro lado, en la Parte Il (utilizando solo los individuos de las localidades tipo de
las especies o0 especies candidatas), se encontrd6 que el error del analisis fue
considerablemente menor (12.5% vs 37%, Tablas 16a y 16b), pero el nimero de grupos
que no se diferenci6 fue mayor que el de la Parte | (L. smaug, L. carlosgarini, L. sp. 6y L.

elongatus, Tabla 19b).

Al comparar los resultados obtenidos entre estos dos criterios, se detectan varias

diferencias notables que se discuten a continuacion.

En ambos analisis L. burmeisteri se recupera estadisticamente distinto al resto de los
linajes o agrupaciones (Figuras 18 y 19, Tablas 16b y 19b); este patron se repite para L.
crandalli y L. sp. 3. Liolaemus smaug y L. sp. 6 son estadisticamente distintos en el
analisis de la Parte | pero no se distinguen significativamente en la Parte Il. Lo contrario
ocurre para L. chillanensis que en los analisis segun los resultados moleculares del capitulo
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I11, se recupera estadisticamente similar a L. carlosgarini + L. sp. 1 (Figuras 18 y 19,
Tablas 16b y 19b), pero en los anélisis de la Parte 11 se distingue estadisticamente del resto
(Tabla 19b).

Liolaemus elongatus + L. shitan presentd la nube de puntos con mayor dispersion en
los resultados de la Parte | (Figura 18) , tanto en comparacion con los otros taxa de este
andlisis, como con la dispersion de las nubes de puntos de estos taxa por separado en el
analisis de la Parte I1, que fue mucho mas reducida (Figura 19). Debido a que en la Parte I,
los analisis se realizaron incluyendo individuos de toda el area de distribucion de L.
elongatus y L. shitan, que corresponde a una gran extension geogréfica, la de ubicacién
mas austral del complejo, se podria pensar en una correlacion positiva entre el tamafio del
area de distribucion y la variacion morfolégica. En este sentido, estos resultados
concuerdan con los encontrados por Martinez (2012), donde el haploclado de mayor
distribucion geogréafica y el mas austral (L. bibronii sensu stricto), tiene un rango muy
grande de variacién morfoldgica en comparacion con otros taxa cercanamente relacionados
de distribucion geografica mas restringida. Una situacion diferente y contrastante se
presentd con L. carlosgarini + L. sp. 1, que es uno de los haploclados de distribucion mas
septentrional, ya que presentd poca dispersion de puntos tanto en la Figuras 18 como en la
Figura 19, a pesar de que en esta Ultima se analizaron por separado los dos taxa
mencionados; ademas en el capitulo Il se infiri6 estabilidad poblacional para este
haploclado. Por lo tanto, estos dos patrones estan en concordancia con otros estudios que
observaron que poblaciones de ambientes mas estables y menor rango de distribucion,
presentan menor grado de variacién, mientras que poblaciones con mayores rangos de
distribucion en una variedad de ambientes, con evidencia de dispersion, presentan nuevas
variantes fenotipicas (e.g. Thomas et al., 2001). Es esperable que este patrdn se continue
encontrando para diferentes grupos de este género, ya que en un trabajo de macroevolucion
sobre tiempo y modo de evolucion en radiaciones evolutivas de lagartijas iguanidas se
encontro que Liolaemus ha tenido una alta diversificacion con altos solapamientos de

morfoespacio inclusive entre los grandes subclados (Harmon et al., 2003).

Los resultados del capitulo Il no permitieron distinguir claramente con los
marcadores moleculares utilizados, algunos taxa del complejo L. elongatus que con los

resultados del analisis morfolégico de la Parte 1l mostraron diferenciacion:

1- L. elongatus y L. shitan se pueden distinguir significativamente en base a las

variables morfolGgicas utilizadas, en el analisis discriminante L. elongatus se recupera a la
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izquierda de la nube de puntos mientras que L. shitan lo hace a la derecha (Figura 18, L.
elongatus puntos azules, L. shitan puntos grises) sin solapamiento de las nubes de puntos;
ademas fueron asignados a grupos diferentes en la prueba a posteriori (Tabla 19b). La
localidad tipo de L. shitan esta ubicada muy cerca del extremo noreste de la distribucién de
L. elongatus (Figura 13, localidad 65, capitulo I11), sugiriendo que la distribucion de esta
especia seria parapéatrica. Las variables que mas peso tuvieron en esta diferenciacion
estuvieron relacionadas al tamafio de la cabeza (largo hocico cloaca, largo de la cabeza,
alto de la cabeza, Tabla 18) y se ha propuesto que estan relacionadas a mejor calidad de
dieta (Vanhooydonck et al., 2010); por lo tanto la seleccion natural en este tipo de
caracteres podria estar implicada en la diferenciacion fenotipica de los mismos en estas
especies. La tasa de cambio fenotipico bajo un régimen selectivo puede ser muy rapida
(Adams et al., 2009), mientras que la tasa de cambio de los genes utilizados en el Capitulo
I11 seria neutral. Esta diferencia podria explicar la discordancia encontrada entre estos dos
tipos de marcadores. Alternativamente, otros procesos evolutivos no excluyentes entre si
pueden estar involucrados como posibles fuentes de la homogeneidad genética encontrada
entre estas especies en el Capitulo IlI: hibridizacién o division de linaje incompleta, que
son causas muy probables ya que se estima que esta divergencia ocurri6 muy
recientemente. Tampoco se puede descartar que L. shitan sea una variacion clinal de L.
elongatus. Situaciones similares se han estudiado en otras lagartijas del hemisferio norte,
por ejemplo Adams et al. (2009) encontraron en el género Phrynosoma, que la tasa de
evolucion molecular y morfoldgica no eran las mismas, algo esperable en general, pero
especialmente en divergencias recientes bajo un régimen de seleccion por algun caracter
fenotipico. Por lo tanto, este caso se presenta como un ejemplo mas de la necesidad de
utilizar el marco conceptual de la Taxonomia Integral para generar hipdtesis de especies
mas estables, ya que la evidencia de algunos aspectos morfoldgicos de L. shitan, (Abdala
et al., 2010) no parece ser suficiente para soportar su estatus como una especie distinta a L.

elongatus.

2- L. antumalguen + L. sp. 7: si bien debido al tamafio de la muestra de L.
antumalguen no es posible realizar conclusiones robustas, estos dos taxa fueron ubicados
en grupos diferentes (Tabla 19b) y escasamente solapados (Figura 19, L. antumalguen
puntos turquesa, L. sp. 7 puntos violeta). Debido a que la localidad tipo de L. antumalguen
(Figura 13, localidad 5, capitulo I11) se encuentra a 2300 msnm en el Volcan Domuyo y

geograficamente separada de las localidades propuestas para L. sp. 7 (Figura 13, puntos 1 a
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4, capitulo 1I1), que estdn a menor elevacidon, es esperable encontrar diferencias
morfoldgicas, ya que en reptiles escuamados, en general las especies que habitan mayor
altitud o latitud tienden a tener menor tamafio corporal, ya que la evidencia indica que
siguen la regla inversa de Bergmann (1847; ver Millien et al., 2006 por una sintesis de esta
regla en principales grupos de vertebrados y su nivel de soporte). Pero estudios realizados
en un grupo limitado de especies del subgénero Eulaemus mostraron resultados no
concluyentes con respecto a este tema (Cruz et al., 2005; Pincheira-Donoso y Scolaro,
2007). Si bien es necesario ampliar la muestra y realizar andlisis mas detallados, la
diferencia morfoldgica encontrada, es congruente con la hipotesis planteada en el capitulo
I11, de que se podria tratar de un caso de especiacion parapatrica reciente debido a que una
subpoblacion colonizé un héabitat particular de altura en el Volcan Domuyo, pero no se
puede descartar una variacion morfolégica clinal muy marcada; por lo tanto son necesarios
estudios muy detallados en la zona, con transectas y microsatélites 0 SNPs para analizar el
grado de diferenciacion entre estos dos taxa.

3- L. carlosgarini + L. sp. 1, si bien en el analisis discriminante (Figura 19)
presentaron un grado de solapamiento morfoldgico (L. carlosgarini puntos verde claros, L.
sp. 1 puntos lila), en la prueba a posteriori (Tabla 19b) se asignaron a grupos diferentes. La
localidad tipo de L. sp. 1 esta geograficamente aislada (Figura 13, localidad 82, capitulo
I11) de las localidades de L. carlosgarini y aunque en el arbol génico se recuperaron dentro
de un clado, en el analisis de red de haplotipos mitocondriales estos dos taxa formaron
redes separadas (Figura 15, panel A, capitulo Ill). Por lo tanto, si bien la relacién
filogenética entre estos taxa es muy estrecha, es posible que representen especies
incipientes, con un bajo grado de diferenciaciobn morfologica, aunque es necesario
aumentar el tamafio de la muestra de L. sp. 1 para poder realizar analisis mas exhaustivos.
Una revision reciente (Bernardo, 2011), muestra que en trabajos realizados en especies
cripticas es muy comun que la especiacion no esté acompafiada de diferenciacion
morfologica, y se ha sugerido que el aparato sensorial humano no siempre es lo
suficientemente agudo como para reconocer especies que tal vez sélo se diferencian en
escasos caracteres (Fritz et al., 2006). Por lo tanto, este es muy posiblemente un ejemplo
méas de lo que de Queiroz (2005) se refiere cuando menciona que la mayoria de los
conceptos de especie, en realidad se refieren a criterios de diagnosticabilidad, y un linaje
puede estar en un estadio de monofilia reciproca con respecto a su hermano para uno de

esos criterios, pero de parafilia para otro (discutido desde otra perspectiva en Hey, 2006), y
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sin duda estas situaciones constituyen un desafio para el reconocimiento humano de estas
especies. En un complejo de especies del mismo subgénero que el complejo L. elongatus
(L. bibronii), que comparte parte del rango de distribucion del complejo L. elongatus,
también se encontré evidencia de varios haploclados diferenciados en base al gen
mitocondrial citocromo-b, pero algunos de ellos presentaron escasa o nula diferenciacion
morfologica estadisticamente soportada (Martinez, 2012). Por lo tanto, este tipo de
patrones parece ser un rasgo prevalente de complejos de especies de este genero de

lagartijas.

4-Relacionado con la discusion del punto tres, el analisis morfoldgico realizado en la
Parte Il no permitié distinguir estadisticamente (Tabla 19b) L. smaug (en el area de
distribucion mas septentrional del complejo, capitulo I, Figura 13, cuadrados rojos, al
norte del Rio Colorado), de L. carlosgarini (distribuido al sur de L. smaug Yy al sur del Rio
Colorado, capitulo Ill, Figura 13, tridngulos verdes), y tampoco permitio distinguir L.
smaug de L. sp. 6 (distribuido al sur estos linajes, capitulo Ill, Figura 13, tridngulos
amarillos) ni de L. elongatus (distribucion mas meridional, capitulo Il1, Figura 13, circulos
azules). En los resultados del capitulo 111 se encontrd que algunos haplotipos provenientes
de la localidad tipo de L. carlosgarini fueron recuperados dentro del haploclado L. smaug
(Figura 15, panel B, capitulo III), y los haplotipos nucleares también eran compartidos
(capitulo 11, Figura 16, paneles C y D), por lo que se hipotetizd que muy posiblemente
esto podia deberse a flujo génico actual o reciente (tomando en cuenta la posicion
topoldgica de estos haplotipos en las redes), pero que no se podria descartar division
incompleta de linaje. Por lo tanto, la similitud morfoldgica entre L. carlosgarini y L. smaug
es congruente con los resultados moleculares. Esquerré et al. (2013) en su descripcién de
L. carlosgarini mencionan la similitud morfoldgica y proximidad geogréafica entre éste y L.
smaug, pero remarcan solo tres diferencias entre estas dos especies: L. smaug tiene un
menor numero de escalas alrededor del cuerpo, presencia constante de poros precloacales
en machos y dicromatismo sexual; estas dos ultimas caracteristicas no estarian presentes en
L. carlosgarini. Se encontro evidencia que L. smaug tiene un nimero de escamas menos a
L. carlosgarini pero esta diferencia no resulté significativa (resultados no mostrados). Con
respecto a L. elongatus Esquerré et al. (2013) mencionan que ambas especies se
diferencian en que L. elongatus tiene una media de la medida largo hocico cloaca
significativamente mayor y un nimero de escamas alrededor del cuerpo menor y no tienen

un mismo patrén de coloracion. En base a los datos colectados en este capitulo ambas el
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valor del largo hocico cloaca y escamas alrededor del cuerpo fueron mayores para L.
carlosgarini que para L. elongatus, igualmente estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (resultados no mostrados). Estas diferencias marcadas en la descripcion de L.
carlosgarini tampoco son suficientes para una precisa diferenciacion entre las especies,
principalmente entre L. smaug y L. carlosgarini. Particularmente hay evidencia que el
nimero de escamas varia tanto entre como dentro de especies de lagartijas, y estd
correlacionado con variables ecologicas como precipitacion, sugiriendo que este caracter
puede estar bajo seleccion para mantener balance de agua en reptiles (Calsbeek et al.,
2006). Por lo tanto, para estos casos, nuevamente se presenta como necesario realizar
estudios mas detallados para dilucidar el grado de diferenciacion de estos taxa y evaluar si
caracteres morfologicos diagndsticos permiten diferenciarlas; asi como aumentar el tamafio
de la muestra en estudios futuros. Este caso presenta un ejemplo donde si bien los autores
reconocen la amplia similitud morfoldgica, describen una nueva especie. Una
aproximacion integral (Padial y De La Riva, 2009; Perkins y Austin, 2009) a la descripcién
de especies nuevas seria la metodologia de eleccion para este tipo de casos, y asi presentar
evidencia mas robusta al momento de proponer una nueva especie. A su vez, las hipotesis
de especies propuestas en base a un marcador mitocondrial que posee una tasa de mutacion
rapida (Moore, 1995; Pamilo y Nei, 1988), en divergencias recientes, es posible que no
haya pasado el suficiente tiempo para una diferenciacién morfoldgica. En ciertos casos, la
diversificacion genética de especies es mayor a la tasa de cambios morfoldgicos (Adams et
al., 2009; Harmon et al., 2005; Harmon et al., 2003).

Las similitud morfologica entre los individuos de las localidades tipo de L.
elongatus, L. carlosgarini, L. sp. 6 y L. smaug, que en conjunto ocupan casi toda el rango
de distribucion del complejo L. elongatus, estd en concordancia con los resultados
obtenidos por Schulte et al., (2004) y Pincheira-Donoso et al., (2009) que no encontraron
relacion entre el habitat y la morfologia en varias especies de Liolaemus. Por lo tanto, para
estos casos, se esperaria encontrar diferentes nichos ecologicos que difieren
estadisticamente, si esta hipétesis planteada por los autores mencionados se mantiene para
todos los complejos del género. Esto se presenta como una linea de investigacion
interesante a seguir para este complejo y que ha demostrado ser muy atil tanto para otros
grupos de lagartijas (e.g. Leache et al., 2009, PNAS), como para salamandras (e.g. Rissler
y Apodaca, 2007).

97



5-En el capitulo Ill, no se encontré evidencia de diferenciacién molecular de L.
choique, ya que haplotipos de los individuos de su localidad tipo se recuperaron dentro de
los haploclados de L. smaug y L. antumalguen; pero al analizar morfolégicamente los
individuos de la localidad tipo de L. choique (Parte Il), se encontraron diferencias
estadisticas entre estos y el resto de las especies o especies candidatas del complejo. Este
caso seria un ejemplo similar al de L. shitan, que tampoco se pudo diferenciar
molecularmente, pero que presentd un grado de diferenciacién morfoldgica con respecto a
L. elongatus. En la diagnosis de la descripcion original de L. choique se menciona una
diferencia de tamafio con L. smaug, una diferencia en el patron de coloracién dorsal y en el
dicromatismo sexual y una diferencia en un carécter de escamacion; pero hasta el momento
no se la ha comparado con L. antumalguen. Por lo tanto, las hipdtesis elaboradas para el
caso de L. shitan, se aplican para L. choique ya que la evidencia encontrada hasta el
momento, no le otorga la robustez necesaria para reconocerlas como especies dentro del
marco de la Taxonomia Integral; estos dos taxa podrian ser variaciones clinales; presentar
alto grado de flujo génico o division de linaje incompleta o representar especies muy
incipientes. Para las diferencias morfologicas observadas se hipotetizé que podrian deberse
a diferencias en el ambiente y a presiones selectivas divergentes asociadas a las mismas,
pero se ha demostrado que si bien esto puede promover especiacion, raramente la completa
(Nosil et al., 2009).

En el capitulo 111 se menciond que las causas ecoldgicas son unas de las causas mas
frecuentes que explican el dimorfismo sexual (Andersson, 1994; Shine, 1989). Dentro de
las causas ecoldgicas se podrian nombrar la particion de recursos o la divergencia de nicho.
En este capitulo se encontrd dimorfismo sexual significativo para los linajes L. elongatus +
L. shitan y L. sp. 3, coincidentemente estos linajes son los que se distribuyen mas al sur en
el rango de distribucion del complejo L. elongatus y coincidiendo con Cei (1986) que
afirma un escaso dimorfismo sexual para el grupo L. elongatus-kriegi. Este resultado de
presencia de dimorfismo sexual podria estar relacionado a cambios en el nicho ecolégico
de esta zona. Desde el punto de vista taxondmico, las diferencias halladas en la presencia y

ausencia de dimorfismo sexual son muy Utiles para diferenciar estos linajes.

Aunque para algunos casos se mencion0 que son necesarios estudios mas detallados,
los resultados de los analisis morfologicos presentados en este capitulo, ofrecen diferente
grado de apoyo a las hipdtesis de especies planteadas, tanto en base a su localidad tipo

(descripciones morfoldgicas originales), como las moleculares planteadas en el capitulo Il1.

98



La evidencia presentada por estas dos fuentes de evidencia discutidas en su conjunto con
respecto al apoyo del estatus taxonémico de los taxa del complejo L. elongatus, se puede

resumir de la siguiente manera:

A-Seis taxa con grado alto de soporte: 1-L. elongatus, 2-L. crandalli, 3-L.
burmeisteri, 4-L. antumalguen, y las hipdtesis de especies candidatas 5-L. sp. 2 y 6-L. sp.
3.

B-Seis taxa con grado moderado de soporte: 1-L. chillanensis, 2-L. carlosgarini; 3-L.

smaug,4- L. shitan y las hipotesis de especie candidatas, 5-L. sp. 6 y 6-L. sp. 1

C-Dos taxa con grado bajo de soporte: 1-L. choique, y la hipdtesis de especie
candidatas 2-L. sp. 7.

Bajo el marco conceptual de la taxonomia integral, las hipétesis de especies de los
taxa listados en A- tienen mayor estabilidad que las hipotesis de taxa de B-; pero en ambos
casos la evidencia presentada hasta el momento avala que los mismos podrian constituir
linajes que evolucionan independientemente y cada uno posee caracteristicas particulares e
individualizables. Para las hipotesis de especies planteadas en C- la evidencia presentada
hasta el momento, dentro de este marco conceptual no es suficiente, y se recomienda
incorporar nueva e independiente fuente de evidencia para evaluar el grado de sustento de

estas hipotesis de especies descriptas y candidatas.
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CAPITULO V

FILOGENIA MOLECULAR DEL GRUPO DE
LAGARTIJAS LIOLAEMUS ELONGATUS-
KRIEGI EN BASE A DOS MARCADORES

MITOCONDRIALES Y CINCO NUCLEARES

(IGUANIA, LIOLAEMINI)

Version extendida el trabajo:
Medina, C.D., Avila, L.J. Sites, Jr., JW. & Morando, M. Molecular phylogeny of the
Liolaemus kriegi complex (lguania, Liolaemini). Aceptado. Herpetologica
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INTRODUCCION

Los sisteméticos tienen una larga historia utilizando ADN mitocondrial para
reconstruir filogenias, pero analizar exclusivamente genomas mitocondriales puede ser
engafioso y no reflejar el arbol de especies (Brito y Edwards, 2009). Una variedad de
procesos pueden ser responsables por la discordancia entre arboles de genes y el arbol de
especies, pero la hibridizacion y/o la divisién de linaje incompleta son considerados los
méas comunes (Funk y Omland, 2003). Estos dos procesos pueden dejar sefiales
filogenéticas similares que pueden ser dificiles de distinguir sin lineas independientes de
evidencia (Hird y Sullivan, 2009; Joly et al., 2009; Maddison, 1997). La hibridizacién esta
mas extendida que lo considerado previamente, y las especies de formacion reciente y
cercanamente relacionadas, son mas proclives a la hibridizacion (Mallet, 2007). Varios
casos de hibridizacién se han reportado en lagartijas (e.g. Leaché et al., 2009; Leaché y
McGuire, 2006; McGuire et al., 2007), y especificamente para Liolaemus Olave et al.
(2011) demostro evidencia de hibridizacion entre dos especies (L. gracilis y L. bibronii)
que pertenecen al mismo gran clado que los taxa focales de esta tesis, grupo Liolaemus
chiliensis; también se ha hipotetizado hibridizacion para varios pares de especies de
Liolaemus (Avila et al., 2006; Camargo, Morando, et al., 2012; Morando et al., 2004). Se
espera division de linaje incompleta en especies de divergencia muy rapida y/o un tamafio
poblacional efectivo grande, y también se ha reportado en muchos grupos de lagartijas (e.g.
Godinho et al., 2005; McGuire et al., 2007), incluyendo especies de Liolaemus (Avila et
al., 2006; Morando et al., 2004). Estudios complementarios con marcadores nucleares y
otros tipos de datos (e.g., morfoldgicos, modelado de nicho climético), analizados en un
contexto geogréfico preciso, habitualmente ayudan a distinguir entre estos dos procesos
(McGuire et al., 2007; Olave et al., 2011).

Teniendo en cuenta las limitaciones del genoma mitocondrial para recuperar
relaciones filogenéticas entre especies, y los procesos mencionados en el parrafo anterior,
se ha producido un incremento en el uso de marcadores nucleares multiples en estudios de
historia evolutiva de muchos tipos de organismos (e.g. Avila et al., 2012; Camargo, et al.,
2012; Hackett et al., 2008; Stock et al., 2008). Estos estudios multilocus evitan sesgos
asociados con el locus mitocondrial, y tiene en cuenta la heterogeneidad de los arboles de
diferentes genes nucleares que puede resultar de la division de linaje incompleto, flujo

génico interespecifico, estimacion del error, o estocasticidad mutacional (Avise, 1989;
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Maddison, 1997; Pamilo y Nei, 1988). Por lo tanto, esta es una aproximacion fuertemente
preferida para la reconstruccion de historias evolutivas de poblaciones o especies

cercanamente relacionadas (Markolf et al., 2011).

Los cuatro primeros capitulos de esta tesis (Capitulos I, 11, 11 y IV) presentaron
estudios detallados de los linajes incluidos en los complejos L. elongatus y L. kriegi y se
presentd y analizo evidencia tanto molecular como morfoldgica de las especies descriptas,
especies candidatas previamente propuestas (Morando et al., 2003) y nuevas especies
candidatas que surgieron como resultado del desarrollo de esta tesis. En la introduccion
general se detall6 la relacion cercana entre los complejos L. elongatus y L. kriegi (objeto
de estudio en esta tesis) y con un tercer complejo L. petrophilus. Estos tres complejos
componen el grupo L. elongatus-kriegi, para el cual aun no se dispone de una hipotesis
filogenética sélida que relacione tanto estos tres complejos, como tampoco la pertenencia o
no de algunas especies al mismo. Por lo tanto, en este capitulo el objetivo principal es
proveer la primer hipotesis filogenética incluyendo todos los taxa descriptos de estos tres
complejos (excepto L. cristiani), en base a datos multi-locus (cinco genes nucleares y dos
mitocondriales), y usando aproximaciones de analisis concatenados tradicionales (Maxima

Verosimilitud e Inferencia Bayesiana).
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MATERIALES Y METODOS

INDIVIDUOS UTILIZADOS

Se incluyeron individuos de las localidades tipo de las cuatro especies descriptas del
complejo L. kriegi, las nueve del complejo L. elongatus y de las localidades de las nueve
especies candidatas de ambos complejos incluidos en sendos anélisis filogeogréaficos de los
capitulos I y I1l. Para completar el analisis filogenético se utilizaron individuos de las diez
especies descriptas del complejo L. petrophilus; colectivamente las localidades
muestreadas representan el rango geogréafico conocido para estos tres complejos (Figura
20). También se incluyeron individuos de del grupo L. punmahuida (L. punmahuida y L.
flavipiceus), considerado hermano del grupo L. elongatus-kriegi; se incluyo L. thermarum,
que algunos autores sugirieron que podria pertenecer al grupo L. elongatus-kriegi; otras
especies del gran clado L. chiliensis con las cuales también podria estar relacionado L.
thermarum (L. coerouleus, L. neuquensis), mientras otras especies se incluyeron para tener
otros representantes del este gran clado (L. chiliensis, L. bibronii, L. pictus, L.
septentrionalis). Como grupos externos se utilizaron tres taxa de diferentes grupos del gran
grupo Eulaemus: L. archeforus de la seccién L. lineomaculatus, a L. vallecurensis del
grupo L. montanus y a L. rothi del grupo L. boulengeri. Los vouchers de especimenes y
tejidos estan catalogados en la coleccion herpetoldgica del Centro Nacional Patagonico en
Puerto Madryn (LJIAMM-CNP), Argentina

(http://www.cenpat.edu.ar/nuevo/colecciones03.html). Se utilizaron un total de 142

especimenes; la informacion detallada se encuentra en la Tabla 21 y Apéndice X.
GENES UTILIZADOS

Los dos fragmentos mitocondriales amplificados fueron citocromo b (709 bp, n=123,
Kocher et al., 1989) y 12S (832 bp, n=117, Wiens et al., 2010). Los cinco fragmentos
nucleares incluyen tres loci codificantes de proteina [NCL]: EXPH5 (841 bp, n=115),
KIF24 (417 bp, n=119), MXRA5 (849 bp, n=114) (Portik et al., 2011); un intrén: BA3
(270 bp, n=108, Waltari y Eduards, 2002) y un locus anénimo [ANL]: LPB4G (627 bp,
n=104, Olave et al., 2011). Algunas de las secuencias de las diez especies descriptas del
complejo L. petrophilus (N = 57), fueron tomadas de la tesis de Feltrin (2013), mientras
que 99 secuencias de especies de este complejo se obtuvieron dentro del contexto de esta
tesis. Se utilizaron dos secuencias de 12S adicionales de Victoriano et al., (2008), las
cuales representan a L. pictus (Acceso GenBank EU649350.1 y EU649352.1). Para
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aquellos individuos en que no se puedo obtener alguna secuencia, se utilizé otro individuo

de la misma localidad (Tabla 21).
EXTRACCION DE DNA, AMPLIFICACION Y SECUENCIAMIENTO

El ADN genomico fue extraido utilizando el kit Qiagen® DNeasy® 96 para animales
siguiendo el protocolo del fabricante. Los protocolos para las PCR y secuenciamiento de
genes mitocondriales siguié a Morando et al., (2003), mientras que el protocolo para los
loci nucleares fueron acordes a Noonan y Yoder (2009). Todas las secuencias (ANL,
NPCL, intrén y mitocondrial) fueron editadas utilizando Sequencher v4.8 ("™MGene Codes
Corporation Inc., 2007), y NPCL fueron traducidas a amino &cidos a fin de verificar que no
hubiera codones STOP. Los alineamientos fueron directos por lo que no hubo necesidad de
utilizar un software de alineacion y los datos faltantes, en todos los casos, se codificaron
como “?”. Para cada gen se seleccion6 el modelo de evolucidon que mejor ajusta utilizando
JModelTest v0.1.1 (Guindon y Gascuel, 2003; Posada, 2008) utilizando el criterio de
informacion Akaike corregido (Akaike information criterion, AlCc, Tabla 22). Se puso a
prueba y descartd recombinacion para los genes nucleares utilizando RDP: Programa de
deteccidn de recombinacion (Recombination Detection Program v3.44; Heath et al., 2006;
Martin y Rybicki, 2000). Antes de correr los andlisis concatenados se evalu6 la posibilidad
de saturacion en la tercer base en el fragmento de citocromo-b por medio de un anélisis de
Factor Bayesiano en MrBayes v3.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003). EI primer modelo
puesto a prueba fue un modelo no particionado y el segundo fue particionado por codon,
para ambos modelos se corrié 10* generaciones con sus respectivos modelos de evolucién
seleccionados. Se sigui6 el mismo procedimiento para los genes nucleares codificantes. En
base a estos resultados, se utiliz6 una matriz combinada con el citocromo-b particionado y

12S y genes nucleares sin particionar.
ANALISIS FILOGENETICOS

Analisis de arboles de genes por separado.—Se utilizo Inferencia Bayesiana (IB) en
el programa MrBayes v3.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003) para cada uno de los siete
genes, el programa se corrié por 10 millones de generaciones y se utilizé Tracer v1.5.0

para evaluar la convergencia.
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Figura 20: Mapa mostrando las localidades
muestreadas del grupo Liolaemus elongatus—
kriegi. La forma circular estd asociada al
complejo L. elongatus, el cuadrado al complejo
L. kriegi y el triangulo al complejo L.
petrophilus. Liolaemus ceii-kriegi (1-7); L.

~ buergeri (8-13); L. tregenzai (14); L. sp. A (15—

19); L. sp. B (20 y 21); L. sp. C (22 y 23); L. sp.
D (24 y 25); L. elongatus (26-35); L.

>'antumalguen (36); L. burmeisteri (37); L.

chillanensis (38—40); L. crandalli (41); L. shitan
(42-44); L. carlosgarini (45); L. smaug (46-48);
L. choique (49); L. sp. 1 (50); L. sp. 2 (51); L. sp.
3 (52); L. sp. 6 (563-55); L. sp. 7 (56-58); L.
talampaya (59); L. tulkas (60); L. umbrifer (61);
L. heliodermis (62); L. petrophilus (63-68); L.
capillitas (69); L. dicktracy (70); L. parvus (71—
72); L. gununakuna (73-74) y L.
austromendocinus (75-77).
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Tabla 21: Detalle de los individuos secuenciados por gen, organizado por complejo o grupo al cual pertenece. En la columna LJAMM-CNP se especifica el
namero de voucher de cada individuo y en las siguientes columnas se completa con asterisco para la secuencia de ese individuo, con otro nimero de voucher
en el caso que se haya tenido que utilizar otro individuo de la misma localidad o signo de pregunta en el caso en el que no se puedo obtener secuencia para ese
gen.

Especie LJAMM-CNP Citocromo-b 12s BA3 EXPH5 KIF24 LPB4G MXRA5
Complejo L. kriegi
L. kriegi-ceii 3565 * * * * * * *
2733 * * * * ’) * *
5383 * * * * * * *
5562 * * * * * * *
5393 * * ") * * * *
13870 * * * * * * *
2613 * * * * * * *
L. buergeri 5313 B3 B3 & & 14119 &5 &
14096 * * * * * * *
6413 * * * * * * *
6439 * * ") * * * *
5294 * * * * * * *
L. tregenzai 13908 * * * * * * ?
13918 * * * * * * *
13913 * * ? * * ? ?
L.sp. A 3433 B &5 &5 &5 &5 &5 &5
13991 * * ? ? * * *
13907 * * * * * * *
14152 * * * ? * * 2532
5339 * * * ') * * *
L.sp. B 5756 * * ? * * ? ?
2667 * * * * * * *
12174 * * * * * * *
L.sp.C 12148 & & & & & & &
2616 * * * * * * *
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L.sp.D
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7916 * * * * * * *
2764 23 * * * * * *
L. choique 7767 * * * * * " *
7768 * * * * * ? *
7771 * * * * * 2 *
7772 * ? ? * * 2 *
7770 * * * 7769 * * *
L.sp. 1 14075 * * * * * * *
14076 * * * * 14073 * *

L.sp.2 7994 * * * * * 8000 8000
7995 * * * * * * *
L.sp.3 13887 * ? * * * * *
MIC1642 * * * * * * *

L.sp.6 13899 * * 13902 13902 * * 13902
4446 * * * * * * *
2522 & * * * * * *
L.sp.7 5225 * * * * * * *
2602 * * * * * * *
2693 * * * * * * *
10442 23 * * * * * *

Complejo L. petrophilus

L. talampaya 1980 & * * * * * *
2737 * * * * * * *
L. tulkas 4219 2 * * * * * B
4227 * * * * * * *
L. umbrifer 5031 * * * * * * *
5032 * * * * * * *
L. heliodermis 8569 * * * * * " *
L. petrophilus S 5481 * * * * * * *
8861 2 ? 2 * " * B
L. petrophilus N 6982 * * * * * * *
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L. capillitas
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L. parvus

L. gununakuna
L. austromendocinus
Grupo L. punmahuida
L. flavipiceus
L punmahuida
Taxa de otros grupos
L. chiliensis
L. chiliensis
L. bibronii
L. pictus
L. septentrionalis

L. coerouleus

11224
11355
21786
2788
5816
2706
2711
10403
2690
4443
2716
5147
10574

7906
7907
2626
2649

14360
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L. neuquensis
L. thermarum

Grupos externos
Seccion
L. lineomaculatus
L. archeforus

Grupo
L. montanus
L. vallecurensis

Grupo
L. boulengeri
L. rothi

980
985
14130
14170

9238
9240

2713
2714

3091
3092

* % %k X
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Analisis de &rboles de genes combinados.—Con el fin de explorar un amplio rango
de escenarios, se corrieron analisis concatenados para tres conjuntos de datos diferentes: 1—
los marcadores mitocondriales combinados, 2 — los marcadores nucleares combinados, y 3
— todas las regiones de los genes combinadas, excepto para los genes mitocondriales de L.
sp. B (para el cual se hipotetiza una introgresion antigua o hibridizacion, Capitulo 1).
Debido a que frecuentemente, las probabilidades posteriores Bayesianas son bastante
diferentes a los valores de bootstrap de Maxima Verosimilitud (ML), también se
implemento el programa RAXML v7.0.4 (Stamatakis, 2006) para obtener valores de
soportes de bootstrap, basado en 1,000 replicas répidas y el modelo de evolucion
GTRGAMMA para todos los genes. Para los tres conjuntos de datos se implementaron los
métodos IB y ML. Los anélisis Bayesianos se realizaron utilizando el programa MrBayes
v3.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003), y las muestras de equilibrio, evaluadas con Tracer
v1.5.0, fueron utilizadas para generar un arbol de consenso por regla del 50% de mayoria;
las probabilidades posteriores (PP) fueron consideradas significativas cuando fueron > 0.95
(Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Los andlisis de los bootstraps de ML fueron realizados
con el programa RAXML v7.0.4 (Stamatakis, 2006), basado en 1.000 analisis rapidos de
bootstrap y el modelo de evolucion GTRGAMMA.
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RESULTADOS

ANALISIS FILOGENETICOS

En la Figura 21 se muestra el resultado de la inferencia Bayesiana para el primer
grupo de datos: 1-marcadores mitocondriales combinados; en la Figura 22, se muestra el
arbol consenso Bayesiano para el segundo grupo de datos: 2 —marcadores nucleares
combinados, y en la Figura 23 los correspondientes a: 3 — todas las regiones de los genes
combinadas; en todos los casos se muestran los valores de soporte de bootstraps de
Méxima Verosimilitud. El arbol de genes mitocondriales (Figura 21) recuperd tres
haploclados principales que se corresponden con los tres complejos del grupo L. elongatus-
kriegi: Liolaemus kriegi (IB=1/ML=100), L. elongatus (IB=1/ML=-) y L. petrophilus
(IB=1/ML=93), incluyendo 25 especies descriptas y nueve especies candidatas, con un alto
soporte (IB=1/ML=98). Los complejos Liolaemus kriegi y L. elongatus se recuperaron
como hermanos con alto soporte (IB=1/ML=100). Un haploclado con dos individuos de L.
shitan no se recuperé como parte de ninguno de estos dos haploclados sino como hermano
de los complejos L. elongatus y L. kriegi con alto soporte (IB=1/ML=100). La mayoria de
las especies fueron recuperadas como haploclados con alto soporte, con la excepcion de L.
talampaya, L. umbrifer, L. elongatus, L. shitan y las especies candidatas L. sp. 6 y L. sp. 7.
Dentro de cada uno de los tres haploclados principales, la mayoria de las relaciones
mostraron resolucién con valores de soporte altos. El grupo L. punmahuida (IB=1/ML=99)
se recuperé como hermano del grupo L. elongatus-kriegi. Cabe destacar que L. thermarum
no se recuperd dentro del grupo L. elongatus-kriegi, sino relacionado a otras especies del
clado L. chiliensis, L. tregenzai se recuperd dentro del complejo L. kriegi y L. parvus
dentro del complejo L. petrophilus.

El arbol concatenado de genes nucleares (Figura 22) si bien presentd notables
diferencias topoldgicas con respecto al arbol de genes mitocondriales (Figura 21), la
mayoria de ellas no tiene soporte estadistico. Por lo tanto, a continuacion se discuten
aquellas incongruencias con soporte estadistico alto. En primer lugar no se recupero la
monofilia de los complejos L. elongatus y L. petrophilus y el complejo L. kriegi sélo tuvo
soporte alto con bootstrap (95%) (IB = 0.87). La especie candidata L. sp. B se recuper6
anidada en el complejo L. petrophilus y no en el complejo L. kriegi como se la habia
recuperado en el arbol concatenado mitocondrial (Ver tambien Apéndice XI, arboles de

genes). En este &rbol de genes nucleares, L. tregenzai se recuperd estrechamente
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relacionado con L. flavipiceus (0,98/99%) del grupo L. punmahuida (y no en el complejo
L. kriegi como en el arbol mitocondrial, Fig. 21). En concordancia con el arbol de genes

mitocondriales, L. thermarum no se recuperd como parte del grupo L. elongatus-kriegi.

Tabla 22: Resumen de cada gen con el detalle de la naturaleza de cada gen, el modelo de evolucion
mejor ajustado seleccionado con JModelTest (utilizando el criterio de informacion Akaike
corregido), tasa de variacion de la distribucién gamma a través de los sitios y el resultado de la
prueba de recombinacion: prueba realizada con RDP para los genes nucleares (R).

Gen Naturaleza Modelo_ge Base Nst Tasa R
Evolucion
0.3518
) Mitocondrial 0.3194
Citocromo-b codificante HKY+I+G 0.0885 2 Gamma -
0.2403
0.2058
Mitocondrial 0.1853
125 ribosomal GTR++G 0.2500 6 Gamma -
0.3590
BA3 Intrén nuclear JC Equal 1 Equal NO
0.3294
MXRA5 Codificante v\ 5 0.1822 2 Gamma NO
nuclear 0.2073
0.2811
LPB4G FIOIITG HKY+G Equal 6 Gamma NO
nuclear
0.2513
EXPHS5 Codificante  ~rp 0.1753 6 Gamma NO
nuclear 0.2052
0.3652
KIF24 Codificante 1\ i3 Equal 6 Gamma NO
nuclear

En el arbol concatenado con los marcadores mitocondriales y nucleares se recuperd
un clado con un soporte alto (Figura 23, IB=1/ML=99) que incluye los tres complejos L.
kriegi, L. elongatus, y L. petrophilus, pero sélo éste Gltimo se recuperd con soporte alto
(1/0,98), mientras que el complejo L. kriegi solo tuvo soporte con bootstrap (96%) (IB =
0.81). El grupo L. punmahuida se recuper6 como hermano del grupo L. elongatus-kriegi
con soporte alto (IB = 1, ML = 100%). Las posiciones de L. tregenzai y L. parvus se
recuperaron dentro de los complejos L. kriegi y L. petrophilus respectivamente, resultados
similares a las del arbol mitocondrial (Figura 21). Los complejos L. elongatus y L.
petrophilus se recuperaron dentro de un clado con soporte alto (IB=1/ML=100), resultado
contrastante con el del arbol mitocondrial, donde el complejo L. elongatus se recupero
como hermano del complejo L. kriegi (Figura 21). Dentro del complejo L. kriegi cada uno

de las especies descriptas o candidatas se recuperaron como monofiléticas. Las especies
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del complejo L. petrophilus que no se recuperaron como monofiléticas fueron L.
austromendocinus, L. sp. B, L. talampaya; mientras para el complejo L. elongatus la
mayoria de las especies no se recuperaron como monofiléticas (L. choique, L. smaug, L.
elongatus, L. antumalguen, L. sp. 7, L. sp. 6 y L. carlosgarini), a excepcion de L.

burmeisteri, L. crandalli, L. shitan y L. sp. 1.
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Figura 21: Arbol concatenado mitocondrial Bayesiano. Las estrellas en los nodos representan: 1B=1

y ML=100%.
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Figura 23: Arbol concatenado mitocondrial y nuclear Bayesiano. Las estrellas en los nodos
representan: IB=1 y ML=100%. Los simbolos al lado de las especies se corresponden con los

utilizados en la Figura 20.

117



DISCUSION

ANALISIS FILOGENETICOS

El objetivo de este capitulo fue presentar la primer filogenia integral multilocus del
grupo L. elongatus-kriegi, incluyendo todos los linajes reconocidos e implementando
métodos tradicionales concatenados utilizando las aproximaciones de Inferencia Bayesiana

y Maxima Verosimilitud.

El grupo Liolaemus elongatus-kriegi (Figuras 21, 22 y 23), que incluye los
complejos L. elongatus, L. kriegi y L. petrophilus (23 especies descriptas y nueve especies
candidatas) se recuperé como monofilético con soporte alto en el arbol mitocondrial
(Figura 21) y en el arbol combinado de todos los datos (Figura 23); pero no se encontrd
una hipétesis robusta para las relaciones filogenéticas entre los tres complejos. Tanto en el
arbol mitocondrial (Figura 21) como en el arbol combinado de todos los datos (Figura 23),
se encontrd el complejo L. punmahuida como hermano del grupo Liolaemus elongatus-
kriegi, mientras que en el arbol nuclear se recuperé un clado con estos cuatro complejos sin

clara resolucion de las relaciones entre los mismos (Figura 22).

La monofilia del complejo L. kriegi fue recuperada en los tres arboles con soporte
alto a moderado (Figuras 21, 22 y 23) incluyendo las tres especies descriptas (L. kriegi, L.
ceii, L. buergeri) y las tres especies candidatas (L. sp. A, L. sp. C, L. sp. D). El arbol
mitocondrial concatenado también incluy6 a L. tregenzai y L. sp. B dentro del complejo L.
kriegi, mientras que el arbol de fragmentos nucleares concatenados incluyé a L. sp. B
dentro del complejo L. petrophilus y a L. tregenzai en el complejo L. punmahuida junto a
L. punmahuida y L. flavipiceus (Figura 22). Los resultados contrastantes y con soporte alto
entre el arbol mitocondrial y el nuclear para L. tregenzai permiten hipotetizar dos procesos
que pudieron haber dado lugar al mismo: 1-estocasticidad del marcador mitocondrial, 0 2-
hibridizacion interespecifica antigua. Serd necesaria la inclusion de un nimero alto de
marcadores nucleares para obtener evidencia que indique cual de estos mejor es la
hipdtesis con mas sustento. Para el caso de L. sp. B, los resultados contrastantes entre tipos
de marcadores estan en concordancia con resultados previos (Capitulo I, Feltrin, 2013;
Medina et al., 2014; Morando et al., 2003); las hipotesis posibles son las mismas que las
enumeradas para L. tregenzai que se discutieron en extenso en el Capitulo I. En cuanto a la
topologia de las relaciones de las especies del complejo kriegi, comparando lo obtenido en

el capitulo I con los de este capitulo, resultaron congruentes.
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El complejo L. elongatus fue recuperado como monofilético solamente en el arbol
mitocondrial (Figura 21) y en el arbol combinado total (Figura 23), la mitad de las especies
pertenecientes al mismo se recuperaron como monofiléticas. La especie recientemente
descripta, L. shitan, en el arbol de marcadores mitocondriales concatenados se recuperé en
dos clados diferentes (Figura 21), uno hermano de L. elongatus y el otro en una politomia
con los complejos L. elongatus y L. kriegi. En el arbol de marcadores nucleares
concatenados (Figura 22) se recuperaron todos los individuos en un solo clado anidado
entre los individuos de L. elongatus. En el arbol de marcadores mitocondriales y nucleares
concatenados que se muestra en la Figura 23 (Topologia bayesiana con los soportes de 1B
y ML) se recupero a L. shitan anidado con los individuos de L. elongatus, pero en el arbol
de ML la posicion de dos individuos de L. shitan es similar a la encontrada en la Figura 21
(Topologia de arbol bayesiano para los marcadores mitocondriales concatenados) para los
mismos individuos. En el capitulo 111 se discutieron tres posibles causas para este patron de
individuos de L. shitan que tienen distintas ubicaciones en el arbol mitocondrial, y en este

capitulo se sumo evidencia de monofilia a nivel nuclear.

Las restantes especies del complejo L. elongatus que no presentaron monofilia a
nivel mitocondrial tampoco lo hicieron a nivel nuclear, esto estd en concordancia con lo
hallado en las redes de haplotipos mitocondriales del capitulo 111, donde haplotipos de
individuos de localidades tipos se recuperaban anidados en redes de otras especies
descriptas, como es el caso de L. carlosgarini, L. choique y L. shitan. Los resultados de las
redes de haplotipos mitocondriales del capitulo 111 podria tomarse como evidencia de flujo
génico entre algunas de las especies del complejo L. elongatus , lo cual viola los
presupuestos de los métodos filogenéticos, que se traduce en problemas para la estimacion
de las filogenias; debido a las divergencias recientes de estos linajes, muy posiblemente
también la division incompleta de linaje sea un proceso responsable para los patrones
observados en los genes de en estas especies. Para refinar el estatus del complejo L.
elongatus se debera ampliar el nimero de genes secuenciados, principalmente genes
nucleares de tasa de mutacion rapida, como por ejemplo intrones, y para analizar el grado
de flujo génico inter-especifico realizar analisis de microsatélites. Otra opcion muy valiosa
seria incorporar datos de SNPs para poder delimitar especies, metodologia que ha sido
demostrada como muy Util para los geckos forestales de Africa occidental (Complejo

Hemidactylus fasciatus, Leaché et al., 2014).
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El complejo L. petrophilus se recuperé como monofilético en el arbol mitocondrial
(Figura 21) y en el &rbol combinado (Figura 23). Dentro de este complejo, L. talampaya no
se recuper6 como monofilética en ninguno de los arboles, y siempre estuvo asociada a L.
dicktracy (Figuras 21, 22 y 23). En todos los arboles se recuper6 con soporte alto el grupo
capillitas (Lobo, 2010) integrado por: L. talampaya, L. dicktracy, L. tulkas, L. umbrifer, L.
capillitas y L. heliodermis, que son las del distribucion més al norte del complejo L.
petrophilus (Figura 20). Las dos especies de distribucion central (L. austromendocinus, L.
gununakuna) y los dos linajes de la especie de distribucion mas austral de este complejo, L.
petrophilus, se recuperaron como linajes independiente (Figuras 21, 22 y 23), en el primer
caso, solo soportadas estadisticamente en el arbol mitocondrial (Figura 21), mientras que
en el ultimo en todos los arboles. Por lo tanto esta diferenciacion en tres linajes dentro del
complejo L. petrophilus tiene una concordancia geogréafica, y sera necesario incorporar
mas marcadores para realizar estimaciones de divergencia y explorar posibles factores
involucrados en la diversificacion de los ancestros de estos linajes.

IMPLICANCIAS TAXONOMICAS

En base a los resultados de este capitulo y teniendo en cuenta los resultados de los

capitulos I a IV de esta tesis, se propone la siguiente composicién taxonémica:
Grupo Liolaemus elongatus-kriegi
Complejo L. kriegi
L. buergeri
L. ceii-kriegi *
L.sp. A
L.sp.B
L.sp.C
Complejo L. elongatus
L. antumalguen
L. burmeisteri
L. carlosgarini

L. choique *
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* Especies para las cuales en esta tesis no se encontré evidencia suficiente como para

considerarlas validas. En el caso de L. ceii-kriegi, no se puede diferenciar estos dos taxa.

Los resultados del presente capitulo presentaron la primera hipotesis filogenética
multilocus para el grupo L. elongatus-kriegi, incluyendo todas las especies que lo
componen. Si bien esta hipotesis constituye un avance importante para el conocimiento
taxondmico del grupo, aun hay varios aspectos que no estan resueltos. Por lo tanto, en el
futuro serd necesario incluir un nimero mayor de marcadores moleculares de diversa
naturaleza que permitird la implementacion de otras aproximaciones analiticas (SNPs,

microstatelites).
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CONCLUSIONES FINALES

El objetivo planteado para esta tesis fue estudiar la diversidad y relaciones
filogenéticas de los complejos de especies de lagartijas Liolaemus elongatus y L. kriegi. El
abordaje metodoldgico de este trabajo ejemplifica la aproximacion conceptual vy
metodoldgica de la taxonomia integral (Dayrat, 2005), en este caso, combinando tres
fuentes de evidencia independientes: morfologia (morfometria clésica), secuencias de
ADN mitocondrial y de ADN nuclear.

En el marco conceptual de la taxonomia integral, cuando se nombran especies
nuevas, los taxdnomos deben presentar diferentes lineas de evidencia para apoyar la
hipGtesis de que una poblacién estd evolucionando independientemente. Con esta
metodologia cualquier tipo de caracter es igualmente util y puede ser utilizado para
proponer hipotesis de especies. Al integrar diferentes tipos de evidencia, los analisis
empiricos, nos permiten reforzar, rechazar o reconciliar hipétesis, haciendo que la
taxonomia sea una actividad cientifica mas confiable. Al inicio de esta tesis para el
complejo L. kriegi se conocian tres especies (L. buergeri, L. kriegi y L. ceii) y tres especies
candidatas (L. sp. A, L. sp. By L. sp. C), y para el complejo L. elongatus dos especies (L.
elongatus y L. chillanensis) y tres especies candidatas (L. sp. 5, L. sp. 6 y L. sp. 7). A lo
largo de la elaboracién de esta tesis diferentes autores han descripto siete especies
pertenecientes al complejo L. elongatus (L. antumalguen, L. choique, L. shitan, L. smaug,
L. burmeisteri, L. carlosgarini, L. crandalli). Como resultado de los analisis
filogeogréficos realizados para estos dos complejos de especies en los capitulos | y 11, se
ha propuesto una especie candidata para el complejo L. kriegi (L. sp. D) y tres para el
complejo L. elongatus (L. sp. 1. L. sp. 2y L. sp. 3).

v Para el complejo L. kriegi se encontr6 soporte tanto con datos moleculares como
morfologicos para el reconocimiento de casi todos los linajes propuestos, a
excepcion de L. sp. B que, debido a su posible origen hibrido, deberia replantearse

su estatus taxonomico.

v No se encontré sustento para la hipotesis de las especies nominales L. kriegi y L.
ceii, ya que ni la evidencia molecular ni la morfoldgica permitieron identificarlas;
por lo tanto seria muy util sumar lineas de evidencia adicionales como modelado de

nicho climatico, caracteristicas ecologicas o reproductivas, o diferenciacion en
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sefiales quimicas de reconocimiento. La hipdtesis taxondmica con mayor soporte en

base a la evidencia de esta tesis, es la de que son conespecificas.

v' Las especies candidatas L. sp. A, L. sp. C y L. sp. D mostraron sefiales de
evolucion independiente pero de origen reciente. Las especies L. buergeri y L.
tregenzai presentaron un valor alto de soporte ya que todas las lineas de evidencia

las avalan como linajes independientes.

v" En el complejo L. elongatus mientras que algunas especies presentaron apoyo alto
con varias lineas de evidencia (L. elongatus, L. burmeisteri, L. antumalguen y L.
crandalli, L. sp. 2, L. sp. 3), otras tuvieron apoyo moderado (L. chillanensis, L.
carlosgarini, L. smaug, L. shitan, L. sp. 1, L. sp. 6), y algunas bajo (L. choique, L.
sp. 7), ya que no se pudieron diferenciar claramente con al menos dos tipos de

datos independientes.

En el anélisis filogenético de los complejos L. elongatus y L. kriegi los resultados
mostraron concordancia con la composicion de los complejos analizados en los primeros

cuatro capitulos, con algunas excepciones notables.

v El complejo L. kriegi se infiri6 como un clado con soporte alto pero los genes

nucleares indican que L. tregenzai pertenece al grupo L. punmahuida.

v" El complejo L. elongatus sélo se infiri6 como monofilético con soporte alto en

el arbol mitocondrial.

v' El complejo L. petrophilus se infiri6 como monofilético, pero los genes

nucleares parecen indicar que L. parvus no formaria parte de este complejo.

v’ Cabe destacar que L. thermarum no se infirié dentro del grupo L. elongatus-

kriegi, sino mas cercanamente relacionado al grupo L. pictus.

v' Las relaciones filogenéticas entre los tres complejos fueron diferentes segin la
aproximacion utilizada. En el arbol mitocondrial los complejos L. elongatus y
L. kriegi son hermanos, mientras que en el arbol de genes nucleares las
relaciones entre los tres complejos no tienen apoyo estadistico; en el arbol
combinado el complejo L. petrophilus se recuper6 monofilético, pero dentro de
un clado que incluye todos los linajes del complejo L. elongatus, y el complejo
L. kriegi como hermano de estos dos. Por lo tanto, las relaciones entre estos tres

complejos aun no estan resueltas.

124



Debido a que muchos de los linajes del grupo L. elongatus-kriegi tienen un origen
relativamente reciente (especialmente los complejos L. elongatus y L. kriegi), es necesario
incluir mas marcadores nucleares que representen una muestra de todo el genoma,
implementando una metodologia del tipo de polimorfismos de un solo nucledtico (Single
Nucleotide Polymorphisms, SNP) para poder estudiar tanto algunos limites de especies
como para dilucidar mas detalladamente las relaciones filogenéticas entre estos complejos
como entre las especies que los componen. Muy posiblemente para esclarecer algunos
limites de especies, también sea necesario incorporar marcadores microsatelites para
estudiar el grado de flujo génico y asi inferir si sus destinos evolutivos siguen vias

independientes o no.
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APENDICE |: MUESTREO DE ESPECIMENES — CAPITULO |

Lista de especimenes secuenciados en el capitulo I, localidades muestreadas y coordenadas geogréficas. La columna de haplotipos

corresponde a numeros que los distintos haplotipos. Los nimeros de localidades se corresponden con los de la Figura 6.

Especimenes I(EJN'?'/VIM'\:IC Altitud  Longitud Latitud  Localidades Haplotipos
14119-20, (1) Chile; VI1I Region; Curicd; Camino a El
L. buergeri 14122, 2231 -70.5161  -35.1355 Planchon, 6.3 km empalme camino a 42, 46, 47
141667 Pichuante-Paso Vergara.

1408690 1415 -71.0445  -35.5994 (2) Chile; VII Region; Talca; Cerro El Peine. 34, 39, 40
3436-8, 14054, (3) Chile; VII Regidn; Talca; Laguna del

140957 2210 -70.562 -36.0169 Maule. 38, 41
6156 2452 -70.1801 -36.534 (4) Argentina; Neuquén; Chos Malal; VVolcan 39
Domuyo.
6413-4 50 0EElE  Eeay ()6 TEEMINER NEIGIET, WAMTES, FEED 1L e 39, 106
Arroyo Domuyo.
5310, 13963-5 1694 -70.6098  -36.6257 (6) Argentina; Neuguén; Minas; Ailinco. 33,34
52667 1889 705846  -36.6597 (7) Argentina; Neuquen; Minas; Las Olletas. 39, 75
7 Km N Aguas Calientes.
6420-1, 6423, . 4n- Minac:
64323, 2095 705407  -36.6892 (8) Argentina; Neuquén; Minas; Arroyo 39, 107, 108,
Covunco, cerca de Puente de Carrizo. 109, 110
6439-41
5264, 52946, i i (9) Argentina; Neuquén; Minas; 14 Km S 33, 74, 76, 80,
5312-3 — ez ST Aguas Calientes. 81
(10) Argentina; Neuquén; Minas; Ruta
5298-300 1451 -70.9386  -36.8969 Provincial 45. 23 Km NW empalme Ruta 77,78, 79
Provincial 43.
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2447-9, 2632,
2729, 27334,
13942,
141546,
14207, 14209,
MIC 1218-9

14153, 14205

1386973,
13877
13929-34, MIC
1641

13944-5

2606-13,
2638-9
5353, 53934,
8733

L. ceii-kriegi

8057-9

5380, 5382-3

112816

8914-5,
12163-5

MIC 1112

5561-3, 11113

1694

1703

1543

1514

1600

1614

1186

1401

1125

1142

1139

1600

1247

-70.6005

-70.7399

-70.8552

-70.83

-70.8806

-70.9783

-70.2227

-70.4295

-70.7318

-70.4

-70.6471

-711.45

-69.7498

-38.8751

-38.9026

-38.904

-38.6597

-38.7666

-38.8866

-39.0437

-39.1351

-39.3875

-39.6571

-39.8277

-40.75

-40.5679

(44) Argentina, Neuqueén, Picunches,
Primeros Pinos

(45) Argentina, Neuquéen, Aluminé, 18 km W
Primeros Pinos

(46) Argentina, Neuqueén, Aluminé, Pampa
de Lonco Luan

(47) Argentina, Neuquen, Picunches, Pino
Hachado

(48) Argentina, Neuqueén, Picunches, Camino
a Pino Hachado

(49) Argentina, Neuqueén, Aluminé, Pampa
de Lonco Luan, 12 Km E Rio Litran

(50) Argentina, Neuquén, Zapala, 22 Km SW
Zapala

(51) Argentina, Neuquen, Catan Lil, 9.5 km
SW entrada SW Parque Nacional Laguna
Blanca

(52) Argentina, Neuquén, Catan Lil, Arroyo
La Jardinera

(53) Argentina, Neuquen, Catan Lil, 49.0 NE
San Ignacio

(54) Argentina, Neuquén, Catan Lil, El
Salitral

(55) Argentina, Neuquen, Los Lagos, 1.5km
W Cerro de las Ardillas

(56) Argentina, Rio Negro, El Cuy, 20 Km S
Mencue

16, 28, 44, 45,
53, 54, 57, 60,
62, 63 ,64
16, 52

16, 17,18

24, 25, 26, 217,
122

16, 29
16, 17, 18, 59

89, 94

116, 117, 118

90, 91, 92
3
3,11, 120
121

3,97
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14301-2

3498-9, 3501,
3503

35937

2154, 23367

219, 3073,
3083, 35658,
5544

173-4, 3379
L.sp. A 6462
14184
3433
14187-8

13987-92

14148, 14152,
14189

141957

13904-7
139568

1025

1123

1074

1141

1162

887

1406

1605

1435

2029

1419

1489

1586

2020
1524

-70.8974

-70.6773

-69.9697

-69.8591

-69.3596

-68.5573

-70.6203

-71.0781

-71.3587

-71.1168

-71.32

-71.2343

-71.1462

-71.101
-71.0015

-41.1194

-41.5617

-41.2815

-41.5416

-41.7524

-41.502

-37.2515

-37.4027

-37.3587

-37.4537

-37.4721

-37.5284

-37.4954

-37.8198
-37.8664

(57) Argentina, Rio Negro, Pilcaniyeu, Dina
Huapi

(58) Argentina, Rio Negro, Norquinco, 2.5
km N de Chenqueniyen

(59) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo, 44
km W Ingeniero Jacobacci, 10 km E
Clemente Onelli

(60) Argentina, Rio Negro, Norquinco, 1 Km
Nw Ojo de Agua

(61) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo, 57
km S Ingeniero Jacobacci

(62) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo, 40
Km SE Magquinchao

(12) Argentina; Neuquén; La Primavera, 14
km S Andacollo.

(13) Argentina; Neuquén; Norquin; 8.3 km
W Moncol.

(14) Chile; VIl Region; Bio Bio; Laguna de
la Laja.

(15) Argentina; Neuquén; Norquin; 19 km W
Moncol.

(16) Chile; VIII Regidn; Biobio; Laguna de
la Laja, Los Barros.

(17) Chile; VI Regidn; Biobio; Paso
Pichachen, 10 km E de Los Barros.

(18) Chile; VIII Regidn; Biobio; Paso
Pichachen, 20.2 km E Los Barros.

(19) Argentina; Neuquén; Norquin; W
Termas de Copahue, 1 km de la salida.

(20) Argentina; Neuquén; Norquin; Monco.

3,73

3,96

112
30
72
48, 49
35, 36, 37
36, 43
43, 50, 51

19, 20, 21
30, 31, 32
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2532-3,
26634

3286-93

5324, 5328-32,
5339

5388

L.sp.B 8694, 8701

7758

11321-3

113279

1216, 2441,
24434,
2667-8,

5719-22, 5756

12170-6,
12341

5716
7962

L.sp. C 6159-60

1690

1491

1566

1463

738

1400

1233

798

1615

1406

1112

2134

2375

-70.9977

-70.9189

-70.6268

-70.444

-68.8443

-69.9445

-69.8476

-69.6871

-69.8372

-70.1519

-69.6651

-69.3708

-70.1971

-37.9008

-37.8158

-37.5851

-38.141

-37.4692

-37.3767

-37.3348

-37.1093

-36.6325

-36.5214

-36.5126

-36.488

-36.5428

(21) Argentina; Neuquén; Norquin; 5 Km E
Caviahue, enfrente del Lago Caviahue.

(22) Argentina; Neuquén; Norquin; Cascada
del Rio Agrio.

(23) Argentina; Neuquén; Norquin; 20 Km S
El Cholar.

(24) Argentina; Neuquén; Loncopue; 23,9
Km SE Loncopue.

(29) Argentina; Neuquén; Pehuenches;
Cuesta del Ledn

(30) Argentina; Neuquén; Pehuenches;
Laguna Auquinco.

(31) Argentina; Neuquén; Pehuenches; Ruta
Provincial 9, 6.1 km N empalme Ruta
Provincial 7

(32) Argentina; Neuquén; Pehuenches; 20
km E Buta Ranquil.

(33) Argentina; Mendoza; Malargie; 5 Km N
Ranquil Norte.

(34) Argentina; Neuquén; Chos Malal;
(Circuito Cochico), entre Huinganco y
Butaco.

(35) Argentina; Mendoza; Malargtie; Puente
El Zampal.

(36) Argentina; Malargiie; Mendoza; Volcan
Payun Liso.

(25) Argentina; Neuquén; Chos Malal;
Volcan Domuyo.

20, 58

20, 66, 67, 68,
69, 70, 71
82, 83, 84, 85,
86, 87, 88

93

119

4,5,6

4,7

10, 55, 56, 98,
99, 100, 101

12

98
98

104, 105
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12140,
12148-50

10446-8

7660

78934,
78969

MIC1602

L.sp.D

2744, 2747
5808
5796-8

2682

2754-5,
2757-8
13908, 13910,
13912,
13918-9, MIC
1134

L. tregenzai

2012

2252

1810

1987

1700

1550

1856

2279

2900

1600

2020

-70.145

-70.0748

-69.9995

-70.2336

-70.1904

-70.2022

-710.2477

-70.4135

-70.1694

-70.1086

-71.101

-37.1299

-37.0655

-36.9888

-35.9583

-35.8437

-35.6508

-35.4875

-35.2972

-35.1138

-35.0988

-37.8198

(26) Argentina; Neuquén; Chos Malal;
Entrada “Area Natural Protegida Tromen”,
Laguna Los Barros.

(27) Argentina; Neuquén; Chos Malal; El
Escorial.

(28) Argentina; Neuquén; Pehuenches;
Arroyo Butaco.

(37) Argentina; Mendoza; Malargte; 17.3
km E Paso Pehuenche, 23 km W Las Loicas.
(38) Argentina; Mendoza; Malargie, Termas
de Cajon Grande.

(39) Argentina; Mendoza; Malargte;
Mallines Colgados.

(40) Argentina; Mendoza; Malargue; Arroyo
El Montafiés, 43 km S Termas del Azufre.
(41) Argentina; Mendoza; Malargue; 11.4
km S Termas del Azufre.

(42) Argentina; Mendoza; Malargue; 16 Km
W Las Lenas.

(43) Argentina; Mendoza; Malarguie; 7 Km N
Las Lenas.

(11) Argentina; Neuquén; Norquin; W
Termas de Copahue.

8,9

1,2
113
114,115
114
61
61
61, 102, 103
61

65

22,23
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APENDICE |l: RESULTADOS DEL ANALISIS DE SAMOVA —

CAPITULO |

Resultados del analisis de SAMOVA para el complejo Liolaemus kriegi

Tabla con los valores de SAMOVA: variacion entre grupos de poblaciones (Fcr); variacion
entre poblaciones dentro de los grupos (Fsc); variacion entre poblaciones entre grupos (Fsr)
y valores de AMOVA, porcentaje de la varianza genética total explicada por cada nivel de
variacion: entre grupos de poblaciones (AG); entre poblaciones dentro de los grupos
(APWG); dentro de poblaciones (WP).

NUmero de grupos  Fcr Fsc Fst AG APWG WP
2 0.68431 0.86571 0.57461 57.46 29.11 13.43
3 0.56623 0.85079 0.65602 65.6 19.48 14.92
4 0.47856 0.84207 0.69712 69.71 14.49 15.79
5 0.3929 0.83538 0.72884 72.88 10.65 16.46
6 0.34621 0.83523 0.74798 74.8 8.73 16.48
7 0.29882 0.83496 0.76462 76.46 7.03 16.5
8 0.2636 0.8331 0.77335 77.34 5.97 16.69
9 0.22339 0.83213 0.78384 78.38 4.83 16.79
10 0.18502 0.82986 0.79124 79.12 3.86 17.01
11 0.13729 0.82921 0.80203 80.2 2.72 17.08
12 0.1151 0.82835 0.80603 80.6 2.23 17.16
13 0.09566 0.82833 0.81017 81.02 1.82 17.17

Las Figuras muestran las curvas con los valores de Fcr, Fsc Y Fst en el panel izquierdo, y
los valores de AG, APWG y WP en el panel derecho, para cada grupo numérico (K). Las

lineas verticales corresponden a K=7, la cual marca el comienzo de la meseta en las curvas
de Fcry de AG.

0.90 83.00

62.38

028+ 2113
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APENDICE Ill: RESULTADO DEL ANALISIS DE BSP — cAPiTULO |

Resultados de los andlisis de Bayesian Skyline Plot (BSP)

Liolaemus buergeri

1.E1
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1,E-2

v] BE-2 0:1 0,15 02
Time
Liolaemus kriegi + L. ceii
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1'ED_\
N
1E2 T T T .
0 5E-2 0,1 0,15 02
Time
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1,E
1,E17
[ ——
1,E01 T —
N
1,E- T T T T T
0 2,5E-2 5E-2 7.5E-2 0,1 0,125

Time
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Liolaemus sp. B

1,E1
1,E07
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N
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1,E07
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APENDICE |IV: RESULTADO DE LA RED CONCATENADA DE GENES

MITOCONDRIALES — CAPITULO |

Redes de parsimonia estadistica de haplotipos basadas en la regién mitocondrial 12 S
y el fragmento citocromo — b concatenados. Los haplotipos se encuentran coloreados para

cada linaje reconocido dentro del complejo L. kriegi.

L. buergeri

L. kriegi + L. ceii
L. tregenzai
.8p. A

L
L. sp.
L. sp.
L
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APENDICE V: RESULTADO DE LA FILOGENIA DE GENES NUCLEARES

CONCATENADOS — CAPITULO |

Arbol bayesiano de genes nucleares concatenados con el consenso de 50% de

mayoria, mostrando las relaciones entre los linajes dentro del complejo L. kriegi. Los

nameros sobre las ramas corresponden a las probabilidades posteriores (PP)> 0.95.

L. elongatus
— L. petrophilus
L. L. petrophilus

-{L. sp. B
L L.sp.B
= L.sp. B

1

—

|L. tregenzai

0.99

ﬁQLspC

‘—QL buergeri

g L. kriegi + L. ceii

|L. sp. A

L L. buergen

= L. buergeri

— . kriegi + L. ceii
_L— L. kriegi + L. ceii
L. buergeri

0.2

L [.sp.C
L. sp.D
- L. sp. D

= . buergeri
. L.sp. D

LL.sp.D
. L. buergeri
= . buergeri

L. Kriegi + L. ceii
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APENDICE VI: MUESTREO DE ESPECIMENES — CAPITULO Il

Lista de especimenes estudiados en el capitulo IlI, localidades muestreadas y coordenadas geograficas. La columna de haplotipos

corresponde a los numeros que identifican los haplotipos diferentes. Los nimeros de localidades se corresponden con los de la Figura 13.

. LIAMM- . . . . .
Especimenes CNP/MIC Altitud Longitud Latitud Localidad Haplotipos
L antumalauen 5213-19, 1) Argentina, Neuquén, Chos Malal, 1158 Eg 122 122
' s 97 5225-28, 1810 -69.9995 -36.9888 Ruta Provincial 37, cruce en arroyo 163, 219’ 220’ 221’
- SP- 7661-69, 7720-21 Butaco ’ 2’22 P
259905 2) Argentina, Neuquén, Chos Malal, 4,6,7,8,9,10,11, 12,
’ 2252 -70.0748 -37.0655 Ruta Provincial 37. 15 Km N Los 34,118, 119, 120, 121,
10449-57
Barros 122
2470-71, 2473,
2553-54 . ,
. 3) Argentina, Neuquen, Chos Malal,
2622-25, 26934, o " 3,4,5, 33, 34, 36, 111,
7693, 1044043, 2012  -70.145 -37.1299 I;g’t(ﬁrF;IroP\/r?tcelaild?j_i_f:rtT::ga Area 117, 123
12136-39, g
12152-53
5232 34,5236-37 1556 -70.2628 -37.1243 ) Argentina Neuguen, Chos Malal, 4,117, 164
Ruta Provincial 2 Leuto Caballo
6154-55, 6161, 5) Argentina, Neuquén, Chos Malal,
6167-69, 6171-73 2375 -704112 -36.606 )00 Domuyo, ladera este A0, AU, 20k
6) Argentina, Mendoza, Malargue, Ruta
7767, 7769 2000 -69.8028 -36.4300 Provincial 221, 12 km N Calmuco 223
523844 7) Argentina, Neuquén, Chos Malal,
L. burmeisteri 763645, 7647 1100 -70.3733 -37.2309 II\?/IL:;[E IPrownCIaI 41.7 Km S Caepe 165, 166
L. chillanensis 14037-42 1700 -71.4099 -36.9045 8) Chile, VIII Region, Nuble, Termas de 74,75
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11301-02,
11305-11

11303
5346-47

5327

5333-34

12158-60,
L. crandalli 12218-26, 13401,
13976
12295, 12299,
13386-87
10370-71,
10470-72, 10553,
12302-03, 13404,
1424245,
13388-89,
14238-40
L.dong§UB-+Lﬂ 1524849
shitan

15253-54

8852

3452, 367275,

1253

1483

1283

1566

1374

1560

1851

1557

796

230

806

723

-70.5424

-70.4993

-70.7564

-70.6268

-70.9177

-68.858

-68.9308

-68.8941

-71.2331

-71.606

-70.8522

-71.1283

-37.672

-37.713

-37.7395

-37.5851

-36.9327

-37.7018

-37.7171

-37.7813

-42.0674

-42.101

-42.7956

-42.3733

Chillan

9) Argentina, Neuquén, Norquin, Ruta
Provincial 4, 5.3 km E El Huecu

10) Argentina, Neuquén, Norquin, Ruta
Provincial 4, 11.9 km SE El Huecu

11) Argentina, Neuquén, Norquin, Ruta
Provincial 21, 9,5 Km

12) Argentina, Neuquén, Norquin, Ruta
Provincial 21. 20 Km S El Cholar.

13) Argentina, Neuquén, Minas, Ruta
Provincial 45. 28.5 Km NW empalme
Ruta Provincial 43.

14) Argentina, Neuguén, Pehuenches,
Area Natural Protegida Auca Mahuida

15) Argentina, Neuquén, Pehuenches,
Area Natural Protegida Auca Mahuida

16) Argentina, Neuqueén, Afelo, Auca
Mahuida, empalme a Riscos Altos con
camino a Punta del Castillo

17) Argentina, Chubut, Cushamen,
Cafiadon de los Ensuefios, EI Maitén
18) Argentina, Chubut, Cushamen, La
Playita, Parque Nacional Lago Puelo
19) Argentina, Chubut, Cushamen, Ruta
Provincial 12, 9.1 km E Embarcadero
La Cancha

20) Argentina, Chubut, Cushamen, Ruta

25, 26, 28, 29, 30, 31,
32

27
178, 179

173

174, 175

16, 37, 38, 39, 41, 42,
43, 44, 45, 61

38, 47, 59

1,2, 13, 14, 15, 16, 45,
48, 49, 60, 62, 91, 92,
93, 94

101, 102

103

241

140, 155
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3711-14, 7489-90

8890

13286-87
3631-32

3574-80

8871

2128, 215657,
2262

13129-30
6177-78, 6180

3898, 8873-76,
12926-27

3715-16, 3831,
9100, 9110-14
304647

9075-78

819

580

1401

717

918

740

987

970

723

560

576

652

-71.1317

-71.8338

-71.2580

-71.3956

-71.0795

-71.2178

-69.8923

-70.0189

-70.1126

-69.1905

-70.2636

-69.4608

-42.8659

-42.8340

-42.8343

-43.5057

-43.2199

-42.9503

-42.9015

-43.1775

-43.6263

-44.5173

-45.7112

-45.0691

Provincial 15, 1.2 km W empalme Ruta
Nacional 40

21) Argentina, Chubut, Cushamen, Ruta
Provincial 40, 2 km N entrada
Aeropuerto Esquel

22) Argentina, Chubut, Futalaufquen,
10 km Villa Futalaufquen

23) Argentina, Chubut, Futaleuf, 13
km NE Esquel

24) Argentina, Chubut, Futaleufd, Ruta
Provincial 17, 8.8 km SE Corcovado
25) Argentina, Chubut, Futaleufl, Ruta
Provincial 34, 20.7 km W empalme
Ruta Nacional 40

26) Argentina, Chubut, Futaleufd, Ruta
Nacional 40, Km 1530, 17 Km S Esquel
27) Argentina, Chubut, Languifieo, Ruta
Provincial 13, 5 km N Laguna Blanca
28) Argentina, Chubut, Languifieo, Ruta
Nacional 25, 5 km W Colan Conhue,
Cuesta del Paisano

29) Argentina, Chubut, Languifieo, Ruta
Provincial 62, 15.2 km N El Molle

30) Argentina, Chubut, Paso de Indios,
Ruta Provincial 24, 110 km S Paso de
Indios

31) Argentina, Chubut, Rio Senguer,
Ruta Provincial 20, 23 Km W Los
Manantiales

32) Argentina, Chubut, Sarmiento, Buen
Pasto

51

51, 58
o1

51, 152

o1

o1

o1

51, 210

50, 51, 242

51

o1

51, 244
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9059-66

9087-92
8197

3911-12, 3917-18

3049, 614546

3906-08

3934

4681, 4683

10975

7514

15138, 15140
1216, 1443, 14204

891

854

796

654

642

638

766

797

1407

1402

1041
1703

-69.6081

-69.3337

-70.0398

-70.6216

-70.4457

-70.6135

-70.8038

-70.3681

-68.4593

-68.2399

-71.0488
-70.7399

-44.7395

-45.1194

-44.5225

-44.3890

-44.2022

-44.5185

-44.0066

-43.9736

-42.0750

-42.2307

-39.1130
-38.9026

33) Argentina, Chubut, Sarmiento, Ruta
Provincial 23, 87.8 km SE empalme
Ruta Provincial 20

34) Argentina, Chubut, Sarmiento, Ruta
Provincial 23, Sierra del Castillo

35) Argentina, Chubut, Tehuelches,
Cerro Ferarroti

36) Argentina, Chubut, Tehuelches,
Ruta Nacional 40, 19.6 km

37) Argentina, Chubut, Tehuelches,
Ruta Nacional 40, 22 km S Gobernador
Costa

38) Argentina, Chubut, Tehuelches,
Ruta Nacional 40, 45.0 km SW
empalme Ruta Provincial 20

39) Argentina, Chubut, Tehuelches,
Ruta Provincial 19, 2.7 km empalme
Ruta Nacional 40, 16 km W Gobernador
Costa

40) Argentina, Chubut, Tehuelches,
Ruta Provincial 53, 40 km S empalme
Ruta Nacional 25

41) Argentina, Chubut, Telsen, Ruta
Provincial 67, 11.2 km S limite Rio
Negro-Chubut

42) Argentina, Chubut, Telsen, Ruta
Provincial 67, camino a Talagapa, 53.1
km N Gan Gan

43) Argentina, Neuquén, Aluminé, Ruta
Provincial 11, 5 km E Laguna Pulmari
44) Argentina, Neuquén, Aluminé, Ruta

51

51, 245
bl

51, 157

o1

51, 156

o1

51

17

218

99, 100
35,90
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2545-47, 266162

14203

11277-79

8758, 8917

8052, 807778,
8081-90

5354, 5384-86

MIC 1646

11250, 11260-61
14274-76
6463-64
12984-89

2445, MIC 1162

1614

1761

1142

1139

1401

1125

491

1028

1069

986

1420

1519

-70.9783

-71.1906

-70.4000

-70.6471

-70.4295

-70.7318

-70.0782

-70.7125

-70.4023

-70.7663

-71.3057

-70.5511

-38.8866

-38.8223

-39.6571

-39.8277

-39.1351

-39.3875

-40.0526

-39.9001

-40.3107

-39.9797

-40.1932

-38.8619

Provincial 13, 18 km W Primeros Pinos
45) Argentina, Neuquén, Aluminé, Ruta
Provincial 13. Pampa de Lonco Luan,
12 Km E Rio Litrén

46) Argentina, Neuquén, Aluminé,
Volcéan Batea Mahuida

47) Argentina, Neuguén, Catan Lil,
Ruta Nacional 40, 49.0 NE San Ignacio,
Bajada Las Carpas

48) Argentina, Neuquén, Catan Lil,
Camino vecinal, 2 km W Ruta Nacional
40

49) Argentina, Neuguén, Catan Lil,
Ruta Provincial 46, 9.5 km SW entrada
SW Parque Nacional Laguna Blanca
50) Argentina, Neuquén, Catan Lil,
Ruta Provincial 46. Arroyo La
Jardinera. 25 Km E Rahue.

51) Argentina, Neuquén, Collén Cura,
R.N. 237, Huayquimil, 31 km S Piedra
del Aguila

52) Argentina, Neuquén, Collén Cura,
San Ignacio, Ruta Nacional 40

53) Argentina, Neuquén, Collén Cura,
Ruta Nacional 237, Laguna del Toro
54) Argentina, Neuquén, Collon Cura,
Ruta Nacional 40, La Rinconada

55) Argentina, Neuquén, Lacar, Los
Pendientes, Cerro Chapelco

56) Argentina, Neuquén, Picunches,
Ruta Provincial 13, Primeros Pinos

115, 116, 124

89

22,23, 24

184, 243
189, 232, 233, 234,
235, 236, 237, 238,
239, 240

182, 184, 185, 186

18

19, 20, 21
95, 96, 97
19, 214
55, 56, 57

107, 246
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57) Argentina, Neuquén, Zapala, Ruta
MIC 1164 1100 -70.0625 -38.9061 P. 13,12 Km W, 1 Km N Estacion 188
Zapala
58) Argentina, Neuquén, Zapala, Ruta
Provincial 46, 22 Km SW Zapala
59) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo,
3598 1074 -69.9697 -41.2815 Ruta Nacional 23, 44 km W Ingeniero 46
Jacobacci, 10 km E Clemente Onelli
60) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo,

5355, 5391-92 1186 -70.2227 -39.0437 183, 188, 189

3547-48,3581-83 942  -69.8084 -41.3653 . 148, 153, 154

Ruta Nacional 23
61) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo,

6227-28, 6237 1165 -68.3698 -41.5969 Ruta Provincial 5, 22 km NW El Cain 149
62) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo,

6809-12, 11097 1145 -69.1566 -40.7366 Ruta provincial 6, 8.4 km S Colan 18, 46, 216
Conue
63) Argentina, Rio Negro, 25 de mayo,

3570-73 995 -69.377 -41.5966 Ruta Provincial 76, 37 km S empalme 149

Ruta Nacional 23
64) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo,

3537-45 1140 -69.3609 -41.7553 Ruta Provincial 76, 57 km S empalme 149, 150, 151
Ruta Nacional 23

122531223 65) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo,
2723:26’ 1000 -68.4588 -40.2869 Ruta Provincial 8. 17 Km S San 46, 104, 105, 132

6792-97, 6853-54 Antonio del Cuy

12943, 12948-49 789  -71.5654 -41.0723
3051-52, 3054,

66) Argentina, Rio Negro, Bariloche,

Parque Nacional Nahuel Huapi 52

3056-57, i i 67) Argentina, Rio Negro, Bariloche,
4871-72, IS8, A A Valle del Challhuaco, Bariloche D) 28 (200, 1
12969-71
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5532, 553536, 68) Argentina, Rio Negro, El Cuy, Ruta

1332829, 13527 1094 094383 -40.3253 b oincial 67. 19,2 Km NE Mencue 46,195
i i 69) Argentina, Rio Negro, El Cuy, Ruta
5559-60 1247 -69.7498 -40.5679 Provincial 67. 20 Km S Mencue 196, 197
70) Argentina, Rio Negro, El Cuy, Ruta
13517, 13519 1110 -69.2242 -40.2841 Provincial 67, 22.8 km W Chasicé, 4 65
km W Carriyegua
71) Argentina, Rio Negro, El Cuy, Ruta
7024 935 -68.9396 -40.1328 Provincial 74, 20 km SW Aguada 46
Guzman
6801-02, 6823,
684344, . ]
7070-72, 988  -68.0692 -40.2056 '2)Argentina, Rio Negro, El Cuy, Ruta 46, 64, 197
Provincial 74, Paraje Chasico
12259-60,
13501-03
) ) 73) Argentina, Rio Negro, Norquinco,
3514-17 875 70.4841 -41.7032 Rio Chico (Estacion Cerro Mesa) 146
74) Argentina, Rio Negro, Norquinco,
2139, 3531-33 1105 -69.8594 -41.5423 Ruta Provincial 6, 2.2 km NE Ojos de 106, 148
Agua
i i 75) Argentina, Rio Negro, Pilcaniyeu,
14299 954 71.1157 -41.0778 Ruta Nacional 23, Dina Huapi 98
5424,5449-50 786  -70.2383 -41.0305 /0)Argenting, Rio Negro, Pilcaniyeu, 190, 194

Ruta Provincial 23. 2,3 Km SE Comallo
77) Argentina, Rio Negro, Norquinco,

348097, 3500 1123 -70.6773 -41.5617 Ruta Nacional 40, 2.5 km N de 141, 142, 143, 144,

) 145, 146, 147
Chenqueniyen
78) Argentina, Rio Negro, Pilcaniyeu,
5428, 5431-35, 1096 -70.5745 -40.8787 Ruta Nacional 40. 2,7 Km S Ea. San 191, 192, 193

8682 Pedro
562126, 5644 1265 -69.971 -40.8526 79) Argentina, Rio Negro, Pilcaniyeu, 18, 198, 199, 200, 201,
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L. carlosgarini

+L.sp. 1 14026-31

14182-83

14071, 1407376

6411-12, 6456,
MIC 1633

5303-09

5335-36, 5338

6408-09,6427-28,
6418, 6455

646768

14147, 14185

5325-26

6465-66, 14140,
14179, 14181

5349-50

5245-46
3434-35

1413

1211

1415

2500

1779

1374

2095

1406

2029

1566

1498

1255

1262
2210

-71.3238

-70.749

-71.0445

-70.3612

-70.6121

-70.9177

-70.5407

-70.6203

-71.1168

-70.6268

-71.0813

-70.8095

-70.6611
-70.562

-37.3761

-37.2494

-35.5994

-36.6462

-36.6906

-36.9327

-36.6892

-37.2515

-37.4537

-37.5851

-36.8172

-37.0113

-37.1941
-36.0166

Ruta Provincial 67, 3.5 km N Cafiadon
Chileno

80) Chile, VIII Region, Biobio, R.N.
237, Huayquimil, 31 km S Piedra del
Aguila

81) Argentina, Neuquén, Minas, Ruta
Provincial 57, 8 km N Guarfiaco

82) Chile, VIl Regidn, Talca, Cerro El
Peine, Parque Nacional Altos del Lircay
83) Argentina, Neuquén, Minas, Paso
Malo, Arroyo Domuyo

84) Argentina, Neuquén, Minas, Ruta
Provincial 43. 2 Km S Aguas Calientes
85) Argentina, Neuquén, Minas, Ruta
Provincial 45

86) Argentina, Neuquén, Minas, Paso
Malo, Arroyo Covunco

87) Argentina, Neuquén, Minas, Ruta
Provincial 43, La Primavera, 14 km S
Andacollo

88) Argentina, Neuquén, Norquin, Ruta
Provincial 6, 19 km W Moncol

89) Argentina, Neuquén, Norquin, Ruta
Provincial 21. 20 Km S EI Cholar.

90) Argentina, Neuquén, Minas,
Lagunas de Epulafquen

91) Argentina, Neuquén, Minas, Ruta
Provincial 45. 6,5 Km Oeste Las Ovejas
92) Argentina, Neuquén, Minas,
Andacollo

93) Chile, VII Regidn, Talca, Laguna

202, 203

72,73

84, 85
77,78
211, 249
82,169, 171,172
169, 176, 177

169, 212, 213

215

81
80
80
80, 82,83, 181

167
138, 139
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5252-53,
5255-56,
5261-62, 12161,
14135, 1417374

7768, 777072

MIC 1606, MIC
1628

L. smaug

7887-92, 7895

7916-17

2677-79, 2750-51

2680-81,
2738-39, 2764

5782, 5789-91,
14199-200

5799-01, 5803,
5805

5809-10

14171

1586

2000

2400

1987

1573

1676

2900

2427

2279

1856

2467

-70.637

-69.8028

-70.3688

-70.2336

-70.1069

-70.2022

-70.1694

-70.5005

-70.4135

-70.2477

-70.5146

-36.792

-36.43

-35.9536

-35.9583

-35.7966

-35.6508

-35.1138

-35.2879

-35.2972

-35.4875

-35.2268

del Maule

94) Argentina, Neuquén, Minas, Ruta
Provincial 43, 10 km N Varvarco

95) Argentina, Mendoza, Malargue,
Ruta Provincial 221, 12 km N Calmuco
96) Argentina, Mendoza, Malargue,
puente Termas de Cajon Grande

97) Argentina, Mendoza, Malargtie,
Ruta Nacional 145, 17.3 km E paso
Pehuenche, 23 km W Las Loicas

98) Argentina, Mendoza, Malargue,
Ruta Nacional 145, 3.3 km S Las Loicas
99) Argentina, Mendoza, Malargue,
Mallines Colgados, Arroyo El Leén 'y
Rio Grande

100) Argentina, Mendoza, Malargle, 16
Km W Las Lefias, camino a Valle
Hermoso

101) Argentina, Mendoza, Malarge,
Ruta Provincial 226, 1 km N Termas del
Azufre

102) Argentina, Mendoza, Malarge,
Ruta Provincial 226, 11.4 km S Termas
del Azufre

103) Argentina, Mendoza, Malargue,
Ruta Provincial 226, Arroyo El
Montafieés, 43 km S Termas del Azufre
104) Argentina, Mendoza, Malarge,
Paso Vergara, 3 km E limite Argentina-

40, 79, 82, 168, 1609,
170

224

247, 248

225, 226, 227

227, 228

125, 126, 133, 134

127, 128

87, 88, 204

88, 205

87, 206

87
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14061-65

L.sp.2 7993-8000

13883-88, MIC
1642
13899-02, 13921,
13923

L.sp.3

L.sp.6

14198

5348

444445

2454-57, 2518-22

3298-02

2210

1802

1514

2020

1586

1283

711

1690

1491

-70.562

-69.8258

-70.83

-71.101

-71.1462

-70.7564

-70.3576

-71.1408

-70.9189

-36.0166

-35.518

-38.6597

-37.8198

-37.4954

-37.7395

-38.5214

-37.9008

-37.8158

Chile

105) Chile, VII Region, Talca, Laguna
del Maule

106) Argentina, Mendoza, Malargtie,
camino a Castillos de Pincheira

107) Argentina, Neuquén, Picunches,
Pino Hachado

108) Argentina, Neuquén, Norquin,
Termas de Copahue

109) Chile, VIII Region, Biobio, Paso
Pichachen, Ruta Antuco-Los Barros-
Moncol, 20.2 km E de Los Barros
110) Argentina, Neuquén, Norquin,
Ruta Provincial 21, 9,5 Km, camino a
Grupo Venado de las Damas

111) Argentina, Neuquén, Picunches,
Las Lajas. Ruta Provincial 26, Km 19.
112) Argentina, Neuquén, Norquin,
Ruta Provincial 26, 5 Km E Caviahue,
frente Lago Caviahue,

113) Argentina, Neuquén, Norquin,
Cascada del Rio Agrio

76
229, 230, 231
67, 68, 69

70,71

86

180

158

108, 109, 110, 112,
113,114

110
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APENDICE VII: RESULTADO DEL ANALISIS DE BSP — capriTuLo Il

Resultados de los andlisis de Bayesian Skyline Plot (BSP)

Liolaemus antumalguen + L. sp. 7

1,E1

1 _Eo-/\

o
1,E-2 T T T T T
0 5E-2 0,1 0,15 0,2 0,25
Time
Liolaemus chillanensis
1,E1
1,E07
o
1,E- T T T T T r T
1] 2,56E-2 5E-2 7,5E-2 0,1 0,125 0,15 0,175
Time

Liolaemus crandalli

1,E2

1,E17

1 .50- 

0 2,5E-2 5E-2 7,5E-2 0,1 0,125
Time
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Liolaemus elongatus + Liolaemus shitan

1,E1

1,E07

Time

Liolaemus smaug

0 5E-2 0,1 0,15 0,2 0,25

1,E1

1,E07

0 SE-2 0,1 0,15
Time

Liolaemus carlosgarini + L. sp. 1

0,2

1,E1

1,E0'/

1,E-2

Time

0,4
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Liolaemus chillanensis + Liolaemus antumalguen + L. sp. 7 + Liolaemus sp. 6a +

Liolaemus sp. 6b

1,E2

1,E19

1 ,EO’/\

Time

161



APENDICE VIII: RESULTADO DE LA RED CONCATENADA DE GENES

MITOCONDRIALES — CAPITULO ||

Redes de parsimonia estadistica de haplotipos basadas en la regién mitocondrial 12 S
y el fragmento citocromo - b concatenados. Los haplotipos se encuentran coloreados para

cada linaje reconocido dentro del complejo L. elongatus.

@ L. elongatus + L. shitan
L. antumalguen + L. sp. 7
L. burmeinsteri

@ L. chillanensis

@ L. crandalli

VL. carlosgarini + L. sp. 1

@ L. smaug
@L sp.2
OL sp.3
(OL.sp.6
L. sp.1
@ 2
: ® @
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APENDICE IX: RESULTADO DE LA FILOGENIA DE GENES NUCLEARES

CONCATENADOS — CAPITULO 11

Arbol bayesiano de genes nucleares concatenados con el consenso de 50% de

mayoria, mostrando las relaciones entre los linajes dentro del complejo L. elongatus. Los

nameros sobre las ramas corresponden a las probabilidades posteriores (PP)> 0.95.

0.97]

0.99 g | chillanensis

0.97

0.99

1
—————r] tregenzai

0.99
"] | buergeri

L. carlosgarini + L. sp. 1
e | @ntumalguen + L. sp.

«] (. elongatus + L. shitan

. chillanensis
1::j L. petrophilus

— crandail L. elongatus + L. shitan

—__. crandaili
L. crandalli
.'_ elgngatus + L. shitan

L sp 6a
e | . Carfosgarini + L. sp. 1
=L carlosganni + L. sp. 1
IL chillanensis,
carlosganni + L. sp. 1
L— [ carlosgarini + L. sp. 1

L. sp. Ba
——ﬁ:’_t, smaug
| ©lONgatus + L. shitan
. SD. Bb

L. Sp.
L. antumalguen + L. sp. 7

pe . antumalguen + L. sp 7
== [ carlosganni + L sp.1
| elongatus + L_shitan
. elongafus + L. shitan

L antumalguen +L sp. 7
| antumalguen + L. sp 7
1. carlosgarini + L. sp. 1
L. chillanensis
—I__carfosgarnni + L. sp. 1

:aﬁgma?gué%amf 5 ?ﬁ: shitan

= . antumalguen + L sp 7
==l_. carlosgarini + L. sp. 1

=L carlosgarini + L, sp. 1
_% aff. sh.'tare .
—QL burmeisteti
b | anfumalguen +L. sp. 7

L. antumalguen + L. sp. 7
s | antuma!guen +L.sp. 7
—| . clongatus +E s?u{%n

_:L an[fun%n‘guen +L sp.7

L. smaug

L. carlosgarini + L. sp. 1

0_96:].'_ parvus
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APENDICE X|: MUESTREO DE ESPECIMENES

Lista de especimenes secuenciados para este capitulo, localidades muestreadas, altitud y coordenadas geograficas. Los numeros de

localidades se corresponden con los de la Figura 20.

. LIAMM- . . . :
Especimenes CNP/MIC Altitud Longitud Latitud Localidades
L. ceii-kriegi 3565 1162 -69.3506 -41.7524 {1) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo, 57km S Ingentero
2733 1694 -70.6005 -38.8751 (2) Argentina, Neuquén, Picunches, Primeros Pinos
5383 1125 -70.7318 -39.3875 (3) Argentina, Neuquén, Catan Lil, Arroyo La Jardinera
5562 1247 -69.7498 -40.5679 (4) Argentina, Rio Negro, El Cuy, 20 Km S Mencue
5393 1186 -70.2227 -39.0437 (5) Argentina, Neuquén, Zapala, 22 Km SW Zapala
13870 1543 -70.8552 -38.9040 (6) Argentina, Neugquén, Aluminé, Pampa de Lonco Luan
2613 1614 -70.9783 -38.8866 () Arge,ntln.a, !\Ieuquen, Alumine, Pampa de Lonco Luan, 12
Km E Rio Litran
L. buergeri 5294, 5313 1786 -70.6251 -36.7281 (8) Argentina; Neuquén; Minas; 14 Km S Aguas Calientes.
14096 2210 -70.562 -36.0169 (9) Chile; VII Regidn; Talca; Laguna del Maule.
6413 2500 -70.3612 -36.6462 (10) Argentina; Neuquén; Minas; Paso Malo, Arroyo
Domuyo.
6439 2095 -705407 -36.6892 (11) Argentlnai Neuqueén; Minas; Arroyo Covunco, cerca de
Puente de Carrizo.
14119 2231 705161 -35.1355 (12) Chile; VII Re:glon; (_Jurlco; Camino a “El Planchon”, 6.3
km empalme camino a Pichuante-Paso Vergara.
2532 1690 -70.9977 -37.9008 (13) Argentina; Neuqu_en; Norquin; 5 Km E Caviahue,
enfrente del Lago Caviahue.
L. tregenzai 13908, 13918 2020 -71.1010 -37.8198 (14) Argentina; Neuquén; Norquin; W Termas de Copahue.
L.sp. A 3433 1435 -71.3587 -37.3587 (15) Chile; VIII Region; Bio Bio; Laguna de la Laja.
13991 1419 -71.3200 -37.4721 (E;L:r)r;hlle; VIl Region; Biobio; Laguna de la Laja, Los
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13907

14152

5339
2667, 5756

12174

L.sp.B

12148
2615
5797
2758
2128

L.sp.C

L.sp.D

L. elongatus
9060
9100
3675
3578, 3575
304647
3492

10975
8078

2020

1489

1566
1615

1406

2012

2279
1600
0740

0891

0560

0723

0717

0576

1123

1407
1401

-71.1010

-71.2343

-70.6268
-69.8372

-70.1519

-70.1450
-70.0352
-70.4135
-70.1086
-71.2178

-69.6081

-69.1905

-71.1283

-71.3956

-70.2636

-70.6773

-68.4593
-70.4295

-37.8198

-37.5284

-37.5851
-36.6325

-36.5214

-37.1299
-37.0347
-35.2972
-35.0988
-42.9503

-44.7395

-44.5173

-42.3733

-43.5057

-45.7112

-41.5617

-42.0750
-39.1351

(17) Argentina; Neuquén; Norquin; W Termas de Copahue, 1
km de la salida.

(18) Chile; VIII Region; Biobio; Paso Pichachen, 10 km E de
Los Barros.

(19) Argentina; Neuquén; Norquin; 20 Km S El Cholar.

(20) Argentina; Mendoza; Malargiie; 5 Km N Ranquil Norte.
(21) Argentina; Neuquén; Chos Malal; (Circuito Cochico),
entre Huinganco y Butaco.

(22) Argentina; Neuquén; Chos Malal; Entrada “Area Natural
Protegida Tromen”, Laguna Los Barros.

(23) Argentina; Neuquén; Chos Malal; 15 Km N Los Barros.
(24) Argentina; Mendoza; Malargiie; 11.4 km S Termas del
Azufre.

(25) Argentina; Mendoza; Malargie; 7 Km N Las Lefas.
(26) Argentina, Chubut, Futaleufd, Ruta Nacional 40, Km
1530, 17 Km S Esquel

(27) Argentina, Chubut, Sarmiento, Ruta Provincial 23, 87.8
km SE empalme Ruta Provincial 20

(28) Argentina, Chubut, Paso de Indios, Ruta Provincial 24,
110 km S Paso de Indios

(29) Argentina, Chubut, Cushamen, Ruta Provincial 15, 1.2
km W empalme Ruta Nacional 40

(30) Argentina, Chubut, Futaleuft, Ruta Provincial 17, 8.8 km
SE Corcovado

(31) Argentina, Chubut, Rio Senguer, Ruta Provincial 20, 23
Km W Los Manantiales

(32) Argentina, Rio Negro, Norquinco, Ruta Nacional 40, 2.5
km N de Chenqueniyen

(33) Argentina, Chubut, Telsen, Ruta Provincial 67, 11.2 km S
limite Rio Negro-Chubut

(34) Argentina, Neuquén, Catan Lil, Ruta Provincial 46, 9.5

165



L. antumalguen

L. burmeisteri

L. chillanensis

L. crandalli

L. shitan

L. carlosgarini

L. smaug

L. choique

L.sp.1

12987
6155, 6167

7637, 71644
1404142
5327

11305
12220, 12225
1915, 6853
5532, 5537, 13527

13498
3435, 14061-64
2679

7916
2764
7767-8, 7770-72

14073, 14075-76

1420

2375

1100
1700
1566

1253

1560

1000

1094

0988
2210
1676

1573

2900

2000

1415

-71.3057

-70.4112

-70.3733
-71.4099
-70.6268

-70.5424

-68.8580

-68.4588

-69.4383

-68.9692
-70.5620
-70.2022

-70.1069

-70.1694

-69.8028

-71.0445

-40.1932

-36.6060

-37.2309
-36.9045
-37.5851

-37.6720

-37.7018

-40.2869

-40.3253

-40.2956
-36.0166
-35.6508

-35.7966

-35.1138

-36.4300

-35.5994

km SW entrada SW Parque Nacional Laguna Blanca

(35) Argentina, Neuquén, Lacar, Los Pendientes, Cerro
Chapelco

(36) Argentina, Neuquén, Chos Malal, Volcan Domuyo,
ladera este

(37) Argentina, Neuquén, Chos Malal, Ruta Provincial 41. 7
Km S Caepe Malal

(38) Chile, VIII Region, Nuble, Termas de Chillan

(39) Argentina, Neuquén, Norquin, Ruta Provincial 21. 20 Km
S El Cholar.

(40) Argentina, Neuquén, Norquin, Ruta Provincial 4, 5.3 km
E El Huecu

(41) Argentina, Neuquén, Pehuenches, Area Natural Protegida
Auca Mahuida

(42) Argentina, Rio Negro, 25 de Mayo, Ruta Provincial 8. 17
Km S San Antonio del Cuy

(43) Argentina, Rio Negro, El Cuy, Ruta Provincial 67. 19,2
Km NE Mencue

(44) Argentina, Rio Negro, El Cuy, Ruta Provincial 74, Paraje
Chasico

(45) Chile, VII Regidn, Talca, Laguna del Maule

(46) Argentina, Mendoza, Malargiie, Mallines Colgados,
Arroyo El Le6n y Rio Grande

(47) Argentina, Mendoza, Malargiie, Ruta Nacional 145, 3.3
km S Las Loicas

(48) Argentina, Mendoza, Malargue, 16 Km W Las Lefias,
camino a Valle Hermoso

(49) Argentina, Mendoza, Malargue, Ruta Provincial 221, 12
km N Calmuco

(50) Chile, VII Region, Talca, Cerro El Peine, Parque
Nacional Altos del Lircay
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L.sp. 2

L.sp.3
L.sp. 6

L.sp.7

L. talampaya
L. tulkas

L. umbrifer
L. heliodermis

L. petrophilus sur

L. petrophilus

norte

7994-5, 8000

13887, MIC 1642
13899-02

4446
2522
5225
2602
2693

1980, 2737
4219, 4227
5031, 5032

8569
5481
8861

11355
6982
11224
11122

1802

1514
2020

0711

1690

1810

2252

2012

1300
3071
3170

2939

0893

0524

0749
0840
1156
0857

-69.8258

-70.8300
-71.1010

-70.3576

-71.1408

-69.9995

-70.0748

-70.1450

-67.7555
-68.0843
-66.7386

-65.7976

-67.5666

-70.3722

-67.8599
-68.4790
-68.1886
-67.8907

-35.5180

-38.6597
-37.8198

-38.5214

-37.9008

-36.9888

-37.0655

-37.1299

-29.7461
-27.7873
-26.8633

-26.7102

-42.3768

-42.6640

-40.5613
-39.7338
-40.5325
-41.0877

(51) Argentina, Mendoza, Malargiie, camino a Castillos de
Pincheira

(52) Argentina, Neuquén, Picunches, Pino Hachado

(53) Argentina, Neuquén, Norquin, Termas de Copahue

(54) Argentina, Neuquén, Picunches, Las Lajas. Ruta
Provincial 26, Km 19.

(55) Argentina, Neuquén, Norquin, Ruta Provincial 26, 5 Km
E Caviahue, frente Lago Caviahue,

(56) Argentina, Neuquén, Chos Malal, Ruta Provincial 37,
cruce en arroyo Butaco

(57) Argentina, Neuquén, Chos Malal, Ruta Provincial 37. 15
Km N Los Barros

(58) Argentina, Neuquén, Chos Malal, Ruta Provincial 37,
entrada Area Natural Protegida Tromen

(59) Argentina, La Rioja, Felipe Varela, Parque Nacional
Talampaya

(60) Argentina, Catamarca, Tinogasta, Chaschuil

(61) Argentina, Catamarca, Belén, 1,5 km N entrada S
Quebrada de Randolfo

(62) Argentina, Tucuman, Tafi del Valle, Ruta Provincial 307,
km 90

(63) Argentina, Chubut, Telsen, Ruta Provincial 4, 56.9 km W
Telsen

(64) Argentina, Chubut, Languifieo, Ruta Provincial 12, 3 km
E puente sobre Rio Gualjaina

(65) Argentina, Rio Negro,9 de Julio, Ruta Provincial 67, 9.7
km N Sierra Colorada

(66) Argentina, Rio Negro, EI Cuy, Cerro Policia

(67) Argentina, Rio Negro,25 de Mayo, Sierra de
Queupuniyeu

(68) Argentina, Rio Negro,9 de Julio, Ruta Provincial 8, 34,8
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L. capillitas

L. dictracyi

L. parvus

L. gununakuna

L.
austromendocinus

L. flavipiceus

L. punmahuida

L. chiliensis

L. bibronii

L. pictus

2786, 2788-89

5816

2705-6
2711, 2762

2690, 10403
4443
2716
5147
10574

7906-07

2626, 2649
14360
942

14361
8211-12
9896

9897

14359

2910

2888

3585
2418

0803

0830

1353

1202

1830

2562

3000
0921
0980

1515
0840
0014

0134

0868

-66.4140

-67.6786

-69.4808
-69.3372

-69.5747

-70.0655

-68.6233

-68.9858

-69.2656

-70.3913

-70.1408
-71.3163
-71.3380

-71.2686
-66.4736
-65.8391

-66.6221

-71.3499

-27.4206

-28.9296

-29.3725
-32.9983

-39.1110

-39.2050

-34.9913

-36.8180

-34.5388

-35.9798

-37.1044
-40.0731
-40.1683

-40.2504
-41.2844
-47.7149

-47.8503

-40.1666

km S Los Menucos

(69) Argentina, Catamarca, Andalgala, Ruta Provincial 47,
entre Km 34 y Km 39

(70) Argentina, La Rioja,Famatina,24 km NW Alto del
Carrizal

(71) Argentina, San Juan, Iglesia, Quebrada Honda

(72) Argentina, Mendoza, Lujan de Cuyo, Vallecitos

(73) Argentina, Neuquén, Zapala, 2 km E La Amarga, 11 km
E empalme Ruta Provincial 34

(74) Argentina, Neuquén, Zapala, Ruta Nacional 40, 40 Km S
Zapala

(75) Argentina, Mendoza, San Rafael,9.5 Km N EI Nihuil

(76) Argentina, Mendoza, Malargiie, Ruta Provincial 180,
12.4 Km S La Matancilla

(77) Argentina, Mendoza, San Carlos, La Faja, Ruta
Provincial 101, 2.5 km S Arroyo Hondo

Argentina, Mendoza, Malargue, Ruta Nacional 145, paso
Pehuenche

Argentina, Neuguén, Chos Malal, Parque Provincial Laguna
Tromen

Argentina, Neuquén, Huiliches, Lago Lolog

Argentina, Neuquén, Lacar, 1 Km E Curri Huinca, 3 Km E
San Martin de los Andes

Argentina, Neuquén, Lacar, Estancia Chapelco

Argentina, Rio Negro, Valcheta, Aguada del Toro

Argentina, Santa Cruz, Deseado, 5.5. km N Puerto Deseado
Argentina, Santa Cruz, Deseado, Ruta Provincial 47, 55.4 km
SW Tellier, 3 km S puente

Argentina, Neuquén, Huiliches, Lago Quefii, Parque Nacional
Lanin
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EU649350.1-52.1
14343

L. septentrionalis 14099-100

L. coerouleus 14206

978

979

L. neuquensis 980

981

985
L. thermarum 14130-70
L. archeforus 9238-40
L. vallecurensis 2713-14
L. rothi 3091-92

1468
0592

1415

1703

1760

1760

2050
2050
2050
2467

1353

0797

-73.0333
-71.8333

-71.7066

-70.7399

-70.8158

-70.8158

-71.0927
-71.0927
-71.0927
-70.5146

-71.1075

-69.4247
-71.3102

-37.7833
-42.8333

-35.5994

-30.9026

-38.9013

-38.9013

-37.8325
-37.8325
-37.8325
-35.2268

-46.9643

-29.4030
-41.1334

Chile, IX Region, Nahuelbuta

Argentina, Chubut, Futaleuft, Parque nacional Los Alerces
Chile, VIl Regidn, Talca, Cerro El Peine, Parque Nacional
Altos del Lircay

Argentina, Neuquén, Aluminé, Ruta Provincial 13, entre Kilka

y Primeros Pinos

Argentina, Neuquén, Aluminé, Ruta Provincial 13, 17.5 Km
W Primeros Pinos

Argentina, Neuquén, Aluminé, Ruta Provincial 13, 17.5 Km
W Primeros Pinos

Argentina, Neuquén, Norquin, Laguna Las Mellizas
Argentina, Neuquén, Norquin, Laguna Las Mellizas
Argentina, Neuquén, Norquin, Laguna Las Mellizas
Argentina, Mendoza, Malargue, Paso Vergara

Argentina, Santa Cruz, Lago Buenos Aires, Meseta del Lago
Buenos Aires

Argentina, San Juan, Iglesia, Llanos de La Lagunita
Argentina, Rio Negro, Bariloche, Bariloche
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APENDICE X — ARBOLES DE GENES

Detalle de los &rboles de genes para cada uno de los fragmentos de genes

secuenciados para el capitulo V. En los nodos los valores de probabilidad posterior el

analisis bayesiano.

Citocromo-b

1
1 L. vallecurensis
1 L7 rothi
1:],. archeforus

9 .
099 21 neuquensis
1™ 1. coerouleus
L. coerouleus

4. septentrionalis
1

0.99

L. pictus

L. thermarum
]<]L. chiliensis

h —l<] L. bibronii
0.98

- L. punmahuida
L. flavipiceus

L. antumalguen
L. choique

L.sp.7

.. elongatus
L. shitan

L. elongatus

L. elongatus
L. shitan

L. elongatus
L.sp.3

—1‘ L. crandalli
U‘ﬁ'L. carlosgarini

1 H L. choique
L. smaug
H H . IZQL. smaug
L.sp.2
% L. burmeisteri
99 <]

1. kriegi + L. ceii

—l‘L. shitan

0.99

L. talampava
L. talampaya
L. dicktracy
W1 tikas
1 0
097

0.99

L. capillitas
L. umbrifer
L L. umbrifer
L. heliodermis

0.99

L. petrophilus N

L. petrophilus S

L. gununakuna

L0ES
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125

14

! dL. vallecurensis
! L 1L rothi

rL.sp. 7

Il sp. 7

L. sp. 7

kL. antumalguen

L L. antumalguen

L L. choique

L 1. elongatus

L. elongatus

L. elongatus

L. elongatus

=L sp. 7

L [. elongatus

L L. elongatus

L. shitan

L L. shitan

[}/ elongatus

L. shitan

b /.. elongatus

b= /.. elongatus

L. crandalli

—7L.5p. 6

0.99 L. sp. 2

0.99 QL. chillanensis

- ol elongatus

— —{] L. sp. 1

—L.sp.3

= L. shitan

L. carlosgarini
L. carlosgarini

F L. smaug

o7 é. SHaug
’ BL. choique
. smaug

. 9—.l-dL. burmeisteri
—|L. sp. 6
0.99 ,
L. shitan

L.sp. C
Gkl By sp. C

|7 sp. D
- L. sp. A
0.990= 1. sp. A

—L.sp. A

—_<_"L€lfL. sp. B
L sp. A

'Jg—sgL. tregenzai

e L. buergeri
- L. kriegi + L. ceii

0.9 L. punmahuida
. %L. Jlavipiceus

0.95

! ﬂL archeforus

L. coerouleus
1L /. neuquensis
L_ L. neuquensis
L. septentrionalis
0.97, L. pictus
L. chiliensis
L. thermarum

0.99

0.99 L. austromendocinus
_| .99 :_-I <|
L. parvus
_1:<]L_ petrophilus N
L. petrophilus S

L. talampaya
L. talampaya

1

1<IL. bibronii

L. capillitas
F L. capillitas

L. umbrifer
L. umbrifer

0.99 L. heliodermis

L. dicktracy
Y L. tulkas

—{] L. gununakuna

Z0E-S5
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BA3

1
ll . — =11 archeforus

L. vallecurensis

L. tregenzai

.. tregenzai

. Aavipiceus

L. flavipiceus

(), Rt .. previmcthuticla
e [ prinmauitda

[

L. coerculens
L. coerouleus
L. coerouleus
.. neuquensis

. 8.
. betrmets.rert
L. burmeisteri
L. clu.s'lmmendoamu.\‘
L. austromendocinus
L. austromendocinus

0.99

L.sp.B

l— L. sp. 1
.sp. 1
L.sp.2
L.sp.6
L. elongatus
L. elongatus
—{ 7 elongatus
L. elongatus
L. elongatus
e . st
L. shitan

L. shitan

e .. shitfan
L. shitan

L. elongatus
L. elongatus

L. antumalguen

L. antumalguen
— chi!}anenm

L.sp.6
L.sp.6
L.osp.7
L.osp.7
. 5p. 7

L. talampaya

L. talampaya

0.98

G
098 L. tulkas
L. fulkas
P | umbrifer
L. umbrifer
0.9 L. heliodermis
L. eapillitas
L. capillitas
| L. dicktracy
L. parvus
e | chiillanensis
. crandalli

L. carlosgarini
L. carlosgarini
L
0.99 = "L. smaug

L. choique
L. choique
L. choique
L. choique
b [, 5. 2
L. smaug

L. sp. 3

L.sp. 3

L.sp.7

L. petrophilus 8§
45!.. petrophilus N

L. petrophilus N
———————. gununakuna

L. guninakuna
L. gununaicuna

]—_-__-:JL. chiliensis
— )
L. pictus

L. kriegi + L. ceii
L. kriegi + L. ceii
L. kriegi + L. ceii
L. kriegi + L. ceii
L. kriegi + L. ceii

L. kriegi + L. ceii
L. buergeri

L. buergeri

L. buergeri

0.95 L.sp. A
L. buergeri

L. sp. D

f.sp.D

L. parvis
L. pictus

L. septentrionalis
—:l[,. bibronii

0.99r

L. buergeri
_EL_ o A
L.sp. A

50E-6

L. septentrionalis

1 e———__] L. thermarum

JL.sp.C
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EXPH5

1 ) L. archeforus
:'.:l L. rothi

1 L. tregenzai
L. flavipiceus
L. flavipiceus

L. chiliensis
L. chiliensis

0.96

1
—‘:IL. septentrionalis
L. picius
%;._ sp. B

P | talampaya
s [, 1i0bYifEF
.99 L. umbrifer

(.99] e [ capillitas
0.98 _| b [, capillitas
1 L. heliodermis
L. talampaya
057 _hi%jL tulkas

[, dickiracy
L. austromendocinus

e [, 5p. B
L. 516‘836!5!‘9”

fs [, s1CTUZ
T

.96 Jr— .. sm1c11(Z
- b /.. ChOIqUE

L. erandalii

.sp. 2
. parvus
L. gununakuna
—L‘Yqummakuna
.. choique

0.99

s [ petrophiilies 8

L. petraphilus S
s |, petrophilus N

. [ peirophilius N

0.99 e |, petrophilus N

L. austromendocinus
— . DGR G

L. punmahuida

L. elongatus
pe .. elongarus
e [ clongatus
e .. lORI@aRtUS
L. elongatus
e .. elongatus
e .. antumalguen
L. chillanensis
e [ carlosgarini
e .. shitan
b L. shitait
1 e [, shitan
b L. shitciit
e L. shiitann
e .. shitan
. [, carlosgarini

e | ci0i U

s [, 5P, 1
e .. 5. 1
e [ 5p. 3
e [ s 3

———r

0.99 ] curiosgarm,;
e—— .. carlosgarini
b [, 2lOMIg OIS

e /.. e.'ongcitms

L. bibronii
L. thermarum 0.99
1 <21 coerouleus
Me— . REUGUENSIS
L. buergeri
0.9% L. buergeri
L. buergeri
L. buergeri
L. buergeri
L.sp. A
L.sp. C
Losp. C
L.sp. D
L.sp.D
pr—], [criegi + L. ceii
e [, feri€gl + E. ceii
e L. kriegi + L. ceil
L. kriegi + L. ceii
s |, kiriegi + L. ceil
Lospe A

T I
_":jL. kriegi + L. ceil

095

10E-5
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KIF24

vallecurensis

1 097
L_archeforu

(.97

p= 1. flavipiceus

[, flcivi, icgiis
ol
L. pigh

1. iregenzai

L. punmahuida

[.. septentrionalis

.. coerouleus

L. coerouleus
L. neuguensis y

L. pickus
J—‘ﬁ::ﬂf, bibronii
Lsp.C

. sp.
C
Losp. D
. buergeri

L OOE R

p="1.. buergeri

L. buergeri

=1 kriegi + L. ceii

V.. thermarum

sp. A

—m“reg: + L. ceri

= 1. kriegi + L. ceii

0.96

L. kriegi + L. ceii

e [, chillanensis
—

L.sp. 1

p=L.. 5|

7

p= 1. chillanensis
b .. carlosgarini
b L. carlosgarini

p 1. sp. 7
p= 1. carlosgarini

b 1. sp. 2

20E-5

= .. smiaiig

b [ 5. 6

e 7 p.3

. Sp.
. antumalguen

= . antimalguen

L. crandalli

smaug

L. choique

L.sp.7
s [ 5. 2

L. elongatus
0.98 L sp. 3?
L. elongatus

L. choigue

p= . gununakina
e [ i KU TICD
= L. gununakuna
= L. burmeister:
e . brrmeisteri

s [ sD.
= L. sp.
1. sp.

0.96

B
B
B

L. talampaya
L. talampaya
L. dicktracy
L. tulkas

L. tulkas

L. capillitas
L. capillitas
L. umbrifer
L. umbrifer
L. _beliodermis

0.97
e} . qiistromendocinus

.96
_MC!L petraphilus N
L. shitan

' petrophilus S

L. shitan
L. shitan
L. shitan
L. shitan
L. shitan

L. elongatus

L. elongatus

L. elongatus

(.99 ke [.. elongatis

L. elongatus

L. elongatus

L. elongatus

L. elongatus

V. pareus
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LPB4G

L. bibronii
- L. septentrionalis
1 1 L. thermarum
L. coerouleits
0.99 = 1.. pictus
L. sp. D
0.99 | L. smaug
Losp A
b= 1. bibronii
-L. pictis
=L.sp. C
-L.sp. C
L. kriegi + L. ceit
- L. buergeri
| L. buergeri
7. sp. D
L. buergeri
=1 kriegi + L. ceii
L. buergeri
L L. sp. A
— L. buergeri
FL.sp. A
|- L.sp. A
1. kriegi + L. ceii
L— /.. kriegi + L. ceii
L.sp. A
L. flavipiceus
1. tregenzail
- L. tregenzai
0.98 L. punmahuida

kL. pinmahuida

L. talampaya
1 kL. talampaya
L. dicktracy

L. capillitas

1 1| L. umbrifer
L. capillitas
L. umbrifer

L. tulkas

L. austromendocinus

1 /. petrophilus S

L. petrophilus S

1. petrophilus N

1. petrophilus N

e L. gununakina

L1 gununakuna

—1 L. gununakina

|- L. sp. B

1. austromendocinus

L. sp. B

L/ .sp.7

L L.sp. 7

L 1. antumalguen

L .. elongatus

L. chillanensis

L L. antumalguen

|- 1. sp. 6

- L.sp. 6

L. sp. 7

F1. crandalli

kL. crandalli

=L sp. 3

|- sp. 3

L L. elongatus

L L.sp. 7

L L. carlosgarini

L L. elongatus

L L. shitan

L L. elongatus

L L. elongatiis

L L. shitan

— kL. shitan

carlosgarini

L. carlosgarini

L L. elongatus

)

L L. smang

L L. smaug

L L. choique

|-L.. parvus

L L. chillanensis

L L. sp. 1

L L sp. 1

L. sp. 6

LL.sp. 6

L L. elongatus

L L. shitan

LL. shitan

| . shitan

L_ .. elongatus

L L. burmeisteri

k- L. burmeisteri

| [.sp.2

L L. elongatus

L. austromendocinus

L. elongatus

kL. petrophilus N

—

=

. parvis

20ES
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1
1q _ﬂ L. archeforus

L. vallecurensis

Iy
— P
_r(]L buergeri

L.osp. C

e [, S A
e /. 5p. B
Y
L. elongatus
s /.. €lONgOTUS
b . elongatus
b .. aiituinalgiien
b . antumalguen
e L. Dttrimeisteri
b L. burmeisteri
e . chillcinensis
—2L_. chillanensis
L. crandalli
[_crandalli
L. parvus
L. parvus

0.98

b /. shitan
b L. shitan
b L. shitan
b L. shitan
b 1. shitan

0.95

— L. carlosgarini

L. smaug
e .. STRICIUE
pe .. cholquie

b . carlosgarini
——t
b L. 5. 1
e [ cairlosgaring
p—1.. choique

b L. 5. 2

e /.. SP. 2

e /. SP. 3

p—/.. sp. 3

e .. SP.
e [, 5.
o . S
b . SP.
b L. 8.
e . 5.
b L. SP.

0.99

N aaso o

— L. talampaya

/.. falampava

L. tulkas

L. tulkas

0.97 L. he
L. capillitas

e [, dicktracy

b . petrophilus S

L. petrophilus 8
bl petrophiliis N

L. petrophilus N
e | petrophilus N

. [ cumminGkUNG
J—‘*‘QL. gununakuna

. [ i stromendocinus
b [ cttistromendocinis
b L. ctitstromendociniis
L. pictus

L. buergeri

L. tregenzai

e . flarvipicenis
L. flavipiceus
L. punmahuida

fe [, butergeri

L. chiliensis

1. bibronii

Lee—"") L. septentrionalis

—

b—1_. choique
b L. choIqitE

L. choique

_Q.ﬂ&ﬂL_ umbrifer

liodermis

L. capillitas

L 99:::!,‘ thermarum

L. kriegi + L. cefl
b [ fcri€ @i + L. celi

:L. sp. A
L.sp. D
| 096———LsnA

L.sp. A
e [, kiriegi + L. ceii

L.sp.C

L. kriegi + L. ceii
L. kriegi + L. ceii
L. kriegi + L. ceil
L. kriegi + L. ceii
L.sp.D

8.0E-8

1
=" L. coerouleus
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