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RESENA

My L J
Alvaro Zifiiga-Reinoso nace el 2 de junio de 1981 en la ciudad de San Felipe. Region de Valparaiso. Chile.

Sus estudios de ensefianza media fueron realizados en el Liceo Augusto D'Halmar de Nufioa. Estudio la
carrera de Licenciatura en ciencias Biologicas en la Universidad de Magallanes. Posteriormente obtuvo su
Magister en Ciencias con Mencién en Zoologia de la Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréficas de la
Universidad de Concepcién. EI 2011 ingresa al programa de doctorado en Ciencias con Mencion en Ecologia
y Biologia Evolutiva de la Universidad Chile. Desde temprana edad mostré su pasién por la entomologia,
dedicacion que abordd desde la edad de 8 afios de forma autodidacta. Este conocimiento, le permitié como
estudiante de pregrado, participar en diferentes expediciones y proyectos que lo llevaron a recorrer toda la
region de Magallanes, cuyas experiencias decantaron en las primeras publicaciones cientificas y de difusion.
Durante su periodo de formacion ha realizado clases y ayudantias en la Universidad de Magallanes.
Universidad de Concepcidn, Universidad de Valparaiso y durante su estadia en el doctorado ha sido ayudante
del curso de postgrado Procesos Evolutivos en la Universidad de Chile durante dos afios consecutivos. Alvaro
es miembro de la Sociedad Chilena de Entomologia donde participé activamente como Secretario y
actualmente es su Presidente. Fue miembro creador y fundador de la Red Chilena Entomoldgica de la
Conservacion y actualmente es su Vicepresidente. Como investigador ha sido autor y coautor de distintas
presentaciones congresos y publicaciones cientificas de corriente principal. Sus investigaciones estén
orientadas principalmente a la taxonomia, sistemdtica, evolucion y conservacion de insectos, particularmente

en coledpteros.
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Resumen

Las oscilaciones climaticas del Pleistoceno han modelado los patrones evolutivos de Chile
central, donde las biotas de las montafias andinas y costeras existen estrechas relaciones,
aunque presentan distribucién disyunta. Existen dos hipétesis para este fendmeno, las que
explican el modo de especiacién: modelo de montafia y de bolson. El género Callyntra
presenta caracteristicas distribucionales que lo hacen un buen modelo para evaluar estas
hip6tesis. Callyntra €s un componente endémico de Chile central, que presenta una
distribucién mayoritariamente altomontana, asociado a ambas cordilleras, mostrando en la
actualidad una disyuncién en la distribucién, pero filogenéticamente emparentados. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el rol de las oscilaciones climéticas del
Pleistoceno en la diversificacion de Callyntra. Se reconstruyd la filogenias utilizando los
genes mitocondriales (COI, 16S) y el gen nuclear (Mp20). Adicionalmente, se calcularcn
los tiempos de divergencia, asi como también se estimaron los pulsos de diversificacion.
Junto con lo anterior, se reconstruyé el origen biogeogrifico del Ancestro Comiin mas
Reciente (ACMR) del género y en base a esto, se estimaron los modelos de especiacion.
Los resultados muestran un 4rbol con topologia desbalanceada con cinco clados. En cuanto
a las relaciones filogenéticas, cabe destacar que las especies que habitan en cordillera de la
Costa, poseen a sus especies hermanas en las terrazas costeras o en la cordillera de los
Andes y esto ocurre independiente en dos clados. Ademas, hay un clado estrictamente
costero, que es hermano de un clado compuesto mayoritariamente de especies andinas. Las
divergencias de Callyntra comenzaria durante el Pleistoceno y las cladogénesis estarian
asociadas mayoritariamente a periodos interglaciales. La acumulacién de linajes se ba
mantenido constante en el tiempo y el punto de méxima diversificacién coincide con el

inicio de la cladogenesis del género a los 2,41 Myrs, Adicionalmente, el ACMR de




Callyntra perteneceria al 4drea de Desierto Costero de Coquimbo (DC) y alcanza la
distribucién actual mediante saltos a nuevas areas. Por lo tanto, la diversificacion de
Callyntra ocurre en el Pleistoceno y se ha mantenido constante en el tiempo. La
especiacién ocurre mayoritariamente durante los interglaciales, debido a los eventos
fundadores a nuevas cumbres y posterior aislamiento, eventos fundadores que ademas

coinciden con alzas en la diversificacion en la filogenia de Callyntra.

Abstract

The Pleistocene climatic oscillations have shaped the evolutionary patterns of the biota in
central Chile, where the biotic components of the Andes and coastal mountains there are
close relationships, even when they have disjunct distribution. There are two hypotheses for
this phenomenon, which explains the model of speciation: mountain and pocket model. The
genus Callyntra presents distributional characteristics that make it a good model to evaluate
these hypotheses. Callyntra is endemic of central Chile, which have a high mountain
distribution mainly associated with both mountain ranges, showing now 2 disjunction in the
distribution, but phylogenetically related. Therefore, the aim of this study was to
understand the role of Pleistocene climatic oscillations in the diversification of Callynira.
Phylogenies were reconstructed using mitochondrial markers (COL, 16S) and one nuclear
gene (MP20). In addition, the divergence times were calculated, as well as the pulses
diversification were also estimated: Along with this, the biogeographical origin of the Most
Recent Common Ancestor (MRCA) of genus and on this basis, we estimate the models of
speciation, The results show an unbalanced tree topology with five clades. The
phylogenetic relationships, show that species that inhabit in coastal mountains, have their

sister species on the coast or in the Andes and this ocours independently in two clades. In



addition, there is a strictly coastal clade, which is the brother of a clade composed mainly of
Andean species. The results suggest that the divergente in Callyntra begin with
the Pleistocene and  the cladogenesis would be associated mainly to interglacial periods.
The accumulation of lineages has remained constant over time and the point of maximum
diversification coincides with the start of the cladogenesis cladogenesis to 2.41 Myrs.
Additionally, the ACMR of Callyntra would belong in the Coastal Deserto { Coquimbo
area (DC) and would reach the current distribution through colonization to new areas.
Therefore, the results suggest that the diversification of Callyntra oceurs in the Pleistocene
and has remained constant over time. Speciation occurs mostly during the interglacial, due
to the founding events to mew heights and subsequent isolation, founders events also

coincide with increases in the diversification of Callyntra.



Introduccion

Eventos Historicos

Los eventos geoldgicos ¥ ciiméticos histéricos han moldeado el paisaje, el clima y la biota
de cada region del planeta. Las consecuencias de estos eventos sobre la biota dependen de
numerosos factores, tales como la geologia local y las caracteristicas bioldgicas particulares
(Hewitt 2000). Entre los eventos hist6ricos mds importantes en el cono sur de Sudameérica,
estan los ciclos glaciales-interglaciales del Pleistoceno ya que estos ciclos, afectaron
profundamente a la biota del sur de Sudamérica (Sérsic et al.”2011). Si bien, en el
hemisferio sur las coberturas de hielo fueron mucho menor que en el hemisferio norte, ésta
llegé a cubrir extensas 4reas del sur de Sudamérica, por lo que la biota debi6 ser afectada
fuertemente en cuanto a su demografia y su distribucidn. Esta cobertura de hielo debi6
tener fuertes efectos, especialmente sobre las especies asociadas con las alturas, donde la
capa de hielo ocupd gran parte del cono sur (Clapperton 1993, 1994). Las especies que
habitan en las alturas pudieron haber sufrido extinciones locales, reducciones poblacionales
o cambios de distribucién, para luego presentar expansiones poblacionales,
recolonizaciones o colonizaciones a nuevos lugares despejados de hielo, siguiendo las
oscilaciones glaciales del Cuaternario (Vuilleumier 1971, Brown & Lomolino 1998, Hewitt
2000). Por lo tanto, las especies o linajes de altura experimentaron periodos alternados de
aislamiento y conectividad durante estas oscilaciones climéticas del Pleistoceno (Knowles
2001).

Las evidencias y modelos actuales muestran que los glaciares cubrieron extensas areas
entre los 33° a los 56° de latitud Sur, dejando éreas libres de hiclo al Este de los Andes
(estepa Argentina) y en dreas costeras del sur Chile, al Oeste de los Andes (Clapperton

1994, McCulloch ez al. 2000). Este escenario debio afectar la flora y fauna terrestre de la




region, d‘elimitando la distribucién espacial de los organismos y favoreciendo procesos de
diferenciacién genética (Hewitt 2000). Debido a la inestabilidad ambiental durante el
Pleistoceno, la distribucion espacial de los organismos terrestres de climas ftios debid
restringir su distribucién a zonas altas libres de hielo durante los interglaciales (Villagran et
al 1998) o restringirse para persistir en refugios aislados de altura durante los periodos
glaciales (Sérsic et al. 2013), los cuales no fueron cubiertos por la capa de hielo durante las
glaciaciones del Pleistoceno. En ambos casos, el aislamiento geografico pudo conllevar a
extinciones locales, colonizaciones, estructuracién genética de las poblaciones y
probablemente promover procesos de especiacion (Knowles 2001). Bajo este contexto, se
ha propuesto que las glaciaciones cuaternarias son un factor abi6tico histdrico que podria
aumentar las tasas de especiacién, mediante la fragmentacion de los rangos de distribucién
por la separacién de poblaciones en refugios glaciares (vicarianza) y por la colonizacion de
una proporcién de la poblacidn a nuevos lugares (efecto fundador) durante los interglaciales
(Hewitt 2000, Knowles 2000, 2001).

La evidencia referente a los pulsos glaciares-interglaciales durante el Pleistoceno en Chile
Central es escasa (Villagran 1994). Sin embargo, existe evidencia glacioldgica en los
extremos de la regién, donde hay registros de 360 mil y 170 mil afios de antigiledad, que
muestran que las lenguas glaciares que bajaban desde la cordillera del Aconcagua, llegaron
hasta aproximadamente los 1800 metros de altitud. (Clapperton 1994, Espizua 2002). En
general, todos los registros muestran que por cada pulso glacial, la linea glacial descendio
aproximadamente 1000 metros en comparacidn con la actualidad (entre los 25° y 46° sur) y
bajé hasta los 200 metros de altitud en las regiones mas australes (Clapperton 1994). Por
otra parte, la evidencia oceanogréfica y palinologica muestran un movimiento del frente

polar, de unos cinco o seis grados de latitud hacia €l norte, lo que permitié una expansion




glacial y un aumento de las precipitaciones en el centro-sur de Chile (Clapperton 1994,
Villagran 2001) y a la vez el desarrollo vegetacional de bosques valdivianos en la zona
central, particularmente en la ladera oeste de la Cordillera de la Costa (Villagran et af 1998,
Villagran 2001). Los tltimos registros con isotopos de oxigenos en el pacifico del norte de
Chile, muestran al menos trece periodos interglaciales y 12 periodos glaciales en el ultimo
millén de afio en el pacifico sur, asi como también la extension e intensidad de cada uno de
estos periodos (Martinez-Méndez et al. 2013).

Los estudios realizados en el centro y sur de Chile revelan la importancia de los eventos
histéricos en la conformacién de patrones gemético-evolutivos de la biota, pero son
restringidos para algunas especies de vertebrados y de plantas (Beheregaray 2008). La
respuesta de la biota a estos eventos histéricos ha sido documentada para algunos
organismos del sur de Chile, principalmente en la extension mas septentrional de la lengua
de hielo durante el UMG (Premoli et al. 2000, Muellner e al. 2005, Palma et al. 2005,
Torres-Pérez et al. 2007, Vasquez et al. 2007, Victoriano et al. 2008, Sallaberry-Pincheira
et al. 2011, Viasquez et al. 2013). En estos trabajos se ha propursto que el avance y el
retroceso de los hielos, habra determinado la distribucién de los linajes. Asi por ejemplo, el
crecimiento de los rios, debido al retroceso de los glaciales del Pleistoceno, habria actuado
como barreras geograficas y estarfa explicando la estructuracién poblacional ylo la
diferenciacién de Liolaemus monticola (Torres-Pérez et al. 2007, Visquez et al. 2007),
Philodryas chamissonis (Salaberry-Pincheira ef al. 2011) y en menor grado en Rhinella
arunco (Vasquez et al. 2013). Por ofra parte, también se han encontrado evidencias de
miltiples localidades de la costa, que sirvieron como refugios para algunos linajes durante
el UMG y posteriores eventos de recolonizacién postglaciales (Premoli et al. 2000,

Muellner et al. 2005, Palma et al. 2005, Himes et al. 2008, Victoriano ef al. 2008). Por lo




tanto 1a|evidencia sugiere que los eventos glaciales promueven la diferenciacién y/o ¢l
movimiento de las especies hacia refugios en los periodos glaciales y posteriormente la
recolonizacion durante los periodos interglaciales (Victoriano et al. 2008). En general,
existe poca evidencia (desde la perspectiva filogenética/filogeografica), sobre los efectos

que estos eventos han tenido sobre la biota terrestre en Chile central, o si existieron refugios

para éstos, particularmente aquellos que habitaban ambientes altoandinos (Beheregaray
2008). Bajo un escenario glacial, las especies de altura pudieron haber experimentado
fuertes cambios genético-demograficos y distribucionales en sus poblaciones (Vuilleumier
1971, Hewitt 2004). En Chile, los ambientes de altura comresponden a uno de los
principales componentes de la geografia de zona centro-sur, ya que éstos corren de forma
paralelapor los cordones montafiosos andinos y costeros. Entre los componentes bidticos
de las montafias andinas y costeras que corren en paralelo existen varias similitudes en
cuanto a/flora y fauna, aun cuando presentan patrones de distribucién disjunta (Villagran &
Armesto 2005). Lo anterior, podria indicar que ambas biotas estuvieron conectadas durante
las ultimas glaciaciones en zonas de baja altitud y que elementos andinos, pudieron
colonizar los ambientes de altura de la cordillera de la costa y viceversa (Elgueta 1988,
Villagran & Armesto 2005). En este contexto, en Chile se han planteado dos hipotesis
contrastantes para explicar este patrén de distribucién y la div;arsidad bidtica de la regién
central (Hellmich 1951, Fuentes & Jaksic 1979). La primera de estas hipotesis es llamada
“hip6tesis de bolsones”, la que predice que la diferenciacion entre las especies (o linajes)
ocurrirfaldurante los periodos glaciales, debido a que las especies quedarian entrampadas en
bolsones| libres de hielo (refugios), contrayendo sus distribuciones y provocarian una
disyuncién con los linajes entrampados en ofros bolsones (i.e Alopairia) (Hellmich 1951,

Fuentes & Jaksic 1979). Segiin Fuentes & Jaksic (1979), predicen que este modelo se ajusta
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)
mejor 81%1 organismos endotermos, ya que pueden cambiar de rango altitudinal y de dieta,
pudiendip usar mas de un fipo de ambientes, donde sélo por encierro no pueden
entremezclarse con otros linajes. La segunda explicacién, llamada especiacion de islas de
:
altura (témbién llamada de montafia o “sky island"), predice que la diferenciacion entre las
especiesl (o linajes) ocurriria durante los periodos interglaciales, debido a una contraccion
distribucional altitudinal y por lo tanto, la disyuncion por los valles que separan las
cumbreslx de las montafias (Hellmich 1951, Brown 1971, Fuentes & Jaksic 1979, Knowles
2000). Segtn Fuentes & Jaksic (1979), predicen que este modelo se ajustaria a organismos

ectoterm‘los, ya que estan altamente especializado a su ambiente, restringiendo su actividad
i

a las estaiciones de méxima productividad.

La evidéncia previa basada en la distribucion y diversidad de especies y subespecies del
genero Iiiolaemus y de roedores de Chile central, sugieren que estos organismos siguen
modelos; diferentes para explicar su diversificacion. Es asi que, los Liolaemus se
diferenciarfan de acuerdo a un modelo combinado de islas-bolsén lo que explicarfa la alta
diversid%d de especies y subespecies (Fuentes & Jacksic 1979). En contraste, los roedores
se ajustarian s6lo al modelo de especiacidn de “bolsén”, lo que explicaria su baja
diversidaid en la region (Fuentes & Jacksic 1979). La evidencia microevolutiva, basada en
marcadores moleculares mitocondriales en la especie Liolaemus nigroviridis sugiere la
existencia de 5 linajes independientes asociados a cumbres de la cordillera de la Costa y de
los Andes de Chile central (Cianferoni et «l. 2013). Estos autores, sugieren que la
diferenciacion de los linajes de Liolaemus nigroviridis en Chile central podria tratarse de un
modelo de diferenciacion de islas de altura. A la fecha, no existen estudios que pongan a

prueba de forma explicita ambas hipdtesis, donde una combinacion de ambas hipétesis
|

propuesta[,s podrian estar actuando en los procesos evolutivos de la biota de Chile central.

1
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Taxonomia y Sistemdtica del género Callyntra

El género Callyntra Solier pertenece a los Nycteliini, una tribu de Pimeliinae endémica de
los ambientes 4ridos y semidridos del cono sur de Sudameérica. Este género fue descrito por
Solier (1836) y definid claramente las diferencias entre Callyntra y el género Epipedonota.
Sin embargo, algunos autores describen especies con caracterfsticas de Callyntra en
Epipedonota (Waterhouse 1841), mientras que otros describen nuevas especies de
Caliyntra (Solier 1851, Germain 1854). Posteriormente Lacordaire (1859) sinonimiza
Callyntra en Epipedonota, propuesta que se mantuvo estable hasta hace poco tiempo. En un
andlisis cladistico posterior de la tribu Nycteliini (Flores 2000), las especies anteriormente
incluidas en Callynfra se agruparon en un clado y separado de Epipedonota sensu stricto.
En este trabajo se propuso que se debe revalidar el género Callyntra, debido :a la cantidad
de caracteres que los separan de Epipedonota sensu stricto. Asi el nombre genérico
Callyntra ha sido restaurado recientemente y se reconocieron 17 e_species endémicas del
centro-sur de Chile (Flores & Vidal, 2000a b). Las diferencias entre Callyntra y
Epipedonota han sido plasmadas en una nueva clave taxonémica que diferencia a ambos
grupos (Flores & Vidal, 2000a). El andlisis cladistico basado en la morfologia del género
Callyntra sugiere que este género posee 7 grupos y vuelven a recuperar en el arbol a cada
una de las 17 especies hasta ese entonces descritas (Flores & Vidal 2000b, Fig. 1). Sin
embargo, recientemente han aparecido nuevas contribuciones taxondmicas para el género
Callyntra, que han elevado el nimero de especies a 22 (Zifiiga-Reinoso & Cid-Arcos 2013,
2015; Aceituno & Guerrero 2014; Zufiga-Reinoso 2015) (ver S1). Ademas, se ha citado

recientemente una especie de Callyntra para Argentina, identificada como C. wumicosta

(Roig-Jufient et al. 2004),
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Por otra parte, la evidencia biogeografica, sugiere que la separacién de Callynira y
Epipedonota habria ocurrido con el levantamiento de los Andes (Roig-Jufient & Flores
2003). Por lo tanto, la diversificacién del género Callyntra debié ocurrir después de este
evento histérico y podria tratarse de uno de los Nyctelini con origen mas reciente (Flores &
Vidal 2000b). En este sentido, es necesario volver a reconstruir la filogenia del grupo, pero

esta vez utilizando marcadores moleculares (DNA mifocondrial y nuclear) para
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Figura 1. Filogenia morfologica del género Callyntra propuesta por Flores & Vidal (2000b). Barras
negras indican sinapomorfias y barras blancas indican homoplasias.
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responder problemas sistemdticos y evolutivos, de manera de proponer un escenario
evolutivo, que permita evaluar como afectaron los eventos climaticos del pasado los
patrones de especiacién de este grupo. En la actualidad existen herramientas que utilizan la
informacién implicita del 4rbol filogenético (i.e topologfa y largo de rama), que p;rmiten
calcular los tiempos de divergencia entre las especies, pudiendo relacionar el tiempo de las
cladogénesis con un evento histérico particular que conileva a la diversificacion.
Adicionalmente es posible ponderar modelos de diversificacién explicitos que nos permiten
poner a prueba las hipétesis relacionadas con pulsos temporales de diversificacion. Por otro
lado, existen también modelos que utilizan una filogenia para detectar y asociar qué
modelos de especiacién se ajustan mejor al patron de diversificacion encontrado. Todo esto
nos permite por primera vez ponderar para esta regidn c6mo las glaciaciones influyeron en
los procesos evolutivos que han dominado sobre un grupo de coledpteros congenéricos
asociados a las alturas de Chile central y que en conjunto podrian explicar su patron de
distribucion actual.

Distribucion y biologia del género Callyntra

La mayoria de las especies del género Callyntra son un componente endémico de Chile
central entre los paralelos 32° y 39° Sur, desde la IV a la IX regién (excepto una especie de
Argentina), en la ladera occidental de la cordillera de los Andes (Fig. 2). Este rango

de distribucién se encuentra dentro de la provincia biogeografica de Chile Central (Cabrera
& Willink 1980), uno de los 18 “Hotspor” de biodiversidad reconocidos mundialmente
(Myers 1988). Segiin Pefia (1966), las especies del género Callyntra ocuparian cinco de las

18 regiones entomofaunisticas dentro de Chile: Desierto Coquimbarno, Cordillera Costera
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Central, Cordillera Andina Central, Cordillera Andina Surefia y Pehuenar. Las que segin
Flores & Vidal (2000b), corresponderian a 4reas de endemismo para este género (Fig. 3).

En general, las especies del género Callyntra poseen una distribucion longitudinalmente
disyunta, asociadas principalmente a los dos cordones montafiosos de la cordillera de la
Costa y de los Andes, no encontréndose especies de este género en la depresidn intermedia.
Las especies del género Callyntra pueden utilizar una gran variedad de hébitat,
encontrandose desde el nivel del mar, hasta los 3.200 m.s.n.m, ccupando ambientes dridos
y semidridos de la costa, cordillera de los Andes y cordillera de la Costa (Flores & Vidal
2000a, Fig 4). Segun, Flores & Vidal (2000a), algunas especies se encuentran en bosques
caducifolio de altura (Fig. 4 d, fy g), mientras que otras prefieren lugares abiertos como Jas
estepas de altura (Fig. 4 ¢ v €), asi como las terrazas costeras (Fig. a y b). En observaciones
de campo, se registrado que las especies de Callyntra estin asociadas a pastizales de tipo
Festuca sp., presente en todos los ambientes antes descritos, incluso se han encontrado
larvas asociadas a las raices de estas Poaceae (Zifliga-Reinoso obs. pers.), donde
probablemente se desarrollen. La mayoria de las especies son de actividad principalmente
divrna (e.g C. multicosta, C. unicosta, C. carbonaria, C. rossi), pero ademas presentan
hébitos crepusculares y/o nocturnos (C. rugosa, C. paulseni). Observaciones de campo
reportan que las especies son activos caminantes, alimentindose principalmente de
vegetacion, sin tener ninguna preferencia en particular, fanto viva como muerta (Vidal &
Guerrero 2007). Por otra parte, debido a su condicién de ectotermos, al igual que otros
tenebriénidos, se esconden durante las noches y en las horas de maxima radiacion bajo la
tierra, 'Eroncos, piedras y plantas rastreras cuando las condiciones ambiéntales no son
c'_)ptimas (Cloudsley-Thompson 2001, Flores 1997). En general, los insectos de las zonas

templadas son univolinos (i.e una generacion por afio), donde la final de la temporada
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reproductiva los adultos mueren debido a que invierten toda su energia en la reproduccién
(Wolda 1988). En Callyntra, los adultos tienen un periodo de actividad durante las
estaciones estivales, actividad que es temporalmente mas tardfa y estrecha a medida que
aumenta la latitud (Zifiga-Reinoso & Mufioz-Ramirez en prep.), aungue en ocasiones se
han observado adultos vivos en estaciones hibernales, bajo troncos y bostas en estado de
descanso (Zufiiga-Reinoso obs. pers.). Ademds, las especies de Callynfra presentan
adaptaciones morfoldgicas y conduciuales para la supervivencia en climas aridos y frios; la
fusion de los élitros v el segundo par de alas afrofiadas, da lugar a la formacién una
cavidad subelitral, caracteristico de las especies de tenebrionidos que habitan en
ecosistemas aridos, que ayudaria a la disminucion de pérdida de agua (Cloudsley-
Thompson 2001).

En general, el género Callynira presenta bajas densidades poblacionales, comparado con
otros géneros de la tribu Nycteliini (e.g Gyriosomus y Nyctelia). Vidal & Guerrero (2007)
mencionan que la mayoria de las especies son de dificil observacion en la naturaleza.
Quizas, esta sea la razdn principal de que no existan estudios poblacionales acabados en las
especies del género. Ademds, existen especies que presentan problemas de conservacion,
como es el caso de C. multicosta, C. hibrida, C. penai, C. cantillana y C. planiuscula,
debido a que presentan acotado rango de distribucion y se encuentran amenazados por la
destruccién del habitat (Jerez er al. 2015). Finalmente, se desconoce sobre los ciclos de
vida y las larvas son practicamente desconocidas, s6lo existiendo la descripcién de la larva
de C. andina y C. penai (Vidal & Guerrero 2007).

Por lo tanto, debido a que actualmente la mayoria de las especies estin asociadas a
ambientes de altura, asi como también por ser ectodermos caminadores, estos coledpteros

pudieron ser afectados por las oscilaciones climaticas del Pleistoceno, determinado los
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procesos de diversificacién y el patrdn actual de distribucion, cambiando su distribucion en
el pasado hacia ambientes de baja altitud y colonizando nuevas alturas, lo que promoveria

eventos de especiacion.
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Figura 3. Mapa con las regiones biogeograficas y areas de endemismos propuestas por Pefia
(1966) y Flores & Vidal (2000¢) para tenebrionidos y Callyatra respectivamente y se destacan
la distribucion del género Callyntra. 1) Desierto de Coquimbo sur, 2) Cordillera de la Costa
central, 3) Andes Central, 4) Andes del Sur y 5) Pehuenar Costero.
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Figura 4. Corte topogrifico longitudinal esquematico a los 34° sur de Chile central que muestra
la distribucion altitudinal de algunas especies de Callynira. Se representa el tipo de ambiente
donde habitan y la morfologia asociada a este ambiente. a-b: especies costeras Callyntra
multicosta (a) y Callyntra servillei (b); c: Callyntra cantillana y el ambiente de altura de la
cordillera de la costa; d: Callyntra hibrida y el ambiente de media altura de la cordillera de la
costa; e: Callynira macrocosta (arriba) y Callyntra rugosa (abajo), apareandose en la estepa
andina; f-g: especies de media altura de la cordillera de los Andes. Callyntra riverai, especie no
registrada desde 1956 () y Callvntra planiuscula (g).




Hipdtesis:

Considerando que:

1) La mayoria de las especies del género Callyntra son endémicas de Chile Central,
regién que habria sido afectada por las oscilaciones climaticas del Pleistoceno;

2) Son especies ectotermas y univoltinas, asociado a hébitat dridos costeros y de alturas,
cuyo ciclo de vida podria estar asociados a pastos presentes en estos ambientes;

3) Presentan un patrén de distribucién disyunto, donde especies de la cordillera de la
costa, tienen especies hermanas tanto en la cordillera de los Andes como la costa y;

4} La diversificacién de este grupo habria ocurrido después del 1ltimo alzamiento

importante de los Andes, se plantea que:

Hipétesis: Las especies de Callyntra en Chile central respondieron a las oscilaciones
climdticas del Pleistoceno, cambiando su distribucién en el tiempo, bajando a los valles
durante los periodos glaciales y subiendo a los habitat de alturas durante Jos

interglaciales, siendo los periodos interglaciares donde se promovié la diversificacion

del genero Callyntra.

Prediccién 1: Debido a que el modelos de especiacion de montafia sugiere que los
periodos interglaciares del Pleistoceno afectaria a la diversificacion, se espera que los
tiempos de diversificacion del género Callpnra comiencen a los 2,5 millones de afios
antes del presente y que los tiempos de divergencia estén relacionado a periodos

interglaciales.

Prediccion 2: Debido a que el modelo de especiacion de montafia predice que la
colonizacién promoveria la especiacion, se espera que los mayores pulsos de

diversificacién del género Callyntra coincidan con la colonizaci6n a nuevas areas de

distribucion.
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Prediccién 3: Dado que en el modelo de especiacion de montafia, los eventos

fimdadores explicarfan la especiacion, se espera que el ancestro comuin m4s reciente del

género Callyntra tenga un origen costero y que la colonizacién a las alturas de la

Cordillera de la Costa y los Andes daria paso a la especiacion por eventos fundadores.
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1.5. Objetivos

Objetivo general

Evaluar el papel las oscilaciones climéticas del Pleistoceno sobre los procesos

evolutivos y la diversificacién del genero Callyntra en Chile Central.

Objetivos especificos

1) Examinar las relaciones filogenéticas del género Callynira utilizando secuencias de

DNA nuclear y mitocondrial.

2) Estimar los tiempos de divergencias de cada cladogenesis y los periodos donde

ocurren los pulsos de diversificacion en el rbol del género Callynira.

3) Determinar el rango de distribucién del ancestro commin mas reciente y

!

conjuntamente determinar a qué modelo de especiacion se ajusta la diversificacién del

genero Callynira.




Materiales y métodos

Recoleccion de muestras y seleccion del sitio de estudio.

Fl material recolectado considera todo el rango de distribucién del genero Callyntra en
Chile, La recoleccién del material se realizé mannalmente durante las épocas estivales
de cada afio. Las localidades de muestreo fueron escogidas por los signientes criterios:
1) segiin registros de localidades publicadas en literatura (Flores & Vidal 2000b) y 2)
segim registro de colecciones entomolégicas de referencia (Museo de Zoologia de la
Universidad de Concepcion, Universidad Metropolitana de Ciencia de la Educacidn,
Instituto Argentino de Investigaciones de Zonas Aridas, Museo Nacional de Historia
Natural) (ver Tabla 1). Todo el material fue conservado en etanol absoluto para la
posterior extraccion de DNA. Se considerd material de varias localidades para tener una
buena representacién de la diversidad genética dentro de cada especie. Se 1ogro“
recolectar material de 21 de Jas 22 especies descritas hasta la fecha (excepto C.
subrugosa), mas dos morfos que no fueron adcritos a ninguna especies descrita
previamente.

Extraccién de ADN, Amplificacién y Secuenciacion

El DNA. fue extraido de la musculatura de patas y térax, usando una modificacién del
método de extraccion de sales de Jowett (1986). Se amplificaron los genes
mitocondriales Citocromo Oxida I (COI) para 87 individuos, RINA ribosomal 168 (16S)
para 30 individuos, y el gen nuclear de la proteina muscular (Mp20) para 28 individnos.
Se utilizaron los partidores C1-J-2183 (CAA CAT TTA TTT TGA TTT TTT GQ)y
TL2-N-3014 (TCC AAT GCA CTA ATC TGC CAT ATT A) para COI, LR-J-12961
(TTT AAT CCA ACA TCG AGG) y LR-N-13398 (CGC CTG TTT AAC AAA AAC

AT) para 168, Mp20-5 (ATG TCT CTK GAA CGT CAA GTC C) y Mp20-3 (TGN

CCG GCY TGK GTG GCR CCC TTG) y los partidores internos Mp20-F1 (TTG GCC
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CCC GGC TCC GTC CC) y Mp20-R1 (TGT TCT GGC CTG CCT GAA GO,
disefiados en este estudio. La mezcla de reaccién incluye 3 mM de MgCh, 0.2 mM de
dNTPs, 0.2 pM de cada partidor, 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA) y
50-100 ng de ADN total. El perfil térmico para la PCR fue: 94 °C por 5 minutos,
seguido de 36 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 45 °C por 30 segundos y 72 °C por 60
segundos, con una extensién final de 72 °C por 2 minutos. Mientras que para el
protocolo térmico de PCR para el gen Mp20 se realizd un protocolo fouchdown de 94
°C por 3 minutos, seguido de 8 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 58 a 54 °C durante
1 mimuto y 72 °C por 1.25 minutos. Esto es seguido por 32 ciclos a 94 °C por 30
segundos, 54 °C por 1 minuto y 72 °C por 1,25 minutos. Finalmente el paso de
extensién final a 72 °C por 10 minutos. El producto PCR fue purificado y secuenciado
por Macrogen, Inc. (Seul, Corea). Las secuencias de¢ ADN de cada individuo, fueron
revisadas, editadas, y luego alineadas usando CLUSTAL W (Thompson ef al. 1994), en
el programa BioEdit 7.0.5.3 (Hall 1999).

Reconstruccion filogenética

Se realizaron reconstrucciones filogenéticas tradicionales, bajo los algoritmos de
Méxima Parsimonia (MP), Maximum Likelihood (ML) e Inferencia Bayesiana (IB).
Para enrajzar los drboles se usé como grupo externo la especie Epipedonata ebenina, ya
que este género ha sido descrito como género hermano de Callyntra.

Para Ja reconstruccién por Méxima Parsimonia todos los caracteres fueron considerados
como no ordenados y de igual peso. Se condujo una busqueda heuristica con 100
réplicas de adici6n de taxon al azar, con “tree bissection reconection” (TBR)T EI soporte

de los nodos fue obtenido a partir de analisis de bootstrap (Felsenstein 1985) con 1000

pseudoréplicas. Para Maximum Likelihood e Inferencia Bayesiana, se selecciong
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Tabla 1. Cuadro general de las mmuestras utilizadas para este estudio. Especie= Especies
muestreadas. Cédigo= Cédigo asignado para cada especies y localidad. Nro. Ind.= Numero de
individuos utilizados por cada localidad, Localidad= Ubicacién geografica de las muestras.
Latitud-Longitud: Georeferencias decimales de la localidades muestreadas. Procedencia=

Procedencia geogrifica de las muestras: CA= Cordillera de los Andes, CC= Cordillera de la

Costa, TC= Terrazas costeras.

Especie Codigo Nro. Ind. Localidad Regidn Latitud Longitud Precedencia
C.andina CandFAR 2 Potrero Grande RM -33.42 -70.23 CA
C.andina CandPOR 2 Portezuelo RM -33.44 -70.27 CA
C.andina CandPAR 1 LaParva RM -33.33 -70.25 CA
C.cantillana CeanCAN 2 Las Launitas RM -33.91 -70.97 CA
C.cantillana CcanP0Q 4 Cerro Poqui VI -34.19 -71.06 CA
C.carbonaria  CcarTRA 4 Las Trancas VIl -36:9 -71.5 CA
C.hibrida ChibPOQ 4 Cerro Poqui VI -34.2 -71.06 CC
C.inflata CinfQUE 1 R.N. Los Queules VII -35.95 -72.61 CcC
C.inflata CinfPAN 2 Pan de Azucar VII ? ? cC
C.inflata CinfRUI 1 R.N. Los Ruiles VII -35.83 -72.51 CC
C.inflata CinfNAH 1 Nahuelbuta IX -37.78 0 -72.96 cc
C.laticollis ClatfLO 1 Tloca VII -34.91 -72.18 TC
C.laticollis ClatPUL i Pullanllao Vil -35.38 71 TC
C.laticollis ClatCUR 1 Curepto VII -35.1 -71.99 cc
C.laticollis ClatLIE 1 Lien VII -35.1 -71.97 cC
C.macrocosta CmacTFL 5 Termas del Flaco VI -34,95 -70.42 CA
C.montana CmonTEA 3 Teatino VII -35.42 -71.15 CA
C.multicosta CmulDOC 2 Las Docas v -33.13 <717 TC
C.pauiseni CpauVAL 2 Valle Alegre v -32.81 -71.3% TC
C.paulseni CpauPNC 1 C° La campana v -32.96 -71.26 CC
C.pehuenche CpehCAM 2 El Campanario VI -35.97 -70.57 CA
C.penai CpenCAN 1 Altos de Cantillana  RM -33.95 -70.96 cC
C.planiuscula  CplabPL 2 LagunadelaPlata  VIII -36.38  -71.42 CA
C.riverai CrivALl 3 Alico VIII -36.55 -71.54 CA
C.rossi CrosSPD 1 San Pedro Vil -37.19 -72.52 CcC
C.rossi CrosNAH 2 P.N, Nahuelbuta IX -37.78 -72.97 CcC
C.rossi CrosCAR 3 Caramavida IX -37.68 -73.35 CcC
C.rufocastanea  CrufTAB 1 El Tabito A -3346  -71.64 TC
C.rugosa CrugTFL 3 Termas de] Flaco VI -34.95 -70.42 CA
C.rugosa CrugQUE 3 Los Queiies YIiI -35.14 -70.47 CA
C.serviliei CserCAT 2 Catrianca VI -34.43 -72.02 TC
C.sp3 CspSPLA 2 Placilla v -33.33 -71.57 TC
C.inconsiderata CincMAT 3 Pupuya VI -33.98 -71.85 TC
C.inconsiderata CincMAI 1 Navidad VI -33.96 -71.83 TC
C.unicosta CuniPAL 1 Palos Negros VIl -35.2 -70.95 CA
C.unicosta CuniRAD 2 R.N. Radal VII -35.47 -70.98 CA
C.unicosta CuniVIL 4 Vilches Alto VII -35.6 -71.06 CA
C.unicosta CuniEND 1 Enladrillado VII -35.56 -70.92 CA
C.unicosta CsptGUA 1 Guampallo Vii -35.6 -70.93 CA
C.unicosia Cunisp8 1 Los Niches VII -35.12 -71.1 CA
C.zambranoi CzamPIC 3 Catrianca VI -34.43 -72.03 TC
E.ebenina EebeSAU 1 El Sauce VI -36.63 -71.23 CA

24




previamente el mejor modelo de evolucion de secuencias mediante e] Akaike
Information Criterion (AIC) utilizando el programa jModelTest 0.1.1 (Posada 2008). El
mejor ajuste encontrado para las secuencias fueron los modelos HKY+I+G para COI,
GTRHI+G para 165 y GTR+I para Mp20 los cuales fueron establecidos para cada
particién en todos los andlisis. Posteriormente, se realizé una busqueda heuristica y el
soporte de nodos al igual que en MP. Tanto la reconstruccién por MP, como por ML
fueron realizados con el programa PAUP*4.0 (Swofford 2002). Finalmente, la
reconstruccién bayesiana se realizé en el programa Mr. Bayes (Huelsenbeck &
Rongquist. 2001}, utilizando el método Markov Chain Mente Carlo (MCMC). Para la
bisqueda de 4rboles con Inferencia Bayesiana se comsiderd 100 millones de
generaciones, con un muestreo cada 1000 generaciones. De los 100000 &rboles
muestreados se tomaron los valores de verosimilitud de cada rbol y se graficaron para
examinar la convergencia de las distribuciones de probabilided de los parametros.
Posteriormente, se descartaron los 4rboles que no se encuentran en la etapa previa a la
fase estacionaria de la cadena de Markov. Luego se construyod un drbol de consenso por
regla de la mayoria y la consistencia de los nodos se obtuvo por la probabilidad a
posteriori. Todas las reconstrucciones se hacieron para el gen mitocondrial COI, para
los genes COI y 16S combinados y finalmente con los genes mitocondriales y el

muclear concatenados (COI+16S+Mp20).

Para graficar la incertidumbre filogenética de la hipétesis bayesiana con todos los genes
concatenados se graficaron todos los 4rboles con sus diferente largos de rama, asi como
tambien sus diferentes topologias con el programa DensiTree 2.0.1, el cual ayuda a

jdentificar y comprender el poco sustento de algunos nodos en la filogenia.

Tiempos de Divergencia y tasa de diversificacién
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La estimacién del tiempo de divergencia se realizé mediante inferencia bayesiana
implementada en el programa BEAST 1.8.2 (Drummond & Rambaut 2007). Se
consideraron independientemente los modelos de sustitucion previamente estimados
para cada una de las particiones. Ademas se corrio el programa con todos los modelos
prestablecidos en BEAST y se selecciont el modelo de reloj estricto mediante factor de.
Bayes en TRACER 1.6. El modelo de especiacion que se utilizé fue el de proceso de
Yule. Para la calibracién de la estimacion se utilizaron las tasas mutacionales para cada
gen (3,54% para COI, 1,06% para 165 v 3,6% para Mp20) propuesta para
Tenebrionidae (Papadopoulou e al.  2010). Para la estimacién de los tiempos de
divergencia se realizé una corrida de 20 millones de generaciones, muestreando cada
mil generaciones. Los resultados fueron analizados en TRACER (Rambaut &
Drummond 2007) para determinar la convergencia y el tamafio efectivo de muestra
(ESS) de todos los parametros, adicionalmente se analizo la acumulacion de linajes a
traves del tiempo (i.e LTT). El archivo de arboles fue resumido en un tmico 4rbol
mediante el programa TrecAmnnotator 1.8.2. Finalmente, los resultados fueron
visualizados y editados en FIGTREE 1.4.2 (Drummond & Rambaut 2007).

Por otra parte, con el arbol ultramétrico calibrado de BEAST, se model6 la dindmica
macroevolutiva de diversificacién de Callyntra con el programa BAMM 2.0 (Bayesian
Analysis of Macrc;evolutionary Mixtures: Rabosky et al. 2013; Rabosky 2014;
disponible en http://bamm-project.org/). Se cuantificé la tasa de diversificacién a lo
largo de los clados de Callyntra, y se identificaron las tasas de cambio de los procesos
de diversificacién compartidos por todos los linajes (i.e regimenes mactoevolutivos).
Para la filogenia bayesiana obtenida, se corrieron 10 millones de éeneraciones,

muestreando cada 1000 generaciones con cadenas de Markov Monte Carlos y

reversible-jump (MCMCJ). El muestreo fue complementado con Metropolis-coupled
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(MC3) para otrogarle mejor eficiencia de Ja simulacién de la distribucion de
probabilidad a posteriori (Alickar et al. 2004). Asi el muestreo de cadenas frias y
calientes del MC3 permite explorar mas a fondo el espacio de paridmetros dado al
aplanamiento de los valles de probabilidad a posteriori por parte de las cadenas

calientes, Los resultados fueron graficado en el programa R, utilizando el paquete

BAMMItools.

Reconstruccion de la distribucidn de ancestro comin mds reciente y estimacion del

modo de especiacion de Callyntra.

Se utilizé el paquete BioGeoBEARS (“BioGeography with Bayesian Evolutionary
Analysis in R Secripts™) para reconstruir el rango de distribucién de cada nodo de la
hipétesis filogenética resultante de Callyntra. Especificamente, se utilizaron Ios
modelos DEC (Dispersal- Extintion-Cladogenesis; Ree and Smith 2008) y DEC+j
(Matzke 2013) para obtener una distribucién de probabilidades del drea ancestral mas
probables. El modelo DEC posee dos pardmetros, d (tasa de dispersidn, i.e. la tasa en la
cual se adicionan rangos de distribucién a lo largo de las ramas) y e (tasa de extincion,
i.e la tasa en la cual se pierde rango de distribucion locales a lo largo de la ramas). El
modelo DEC+j posee el pardmetro de 4rbol 4, e y adicionalmente el parametro j (factor
de ponderacion para la dispersion de salto o de especiacién por evento fundadores). Este
pardmetro j es particularmente importante, pues explica la “aparicién” de los taxa en
una regién biogeografica totalmente diferente a la del ancestro comin maés reciente. El
programa utiliza un arbol en formato “newick” con largos de ramas transformados a
ramas de tiempo y una matriz de presencia/ausencia de las regiones biogeograficas
donde se distribuyen las especies en la actualidad. Para éste propésito se utilizaron las

dreas de endemismo propuestas por (Flores & Vidal 2000c) para la distribucion del
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género Callyntra. Bajo este criterio, la regiones utilizadas son: I) Desierto de Coquimbo
sur (DC), 2} Cordillera de la Costa central (CC), 3) Andes Central (AC), 4) Andes del
Sur (AS) v 5) Pehuenar Costero (CP) (Fig. 2). Ambos modelos fueron corridos de forma
independiente y el modelo que tuvo mejor ajuste dado la topologia y largos de rama fue
¢l modelo DEC+H, seleccionado mediante la prueba de razén de Likelihood.
Resultados

Anulisis filogenéticos

Se obtuvieron fragmentos de 848, 455 y 575 pb respectivamente para los genes COI,
16S y Mp20. Sin embargo, para las especies C. penai, C. unicosta, C. zambranoi, C.
rossi y C. paulseni sélo se pudo amplificar 420 pb de Mp20 debido al uso de partidores
internos. No fue posible amplificar el fragmento de Mp20 para las especies C.
planiuscula y C. servillei. Finalmente, se encontraron 322 sitios polimérficos para COIL,
92 para 16S y 76 para Mp20 y solo el ger Mp20 mostrd indels (tres sitios). El andlisis
de saturacién mutacional no evidencid saturacién para ninguna de las particiones.

Al concatenar todas las particiones, se obtuvo una matriz de 1878 pb. EI 4rbol de IB
posee una topologia desbalanceada y recupera cinco clados principales. El clado B (C.
inconsiderata, C. paulseni), compuesto por una especie costera y otra costera-cordillera
de la costa respectivamente, ocupa la posicién més basal en el 4rbol y es el clado
hermano de todas las especies de Callyntra. Le sigue en el arbol el clado D (C. penai
(C. hibrida (C. multicosta, C. rufocastanea))) compuesto por dos especies de la
cordillera de la costa (C. penai y C. hibrida) y dos especies de la costa (C. multicosta,
C. rufocastaned), es hermano del resto de las especies de Callyntra. Luego aparece el
clado F (C. rugosa (C. planiuscula, C. andina)), primer grupo con especies andinas.
Finalmente, se optiene la separacion de dos grupos monofiléticamente reciprocos: ¢l

clado H (C. laticollis (C.sp5 (C. servillei, C. zambarnoi))), representado solo por
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especies costeras y otro gran clado I ((C. cantillana (C. macrocosta (C. pehuenche,
C.unicosta-montana)), (C. inflata (C. carbonaria, C. riverai), (C. sp7, C. rossi))), este
tltimo representado por todas las especies andinas del sur y algunas especies de la
cordillera de la costa (i.e C. cantillana, C. inflata'y C. rossi) (ver Fig.5a). La topologia
de las reconstrucciones filogenéticas mediante ML e IB fueron similares y sélo diferian
en la posicién de un grupo, dado que ML arroja que el clado A y B forman un grupo
monofilético en la base del arbol. Por ofra parte, en la reconstruccién por MP, uno de
los cinco 4rboles mas parsimoniosos (TL= 1272, CI= 0.3789 y RI= 0.5611) coincide
exactamente con la topologia del 4rbol de IB y ninguno con la topologfa del drbol de
ML. Los otros cuatro 4rboles de MP muestran incongruencias en la posicién de las
especies C. rugosa y C. planiuscula. Por otra parte, los valores de soporte de nodo,
bootstrap para MP y ML y en algunos casos la probabilidad & posteriori para IB, son
bajos en algunas relaciones filogenéticas més internas del arbol, particularmente en los
nodosC,E, GyF.

Por otra parte, la reconstruccion filogenética u‘tilizando los genes mitocondriales
concatenados (COI + 168), tiene précticamente la misma topologia de la obtenida por la
filogenia con todos los genes. Se observa que difiere en la posicion de las especies del
clado F (C. rugosa, C. andina y C. planiuscula), donde estas especies son un grupo
monofilético en la reconstruccién con todos los genes, mientras que solo con los genes
mitocondriales cada especie conforma un grupo independiente (Fig 5b). Finalmente, con
la reconstruccién s6lo con el gen mitocondrial COL este coincide con el resto de las
reconstrucciones solo en posicién y agrupacion del clado I El clado H, cambia de
posicién y se sitia en la base del 4rbol y cada especie se disgrega en clados
independientes. Por otra parte, €l clado B, D y F, conforman un gran ¢lado hermano del

clado I (Fig 5¢ y 6). El DensiTree construido con todos los genes concatenados, muestra
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Figura 5. Hipdtesis filogenética para el genero Callyntra obtenida con inferencia bayesiana. a)
Filogenia con los genes mitocondriales y nuclear combinados, b) Filogenia obtenida sélo con
los genes mitocondriales combinados y ¢) Filogenia obtenida solo con COI. Las letras en los
nodos corresponden a la identificacion de los clados encontrados, a los que ademas se le asigna
un color para su facil reconocimiento. Los valores sobre las ramas corresponden a los soportes
entregados por los bootstraps para las reconstrucciones por MP, ML y finalmente los valores de
probabilidad a posteriori de IB.
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Figura 6. Hipotesis filogenética para el genero Callynira obtenida con inferencia bayesiana
mediante el uso de 87 secuencias del gen mitocondrial COI. Asteriscos sobre los nodos indican
bajos valores de soporte de probabilidad posteriori. Flecha de linea punteada indica la presencia
de secuencia de Callyntra macrocosta en el clado de Callyntra rugosa. Banda negra indica el
clado del complejo “unicosta™.
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como la incertidumbre va aumentando a medida que se acerca al grupo externo,
mostrando una gran variabilidad en los largos de ramas (amplitud de la sombra), no asi
con la topologia que aparece en alta frecuencia (reportada en rojo). Sin embargo, la
topologia varia hacia las ramas terminales, mayormente en todo el clado F, donde
aparece una topologia alternativa en frecuencia media (en amarillo) y baja (en azul) para
las especie C. rugosa, C. andina y C. planiuscula. Ademads, aparecen incongruencias en
baja frecuencia (en azul) en el clado I, especificamente en la posicion de los linajes de la

especie C. unicosta y en la posicion de la especie C. riverai (ver Fig 7).

andPAR1_1
— andPGR1_1
- - plaLPL1_2
f S rugQUE1_1
rugTFL1_3
canCAN1_1
canPOQ1_1
macTFLZ_2
- monTEA1_1
> McuniviLt_1
Cmﬁ“’l 1
R L
pehCAM1_1
carTRA1_1
rivALI_1
CrosSPD1_1
SpTMAL1_1
InNAH1_1
latCUR1_1
fatiLo1 1
serCAT1_1
zamPIC1_2
SpSPLAT 3
hibPOQ1_1
muiDOC1_2
rufTAB1_1
penCAN1_1
latMAI_1
1atMAT1_2
pauPNC1_1
pauvAL1_3
EebeSAU1 2

Figura 7. DensiTree mostrando el arbol de consenso (linea gris) y todos los arboles obtenidos
por la filogenia bayesiana mostrando la incerteza a lo largo de la topologia y los largos de rama .
El color rojo indica alta frecuencia de la topologia. El color amarillo indica topologias de

frecuencia media y el azul topologias de baja frecuencia.




Tiempos de Divergencia y tasa de diversificacién

El tiempo de divergencia de Callyntra con el grupo extemno (i.e, Epipedonota ebenina)
habria ocurrido hace 4,24 My (HPD: 3,47-5,12), Plioceno terprano. La divergencia de
Callyntra comenzaria recién hace 2,41 My (HPD: 2,1-2,78), asociada con el inicio del
Pleistoceno, en esta fecha se separa el clado B del resto de las especies de Callyntra y la
separacion de ambas especies que conforman este clado (C. paudseni y C.
inconsiderata) habria ocurrido recién hace 0,7 My (HDP: 0,52-0,9). Al poco tiempo
ocurre la segunda divergencia a los 2,28 My (HDP: 1,97-2,61) que separa al caldo D,
del resto de las Callyntra. Dentro de este clado hay tres divergencias importantes, la
primera ocurre hace 1,65 My (HDP: 1,37-1,95), donde habria especiado C. penai, luego
le sigue C. hibrida que habria especiado hace 1,25 My (HDP: 1-1,5) y finalmente la
especiacién de C. multicosta y C. rufocastanea que se habria originado hace solo 0,58
My (HDP: 0,44-0,75). La tercera divergencia entre clados es a los 1,69 My (HDP: 1,47-
1,93), donde el clado F se separa del clado G. Dentro de este clado hay dos divergencias
que originan especies. La primera ocurre hace 1,45 My (HDP: 1,21-1,71), donde habria
especiado C. rugosa y la especiacion de C. andina y C. planiuscula que habria
acontecido hace 1,29 My (HDP: 1,04-1,56). Finalmente, ocurre la divergencia entre los
clados H y I hace 1,57 My (HDP: 1,37-1,79). Dentro del clado H hay tres divergencias
que originan especies, la primera en separarse es C. laticollis hace 1,29 My (HDP: 1,09-
1,5), posteriormente ocurre una segunda divergencia debido a la especiacion de C. sp5
hace 0,96 My (HDP: 0,75-1,16) y solo hace 0,27 My (HDP: 0,17-0,39) habria ocurrido
la especiacién de C. servillei y C. zambranoi. Por otra parte, en el clado 1 acontece una
divergencia que separa a este clado en dos grupos hace 1,23 My (HDP: 1,06-1,43). En
uno de Jos grupos ocurre la primera divergencia a los 0,96 My (HDP: 0,75-1,1), que da

origen a C. cantillana, luego le sigue la separacion de C. macrocosta hace 0,67 My

33



(HDP: 0,53-0,82) v finalmente la divergencia entre C. pehuenche v el complejo C.
unicosta-montana hace 0,58 My (HDP: 0,45-0,73). Por el otro grupo, la primera
divergencia es Ia que da origen a C. inflata hace 1,18 My (HDP: 1-1,37), luego le sigue
una separacién hace 0,79 My (HDP: 0,65-095) que da paso a dos divergencias
posteriores. La primera ocurre hace 0,65 My (HDP:0,5-0,81) que da origen a las
especies C. carbonaria y C riverai y la segunda que ocurre hace 0,62 My (HDP:0,47-
0,78) que da origen a las especies C. sp7 y C. rossi {ver Fig. 8). Si se considera la
informacion paleoclimatica disponible (Lisiecki & Raymo 2005, Méndez-Martinez et
al. 2013), se puede observar que en la topologia del &rbol que los principales eventos de
divergencia se asocian a eventos interglaciales (26 cladogenesis), siendo minoritarios
los asociados a eventos glaciales (3 cladogenesis) (Fig. 8). La grafica de los linajes a
través del tiempo (LTT), muestra una acumulacién lineal de linajes (R*=0,95;
p=<0,001) desde hace 2,41 My al presente, mostrando al menos tres periodos de
“ansencia” de especiacién, el primero entre los 1,7-2,3 MY, el segundo entre los 1-1,2
My y el altimo entre los 0,3-0,58 My aproximadamente (Fig 9).

Por otra parte, BAMM reconoce s6lo un cambio importante en la diversificacion del
género Callyntra, el que ocurren en la primera cladogénesis (nodo clade A) de Ia
filogenia, hace 2,41 Myrs, este momento al inicio de la diversificacion del grupo seria el
de mayor tasa de diversificacién y hasta el presente ha ido disminuyendo
paulatinamente (Fig. 10a). Sin embargo, en la curva estimacidn de Ia tasa instantdnea de
especiacion a través del tiempo del género, aparecen tres alzas de especiacidn posterior
de los 2,41 Myrs., una a los 2,28 My, otra a los 1,57 Myrs. y una tercera a Jos 1,23

Myrs, las cnales no conllevan cambios importanies en la tasa de diversificacion de

Callyntra (Fig. 10b).
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Figura 8. Estimacion de los tiempos de divergencia de la filogenia de Callyntra en escala de
millén de anos. Nimeros asociados a los nodos indican el tiempo de la divergencia. Las barras
grises indican los intervalos del 95% de la alta densidad posterior ( o highest posterior density ;
HPD). Los puntos rojo en los nodos indican que la divergencia esta asociada a periodos
interglaciales, mientras que los azules indican periodos glaciales. El histograma compara el
namero de las divergencias asociadas a periodos interglaciales y glaciales en la filogenia. Para
la estimacion de los periodo glaciales-interglaciales se utilizaron las bases de datos
paleoclimatologicas de los articulos Lisiecki & Raymo (2005) y Martinez-Méndez et al. (2013),

disponible en Pangea (www.pangea.de).
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Figura 10. Estimacion de la tasa de diversificacion obtenida de la filogenia bayesiana de

Callyntra. a) Tasa de diversificacion representada por colores a lo largo de las ramas del arbol, |
colores calidos indican mayores tasas de diversificacion, mientras que los colores frios indican
la perdida de esta a través de las ramas. El circulo rojo indica el punto donde ocurre un cambio
importante en la tasa de diversificacion de la filogenia. b) estimacion de la tasa instantanea de
especiacion a través del tiempo del género Callyntra con un intervalo de 90% de credibilidad de
la distribucion a posteriori de BAMM. Las flechas indican alzas de especiacion, que no fueron
indicadas como cambios importantes en la tasa de diversificacion.
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Distribucion ancestral de Callyntra 'y modo de especiacicn

El modelo que tuvo mayor ajuste a la filogenia y distribucién de Callyntra fue el
modelo DECHj (InL = -52,9), con d = 0,019, e =0y j= 0,051, El 4rea de distribucién
del ancestro comiin mas reciente (ACMR} del genero Callyntra correspondio al drea de
Desierto de Coquimbo Sur (DC) (Fig 11), drea que abarca la terraza costera desdelaV a
las VII regi6n aproximadamente (ver Fig, 3). Actualmente, las especies que conforman
del clado B, C. inconsiderata y C. paulseni ocupan la regién de este ACMR y habrian
especiado in situ. Sin embargo, en C. paulseni se observa un “salto” en uno de sus
linajes para ocupar recientemente la Cordillera de la Costa (CC) (ver Fig 11, clado B).
Luego se observa un salto importante desde DC a CC en el ACMR del clado C, la
primera rama del ACMR del clado D, se mantiene en la misma area (CC) y permite la
especiacién de C. penai en el Cordon de Cantillana (i.e CC). Posteriormente, en este
mismo clado, existe un segundo salto que retorna a DC al ACMR de C. hibrida, C.
rufocastanea y C. multicosta. Sin embargo, hay un tercer salto, que retorna nuevamente
hacia CC, dando origen a C. Aibrida en la zona de Cerro Poqui (al sur del Cordén
Cantillana). Finalmente, las especies C. rufocastanea y C. multicosta especian en DC,
en la misma érea de distribucion de su ACMR (Fig 10, clade D). Por otra parte, hay un
nuevo salto desde CC a la Cordillera de los Andes del Sur (AS) en el ACMR del clado
E. Esta area de distribucidn se mantiene en el ACMR del clado F. Dentro del clado F,
hay dos saltos simultdneos, ambos a la Cordillera de los Andes Centrai (AC), los que
dan origen a las especies C. andina y C. rugosa. En esta tltima especie, se observa un
nuevo salto en uno de sus linajes para ocupar recientemente AS. Finalmente, dentro de
este clado hay un ultimo salto a AS que permite la especiacién de C. planiuscuia (Fig

11, clado F)
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Luego volviendo al ACMR del clado E, hay un salto que permite una gran ocupacién
del ACMR del clado G a las 4reas CC y DC combinadas. Esta misma gran drea la ocupa
el ACMR del clado H, que por simple perdida de 4rea, da origen en DC a las diferentes
especies del clado H. Por otra parte, el ACMR de G se dispersa a la Cordillera de Ia
Costa del Pehuenar (CP) y gana una 4rea de distribucién (i.e CC+CP) originando la
especiacion de C. inflata, especie presente en la actualidad en la cordillera de 1z costa de
la VII region y en la cordillera de Nahuelbuta. Mientras que por la otra rama, hay un
salto desde la CC+CP a AS en el ACMR del clado conformado por las especies C. sp7,
C. rossi, C. carbonaria y C. riverai. Desde este ancestro, en una rama presenta un
nuevo salto desde AS a CP, dando origen a C. rossi, especie endémica de la cordillera
de Nahuelbuta y nuevamente otro salto que retorna a AS, que permite la especiacién de
C. sp7, especie de la Cordillera de las Raices. Por la otra rama, las especies C. riverai y
C. carbonaria habrian especiado in situ, en la misma 4rea de distribucién de su ACMR.
Ademas, la otra rama del ACMR del clado I, da origen a un subclado cuya érea;
ancestral de distribucién serfa CC y estd compuesto por las especies C. cantillana, C,
macrocosta, C. pehuenche y C. unicosta-montana. La primera rama que sale de este
ACMR pertenece a C. cantillana, y mantendria esta distribucién en CC y actualmente
es un componente endémico de Altos de Cantillana. Sin embargo, por la otra rama hay
un salto desde CC a AC+AS que da origen al ACMR de las especies C. macrocosta, C.
pehuenche y C. unicosta-montana. Desde este ancestro, se da origen en la misma 4rea
de distribucién a C. macrocosta, mientras que por la otra rama aparece un nuevo linaje
dentro del 4rea de distribucién del ACMR y pasa de AC+AS a solo AS como 4rea de
distribucién de las especies C. pehuenche, C. unicosta-montana y de su ACMR (Fig.

11, clado 1),
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Estimacién de la distribucion del ancestro comin mas reciente de Callyntra
mediante el modelo DEC+j. a) La filogenia con el area ancestral mas probable representada en
los nodos. Las esquinas son utilizadas sélo para indicar cuando hay cambios de area de
distribucion inmediatamente después de la cladogénesis. El asterisco indica los cambios de
distribucion asociados a saltos, la cruz indica cambios de distribucién asociados a eventos de
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los nodos muestran la probabilidad relativa de los posibles estados de las areas de distribucion
(25 combinaciones en total). Valores en las ramas corresponden al porcentaje asignado al area
ancestral asignada para el nodo y nimero de areas probables para cada nodo.
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Discusién

Sistemadtica filogenética y taxonomia

Al comparar los drboles resultantes de este estudio (i.e COI, 168, Mp20, COI+16S v
COI+165+Mp20), ninguno de ellos coincide con Ia hipétesis filogenética propuesta por
Flores & Vidal (2000b) en base a morfologia (Fig. 1). Ademss, ninguna de las
relaciones filogenéticas propuestas en base a morfologia, coincide con las conseguidas
en este trabajo. Esta discordancia filogenética es esperable debido a la naturaleza que
poseen los datos. Se ha documentado que la morfologia tiene una baja resolucion
filogenética, debido a que al estar bajo constante seleccién natural, conlleva a la
convergencia adaptativa de los caracteres en especies que habitan en ambientes
similares o poseen hébitos tréficos parecidos (Davalos et al. 2012). La evolucién
convergente resulta de la adaptacién ecolégica a un ambiente en particular lo que
podria generar homoplasias y conflictos en la filogenia morfolégica debido al uso de
caracteres convergentes (Wiens et al. 2003). Esto se puede observar en la filogenia
morfolégica de Callyntra de Flores & Vidal (2000c), la que presenta muchas
homoplasias (Fig. 1: lineas blancas en las ramas). )

Esta posible convergencia adaptativa, puede ser observada muchas veces en la hipdtesis
filogenética que se propone. Esto se observa en los clados B, D (excepto C. penai y C.
hibrida) y H, en donde las especies presentan el morfo tipicamente “costero” (i.e élitros
angostos y lisos, costas secundarias en los élitros, pronoto més ancho que los élitros).
Todas estas especies son morfolégicamente similares entre si (ver Fig. 4 ay b), lo que
ha conllevado a algunas confusiones taxondémica (Ziifiiga-Reinoso en prep.). Por ofra
parte, también hay evidencia de convergencia morfol0gica en las especies que viven en
altura, asf las especies que componen los clados F (excepto C. Pplaniuseula) e T (excepto

C. inflata), presentan élitros arrugados, sin costas secundarias en los élitros ¥y los élitros
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mag anchos que el pronoto, lo que las convierten en especies dificiles de distinguir entre
si (ver Fig 4c, e y ) . Finalmente, las especies C. penai, C. hibrida, C. planiuscula, C.
inflata presentan una morfologia extema similar entre si, siendo todas habitantes de
zonas de media altura (entre los 500 a los 900 m.s.n.m), y ninguna de estas poseen un
ancestro en comun, estando repartidas en diferentes clados. Se caracterizan por tener los
élitro lisos, con una costa en cada élitro y los élitros mas anchos que ¢l pronoto (ver Fig.
4dyg).

Por ofra parte, la filogenia morfolégica sélo fue realizada con las 17 especies que hasta
esa fecha estaban descritas (Flores & Vidal 2000c). Recientemente se han descrito cinco
nuevas especies para el genero Callyntra en base a taxonomia clésica (Zifiiga-Reinoso
& Cid-Arcos 2013, 2015; Aceituno & Guerrero, 2014 y Ztiiiga-Reinoso 2015), las
cuales fueron consideradas dentro de la filogenia molecular, lo que le daria mayor
robustez a esta hipdtesis filogenética.

En general, la mayoria de las identidades propuestas en base a taxonomia cldsica y a la
filogenia morfolégica (ver Flores & Vidal 2000a, 2000b, Ziifiiga-Reinose & Cid-Arcos
2013, 2015; Aceituno & Guerrero, 2014 y Zifiiga-Reinoso 2015) fueron recuperadas y
sustentadas por la aproximacién filogenética molecular. Sin embargo, en el caso
particular de las especie C. montana, ninguna reconstruccién logro separarla de C.
unicosta y se propone que ambas especies deben ser sinonimizadas. Esta tiltima especie
es altamente polimérfica, ya que ademés de la forma C. montana, hubo algunocs morfos
(no coincidentes a ningiin taxén descrito), que feron agrupados dentro del clado C.
unicosta (ver Fig 6). Muchos procesos evolutivos pueden explicar este problema, como
por ejemplo reciente divergencia filogenética, alta plasticidad fenotipica y/o barreras
blandas para el flujo génico entre ecotipos (Dumnill et al. 2012). Estos procesos suelen

ser considerados cuando se frata de definir un complejo de especies que presentan
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algunas diferencias morfoldgicas. Por lo tanto, se sugiere que esta agrupacién con
diversos morfos y divergencia filogenéticas recientes (ramas cortas) deberia ser tratado
como “complejo unicosta”.

Por otra parte, la evidencia molecular sugiere al menos dos nuevas especies putativas,
designadas aqui como C. sp5 y C. sp7, dispuestas dentro del clado H e I
respectivamente. La revision preliminar de la morfologia externa y de la genitalia de los
machos de estas especies, presentan varios caracteres que permiten diferenciarias
facilmente del resto de las especies de Callyntra, lo que sustentarfa atin mas la hipotesis
de nuevas especies. Ademds, existen divergencias profundas en los linajes de las
especies C. cantillana y C. inflata (ver Fig. 6), que sugieren diferenciacion genética
suficiente (i.e comparada con las otras divergencias en el rbol) para considerarlas como
especies difere;iciadas. En el caso de C. inflata, Flores & Vidal (2000b) en base a
morfologia, sinonimizaron a la especie C. opaca con C. inflata, ambas especies
propusstas por Pefia (1994 y 1974 respectivamente). Bajo la nueva evidencia
filogeneética molecular, probablemente las especies sugeridas por Pefia (1974, 1994),
deban ser revalidadas con una revisién mas profunda.

Finalmente, los resultados sugieren posibles eventos de hibridacién entre las especies no
hermanas C. macrocosta'y C. rugosa en ¢l sector de Termas del Flaco, debido a que dos
individuos adscritos a C. macrocosta, se agruparon en el clado de C. rugosa (ver Fig.
6). La hibridacién natural en Tenebrionidae es un fendémeno poco estudiado y ocurrirfa
entre especie que presentan una distribucion simpdtrica, con la misma preferencia de
habitat y ritmo de actividad (Leo & Fattorini 2002). Estas caracteristicas serian
concordantes con ambas especies, las que se distribuyen simpétricamente e incluso en

observaciones de campo, se registraron apareamientos de ambas especies de Calfyntra

(Fig 4e).
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Finalmente, la filogenia presenta bajos valores de bootstrap en algunos de los clados
intermedios. Por una parte, estos bajos valores de soporte podrian deberse a la
incertidumbre taxonomica que pudiese tener el drbol. Sin embargo, en esta filogenia se
cuenta con casi la totalidad de las especies descritas y el bajo valor de soporte en el
clado F, podria deberse a una incertidumbre filogenética (también se puede observar en
el DensiTree, Fig 6). En dicho clado, es justamente donde deberia estar presente la
especie C. subrugosa, la linica especie descrita que no fue posible obtener para este
estudio. Por otra parte, los bajos valores de soporte, pueden deberse a wuma
diversificacién del grupo extremadamente répida (Knowles 2009), ya que normalmente,
las filogenias con genes concatenados, suelen entregar valores elevados de sustento. Sin
embargo, también podria estar influyendo la incongruencia entre los loci concatenados
{Dévalos et al. 2012), dado que los resultados muestran una incongruencia parcial entre

las filogenias realizadas con los diferentes loci utilizados (ver en Fig. 5)

Patrones de diversificacién en Callynira

Los resultados sugieren que el inicio de la diversificacidon de Callyntra es coincidente
con el inicio del Pleistoceno, periodo de climas hiperaridos en la vertiente occidental de
Sudamérica, deb‘ido a la sombra de lluvia producida por el levantamiento de los Andes
(Villagran & Hinojosa 1997). Este evento habria favorecido a la diversificacion del
género Callyntra, (ver Fig. 9), lo que coincide con el inicio del tiempo de divergencia
encontrados en otros coledpteros de sistemas aridos de Afiica, como los tenebriénidos
del género Onymacris (Lamb & Bond 2013) y para los escarabajos del subgénero
Pachysoma (Sole et al. 2005). Esta evidencia reforzaria la hipotesis sobre la ocurrencia

de especiacion duraute el Pleistoceno (Hewitt 1999, Knowles 2000). Esto se deberia a

que durante los periodos glaciales, los Andes de Chile Central fueron cubiertos por

44




hielo, Io que llevo a que la flora y fauna de altamontafia descendiera a los valles
centrales y/o se desplazara hacia el norte (Hellmich 1951, Vuilleumier 1971, Brown
1971, Fuentes & Jaksic 1979, Villagran et al. 1998). Mientras que durante los periodos
interglaciales, las especies que estaban en los valles centrales, contraerian su
distribucién al recolonizar o colonizar las alturas de ;os Andes o de la cordillera de Ia
Costa, lo que conllevaria a una disyuncién por los valles que separan las montafias
(Helimich 1951, Fuentes & Jaksic 1979). La (re)colonizacion de las alturas despnés de
refugiarse en zonas bajas libres de hielo (e.g valles centrales y/o costa) durante las
glaciaciones, conocido como modelo de especiacion de montafia o de islas de altura,
Jugaria un rol importante en los patrones de diversificacién del genero Callyntra, ya que
la eviﬁde.nci'a sugiere que es durante los periodos interglaciales donde ocurriria la
diferenciacién de las especies (Fig. 7). Es por ello, que existen especies de la cordillera
de la costa (e.g C. cantillana, C. rossi, C. hibrida) que poscen especies hermanas en los
Andes y en las terrazas costeras. Esto también pasa a nivel de clados, donde clados
costeros son hermanos de clados Andinos (eg clado H con clado I) (ver Fig. 5a). Este
fenémeno no solo ocurre de forma longitudinal, sino que también latitudinal en las
mismas éreas de distribucion (i.e. Andes, cordillera de la Costa y costa), es asi que las
especies de Callyntra pueden tener a las especies hermanas en el mismo corddn
montafioso, pero mas al sur o norte. Ejemplo de esto es lo que sucede con las especiés
del clado F y probablemente entre la especie C. unicosta, donde su especie hermana, C.
pehuenche, se encuentra inmediatamente al sur del rio Maule y en una altura mayor. En
este sentido, los valles transversales de Chile, también se han propuesto como una
barrera para le flujo génico y dentro de los més importantes éstan los valles asociados al
rio Maule y al rio.Bio Bio (Vuilleumier 1971), donde ademés de 1a separacion por las

alturas, estd la barrera del rio que descarga por Ios valles. Por otra parte, el crecimiento
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de los rios durante los interglaciales puede ser un importante factor de especiacion para
las especies costeras, donde la amplitud de los rios cerca de la costa de rios andinos y
costeros podrian funcionar como barrera sin necesidad de estar en “isla de altura™ Esto
podria estar sucediendo en el clado I, donde todas las especies son costeras (excepto un
linaje de C. laticollis) o entre las especies C. multicosta y C. rufocastanea en ¢l clado D
(Fig. 5a).

A pesar de que la mayor parte de Ja evidencia sustentaria la hipdtesis de especiacidn de
montafia, también existe evidencia que sugiere especiacién en bolsones, durante los
periodos glaciales (Fig, 8). Son los casos de las divergencias entre la especie andina C.
macrocosta y ¢l grupo andino C. unicosta-C. pehuenche, la divergencia de las especies
andinas C. riverai y C. carbonaria y la separacién de los linajes de C. paulseni,
especies que se distribuye mayoritariamente en la cordillera de la costa. Esto ocurriria
debido a la existencia de refugios libres de hielo (i.e bolsones) que habrian tenido
separada a las poblaciones durante los periodos glaciales provocando la divergencia
(Fuentes & Jaksic 1979). Se han documentado, algunos refugios en Ja zonas andinas del
centro-sur de Chile al norte de los 36° S (refugios de valles) y refugios en toda la costa
de Chile, tanto para plantas como para vertebrados (Sérsic et al. 2013). Tanto C
unicosta, C. carbonaria y el linaje de la cordillera de la costa de C. paulseni, tienen
actualmente un amplio rango de distribucién, en contraste con sus especies (o linajes)
hermanas, las cuales tienen un rango de distribucién acotado (ver en Fig. 2). Esto podria
ser una sefial de que las especies quedaron separadas en pequefios refugios de altura,
tanto en la cordillera de los Andes, comeo de la costa y que posterior a la retirada de los
hielos, expandieron su rango de distribucidn, logrando en algunos casos contacto
secundario (linajes de C. pauiseni) v otras habrian quedado definitivamente aisladas,

promoviendo la diferenciacién (C. macrocosta y C. riverai). Hasta ahora, este esquema
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de especiacién en bolsones ha sido propuesto para roedores, algunas lagartijas (Fuentes
& Jaksic 1979) y coledpteros de la familia Cleridae (Solervicens 1987).

Por otra parte, la oscilacién climdtica glacial-interglacial aunque es ciclica, parece
seguir un patrén constante en el tiempo y la diversificacién de Callyntra, parece seguir
también este patrén (Fig. 9) y donde las alzas de especiacién del género Callyntra (Fig.
10b) parecen estar ligados a periodos interglaciales largos (Lisiecki & Raymo 2005).
Esto permitiria que los periodos de disyuncién entre las alturas sean mds largos y
permitan la diferenciacién necesaria entre los linajes, para que ocurra el aislamiento
reproductivo y €l no reconocimiento en un posible encuentro durante los periodos
glaciales cuando las especies bajan de las alturas. En este sentido, se ha propuesto que el
no reconocimiento entre linajes podrfa verse acelerado por la fuerte seleccidn sexual,
que existe en los aparatos copuladores, lo que aceleraria ¢l aislamiento reproductivo
(Eberhard 1993), asociado a la estructura tipo llave-cerradura de los drganos
copulédores de los insectos. En general, Ias especies de Callyntra son morfolégicamente
muy similares, probablemente debido a una convergencia adaptativa al ambiente (ver
arriba y Fig. 4) y se diferencian principalmente en la forma de la genitalia de los machos
(ver Zifiiga-Reinoso & Cid 2013, 2015).

For otra parte, parecen haber tres periodos de “estasis™ evolutivas (Fig. 9), los cuales
parecen estar ligados a periodos donde los periodos glaciales parecen haber sido largos
(ver en Lisiecki & Raymo 2005, Martinez-Méndez et al. 2013), lo que conllevaria a la
inexistencia de aislamiento reproductivo (excepto para las especies que quedaron en
bolsones). Finalmente, 1a especiacidn reciente en las alturas evidenciada por los datos de
Callyntra, sugiere que el conservadurismo de nicho, es el modelo ecoldgico que
subyace esta hipotesis, donde las especies siguen su nicho fundamental en el tiempo

(Wiens & Graham 2005), lo que explicaria el sube-baja-sube de las especies de
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Callynira a través de los diferentes ciclos glaciales-interglaciales. Este conservadurismo
de nicho, podria deberse a la posible estrecha relacidn entre Festuca sp. y el desarrollo
del ciclo de vida de Callynfra, donde las especies de Callyntra seguirian los cambios de
distzibucion de esta planta. En este sentido, se ha documentado cambios en la
distribucion vegetacional de la costa de Chile central durante la {ltima glaciacion,
donde habrfa predominado una vegetacidén precordillerana y de gramineas (Valero-
Garcés 2005). Este mecanismo de seguimiento de la vegetacion se ha sugerido para la
especie Nyctelia confusa, un género emparentado con Callyntra y que también tendria
una estrecha relacion con las gramineas del genero Festuca sp. (Zifliga-Reinoso et al.
2015)

Historia biogeogrdfica de Callyntra

El andlisis de distribucion ancestral sugiere que el Desierto de Coquimbo Sur (DC) es
el drea ancestral del género. Desde esta drea ancestral, las especies han ido colonizando
nuevas dreas biogeograficas, principalmente por “saltos” y este hecho es lo que estaria
promoviendo diferenciacién dentro de Callyntra (Fig. 11). Estos saltos que son
coincidentes con los periodos interglaciales (Fig. 8), corresponderia con la colonizacién
de Callyntra a nuevas dreas (ie nuevas “islas de altura”) por una fraccién de la
poblacién ancestral que estuvo refugiada en los valles centrales o en la costa, lo que
significarfa que el modelo de especiacién que subyace al patrén filogenético encontrado
es el de evento fundador (Matzke 2013, 2014). El modelo de evento-fundador ha sido
ampliamente utilizado para explicar la especiacion en los sistemas insulares (Templeton
2008, Matzke 2014). En este contexto, los resultados sugieren que las cumbres de las
cordilleras de Chile central, estarian actuando como islas en las alturas para Callynira,
tal como lo que ocurriria para otros insectos de alta montafia en el mundo (Knowles

2000, Toussaint et al. 2013, Sekar & Karanth 2013). Este modelo de especiacidn de
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montafia o de islas de altura fue propuesto tempranamente para la fauna de Chile por
Hellmich (1951) y ha sido sugerido en base a patrones de distribucién para diferentes
taxa, como lagartijas (Hellmich 1951, Fuente & Jacksic, Nufiez 2007, Cienferoni et al.
2013), coledpteros (Elgueta 1988) y también para plantas (Villagrdn & Armesto 2005),
sin ser puesta a prueba hasta ahora de forma explicita, mediante métodos que usan una
aproximacion filogenética. En general, para Callyntra la direccionalidad de Ia
colonizacién por efecto fundador en el tiempo van desde el Desierto de Coquimbo Sur,
a la Cordillera de la Costa y desde esta a la Cordillera de los Andes, para colonizar Ia
porcion sur de la Cordillera de la costa y Desierto de Coquimbo (VI-VI regiones), y
finalmente dispersar hacia la Cordillera del Pehuenar y desde aqui colonizar a los Andes
del Sur de las regiones VIII v EX (Fig. 11). Estos cambios zigzagueantes, tienden a ir al
sur, a nuevos lugares nunca antes ocupado por Callyntra. Es asi que el evento fundador
de DC a CC, hace 2,28 My, podria estar relacionado con el pico de diversificacién en
ese periodo. Este patron se repite con las alzas de especiacidn en el salto desde AC, al
drea CC hace 1,57 My (colonizacidn del Sur costero) y a la ocupacién de AS del Bio-
Bio y Araucania a los 1,23 My (ver Fig. 10 y 11). Por lo tanto, 1a diversificacién en el
grupo seria promovida por la llegada a nuevos ambientes con nichos desocupados. En
este sentido, se ha postulado que en las alturas de los Andes, la disposicion de nuevos
nichos post retirada glacial, podria producit eventos de radiacién debido a una
especiacion ecolégica (Hughes & Eastwood 2006). Como se discutid anteriormente,
existen evidencias de adaptaciones ecolégicas a las diferentes alturas (ver Fig. 4), lo que
podria ajustarse a lo que sucede con Callyntra. Este fendémeno de particién altitudinal
debido a la estrecha relacién entre el fenotipo y el ambiente, ha sido propuesta para
lagartijas del genero Liolaemus, donde también se ha propuesto una diversificacién por

el fendmeno de islas de altura (Fuentes & Jaksic 1979). Cabe destacar que existen dos
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periodos de estasis evolutiva previos a saltar a nuevas 4reas de distribucién (Fig. 8:
entre los 1,7-2,3 y los 0,97-1,2 My). Esto podrifa iratarse del denominado tiempo de
ausencia evolutiva (“evolutionary lag time”), que es el tiempo que trascurre cuando se
desarrolla un hébitat en una regién y luego es colonizado por un determinado clado
(Guerrero et al, 2013). Por lo tanto, si un linaje se demora en colonizar un nuevo habitat
(tiempo de ausencia evolutiva) podria deberse a que este linaje carecerfa de las
adaptaciones necesarias para invadir dicho hébitat.

Por otro Jado, hay algunas excepciones a este patrén de “saltos” en la filogenia, como
lo que ocurre en las especies costeras del clado I 'y en el clado D con las especies C.
multicosta y C. rufocastanea, donde las especies se diferencian en el misma édrea de su
ACMR. En casos como este, Matzke (2014) sugiere que la especiacién deberfa estar
asociado a un modelo de especiacién simpétrica. Sin embargo, el 4rea del DC es un 4rea
que abarca una gran extensién de territorio, desde la V a la VIII region
aproximadamente (ver Fig. 3). En esta extensién, eventos alopétricos mediados por rios
pudieron haber ocuitido, ya que en esta zona es donde desembocan tanto los rios
andinos como costeros que fragmentan el territorio, lo que podria explicar de forma més
simple la especiacién en estas 4reas. Sin embargo, en el caso de las especies hermanas,
C. zambranoi y C. servillei, podria tratarse efectivamente de una especiacién simpétrica,
ambas especies se encuentran exactamente en la misma localidad y ocupan el mismo
ambiente. Morfolégicamente ambas especies son similares (Aceituno & Guerrero
2014), y sélo se diferencian por la considerable diferencia de tamafio entre amibas
especies y la genitalia de los machos. Ademas, son las especies con menor tiempo de
divergencia (i.e 0,27 My), lo que haria menos probable la posibilidad de especiacidn por
vicarianza y posterior contacto secundario,.en el acotado rango de distribucién de ambas

especies en las terrazas costeras de la zona de Pichilemu (ver Fig. 2).




Finalmente, esta reconstruccion de las dreas ancestrales muestra repetidos retormos hacia
el drea de cordillera de la Costa (central y pehuenar), y hacia la cordillera de los Andes.
Muchas de estas especies y linajes de Callyntra que colonizan estas zonas, actualmente
presentan “microendémismo”, con rangos de distribucion acotado sélo a algunas
cumbres. Muchas de estas cumbres, presentan més de una especie “microendémica®,
tales es el caso de la Cordillera de Cantillana (3 spp.), la Cordillera de Santiago (2
spp.), la Cordillera de Nahuelbuta (2 spp.) y la Cordillera de Parral (2 spp.). Ademds, las
especies que ocupan las mismas cumbres no comparte un ancestro en comin, lo que
sugiere que estas cumbres han servido miltiples veces como zonas de refugio durante
los periodos interglaciales del Pleistoceno. En Chile, no se han propuesto refugios para
especies adaptadas a climas 4ridos y frios, como las especies de Callyntra de alturas, en
donde los periodos interg]acialés obligan a las especies restringir su distribucién en
refugios de altura. Por otra parte, tradicionalmente la costa de Chile ha sido
ampliamente documentada como una zona de refugio durante las glaciaciones del
Pleistoceno, tanto para la flora como para la fauna (Sérsic et al. 2013). En este sentido,
la evidencia muestra que €l ACMR de las especies costeras una vez que colonizan la
costa, se mantienen practicamente sin cambios de distribucion y especian in sity debido
probablemente 2 la estabilidad ambiental, Jo que podria ser sefial de que la costa

también pudo haber sido refugio para las especies que ocupan esta area.




Conclusion

En este trabajo se hace una reevaluacién de la sistemdtica del género Callyntra
mediante marcadores moleculares, el cual aporta una nueva hipdtesis filogenética y
cuya topologia permite clasificar al grupo en cinco clados, asi como también revela
nuevos linajes que pueden ser considerados como nuevas especies, Por otra parte, se
puso a prucba a través de la filogenia, Jos procesos evolutivos que subyacen a la
diversidad actual del género Callyntra y como estos procesos sirven para explicar el
patrén de distribucién actual del grupo. En este sentido, se evidéncié que es durante el
Pleistoceno donde comienza Ja diversificacién de Callynira, asociado principalmente al
modelo de especiacion de montafia-islas durante los pericdos interglaciales. También se
encontré que hay una relacion entre la diversificacién y la colonizacién a muevos
Ingares, previo a tiempos de estasis evolutiva. La colonizacién a nuevos Iugares por
eventos fundadores, disponibilidad de nicho y seleccién sexual podrian estar
interactuando fuertemente en la rapida divergencia de las especies del genero Callyntra
en periodos cortos de tiempo. Este patron evolutivo explica entonces la alta riqueza de

especies y endemismo de Callyntra en ambas cordilleras y costa de Chile central.
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Tabla 2, Cuadro de resumen con las predicciones de la investigacion y resultados

obtenidos para cada una de ellas.

Prediccién Resultados
Se espera que los tiempos de La filogenia reconstruida con todos los genes sugierer que la
diversificacién del género divergencia comenzaria el Pleistoceno (2,41 Myr) y se ha
Callyntra comiencen a los 2,5 mantenido constante en el tiempo (R*= 0,95, p> 0,01). La
millones de afios antes del presente  mayorfa de las cladogénesis estan relacionados a periodos
y se mantenga constante en el interglaciales (n=27). Sin embargo, también hay evidencia
tiempo y que los tiempos de de eventos de divergencia durante periodos glaciales (n=3).

divergencia estén relacionado a
periodos interglaciales.

(3 e S
LT

Se espera que; el

i st T EE

----- R oy e

Medlante ala topologm del arboI obtemda con. dos los -

dlstnbumén en el Desiérto Costero de Coqulmbo
}uego fige colomzando (saItos) nuevas éreas de dlstnbucmn

Lt e doy

TEthaniee :
Se espera ciue los mayores pulsos  En la estimacién de la tasa de dxversxﬁcacmn en el tIempo se
de diversificacion del género observaron cuatro picos de maxima diversificacion dentro de
Callyntra coincidan con la la filogenia de Callyntra. La primera estd ligado a la llegada
colonizacidn a nuevas areas de del ACMR a la costa de Chile, La segunda esta relacionado
distribucion . con la colonizacidn de la cordillera de la Costa y la tercera

con la llegada a la cordillera de la costa y costa del sur.
Finalmente la cuarta estaria ligada a la colonizacién de
Callyntra a los Andes del Sur.
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Material complementario

S1: Especies del genero Callyntra consideradas en este estudio (excepto Callyntra sp7): a)
Callyntra paulseni, b) Callyntra inconsiderata, c) Callyntra penai, d) Callyntra hibrida, e)
Callyntra multicosta, 1) Callyntra rufocastanea, g) Callynira rugosa, h) Callyntra andina, i)
Callyntra planiuscula, j) Callyntra laticollis, k) Callyntra sp5., 1) ‘allyntra zambranoi, m)
Callyntra servillei, n) Callyntra cantillana, o) Callyntra macrocosta, p) Callyatra unicosta, q)
Callyntra pehuenche, r) Callynira inflata (B), s) Callyntra inflata (A), t) Callyntra rossi, u)
Callyntra carbonaria y v) Callynira riverai.




