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RESUMEN

El clado Leiosaurinae esta compuesto por especies de lagartos poco conocidas
y endémicas de la regién austral de Sudamérica. Su morfologia altamente
conservada ha limitado el conocimiento taxonémico y la comprension de la
diversidad e historia evolutiva de este linaje. Pristidactylus es el género con mayor
namero de especies dentro de la subfamilia, y a su vez, el que ha presentado el
mayor numero de problemas taxonomicos a nivel de género desde que fue
propuesto. En este estudio se estimaron por primera vez las relaciones
filogenéticas del clado chileno de Pristidatylus (P. alvaroi, P. torquatus, P. valeriae
y P. volcanensis) utilizando marcadores moleculares: dos genes mitocondriales
(cytb y 12s) y dos nucleares anénimos (ANL-D90 y ANL-D92). Los resultados
indican que Pristidactylus, tal como estd definido actualmente, es un grupo
polifilético, por lo que sus caracteres diagnésticos morfolégicos deben ser
reevaluados. Ademas, el clado chileno es un grupo natural que probablemente
comenzo6 su diversificacibn a causa de eventos climaticos y orogénicos del
Plioceno/Mioceno. Pristidatylus torquatus es el taxdn mas divergente dentro de
este clado, por lo que las especies de Chile central se encuentran estrechamente
emparentadas (P. alvaroi + (P. valeriae + P. volcanensis). Finalmente, el grupo
hermano del clado chileno es el género Leiosaurus, relacion soportada con un
elevado valor de probabilidad a posteriori, por lo que se discute la implicancia

taxonomica de esta nueva hipaotesis.

Palabras claves: Clado chileno, Pristidactylus, Leiosaurus, marcadores

moleculares, monofilia.
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ABSTRACT

The Leiosaurinae clade is composed of little-known lizard species endemic to the
southern region of South America. Its highly conserved morphology has limited
taxonomic knowledge and understanding of the diversity and evolutionary history
of this lineage. Pristidactylus is the genus with the largest number of species
within the subfamily, and in turn, the one that has presented the greatest number
of taxonomic problems at the genus level since it was proposed. In this study, the
phylogenetic relationships of the Chilean Pristidatylus clade (P. alvaroi, P.
torquatus, P. valeriae and P. volcanensis) were estimated for the first time using
molecular markers: two mitochondrial genes (cytb and 12s) and two anonymous
nuclear (ANL-D90 and ANL-D92). The results indicate that Pristidactylus, as it is
currently defined, is a polyphyletic group, therefore its morphological diagnostic
characters should be re-evaluated. Furthermore, the Chilean clade is a natural
group that probably began its diversification due to Pliocene / Miocene orogenic
and climatic events. Pristidatylus torquatus is the most divergent taxon within this
clade, which is why the species from central Chile are closely related (P. alvaroi
+ (P. valeriae + P. volcanensis)). Finally, the sister group of the Chilean clade is
the genus Leiosaurus, a relationship supported with a high posterior probability

value, so the taxonomic implication of this new hypothesis is discussed.

Key words: Chilean clade, Pristidactylus, Leiosaurus, molecular markers,
monophilia
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INTRODUCCION

El continente sudamericano estd compuesto por varias regiones biogeograficas
que albergan la mayor biodiversidad del mundo (Pino et al. 2016). Las
interacciones entre las oscilaciones climaticas del Pleistoceno y los eventos
orogénicos del Plioceno/Mioceno han contribuido a dar forma y distribucion de la
biota que conocemos actualmente, tanto en las regiones tropicales como en las
regiones templadas del continente (Turchetto-Zolet et al. 2013). EI conocimiento
que se tiene de los reptiles sudamericanos aun es limitado, ya que en algunos
linajes se desconocen los patrones y procesos responsables de dar forma a su
asombrosa diversidad de especies (Turchetto-Zolet et al. 2013; Morando et al.
2015). Ademas, el descubrimiento de nuevos linajes no ha ayudado a solucionar
estas interrogantes, puesto que en muchos casos han estado marcados por

problemas taxondmicos (Troncoso et al. 2019).

El clado Leiosauridae

Leiosaurinae es una subfamilia de la familia Leiosauridae (Frost et al. 2001), que
estd compuesta por algunos de los taxa de lagartos con las distribuciones mas
australes del mundo. Las especies que componen esta subfamilia se encuentran
tanto en Chile como Argentina, habitando diversos ambientes y son conocidos
comunmente como “gruiidores” y “matuastos” en cada pais, respectivamente.

Actualmente se reconocen tres géneros: Leiosaurus Duméril & Bibron 1837,



Diplolaemus Bell 1843y Pristidactylus Fitzinger 1843, con un total de 18 especies
(Morando et al. 2015). La morfologia de estos lagartos es altamente conservada,
lo cual dificulta la distincion entre las especies y géneros, lo que a su vez limita
la comprension de la historia evolutiva del clado (Femenias et al. 2020). Durante
mucho tiempo, los géneros que actualmente conforman el clado han sufrido
cambios taxonOmicos tanto en la composicion de especies como en sus
diagnosis, las cuales han sido poco claras y conflictivas, en muchas ocasiones
involucrando géneros del clado Enyaliinae (subfamilia hermana), particularmente
el género Urostrophus (Etheridge & Williams 1985; Etheridge & Williams 1991;
Cei 2004). No obstante, la monofila de ambas subfamilias (Leiosaurinae y
Enyaliinae) se encuentra fuertemente soportada tanto por caracteres
morfolégicos como genéticos (Frost et al. 2001; Abdala et al. 2009; Wiens et al.

2012; Pryon et al. 2013; Reeder et al. 2015).

El género Pristidactylus

Pristidactylus es el género mas representativo en cuanto a niumero de especies
dentro de la subfamilia, con 10 especies reconocidas en la actualidad (Morando
et al. 2015). Tiene una distribucién disjunta separada por la cordillera de los
Andes, con seis especies exclusivamente en territorio argentino (P. araucanus,

P. fasciatus, P. nigroiugulus, P. scapulatus, P. achalensis y P. casuhatiensis) y



cuatro en territorio chileno (P. volcanensis, P. valeriae, P. alvaroi y P. torquatus)
(Figura 1). Algunos autores mencionan que ambos grupos son notablemente
diferentes, tanto en morfologia como ecologia (Cei 1986). Morfolégicamente se
diferencian principalmente en la lepidosis: el grupo chileno se caracteriza por
poseer escamas mas grandes, lo que implica un menor nimero de estas; por
ejemplo, la escama nasal estd en contacto directo con la escama postrostral
lateral, no asi en el grupo argentino, en donde la escama nasal esta separada
por una o dos escamas de la postrostral lateral. Otra diferencia esta en el nimero
de las escamas que bordean las escamas supralabiales, 8 a 15 en el grupo
chileno y 15 a 23 en el grupo argentino (Etheridge & Williams 1985, Frost et al.
2001). En cuanto al habitat, el grupo chileno habita ambientes principalmente
boscosos donde predominan especies arboreas del género Nothofagus, en
cambio el grupo argentino habita en ambientes mas secos y rocosos (Cei 1986).
Estas caracteristicas morfolégicas y ecoldgicas evidencian dos grupos bien

diferenciados entre si.

Historia taxondmica del género Pristidactylus

Pristidactylus, desde que fue propuesto como un género por Fitzinger (1843) a
partir de un Unico ejemplar juvenil de Leiosaurus fasciatus, ha sido dificil de

definir, lo cual se ve reflejado en su compleja historia taxondmica. Actualmente,



no hay una diagnosis clara que defina con exactitud al género a pesar de los
distintos esfuerzos realizados durante las ultimas décadas (Etheridge & Williams
1985; Cei et al. 2001; Cei et al. 2004). Boulenger (1885) no proporciona
argumentos claros, define a Pristidactylus Unicamente para la especie P.
fasciatus y transfiere a L. torquatus, actualmente P. torquatus (que fue descrita
inicialmente dentro del género Leiosaurus por Philippi (1861)), al género
Urostrophus. Posteriormente, Boulenger (1889) transfiere a L. scapulatus
Burmeister 1861 a Urostrophus. Durante mucho tiempo, estas propuestas
taxondmicas no fueron cuestionadas, hasta que Gallardo (1964) indica que
existen pocos caracteres morfolégicos internos que sirvan para diferenciar los
géneros Leiosaurus y Urostrophus. Sin embargo, reconoce caracteres externos
para diferenciar a Urostrophus scapulatus del género y de esta forma proponer
un nuevo género, Cupriguanus, con C. scapulatus como especie tipo y
adicionando dos nuevas especies (C. achalensis y C. araucanus). Segun este
autor, Cupriguanus se diferenciaba “notablemente” de Leiosaurus por las
escamas subdigitales comprimidas y salientes, pectinadas, en el primer, segundo
y tercer digito trasero, dicromatismo sexual y banda negra antehumeral. Sin
embargo, a pesar de que el analisis morfolégico se basd exclusivamente en
especies argentinas, Gallardo (1964) sugiere que probablemente Urostrophus
torquatus deberia ser transferido a este nuevo género o al género Leiosaurus, lo

cual sugiere que las caracteristicas de la especie no estaban del todo claras.



Barrio (1969) basandose en caracteres morfoldgicos y a la variacion de estos en
la distribucion geografica de C. araucanus, evidencia que existen caracteres
compartidos entre esta especie y P. fasciatus, por lo que propone que C.
araucanus es sinonimia menor de P. fasciatus. Mas tarde Paull et al. (1976)
considerando lo propuesto por Barrio (1969), discutiendo que P. fasciatus
(especies tipo de Pristidactylus) comparte caracteres genéricos con C. achalensis
(especie tipo de Cupriguanus), por lo tanto consideraron que el género
Cupriguanus es sinonimia menor de Pristidactylus, dejando al género propuesto
por Gallardo (1964) no valido. Etheridge y Williams (1985) proponen una
diagnosis para Pristidactylus, destacando que algunos caracteres diagndésticos
propuestos como tales (e.g. escamas infradigitales pectinadas de los digitos
traseros, escama subocular alargada) no eran compartidos por todas las
especies dentro del género. La nueva diagnosis que proponen indica que
Pristidactylus se puede diferenciar del resto de los géneros (Diplolaemus y
Leiosaurus) por la marcada banda negra antehumeral, el dicromatismo sexual,
dientes pterigoides y autotomia caudal. Posteriormente, tanto Cei et al. (2001)
como Cei et al. (2004), proporcionan diagnosis para el género basadas
anicamente en las especies de Pristidactylus argentinas, y en ambos casos
separan al grupo chileno Uunicamente por el nUmero y tamafio de las escamas,

sin realizar un analisis mas profundo ni estimar sus relaciones filogenéticas.



PRISTIDACTYLUS CHILENOS

Los Pristidactylus chilenos no han jugado un rol muy importante o decisivo al
momento de definir una diagnosis para el género. No obstante, constantemente
se ha mencionado que las diferencias que las pueden separar del grupo argentino
son escamas mas grandes, un menor numero alrededor de la mitad del cuerpo y
el arreglo de algunas escamas rostrales (Etheridge y Williams 1985; Cei 1986;
Cei et al. 2001; Cei et al. 2004). Evidencias paleoclimaticas y paleogeoldgicas
sugieren que el linaje chileno de Pristidactylus y el clado argentino se
diferenciaron de un ancestro comun antes del levantamiento de la Cordillera de
los Andes (Formas et al. 1979; Cei et al. 2004). Actualmente, el grupo chileno se
compone de cuatro especies todas en categoria de conservacion con el criterio
de la RCE: P. alvaroi (En Peligro), P. torquatus (Vulnerable), P. valeriae (En
Peligro) y P. volcanensis (En Peligro). (Figura 1) asociadas a bosques de

Nothofagus (en menor grado P. volcanensis).
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Figura 1. Especies de Pristidactylus de Chile. A. P. valeriae; B. P. alvaroi; C. P.
torquatus; D. P. volcanensis.

Hipo6tesis filogenéticas dentro de Leiosaurinae

Las relaciones filogenéticas de los géneros dentro de la subfamilia Leiosaurinae
aun no han sido resueltas completamente (Morando et al. 2015; Femenias et al.
2020; Figura 2). Estudios filogenéticos realizados exclusivamente con caracteres
morfolégicos externos indican que Pristidactylus es un grupo natural (Frost et al.

2001; Abdala et al. 2009). Sin embargo, otros estudios con datos moleculares



desafian la hipotesis de que Pristidactylus es un grupo monofilético (Abdala et al.
2009; Pyron et al. 2013; Morando et al. 2015, Femenias et al. 2020). Morando et
al. (2015) evaluaron las relaciones dentro de Leiosaurae, utilizando
exclusivamente datos moleculares de todas las especies de Diplolaemus y
Leiosaurus, con la excepcion del género Pristidactylus, del cual se incluyeron solo
6 de las 10 especies descritas, excluyendo por falta de datos a una especie
argentina y tres especies chilenas (P. casuhatiensis, P. alvaroi, P. valeriae y P.
volcanensis). De acuerdo a las dos ultimas hipétesis filogenéticas propuesta por
Morando et al. (2015) y Femenias et al. (2020), P. torquatus es el taxén hermano
del clado Leiosaurus, indicando que Pristidactylus es polifilético, lo cual es
congruente con algunos estudios previos (Abdala et al. 2009; Pyron et al. 2013).
Cei (1986) indica que “las especies chilenas de Pristidactylus son notablemente
diferentes de las especies argentinas tanto en morfologia y ecologia”, postulando,
ademas, que la vida arboricola en relictos de bosques es un caracter
plesiomorfico (Cei 1973). Esto ultimo fue cuestionado por Frost et al. (2001),
quienes postulan que el habito arboricola de las especies chilenas es un caracter

secundario derivado.
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Figura 2. Hipotesis filogenéticas del clado Leiosaurinae de las ultimas dos
décadas. (A) Frost et al. (2001), caracteres moleculares. (B) Frost et al. (2001),
caracteres morfoldgicos. (C) Frost et al. (2001), morfologia y molecular. (D)
Abdala et al. (2009), caracteres miolégicos. (E) Abdala et al. (2009),
combinacion de caracteres mioldgicos y moleculares de Frost et al. (2001). (F)
Townsend et al. (2011), genes nucleares. (G) Pyron et al. (2013), caracteres
moleculares. (H) Wiens et al. (2012), genes nucleares. (I) Morando et al. (2015),
caracteres moleculares. (J) Femenias et al. (2020), caracteres moleculares.




Debido a que las hipotesis filogenéticas propuestas con caracteres moleculares
han incluido solamente a una especie chilena de Pristidactylus (P. torquatus), no
han permitido establecer las relaciones filogenéticas entre las cuatro especies
chilenas y evaluar si estas conforman un grupo natural que seria el clado
hermano del género Leiosaurus o seria parte del género Pristidactylus. En los
anicos estudios en que han sido incluidas las cuatro especies de Chile, como
Frost et al. (2001) y Abdala et al. (2009), donde se realizaron analisis con
caracteres morfoldgicos, el grupo chileno forma una politomia, que incluso se
relaciona estrechamente con una especie argentina (P. fasciatus, Frost et al.

2001).

La sistematica

La sistematica es una disciplina de la biologia comparada que estudia las
relaciones jerarquicas de los linajes (Eliosa & Navarro 2005). La sisteméatica
aborda tres aspectos fundamentales: 1) reconocer la biodiversidad, es decir,
identificar a las especies y definir otros taxa superiores, 2) reconstruir la filogenia
o historia evolutiva de los taxa, y 3) elaborar clasificaciones fieles a la filogenia
(Felsenstein 1985; Harvey & Pagel 1991; Wiley et al. 1991; Villasefior & Davila
1996; Eliosa & Navarro 2005). Desde este punto de vista, la sistematica conforma

la base para otros campos de la biologia comparada, al proporcionar las hipotesis

10



filogenéticas que se utilizan, por ejemplo, para interpretaciones en un marco

evolutivo (Lipscomb 1998; Morrone 2006).

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares en la actualidad se han convertido en una pieza
fundamental del conjunto de herramientas de la biologia moderna. Existe una
amplia gama de marcadores que son directamente responsables de los avances
en varias areas de investigacion, como la genética de poblaciones, e incluso han
tomado una importante relevancia en la inferencia de filogenias de especies

(Thomson et al. 2010).

El ADN mitocondrial (ADNmt) es la regién del ADN mas utilizada en analisis
filogenéticos en un sinfin de taxa (e.g. Montero & Autino 2009, Cardoso 2014,
Beltran-Torres & Hernandez-Fernandez 2020). Esta molécula es de pequefio
tamafo, posee un alto contenido de residuos adenina-timina, carece de bases
metiladas, no sufre recombinacion, corresponde a una molécula haploide (n), se
hereda exclusivamente por via materna, posee regiones universalmente
conservadas y otras variables, presenta una rapida tasa de evolucion y es
relativamente facil de obtener. Por estas razones y caracteristicas, ha sido la
principal fuente de secuencias de ADN para realizar analisis filogenéticos (Avise

1986; Hillis 1987; Caterino et al. 2000; Burns et al. 2003; Mandal et al. 2014).
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En cambio, el ADN nuclear (ADNN) presenta una baja tasa de mutacion, por lo
gque es mucho mas conservado. En el ADNn podemos encontrar los
denominados loci nucleares andnimos (ANL, del inglés “Anonymous Nuclear
Loci”). Estos marcadores tienen una distribucion relativamente uniforme a lo largo
del genoma, aleatoria y en principio con una alta probabilidad de estar en
regiones no codificantes (Thomson et al. 2010). No estaran ligados ni sesgados
en un area del genoma y lo cual implica que estan sometidos a una evolucién
neutra que permite la acumulacioén de variacion informativa para muchos estudios
evolutivos (Bertozzi et al. 2012). Estos marcadores han sido utilizados en
estudios a nivel filogeografico, genética de poblaciones y filogenético (Brito &
Edwards 2009; Thomson et al. 2010; Bertozzi et al. 2012; Lemmon & Lemmon
2013), siendo este ultimo el enfoque que se aplicara en este estudio para resolver

la problemética del género Pristidactylus.

PREGUNTA

Los trabajos sistematicos moleculares mas recientes de los Pristidactylus se han
centrado principalmente en las especies argentinas, mostrando que este género,

tal como lo conocemos actualmente, es polifilético, con P. torquatus como taxén
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hermano de Leiosaurus. Teniendo en cuenta esta situacion, surge la incognita de
cuales seria las posiciones topoldgicas y sus relaciones filogenéticas del resto de
las especies de Pristidactylus presentes en Chile, ya que nunca han sido
incorporadas a estudios de filogenia molecular. De aqui surgen dos hipotesis que
se requieren poner a prueba para posteriormente entender mejor la historia

evolutiva de este grupo en Chile.

HIPOTESIS

H1: Las cuatro especies de Pristidactylus presentes en Chile conforman un grupo

natural.

H2: El grupo chileno constituye el clado hermano del género Leiosaurus.

OBJETIVO GENERAL
Estimar las relaciones filogenéticas de las especies de Pristidactylus presentes

en Chile con datos moleculares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Obtener por primera vez secuencias de ADN mitocondrial y nuclear de tres

de las cuatro especies de Pristidactylus presentes en Chile.
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- Obtener una hipétesis filogenética robusta entre las especies de

Pristidactylus presentes en Chile.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de muestras y procedimientos de laboratorio.

Entre los meses de noviembre de 2018 y febrero de 2020 se capturaron 11
ejemplares de cuatro especies de Pristidactylus, provenientes de seis localidades
(Tabla 1). Para tres especies se incluyeron ejemplares capturados en sus
respectivas localidades tipo, con excepcién de P. alvaroi, los que fueron
capturados en Altos de Chicauma, a 23 km de la localidad tipo: Cerro el Roble
(Tabla 1). La obtencién de tejido para extraer ADN se realizé con un método no
invasivo, que consistié en la toma de una muestra de mucosa bucal con térulas
Copan 503CS01. Posteriormente, todos los individuos fueron liberados en el

mismo sitio donde fueron capturados.

14



Tabla 1. Especies y localidades muestreadas de Pristidactylus en Chile. Se
incluye el numero de ejemplares por localidad (n). El asterisco indica la
localidad tipo.

. . Coordenadas
Especie Localidad n
Y X
P. valeriae Alhué* 2 -34.0269012 -71.0998993
P. torquatus Alto Huemul 2 -34.8927002 -70.6691971
P. alvaroi Altos de Chicauma 2 -33.2151985 -70.9129028
P. torquatus Shangrila 1 -36.8896110 -71.4717220
P. torquatus Concepcion* 2 -36.8409004 -73.0223007
P.volcanensis El Volcan* 2 -33.7887001 -70.1363983

Se extrajo el DNA de las térulas utilizando el kit de extracciébn Promega Wizard
SV DNA Purification System. Se amplificaron cuatro fragmentos génicos, de los
cuales dos corresponden al genoma mitocondrial, citocromo b (Primer: GluDGL
TCACTTGAARAACCAYCGTTG; Cytb3 GGCAAATAGGAARTATCATTC,;
Palumbi 1996) y 12S (Primer: tPhe AAAGCACRGCACTGAAGATGA; 12e
GTRCGCTTACCWTGTTACGACT; Wiens et al. 1999), y dos a loci nucleares
anonimos (ANL), ANL-D90 (Primer: F GCTTCTCCATATCCCACCAG; R:
CATCCACAAACTCCAGGTCA) y ANL-D92 (Primer F:
TGATAGCCTTTGGCTAAGCAC; R: CGCAGCATGTGGTTTTAATC; Morando et
al. 2015). Ambos fragmentos mitocondriales se amplificaron siguiendo el
protocolo de PCR de Morando et al. (2003, 2004), y los ANL siguiendo el
protocolo de Morando et al. (2015), con modificaciones en las concentraciones
finales de algunos reactivos (por muestra: 2,6 L dNTPs [2,5 mM], 2,2 uL cada
primer [10 uM], 3 uL MgCl [25 mM], 0,2 uL Tag DNA Polimerasa [5U/uL; Promega
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Corp., Madison, WI], para un total de 30 yuL de volumen de la reaccion). Los
productos de PCR de cada gen se chequearon por electroforesis en geles de
agarosa al 2%. Posteriormente, los productos de PCR se secuenciaron en ambas

direcciones en Macrogen, Korea.

Edicion y analisis de secuencias.

Las secuencias fueron editadas utilizando el Software Codon Code Aligner
(CodonCode Corporation, Dedham, MA). Se evalud si los genes mitocondriales
se encuentran saturados mediante un test de saturacion (Xia & Lemey 2009) en
DAMBE V. 7.0.35 (Xia, 2018) y para cada gen nuclear se evaluo si hay sefales
de recombinacion utilizando el programa RDP v3.44 (Martin & Rybicki 2000;

Health et al. 2006).

Analisis filogenético de arbol de especie.

Para estimar el arbol de especie se utilizé el complemento StarBEAST 2 (Ogilvie
et al. 2017), implementado en BEAST 2.5 (Bouckaert et al. 2019). Para este
analisis se utilizaron matrices separadas de cada gen, de un total de 71 individuos

pertenecientes a 17 especies de Leiosaurinae, obtenidas de GenBank de
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Morando et al. (2015) y Femenias et al. (2019) (Figura 3; Anexo 1).
Posteriormente, las matrices fueron combinadas en BEAST, asignandole el
modelo de sustitucion molecular GTR+1+G y un reloj molecular random local clock
(RLC) a cada locus. La tasa de mutacién de cada gen fue asignada segun lo
indicado en Morando et al. (2015). El andlisis consistié de 2x108 generaciones de
Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), con un muestreo cada 1000
generaciones y un burning del 10%, realizado posteriormente con TreeAnnotator
V2.5. El arbol consenso fue visualizado en FigTree v1.4.2 y en DensiTree V2.5

(Bouckaert et al. 2019).
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RESULTADOS

Obtencion de muestras y procedimiento de laboratorio.

Se logré amplificar con éxito, por primera vez, genes mitocondriales en tres

especies de Pristidactylus (P. alvaroi, P. valeriae y P. volcanensis) y genes

nucleares para las cuatro especies de Pristidactylus presentes en Chile, siendo

estos los primeros datos nucleares para estas especies. Cabe destacar que se

amplifico entre dos a cuatro genes por individuo, de manera que cada especie

cuenta con al menos un representante con todos los genes amplificados; excepto

P. torquatus, del cual solo se logré amplificar tres genes para un individuo (Tabla

2). No se observo saturacion en los genes mitocondriales, ni sefales de

recombinacién en los genes nucleares utilizados. Para el gen mitocondrial

citocromo b, se obtuvieron secuencias sin gaps y sin codones de término

intermedios. El largo de las secuencias obtenidas se resume en la Tabla 3.

Tabla 2. Secuencias de Pristidactylus de Chile obtenidas en este estudio. La X
indica los genes que se lograron amplificar con éxito en el respectivo individuo.

Cadigo Especie Provincia/Region Localidad Genes
Cytb 12s ANL-D9O  ANL-D92

PAL1 Pristidactylus alvaroi Region Metropolitana (Chile)  Altos de Chicauma X X X X
PAL2 Pristidactylus alvaroi Regién Metropolitana (Chile)  Altos de Chicauma X X - -
PTOR1 Pristidactylus torquatus VIl Region del Maule (Chile)  Alto Huemul X X

PTOR2 Pristidactylus torquatus VIl Region del Maule (Chile) Alto Huemul X X - -
PTOR_SL1  Pristidactylus torquatus  VIII Region del Biobio (Chile)  Shangrila X - X X
PTOR_CON1 Pristidactylus torquatus  VIIl Region del Biobio (Chile)  Concepcién X X - -
PTOR_CON2 Pristidactylus torquatus  VIIl Region del Biobio (Chile)  Concepcién X - X
PVAL1 Pristidactylus valeriae Regién Metropolitana (Chile)  Alhué X X - -
PVAL2 Pristidactylus valeriae Region Metropolitana (Chile)  Alhué X X X X
PVOL3 Pristidactylus volcanensis Regién Metropolitana (Chile) El Volcén X X - -
PVOL4 Pristidactylus volcanensis Regién Metropolitana (Chile) El Volcdn X X X X
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Tabla 3. Longitudes de los fragmentos génicos obtenidos en este estudio, en
pares de bases (Pb).

loci mitocondrial Loci nuclear anonimos
Cyt-b 12s ANL-D90 ANL-D92 total
largo (Pb) 809 909 590 598 2906

Arbol de especies

Segun este analisis, Leiosaurinae es un grupo monofilético (PP= 1) y dentro de
este clado las relaciones presentan en general elevados valores de soporte
estadistico (Figura 4). El género Pristidactylus, tal como esta definido
actualmente en la literatura, es un grupo polifilético, separado en dos clados
fuertemente soportados con un alto valor estadistico: el clado argentino (P.
araucanus + P. fasciatus + P. nigroiugulus + P. scapulatus + P. achalensis;
PP=1), el cual corresponderia al grupo hermano del género Diplolaemus (aunque
esta relacion esta débilmente soportada, PP=0,78), y el clado chileno (P. alvaroi
+ P. valeriae + P. volcanensis + P. torquatus; PP=1), el cual corresponderia al
grupo hermano del género Leiosaurus, con un elevado valor de probabilidad a
posteriori (PP=0,98). Dentro del clado chileno, P. torquatus es la especie que
diverge primero, siendo el taxdn hermano de las otras tres especies; entre ellas,
P. alvaroi es taxon hermano (PP = 1) del clado P. valeriae + P. volcanensis,
aunque este ultimo con un valor de probabilidad a posteriori moderado (PP=
0,86).
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nameros a la derecha de los nodos indican los valores de probabilidad a
posteriori. A. Clado Pristidactylus argentino; B. Clado Pristidactylus chileno.
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DISCUSION

En este trabajo se obtuvo la hipétesis filogenética molecular mas completa de la
subfamilia Leiosaurinae a la fecha, incluyendo todas las especies de Diplolaemus
y Leiosaurus, cinco de las seis especies de Pristidactylus del clado argentino v,
por primera vez, todas las especies chilenas de Pristidactylus. En estudios
filogenéticos previos también se habian incluido las cuatro especies de Chile,
pero utilizando caracteres morfologicos (Frost et al. 2001; Abdala et al 2009). Los
caracteres morfoldgicos utilizados en estos estudios aparentemente no han sido
los adecuados ya que las relaciones filogenéticas entre las especies chilenas
aparecen como una politomia. En la matriz utilizada por Frost et al. (2001),
muchos caracteres fueron codificados en forma incompleta, por lo que es
probable que la politomia se deba a esta falta de informacion. Un resultado similar
se obtuvo en el analisis de Abdala et al. (2009), ya que estos autores también
utilizaron la matriz de Frost et al. (2001). En contraste, la utilizacion de
marcadores mitocondriales y nucleares en este estudio, analizados con una
aproximacion de arbol de especies, permitieron mejorar la resolucién y resolver
las relaciones a nivel de géneros y especies, incluyendo el clado de las especies
chilenas. Esto se debe principalmente al mayor numero de caracteres
informativos presentes en los cuatro genes utilizados y a que en conjunto, estos

representan a ambos genomas, mitocondrial y nuclear.

La hipdtesis filogenética obtenida en este estudio es parcialmente congruente
con la topologia obtenida por Morando et al. (2015), en donde el Unico
Pristidactylus de Chile incluido, P. torquatus, es el taxon hermano del género
Leiosaurus, pero con un valor de probabilidad a posteriori mediano (PP = 0,74).
En este estudio, al incorporar todas las especies chilenas de Pristidactylus, se

obtiene la misma topologia pero esta vez con un valor alto de PP = 1. Los valores
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medianos o bajos de PP como el obtenido en Morando et al. (2015) ocurren
principalmente cuando dos o mas linajes no se unen inmediatamente con su
ancestro mas reciente (Bouckaert et al. 2019). A diferencia de la congruencia
parcial obtenida con el estudio de Morando et al. (2015), nuestra hipoétesis
filogenética difiere de la obtenida por Femenias et al. (2020), especificamente
con la posicion topologica de P. torquatus, la cual aparece como la especie
hermana de todos los otros taxones. Sin embargo, los valores de PP de los nodos
gue representan las relaciones entre los géneros son bajos en el analisis de
Femenias et al. (2020) (ver Figura 2), a diferencia de este estudio donde los
valores de PP en general son altos, excepto en el nodo Pristidactylus (Argentino)

+ Diplolaemus, donde el valor de PP es 0,78 (Figura 4).

El clado chileno (P. alvaroi + P. valeriae + P. volcanensis + P. torquatus; Figura
4.B) es el clado hermano del género Leiosaurus, un resultado congruente con las
topologias de Morando et al. (2015) y Pyron et al. (2013). La alta divergencia
genética entre los Pristidactylus de Chile y los de Argentina concuerda con lo
mencionado por Cei (1986), quien indicé que estos linajes son notablemente
diferentes. Si bien estos clados comparten similitudes morfoldgicas de acuerdo a
su diagnosis, también estos caracteres no son consistentes ni exclusivos dentro
de estos clados (Etheridge & Williams 1985; Cei et al. 2001; Cei et al. 2004). Por
ejemplo, la banda antehumeral negra, la cual deberia estar presente en todos los
Pristidactylus, pero se encuentra ausente en Pristidactylus valeriae (Donoso-
Barros 1966), o el dicromatismo sexual, el cual también es compartido con al
menos una especie de Leiosaurus, pero estd ausente en P. volcanensis
(Lamborot & Diaz 1987). La autotomia caudal est4 presente en todos los
Pristidactylus; sin embargo, Gallardo (1961) indica que en Leiosaurus la cola no
se fractura con facilidad, poniendo en duda este caracter. Estos y otros caracteres

morfologicos externos indican que la subfamilia tiene un alto porcentaje de
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morfologia conservada (e.g. escamas suboculares, Figura 5) en sus linajes a

nivel de género (Femenias et al. 2020).

X
‘Q

Pristidactylus

Caepss”

Leiosaurus

Figura 5. Detalles de las escamas suboculares de especies de la subfamilia
Leiosaurinae. A. Leiosaurus belli; B. Diplolaemus bibronii; C. Diplolaemus
darwinii; D. Pristidactylus valeriae; E. Pristidactylus torquatus; F. Esquemas de
las escamas suboculares utilizadas por Cei (1973) para diferenciar a los
géneros.

La divergencia de P. torquatus y el género Leiosaurus ocurrié hace 15,31 millones
de afios (Morando et al. 2015). Formas et al. (1979) y Cei (1986) sugieren que el
grupo chileno es derivado de los taxas argentinas y esto ocurri6 antes del
levantamiento de los Andes. Estas hipétesis estan basadas en Pristidactylus
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como un grupo natural, sin embargo con este nuevo resultado, se deben
reevaluar. Albino et al. (2017) describe un fésil de Pristidactylus de hace 20-18
Ma aproximadamente en territorio argentino, el cual comparte similitudes
morfolégicas P. torquatus, por lo que este fosil podria ser el ancestro del grupo
chileno de Pristidactylus. Estudios geoldgicos, estiman que el levantamiento de
los Andes comenz6 a finales del Oligoceno y Mioceno temprano, hace unos 23
Ma. Sin embargo, el peak, con un levantamiento abrupto, ocurrié durante el
Mioceno medio (12 Ma) y el Plioceno temprano, aproximadamente hace unos 4,5
Ma (Garzione et al. 2008; Hoorn et al. 2010; Folguera et al. 2011). La condicién
arbérea caracteristica de grupo chileno se considera un caracter plesiomorfico
dentro de la subfamilia, y la especiacion posterior en ambientes xéricos seria el
caracter sinapomorfico (Etheridge & de Queiroz 1988), como se observa
actualmente en los taxones argentinos. Las evidencias paleoclimaticas y
paleogeologicas (Vizcaino et al. 2012) y registros fésiles de Pristidactylus en
territorio argentino, que lo reconocen como un taxon arbéreo (Albino et al. 2017),
son concordantes con las hipotesis propuestas por Formas et al. (1979) y Cei
(1986) y la condicion plesiomorifica arb6rea del grupo chileno. También
evidencias paleoclimaticas indican que las glaciaciones cuaternarias dieron
origen a la fragmentacion de las tierras forestales en islas continentales mediante
las introgresiones marinas, modificando abruptamente el paisaje, promoviendo la
diferenciacion de los linajes sudamericanos arboricolas (Hooghiemstra & van der
Hammen 1998; Teixeira et al. 2005).

Los Pristidactylus chilenos presentan una fuerte asociacién a los bosques de
Nothofagus tanto en la cordillera de los Andes como en los parches relictos de la
cordillera de la Costa. Pristidactylus torquatus presenta una mayor asociacion a
estos habitats, mientras que la menor asociacién a los bosques corresponde a P.

volcanensis (Lamborot & Diaz 1987). La asociacion a los bosques como un
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caracter plesiomorfico concuerda con la divergencia temprana observada en P.
torquatus dentro del clado chileno. A partir del retroceso y la fragmentacion de
los bosques, las demas especies de Pristidactylus fueron quedando aisladas en
los actuales bosques relictos de Nothofagus (e.g. Altos de Cantillana, Cerro el
Roble, Chicauma) y debido al aislamiento comenzaron a divergir. Sin embargo,
P. volcanensis se encuentra en una formacion abierta rocosa, lejos de los
bosques de Nothofagus. Lamborot & Diaz (1987) proponen que P. volcanensis
guedo aislado en un refugio boscoso de la zona central y posteriormente colonizo
las areas en las que se encuentra actualmente (El volcan, R.N. Rio Clarillo). Este
podria corresponder a un ejemplo de especiacién ecogeografica (Vanzolini &
Williams 1981), lo cual es concordante con la evidencia paleogeoldgica, ya que
hace aproximadamente 43 — 10 Ma Chile central estaba dominado por vegetacién
de Nothofagus y coniferas. Los relictos de bosque que conocemos actualmente
en esta zona son remanentes de la Udltima glaciacion (Villagran et al. 1988;
Villagran 2001; Solari 2007), los cuales sirven de refugio a poblaciones aisladas

de Pristidactylus y a otros taxa de origen austral.
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CONCLUSION

En este trabajo se obtuvo la hipétesis filogenética con datos moleculares de la
subfamilia Leiosaurinae mas completa y robusta a la fecha. Uno de los resultados
mas relevantes es que Pristidactylus es un género polifilético. Esta propuesta se
diferencia de las hipotesis filogenéticas con caracteres morfoldgicos, las cuales
difieren en su topologia dependiendo de que caracteres son utilizados, ya que
actualmente se reconoce que algunos de estos caracteres no son adecuados por

su heterogeneidad.

Con respecto a las hipotesis, se acepta la primera, segun la cual el grupo de
Pristidactylus de Chile conforma un grupo natural con una historia evolutiva
independiente del resto de sus congéneres argentinos. Ademas, este grupo
comparte con los Leiosaurus un ancestro comun, por lo que también se acepta
la segunda hipotesis, de que el clado chileno constituye el grupo hermano del

género Leiosaurus.

La posicion filogenética de los Pristidactylus chilenos nos indica que este clado
ya no deberia seguir considerandose Pristidactylus (ya que la especie tipo se
distribuye en Argentina). Sin embargo, esto implica que deben reevaluarse los
caracteres diagnosticos tanto de los Pristidactylus argentinos como del grupo
chileno, para determinar el estatus taxonomico de ambos clados con base en
caracteres morfologicos. También queda pendiente la inclusion del clado chileno
al género Leiosaurus, ya que se necesitan mas estudios que incorporen otras
lineas de evidencia para determinar si los Pristidactylus chilenos son Leiosaurus
0 pertenecen a un linaje evolutivo independiente que debe ser elevado a nivel de

género.
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La estrecha relacion entre el clado chileno de Pristidactylus y el género
Leiosaurus, que se distribuye en Argentina, sigue siendo compatible con la idea
de que el levantamiento de los Andes promovié la divergencia entre estos linajes
y el posterior aislamiento de los Pristidactylus de Chile. El levantamiento de los
Andes también produjo cambios climaticos que, en conjunto con las glaciaciones,
modificaron la distribucion de los bosques de Nothofagus, habitat actual de los
Pristidactylus. La consecuente fragmentacion de estos bosques derivo, a la larga,
en una especiacion ecogeografica que origind a los linajes que se encuentran

presentes en los relictos de Nothofagus de Chile central.

La obtencién por primera vez de secuencias de ADN mitocondriales y sobre todo
de secuencias nucleares de los Pristidactylus de Chile mediante un protocolo no
invasivo, es un avance que abre la posibilidad de nuevas investigaciones y
responder preguntas sobre los procesos de diversificacidon e historia evolutiva de
estos linajes, actualmente en categoria de conservacion siguiendo el criterio de
la RCE (En Peligro: P. alvaroi, P, valeriae y P. volcanensis; Vulnerable: P.
torquatus), lo cual es de suma relevancia para tomar medidas correctas de

conservacion de este linaje endémico.
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ANEXOS

Anexo 1. Especimenes incluidos en el andlisis de arbol de especie y los correspondientes cddigos de acceso GenBank de

los cuatro genes utilizados.

Codigo acceso GenBank

Voucher Especie Provincia/Region Localidad
Cyth 12s ANL-DIO ANL-DI2

6503 D. bibronii Lineage A Chubut Prov. Rte. 51, 2.8 km S Ricardo Rojas MN705594 - MMN700786  MMN700834
10211 D. bibronii Lineage A Chubut Prov. Rte. 26, 21.1 km NO junction Prov. Rte. 37, 29.1 ki NO junction Natl. Rte.26, 3.9 km SO Estancia Rancho Grande MN705685 MN700697 - MN700840
3847 D. bibronii Lineage A Chubut Prov. Rte. 26, 52.3 km O junction Prov. Rte. 25, plateau after ascent from Pampa de los Guanacos MN705552 MN700679 MN700777  MN700823
3899 D. bibronii Lineage A Chubut Prov. Rte. 24, 59.2 km N junction Prov. Rte. 23, front to Laguna Seca MN705554 MN700681 MNT00779  MN700826
3895 D. bibronii Lineage B Chubut Prov. Rte. 27, 78.1 km S El Sombrero and Prov. Rte. 53 KT342882.1  KT342909.1  KT342986.1 KT343003.1
10203 D. bibronii Lineage B Chubut Holdich Station MN705684 - MN700791  MN700839
13208 D. bibronii Lineage B Santa Cruz Prov. Rte. 43, 16 Km E Las Heras KT242881.1  KT342908.1  KT342985.1 KT343002.1
10025 D. darwinii Lineage A Santa Cruz Prov. Rte. 77, 66.6 km NO junction Prov. Rte. 25, 9.1 km SE Estancia Vega Grande KT342883.1  KT342910.1  KT342987.1 KT343004.1
48512 D. darwinii Lineage A Aysén (Chile) Lago Gral. Carrera Skm O Chile Chico KT342884.1  KT342911.1  KT342988.1 KT343005.1
9204 D. darwinii Lineage B Chubut Holdich station MN705637 MN700696 MN700790  MMN700838
11422 D. darwinii Lineage B Chubut Holdich Station MN705703 MN700699 MN700792  MN700841
2798 D. leopardinus Mendoza vallecitos MN705527 MN700667 MN700764  MN700812
4002 D. leopardinus Mendoza Prov. Rte. 180, 90 Km S El Nihuil MN705557 MN700682 MNTO00780  MN700827
4200 D. leopardinus Mendoza Prov. Rte. 180, 116 Km S El Nihu MN705560 MN700683 MN700781  MN700828
12933 D. sexcinctus Lineage 1 Rio Negro Prov. Rte. 80, road to Cerro Bernal, 19.5 km S junction access to Bariloche Airport MN705732 - MNT00797  MN700847
12134 D. sexcinctus Lineage 2 Neuquén Laguna Tromen, Area Natural Protegida Tromen, Prov. Rte. 27 MN705719 - MN700792 MN700842
12135 D. sexcinctus Lineage 2 Neuquén Laguna Tromen, Area Natural Protegida Tromen, Prov. Rte. 37 MN705720 - MN700794  MN700843
14190 D. sexcinctus 2 Regidn (Chile) Paso Pichachen, Rute Antuco-Los Barros-Mencoel, 10 km E from Barros KT342885.1  MN700707 KT342989.1 KT343006.1
14210 D. sexcinctus 2 Neuquén Primeros Pinos KT342886.1  KT342913.1  KT342990.1 KT343007.1
6088 D. sexcinctus s Rio Negro Meseta de Somuncura, between Cerro Corona Grande and Cerro Corona Chico MN705584 MN700689 MN700785 -

3310 D. sexcinctus sensu stricto Rio Negro Somuncurs, 14.5 km NO to Puesto Luis Ovejero MN705532 - MN700769  MN700817
3445 D. sexcinctus sensu stricto Chubut Prov. Rte. 67, 30.3 km N Gan Gan (Sitio Aguadas) MN705540 - MNT00772  MN700820
3838 D. sexcinctus sensu stricto Chubut Prov. Rte. 4, 32.8 km E Gan Gan MNT05551 MN700673 MN700776 -

154 D. sexcinctus sensu stricto Rio Negro Los Menucos MN705508 MN700660 MNT00759  MN700805
3487 D. sexcinctus sensu stricto Ric Negro Natl. Rte.40, 6.2 km N junction Prov. Rte. 6, near to entry of Estancia Fitalacao MN705541 MN700675 MN700772  MN700821
3488 D. sexcinctus sensu stricto Rio Negro Natl. Rte.40, 9.8 km N junction Prov. Rte. 6 MN705542 MN700676 MN700774  MN700822
3550 D. sexcinctus sensu stricto Ric Negro Prov. Rte. 76, 23.5 km S junction Natl. Rte.23, S from Ingeniero Jacobacci KT342887.1  KT342914.1  KT342991.1 KT343008.1
3666 D. sexcinctus sensu stricto Rio Negro Prov. Rte. 6, 5 km NO Ojos de Agua KT342888.1  KT342915.1  KT342992.1 KT343009.1
12177 D. sexcinctus sensu stricto Rio Negro Prov. Rte. 6, 18 km N Colan Conhué MN705721 MN700700 MN700795  MN700844
12292 D. sexcinctus sensu stricto Rio Negro Prov. Rte. 6, 37,7 km N Colan Conhug MNT705727 MN700702 MN700796  MN700845
2451 L beliii Lineage A Chubut Isla Escondida Bay KT342889.1  KT342916.1 - KT343010.1
13204 L. beliii Lineage A Rio Negro Prov. Rte. 60, 10 km SW Chipauquil (meseta Somuncurd) MN705741 MN700704 - MN700850
14161 L beliii Lineage A Neuquén MNatl. Rte.40, 17.6 ki N junction Prov. Rte. 13, 18.6 km N Zapala, 1 km N Covunco stream MN705751 MN700706 - MNT00852
2450 L. bellii Lineage B Ric Negro 5 Km N Godoy MN705518 MN700663 - MN700810
5205 L bellii Lineage B Neuquén Natl. Rte.40. 14,5 Km N Chos Malal MN705570 MN700684 - MMN700830
7816 L. bellii Lineage C Neuquén Prov. Rte. 10, 17.1 km S Paso de los Indios MN705629 MN700693 - MN700836
4329 Leiosaurus catamarcensis Catamarca Ruta Nacional 40, 37 Km W Punta de Balasto KT342891.1  KT342918.1 - MN700829
4742 Leiosaurus catamarcensis La Rioja Way between Chafiarmuyo and Campanas, 3 km N Chafiarmuyo, Rio Las Talas KT342892.1  KT342919.1 - KT343013.1
1973 Leiosaurus jaguaris La Rioja Talampaya Mational Park, Provinc. Rte. 26, Km 139. 1303 m KT342894.1  KT342520.1 - -

12521 Leiosaurus jaguaris San Juan Provinc. Rte. 412, junction Provinc. Rte. 425, 26 km N Villa Nueva KT342893.1 - - KT343014.1
4537 Leiosaurus paronae San Luis San Luis city KT342896.1  KT342923.1 - KT343016.1
12852 Leiosaurus paronae Mendoza Provinc. Rte. 153, 38.3 km S Aristides Villanueva, 7 km N Monte Coman, 1 km N junction Ruta Nacional 146 KT342895.1  KT342922.1 - KT343015.1
407 pristidactylus achalensis Cordoba Posta de Pampa de Achala, Quebrada del Condorito National Park KT342897.1  KT342924.1  KT342993.1 KT343017.1
10327 pristidactylus araueanus Neuquén Provine. Rte. 37, 24,6 km N junction Ruta Nacional 40, Paraje Los Ranchos KT342898.1  KT342925.1  KT342994.1 KT343018.1
10328 Pristidactylus araucanus Neuquén Provine. Rte. 37, 24,6 km N junction Ruta Nacional 40, Paraje Los Ranchos KT342899.1  KT342926.1  KT342995.1 KT343019.1
7722 pristidactylus fasciatus Neuquén Provine. Rte. 37, 16.9 km N entry to Cerro Wayle - MN700692 MN700787  MN700835
7978 Pristidactylus fasciatus Mendoza Provinc. Rte. 183, Wolcano Payun Smooth - MN700694 MN700788  MN700837
4123 Pristidactylus fasciatus La Pampa Provine. Rte. 10, 9.1 Km E Agua Escondida KT342900.1  KT342927.1  KT342996.1 KT343020.1
7911 Pristidactylus fasciatus Mendoza La Payunia Provincial Reserve, Pampas Negras, 5 km S Yacimiento cerro Fortunoso KT342901.1  KT342928.1 - KT343021.1
3089 Pristidactylus nigroiugulus Rio Negro Provine. Rte. 5, 40 Km SE Maguinchao - MN700669 MN700766  MN700814
3090 Pristidactylus nigroiuguius Rio Negro MNatl. Rte. 23, 14 Km W Aguada de Guerra - MNT00670 MNT00767  MN700815
3841 Pristidactylus nigroiugulus Chubut Telsen. 10 km N Gan Gan KT342902.1  KT342929.1  KT342998.1 -

3897 pristidactylus nigroiugulus Chubut Provine. Rte. 27, 14.2 km S El Sombrero and Provinc. Rte. 53 - MN700680 MN700778  MN700825
6045 Pristidactylus nigroiugulus Chubut Aguada Oveja Muerta, Prov. Rte. 4, 40 Km W Gan Gan KT342903.1  KT342930.1 - KT343023.1
12179 pristidactylus nigroiugulus Chubut Provine. Rte. 58, 3.2 km N El Escorial MN705722 MN700701 - KT343022.1
UNSJ109 Pristidactylus scapulatus Mendoza Prov. Rte. 153, 20 Km W Santa Clara, Las Heras. KT342905.1  KT342932.1 - KT343025.1
2736 Pristidactylus scapulatus Mendoza Provine. Rte. 319. 8 Km SW El Portezuelo. 2500 msnm KT342904.1  KT342931.1  KT342995.1 KT343024.1
48263 Pristidactylus torguatus VIl Regidn del Biobio (Chile) Cordillera de Nahuelbuta KT342906.1  KT342933.1  KT343001.1 KT343026.1
LG1153 Urostrophus vautieri S3o Paulo Sao Rogue City KT342907.1 - - KT343028.1
LG487. Urostrophus vautieri s3o Paulo Jundai City MN705799 - - KT343027.1
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