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RESUMEN GENERAL DE LA TESIS

Multiples especies poseen poblaciones que muestran variacion espacial en rasgos ecolégicamente
relevantes a lo largo de gradientes ambientales. Esta heterogeneidad espacial en los rasgos fenotipicos se
genera y mantiene por procesos aleatorios y/o deterministicos. Estd consensuado que, en cuanto al escenario
geografico, es necesario un evento de alopatria (aunque sea temporal) para lograr divergencia poblacional y
especiacién. No obstante, numerosos estudios dan cuenta de casos que desafian ese patrén general, donde
las poblaciones divergen incluso bajo el efecto homogeneizador del flujo genético, gracias al efecto de una
fuerte seleccidn natural divergente sobre esos caracteres ecolégicamente relevantes. El objetivo de la tesis fue
probar el modelo de divergencia con flujo génico a lo largo de un gradiente ambiental en dos especies de aves
habitantes de los bosques secos Chaquefios y Andinos. El estudio se llevd a cabo en la region de la Cordillera
de los Andes centrales y la regién del Gran Chaco. Para distinguir la divergencia en alopatria de la divergencia
con flujo génico, comparamos la divergencia de rasgos fenotipicos con la variacién gendmica neutral, utilizando
técnicas de secuenciacion de nueva generacion para obtener loci gendmicos (ddRADseq). Los resultados en
ambas especies estudiadas apoyan que el mecanismo detras de la diversificacion morfoldgica y gendmica a lo
largo del cinturdn del bosque seco Chaco-Andes es la divergencia con flujo génico. La diversificacién en América
del Sur ocurre por un conjunto de procesos, como el flujo génico entre las poblaciones, la seleccién natural a
lo largo de gradientes ambientales y también la vicarianza. Esta combinacidon compleja contrasta con la idea

tradicional de que la especiacidn en aves ocurrié principalmente en la alopatria.



ABSTRACT

Natural Selection's Role in Biological Diversification: A Genomic and Phenotypic Study of Chaco and Andean

Birds

Multiple species have populations that exhibit spatial variation in ecologically relevant traits along
environmental gradients. This spatial heterogeneity in phenotypic traits is generated and maintained by
random and/or deterministic processes. It is generally agreed that in the geographic context, an event of
allopatry (even if temporary) is necessary to achieve population divergence and speciation. However,
numerous studies report cases that challenge this general pattern, where populations diverge even under the
homogenizing effect of gene flow, due to the impact of strong divergent natural selection on these ecologically
relevant traits. The aim of the thesis was to test the model of divergence with gene flow along an
environmental gradient in two species of birds inhabiting the dry forests of the Chaco and Andean regions. The
study was conducted in the central Andes and Gran Chaco regions. To distinguish divergence in allopatry from
divergence with gene flow, we compared the divergence in phenotypic traits with neutral genomic variation
using next-generation sequencing techniques to obtain genomic loci (ddRADseq). The results in both studied
species support that the mechanism behind the morphological and genomic diversification along the Chaco-
Andes dry forest belt is divergence with gene flow. Diversification in South America occurs through a
combination of processes, such as gene flow between populations, natural selection along environmental
gradients, and also vicariance. This complex combination contrasts with the traditional view that speciation in

birds occurred primarily in allopatry.



CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

El contexto geografico de la especiacidon y el rol de la seleccion natural

El contexto geografico y ecoldgico en el cual surgen las nuevas especies ha sido, histéricamente, sujeto
de controversia en biologia evolutiva. Los principales modelos de especiacién pueden clasificarse segun la
disposicion geografica de las poblaciones que divergen, con foco en la importancia de los efectos inhibitorios
del flujo genético de las barreras geograficas en la evolucién del aislamiento reproductivo (Schluter, 2001). El
modelo alopatrico histéricamente ha recibido mayor soporte en la literatura (por ejemplo, Cadena y Céspedes,
2020; Mayr, 1963; Patton y Smith, 1994; Tobias et al., 2020), y es a menudo considerado modelo nulo en
estudios evolutivos. El modelo considera que las poblaciones requieren un periodo de aislamiento geografico,
con un corte completo del flujo genético, para que se desarrolle el aislamiento reproductivo ya sea de manera
aleatoria (deriva) o en combinacidn con la seleccién natural (Mayr, 1963; Price, 2008). Con tiempo suficiente,
este proceso genera diferencias fenotipicas, genéticas y/o comportamentales lo suficientemente significativas
como para generar incompatibilidades entre los individuos de las poblaciones (especies incipientes) que llevan
a un aislamiento reproductivo, aun frente a un eventual contacto secundario (Mayr, 1963; Tobias et al., 2020).
Ademas de la clasica vicarianza, otras vias alternativas de aislamiento genético incluyen, por ejemplo, la
alocronia (diferentes épocas de reproduccién) (Friesen et al.,, 2007), o cambios en el comportamiento
migratorio (por ejemplo, pérdida del comportamiento migratorio) (Gdmez-Bahamon et al., 2020; Withrow y
Winker, 2014). Una vez establecido el aislamiento, y en ausencia de flujo genético, la diferenciacion puede
darse por simple acumulacién de cambios estocasticos (proceso lento), o por procesos selectivos (proceso

rapido) (Schluter, 2009).

Alternativamente, se ha propuesto que la diferenciacion puede ocurrir en presencia de flujo genético,
en respuesta a fuertes presiones selectivas divergentes, mediadas por la adaptacién de las poblaciones a
nichos ecoldgicos distintos (Schluter, 2009), o por seleccién sexual (Mayr, 1963; Price, 2008; Seddon et al.,

2008). Cabe resaltar que la seleccion sexual podria generar patrones de estructura genética y fenotipica



semejante a la producida por otras formas de seleccién natural (Zamudio et al 2016). Esto seria el caso para
contextos geograficos de parapatria (poblaciones contiguas o adyacentes) o simpatria (coexistencia en la
misma area geografica, Schluter 2009). El factor principal que promoveria divergencia en el caso de
diversificacion mediada por adaptacién a distintos ambientes seria la seleccion natural divergente (Endler,
1977; T. B. Smith, 1997), la cual contrarresta el efecto homogeneizador del flujo génico (Cruickshank y Hahn,
2014), favoreciendo la divergencia por adaptacidn diferencial de cada poblacidn a los ambientes distintos, y
promoviendo el aislamiento reproductivo. Este proceso, mediante el cual las barreras al flujo génico se
desarrollan entre las poblaciones como resultado directo de la seleccidn natural divergente entre ambientes,
se denomina “especiacién ecoldgica” (Nosil, 2012; Rundle y Nosil, 2005; Schluter, 2001). Cabe destacar que la
especiacion ecoldgica en si puede ocurrir bajo cualquier disposicidon geografica de las poblaciones (alopatria,
parapatria o simpatria), pero se denominara de esta forma siempre y cuando la seleccién divergente sea el
proceso que impulse, mayoritariamente, la divergencia (Coyne y Orr, 2004; Rundle y Nosil, 2005; Schluter,

2001).

Por otra parte, y en particular en las aves, los mecanismos de aislamiento reproductivo precigético que
surgen por la seleccidn sexual son considerados como iniciadores de los mecanismos evolutivos que dan lugar
a la formacién de nuevas especies (Losos y Mahler, 2010; Price, 2008; Seddon et al., 2008), o incluso, actuando
de manera sincrénica con la seleccion mediada por factores ecoldgicos, acelerando y manteniendo la
divergencia poblacional iniciada por seleccidn ecoldgica disruptiva (Van Doorn et al., 2009). Este mecanismo
de seleccion actua sobre la variacidn en el éxito reproductivo, asociada con el éxito en la competencia por el
acceso a los gametos (Shuker y Kvarnemo, 2021). Como consecuencia, puede generar aislamiento entre
poblaciones debido a un apareamiento diferencial, generando diferencias morfoldgicas y gendmicas, y
promoviendo de esta manera la diversificacion, incluso en parapatria o simpatria (Campagna et al., 2017;

Cooney et al., 2017; Price, 1998).

A pesar de su factibilidad tedrica, existen pocos ejemplos con evidencia sélida de casos de especiacién

con flujo genético en la literatura, lo que ha generado un debate sobre si este proceso solo produce especies



efimeras con un impacto limitado en la diversidad a lo largo del tiempo (por ejemplo, Cutter y Gray, 2016;
Valente et al., 2015). Si bien esta discusion sobre los modelos geograficos de evolucidn y el rol de la seleccidon
parece haberse cerrado a favor de la especiacion en alopatria (por ejemplo, Anderson y Weir, 2022; Tobias
et al.,, 2020), numerosos estudios dan cuenta de casos que desafian ese patrén general, en los que las
poblaciones divergen incluso bajo el efecto homogeneizador del flujo genético (Blanckaert y Hermisson, 2018;
Ribeiro et al., 2019; Wang y Summers, 2010), y que es la seleccién lo que impulsa mayoritariamente esa
diversificacion. Por lo tanto, es significativo estudiar sistemas que, a simple vista, parecen ser casos candidatos
a especiacion ecoldgica en presencia de flujo genético. En ese sentido, el continente sudamericano ofrece
muchos ejemplos de especies con poblaciones distribuidas de manera contigua a lo largo de gradientes

ambientales, potenciales candidatos a casos de especiacidn con flujo genético.

Como fue mencionado, el mecanismo de especiacion alopatrica ha sido el modelo predominante para
explicar los procesos de especiacidon en el Neotrdpico, y hasta afios recientes, se habian recopilado poca
evidencia en favor de la diversificacién en parapatria o simpatria (Rull y Carnaval, 2020). La gran variedad de
barreras geogrdéficas, tanto histdricas como contemporaneas en la region Neotropical, proporciona escenarios
ideales para suponer procesos de especiacién en alopatria (Newton, 2003; Rull y Carnaval, 2020; Stotz et al.,
1996). Los principales factores diversificadores propuestos para la region han sido precisamente estas barreras
geograficas: a) la Cordillera de los Andes (Brumfield y Edwards, 2007; Dantas et al., 2016; Valderrama et al.,
2014; J. T. Weir, 2006; J. T. Weir y Price, 2011), b) los rios de gran caudal, como el Amazonas o el Parana
(Fernandes et al., 2012; Kopuchian et al., 2020; Musher et al., 2022; Naka y Brumfield, 2018), c) las areas entre
refugios durante las glaciaciones del Plioceno y el Pleistoceno, especialmente en la regidn Andino-Patagdnica
(Lessa et al., 2010; Lijtmaer et al., 2011; Sérsic et al., 2011), d) los corredores de vegetacion abierta que
separan selvas hiumedas, como la Selva Atlantica, las Yungas o el Amazonas (Cabanne et al., 2019; Lavinia

et al., 2015, 2019; Trujillo-Arias et al., 2017).

El advenimiento de la era gendmica, y con ella, la posibilidad de acceder a nuevas formas de estudio

del genoma, acompafiado por un mayor desarrollo tedrico y de herramientas de analisis de datos, y de un



incremente de la capacidad computacional, ha brindado nuevas oportunidades y enfoques novedosos para
reestudiar la historia evolutiva de los organismos, y en particular el proceso de especiacién (Davey y Blaxter,
2010; Foote, 2018; Johnson, 2022). A la luz de este nuevo escenario, se reveld que, lejos de lo que se pensaba,
la presencia de flujo génico durante el proceso de diversificacion es mucho mas comun de lo previamente
observado (Arnold, 2016; Feder et al., 2012; Nosil, 2008; Oswald et al., 2017; Poelstra et al., 2014; Richards
et al., 2019; Servedio et al., 2011; Zarza et al., 2016). Un ejemplo iconico es el de los pinzones de Darwin,
ejemplo histdrico de radiacién adaptativa por especiacién alopdtrica en las diferentes islas que conforman el
archipiélago de las Galapagos. Los estudios gendmicos han mostrado que la radiacién en este grupo ha
involucrado no solo casos de diferenciacidn en alopatria, sino que casos con presencia de flujo génico entre
islas o dentro de una misma isla, e incluso especiacién hibrida (e.j. Lamichhaney et al., 2015, 2016, 2018). O
por ejemplo, el caso de las urracas del género Aphelocoma, en el que estudios previos realizados con ADN
mitocondrial se ajustaban al modelo estdndar de divergencia alopatrica, pero que al estudiar el genoma
utilizando técnicas de secuenciacion de nueva generacion (con, por ejemplo, Elementos Ultraconservados
UCEs), se demostro que en realidad la diversificacion del género fue marcada por multiples eventos de flujo
genético entre las especies (Zarza etal., 2016). Esta nueva evidencia nos impulsa a investigar mas
extensivamente, y a cuestionar, el rol del flujo génico en la divergencia poblacional, y re-evaluar la contribucién
relativa de la seleccion y de la deriva génica en el proceso (Foote, 2018).

Herramientas analiticas para diferenciar procesos de diversificacion en organismos no
modelo

Para distinguir entre la hipdtesis nula de divergencia al azar versus la divergencia por seleccidn natural
y el escenario geografico, es necesario comparar la variacién fenotipica, gendmica y ambiental en el sistema
de estudio, donde cada modo de divergencia predice distintos patrones a nivel gendmico, y en la variabilidad
fenotipica (Figura 1). En el caso de la hipdtesis de diversificacidon sin flujo génico y sin accion de la seleccidn
natural (hipdtesis nula), una vez que el aislamiento se ha establecido, |la deriva afectara a todo el genoma de
manera homogénea y lenta dentro de cada poblacidn, y las poblaciones transcurriran derroteros distintos en

funcién de su tamafio poblacional, principalmente. En teoria, en ausencia de flujo génico, esta lenta



acumulacién de mutaciones dard lugar a la fijacién de alelos, de manera independiente en cada poblacion, y
esa acumulacién de diferencias, con el tiempo, dard lugar al aislamiento reproductivo (Schluter, 2009). De
hecho, en ausencia de seleccién, la divergencia genética entre poblaciones (Fsr) a nivel genémico solo por azar
se aproxima a una distribucion x2 (Lewontin y Krakauer, 1973; Whitlock y Lotterhos, 2015). Por otra parte, si
bien se reconoce que la principal fuerza que genera divergencia en caracteres fenotipicos es la seleccidn
natural (ecoldgica o sexual) (Ackermann y Cheverud, 2004, 2004; Leinonen et al., 2006, 2008; Merild y
Crnokrak, 2001; Mutumi et al., 2017), procesos neutros como la deriva, también pueden ser importantes en la
divergencia de caracteres (Ackermann y Cheverud, 2004; Brommer, 2011; Jacobs y Mutumi, 2018; Spitze,
1993). La magnitud de cambio puede ser similar a la de los caracteres gendmicos neutros, lo cual estara
determinado (entre otras variables) por el tiempo que las poblaciones han permanecido en aislamiento

(Brommer, 2011; Tobias et al., 2014).

En un escenario geografico de alopatria (sin flujo genético), pero con la selecciéon natural cumpliendo
un rol significativo (Figura 1b), esperamos encontrar una diferenciacion gendmica basal (la magnitud
dependera de cudnto tiempo las poblaciones estuvieron en aislamiento y de la diferencia de tamafio entre
ellas), con regiones gendmicas altamente diferenciadas ligadas a caracteres bajo seleccion mostrando picos de
Fsr(Irwin et al., 2018). En el caso de divergencia con flujo genético (Figura 1c, especiacidn parapatrica mediada
por factores ecoldgicos), dado que las poblaciones aun intercambian migrantes, se espera que la mayor parte
del genoma tenga muy baja diferenciacion entre las poblaciones, mientras que aquellas regiones genémicas
ligadas a caracteres bajo seleccidon poseeran un Fst muy superior a la mediana (Zamudio et al., 2016). Si la
seleccién actud sobre caracteres de variacidn continua, se espera que estos caracteres tengan mayor
divergencia que la predicha por caracteres gendmicos neutros. Para evaluar si la diferenciacion fenotipica es
mayor o menor a lo esperado bajo neutralidad, utilizamos la Prueba S (Karhunen y Ovaskainen, 2012) y la
prueba Qsr — Fst (Brommer, 2011). Qsr-Fst se utiliza para probar la accién de la seleccion natural sobre

caracteres morfoldgicos cuantitativos comparando los niveles de divergencia genética neutra entre
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Figura 1. Modelos de divergencia de especies y predicciones basadas en datos genédmicos y fenotipicos.
Esbozamos cada modelo como una poblacién ancestral que se divide en dos especies hijas (Sply Sp2). Las
barras horizontales en negro (en el recuadro "Modelo de divergencia") representan regiones gendmicas
que pueden ser afectadas por la seleccién natural (indicado por flechas en b). Las predicciones se basan en
comparaciones de migracién (m), divergencia fenotipica (Pst) vs. divergencia genémica (Fst) (Pst - Fst vy
prueba S; Karhunen et al., 2013; Leinonen et al., 2013), y en la relacién entre la divergencia relativa (Fs7) y
absoluta (Dxy) de loci entre poblaciones (Cruickshank y Hahn, 2014; Irwin et al., 2018). También se
representa la variacion esperada de Fst y Dxy en los escaneos gendmicos. (a) Especiacién alopatrica, donde
las dos poblaciones hijas no intercambian migrantes durante el proceso, y se asume que la divergencia
ocurre por deriva genética aleatoria. Los loci A, By C divergieron por azar al igual que el resto del genoma,
sin generar picos especificos en Fst y Dxy. (b) Seleccidon en alopatria, donde no hay flujo génico entre las
poblaciones hijas, pero esta presente la seleccidén natural. La seleccién natural podria estar relacionada con
la adaptacion local que contribuyé a la divergencia inicial (loci D, E y F). (c) Divergencia con flujo génico,
donde la seleccion natural actia sobre los loci responsables de la divergencia en presencia de flujo génico
(loci G y H). Las predicciones son tanto para divergencia primaria como secundaria (contacto).

poblaciones (Fst) con la variacion genética de caracteres cuantitativos entre poblaciones (Qsr, o su
aproximacion fenotipica Psr, Brommer, 2011; Karhunen et al., 2013; Leinonen et al., 2006). Si la morfologia
evoluciond solo por deriva, tanto las métricas Psr como Fsr deberian ser similares (Wright, 1943); de lo

contrario, se rechaza la deriva y se apoyan los procesos adaptativos.



Para aplicar la comparacién Qsr-Fst en estudios realizados en poblaciones naturales (como en la
presente tesis), se aproxima el Qsr mediante Psr, que se obtiene a partir de los datos fenotipicos observados y
representa el nivel de divergencia de un rasgo cuantitativo que esta determinado principalmente por efectos
genéticos aditivos (Brommer, 2011; Leinonen et al., 2008). Si la divergencia morfolégica se debe a la deriva
genética, Pst (divergencia de rasgos cualitativos) deberia ser igual a Fst (divergencia gendmica neutra). Si Pst es
mayor o menor que Fsr, se apoya la seleccion diversificadora o balanceadora, respectivamente. Para calcular
Pst, se deben estimar los componentes de varianza para cada caracter dentro y entre poblaciones, aplicando

la formula:

c 2

7z %

Pt == 2 2
ﬁo-b + ZO'W

La heredabilidad y la proporcién de la varianza total debida a efectos genéticos aditivos entre
poblaciones son desconocidos en los casos en que se trabaja con poblaciones naturales, y no es posible de
calcularlos de manera empirica utilizando esta aproximacién, sino que se debe recurrir a experimentos de
jardines comunes. Por esta razoén, se utiliza el analisis de robustez sugerido por (Brommer, 2011). que consiste
en asignar valores entre 0,01 y 2 a dicha constante y estimar el valor de Psr para cada caso. La comparacion se

. o . . c
realiza evaluando si los intervalos de confianza de Psr y Fst se superponen cuando P 1. En los casos en que
. . ’ Cc spn c
los intervalos de confianza de Psry Fsr no se superponen, se evalia el Wz critico, que representa el valor de wz

donde los intervalos de confianza de Psry Fsr si se superponen.

Por otra parte, la Prueba S tiene mayor capacidad para detectar seleccién en conjuntos de datos
pequefios o con un nimero bajo de poblaciones (Karhunen et al., 2013). La prueba S trabaja con una matriz
de coancestria poblacional, infiriendo la historia demografica de las poblaciones con marcadores moleculares
neutrales, utilizando el marco estadistico del modelo F (Falush et al., 2003; Gaggiotti y Foll, 2010). La prueba S
usa los coeficientes de coancestria como medida de parentesco entre individuos o poblaciones, los cuales
compara con una matriz de caracteres fenotipicos para detectar sefiales de seleccién en rasgos cuantitativos
(McKay y Latta, 2002; Merila y Crnokrak, 2001; Ovaskainen et al., 2011). La prueba S calcula el estadistico S,
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que varia de 0 a 1, y se interpreta de la siguiente manera: S = 0,5 indica deriva genética aleatoria, S < 0,05
sugiere seleccidn natural estabilizadora con un nivel de credibilidad del 95%, y S > 0,95 indica seleccién natural

divergente robusta en ese nivel de credibilidad (Ovaskainen et al., 2011).

Areay modelo de estudio

Sudamérica ofrece un escenario interesante para evaluar preguntas relacionadas con los modos de
diversificacién dado que posee una gran diversidad ambiental, extensos gradientes y barreras potenciales a la
migracion. Histéricamente, los patrones de variacién morfoldgica y genética se han asociado a procesos
estocdsticos o procesos demograficos asociados a barreras geograficas como rios, por ejemplo, el caso icdnico
del rio Marafién de Peru (e.g. Winger y Bates, 2015) o el rio Amazonas (e.g. Ribas et al., 2011) o, incluso,
ambientes climaticamente similares separados entre si por cientos de kildmetros de ambientes muy disimiles,
como el caso de la selva atlantica y las yungas (e.g. Cabanne et al., 2019; Trujillo-Arias et al., 2020) o la

amazonia con la selva atlantica (e.g. Lavinia et al., 2019).

Los bosques secos de América del Sur, al contrario de lo que ocurre con los bosques hiumedos, han
sido escasamente estudiados (Werneck, 2011). El Chaco, Monte y los bosques secos Inter montanos, estan
floristicamente relacionados (Cabrera, 1976; Pennington et al., 2000), y forman un cinturdn que se extiende a
lo largo de un amplio gradiente altitudinal y climatico desde las tierras bajas hasta las laderas andinas (desde
ahora, cinturdn de bosques secos Chaco-Andes). Este “cinturén” de bosques secos es interrumpido en las
laderas de los Andes por bosque lluviosos y semi caducifolios (Yungas y Bosque Tucumano Boliviano) (Figura
2). Los organismos distribuidos a lo largo del cinturdon de bosque seco Chaco-Andes habitan regiones con
fuertes gradientes de condiciones bidticas y abidticas, los cuales podrian ser factores impulsores de divergencia
poblacional y especiacion. Por ejemplo, existe una fuerte estacionalidad y muy altas temperaturas en el Chaco,
con bajas precipitaciones anuales, disminuyendo del este al oeste. Por otro lado, en los Andes y en particular
en los Bosques Secos Montanos Bolivianos, prevalecen condiciones tipicas de ambientes de altitud, como las
temperaturas bajas, mucha desecacidn, alta radiacidn solar y baja presién parcial de oxigeno (la presion parcial

de oxigeno decrece cerca de 40% a una altura de 4000 m, Peacock, 1998).
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Estos gradientes de condiciones bidticas y abidticas extremas (como por ejemplo de humedad vy
temperatura, asi como la variacién de la presién parcial de oxigeno) entre las tierras bajas y los sitios de altitud,
podrian estar impulsando la divergencia ecoldgica entre las poblaciones andinas y chaquefnas. De hecho,
algunos taxones de aves distribuidos conjuntamente en esta drea muestran divergencia fenotipica entre
regiones (Brusquetti et al., 2018; Herzog y Kessler, 2002), lo que sugiere la accidon de procesos evolutivos
concertados. Ejemplos de estos taxones con diferencias fenotipicas apreciables (que en algunos casos incluso
han llegado a considerarse subespecies) son los taxones hermanos Cranioleuca pyrrhophia pyrrhophia
(chaquefia) y C. p. striaticeps (andina), Asthenes baeri (chaquena) y Asthenes dorbignyii (andina), Phytotoma
rutila rutila (chaquena) y P. r. angustirostris (andina), M. t. pectoralis (chaqueia) y Microspingus torquatus

torquatus (andina).

Figura 2. Distribucién de las ecorregiones que
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En esta tesis trabajamos con dos especies de aves Passeriformes que se distribuyen a lo largo del
Cinturdn de Bosques Secos Chaco — Andes: Phytotoma rutila (Figura 3a) y Cranioleuca pyrrhophia (Figura 3b).
Ambas especies poseen variacidon fenotipica y subespecies que se distribuyen de manera adyacente
(distribucidn actual parapatrica) y que ademas poseen diferencias fenotipicas (coloracion o morfologia). Si bien
se reconocen en la literatura estas diferencias fenotipicas, ninguna de estas especies ha sido estudiada en

profundidad y con métodos cuantitativos en cuanto a su variacién fenotipica o gendmica.

Figura 3. Aves modelo de este estudio. A) Phytotoma rutila (Cortarramas) Aves: Passeriformes: Cotingidae,
estudiada en los Capitulos 2 y 3. Foto: Roman Nardi. B) Cranioleuca pyrrhophia (Curutié blanco) Aves:
Passeriformes: Furnariidae, estudiada en el Capitulo 4. Foto: Daniel Gil.
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Objetivos de la tesis y aproximacion metodoldgica general

El objetivo general de esta tesis es poner a prueba el rol de la seleccién natural en la especiacién de
organismos no modelo, tanto en el genoma como en el fenotipo, con énfasis en evaluar modelos de divergencia

biolégica en parapatria.

Para cumplir con este objetivo, realizamos un estudio gendmico y fenotipico en aves sudamericanas,
donde evaluamos las siguientes hipdtesis: a) la seleccién natural posee un rol significativo en la divergencia
poblacional a nivel tanto fenotipico como gendmico en las especies de estudio, b) la divergencia y especiacion

con flujo genético ocurre en las especies Phytotoma rutila y Cranioleuca pyrrhophia.

Para cumplir con estos objetivos estudiamos datos genémicos (loci asociados a sitios de restriccion, o
ddRADs por sus siglas en Inglés), y medidas de coloracién y de tamafio corporal de dos pares de linajes
hermanos de aves Neotropicales para: a) identificar loci bajo seleccién natural por medio de escaneos
gendmicos; b) evaluar predicciones de accidén de seleccion natural y modo de divergencia por medio de
estimaciones de flujo génico, distribucion y tipo de outliers (Figura 1); y c) evaluar la accién de la seleccion
natural sobre el fenotipo por medio de comparaciones de divergencia fenotipica versus divergencia genética

neutra.
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Organizacién de la tesis

Luego de la Introduccién General (Capitulo 1) de esta tesis, en el primer capitulo empirico (Capitulo
2), estudiamos la variacion morfoldgica y genética del Cortarramas (Phytotoma rutila), que posee dos
subespecies distribuidas en los extremos del gradiente de los bosques secos y altitud. Comparamos caracteres
morfoldgicos y genéticos con el fin de estudiar la variacién morfolégica y filogeografica de la especie y
evaluamos predicciones relacionadas con la evolucidn genética y morfoldgica. Los resultados respaldan la idea
de que el gradiente ambiental a lo largo de los bosques secos Chaco-Andes promueven la diversificacion
bioldgica, ya que encontramos que el tamafio corporal del Cortarramas varia de acuerdo con una clina
relacionada con la altitud, lo que sugiere la influencia de procesos evolutivos guiados por las diferencias

ecoldgicas.

A continuacidn (Capitulo 3), con el objetivo de evaluar el modelo de divergencia con flujo génico a lo
largo del gradiente ambiental del cinturén de bosques secos chaco andes, continuamos estudiando a
Phytotoma rutila y utilizamos técnicas de secuenciacién de nueva generacién para obtener loci gendmicos
(ddRADseq), estudiamos la estructura genética de las poblaciones, evaluamos los efectos de la altitud vy el
aislamiento por distancia geografica en la divergencia gendmica y realizamos pruebas de hipétesis de modelos
de divergencia. Encontramos que P. rutila posee un patrén de variacién gendmica y fenotipica compatible con
el modelo de divergencia con flujo genético. Encontramos que tanto la variacion genémica como la fenotipica
estd mayormente explicada por la diferencia ambiental (altitudinal), que existe una mayor divergencia
fenotipica que gendmica neutra; que existe un flujo génico asimétrico entre las poblaciones andinas y

chaquefias.

En el Capitulo 4 elegimos al furnarido Cranioleuca pyrrhophia para evaluar el rol del modelo de
evolucidn con flujo genético en la conformacién de la variacidn fenotipica a lo largo del gradiente Chaco Andes.
Siguiendo la misma aproximacién metodoldgica que en el Capitulo 2, encontramos que la diversificacién de

ciertos caracteres fenotipicos (principalmente de coloracién) son compatibles con el modelo de divergencia
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con flujo genético, mientras que encontramos variacidn neutra (o muy poca variacidon) en caracteres

morfométricos.

Por ultimo, en el Capitulo 5, elaboramos y resumimos las conclusiones generales derivadas de los casos

de estudio.
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CAPITULO 2

El tamafio corporal y la variacion genética en el Cortarramas (Phytotoma rutila:
Cotingidae) sugieren divergencia ecoldgica a través del cinturén de bosques secos

Chaco-Andes

Este capitulo fue publicado en la revista Journal of Ornithology bajo el titulo “Body size and genetic variation
in the White-tipped  Plantcutter (Phytotoma rutila: Cotingidae) suggest ecological divergence

across the Chaco-Andes dry forest belt” (DOI: https://doi.org/10.1007/s10336-019-01694-3)
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RESUMEN

Los bosques secos caracterizan muchos biomas del sur de América del Sur, y en particular, los bosques del
Chaco y los valles interandinos forman un cinturdn continuo que se extiende desde zonas a nivel del mar hasta
el altiplano (el cinturén de bosques secos Chaco-Andes). En los extremos de este sistema de bosques, algunos
taxones presentan diferenciacion genética y fenotipica, lo que sugiere la influencia de procesos evolutivos
concertados, como la divergencia parapatrica. Con el fin de evaluar esta hipétesis, investigamos la variacién
morfoldgica y filogeografica del Cortarramas Phytotoma rutila (Cotingidae) y evaluamos predicciones
relacionadas con la evolucién genética y morfoldgica. Los resultados respaldan la idea de que el gradiente
ambiental a lo largo de los bosques secos Chaco-Andes promueven la diversificacién bioldgica, ya que
encontramos que el tamafio corporal del Cortarramas varia de acuerdo con una clina correlacionada con la
altitud, lo que sugiere la influencia de procesos parapatricos. Ademas, existen otros taxa distribuidos en toda
la region de estudio que muestran patrones similares de variacién geografica, lo que sugiere la presencia de

fendmenos evolutivos concertados entre especies que habitan el Cinturédn de bosques secos Chaco-Andes.
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INTRODUCCION

Muchos de los biomas del sur de Sudamérica y las regiones Andinas se caracterizan por estar
conformados por bosques secos. Por ejemplo, el Chaco es un bioma que comprende un mosaico de bosques
xerofiticos, matorrales y sabanas, que cubre las planicies bajas del norte argentino, el oeste paraguayo y el
sudeste boliviano (Figura 1a) (Prado, 1993). El Chaco es reemplazado hacia el oeste por otros tipos de bosques
secos, como el Monte en la base de los Andes y los Bosques de valles interandinos (el Bosque Seco Montano
Boliviano) (Olson et al., 2001). Muchos de estos bosques estan floristicamente relacionados (Cabrera, 1976;
Pennington et al., 2000), y forman un cinturén continuo que se extiende a lo largo de un amplio gradiente
altitudinal y climatico. De esta forma, el Chaco, el Monte y el Bosque Seco Montano Boliviano forman un
cinturén continuo de vegetacidén xerofitica (Figura 1a), desde las tierras bajas hasta las laderas andinas (desde
ahora, cinturén de bosques secos Chaco-Andes). Curiosamente, algunos taxones vertebrados estan
codistribuidos a lo largo de este cinturdn de bosques secos (por ejemplo, diez especies de Paseriformes,
Ridgely y Tudor, 2009) presentando, algunas de ellos, variaciones geograficas y divergencia entre extremos de
este cinturdén boscoso (por ejemplo, las especies hermanas Asthenes baeri -Chaquefia- y Asthenes dorbignyii -
Andina-, Derryberry et al., 2011). Este patrén de linajes hermanos asociados a los extremos de este cinturén

sugieren la accidn de procesos evolutivos comunes.

Los organismos uniformemente distribuidos a lo largo del cinturédn de bosque seco Chaco-Andes
habitan gradientes de condiciones bidticas y abidticas que podrian ser potenciales factores impulsores de la
evolucidn. Por ejemplo, existe una fuerte estacionalidad y muy altas temperaturas en las tierras bajas del Chaco
(la temperatura mas alta registrada fue de 54°C, pero en un afio normal las temperaturas ascienden por encima
de 40°C), ademas que las precipitaciones son bajas, disminuyendo del este al oeste. Por otro lado, en los Andes
y en particular en los Bosques Secos Montanos Bolivianos, prevalecen condiciones tipicas de ambientes de
altitud, como las temperaturas bajas, mucha desecacidn, alta radiacién solar y baja presidn parcial de oxigeno

(la presion parcial de oxigeno decrece cerca de 40% a una altura de 4000 m, Peacock, 1998).
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Figura 1. Area de estudio para el analisis morfoldgico vy filogeografico de Phytotoma rutila. (A) Principales
ecorregiones (Olson et al., 2001) y distribucién de P. rutila y sus subespecies segun Ridgely y Tudor (2009).
(B) Localidades de muestreo para el estudio morfolégico y genético (ver detalles en la Tabla 1). También se
representan las areas de reproduccion e invernada (es decir, ocupados principalmente durante el invierno)
(ver también Anexo 1, Figura Al1.1). Se muestra un modelo digital de elevacion para América del Sur, donde
las altitudes mas altas se representan en gris oscuro. Las ubicaciones de los especimenes de museo
estudiados se clasifican como tierras altas y tierras bajas segun los resultados del modelo de mezcla normal
(NMM). Para obtener mas informacidn sobre las ubicaciones del estudio genético, consultar la Tabla 1. El
histograma indica la distribucidon de muestreo del analisis morfoldgico para cada 0,5° de latitud.

Estas clinas de factores ambientales a lo largo de la regidn, particularmente definidas por condiciones

asociadas a la humedad y la altitud, podrian conducir a divergencia en estos organismos distribuidos a lo largo

de la region. Bajo de este escenario, la seleccidn divergente (actuando sobre el metabolismo, morfologia,

comportamiento), entre extremos de este gradiente ambiental podria ser fuerte, y llevar a covariacion entre

caracteristicas fenotipicas y el gradiente geografico (Blackburn et al., 1999; Endler, 1977; Gaston y Blackburn,

2000; Huey et al., 2003; Rundle y Nosil, 2005). A pesar de que los organismos pueden presentar altas tasas de
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flujo genético a lo largo del gradiente, si las condiciones ambientales y la direccion de la selecciéon natural
difieren fuertemente entre las poblaciones ubicadas en los extremos del gradiente (es decir, entre las tierras
altas bolivianas y los bosques del Chaco), el flujo genético puede restringirse promoviendo la diferenciacion
morfoldgica y genética. Esta divergencia con flujo génico en el contexto de la seleccién natural se conoce como
"especiacion ecoldgica", o geograficamente hablando como "especiacion parapatrica" (Mayr, 1942; Rundle y

Nosil, 2005; Schluter, 2001, 2000).

La especiacidn ecolégica predice la existencia de patrones de diferenciacion fenotipica y genética
correlacionados con gradientes ambientales. Sin embargo, patrones similares podrian ocurrir en un escenario
de divergencia en alopatria seguido de contacto secundario e introgresién, donde la deriva, en lugar de la
seleccidn, seria el factor importante que impulsaria la diferenciacion de las poblaciones (Mayr, 1942). El
cinturén de bosque seco Chaco-Andes abarca parte de la cordillera andina, donde debido a la complejidad del
paisaje, podrian surgir muchas barreras para el flujo genético y oportunidades de divergencia en alopatria. Sin
embargo, la deriva es relativamente ineficiente para producir diferenciacién morfoldgica y aislamiento
reproductivo (Sobel et al., 2010), por lo que el tiempo necesario para alcanzar los mismos patrones que en una
divergencia impulsada por la adaptacidon es mucho mayor. Ademads, se espera que la divergencia y la deriva en
alopatria tengan un impacto en todo el genoma, mientras que se espera que la seleccidn natural solo tenga un
impacto en los caracteres objetivo y sus marcadores genéticos asociados. Por lo tanto, para discriminar los
efectos de los procesos no adaptativos (deriva) versus adaptativos (seleccidn), es esencial comparar varias
lineas de evidencia, como la variacién en los rasgos fenotipicos y la variacidon en los marcadores genéticos
neutros (Antoniazza et al., 2010; Lehtonen et al., 2009). Si la selecciéon natural ha impulsado la variacién
geografica de un cardcter, se espera que la variacion de este cardcter entre las poblaciones no siga la
divergencia de marcadores genéticos neutros, dado que estos ultimos divergen, justamente, de forma neutral.
Por ejemplo, el enfoque conocido como comparacidon Qsr-Fst se utiliza para probar la accidn de la seleccidn
natural sobre caracteres morfoldgicos cuantitativos comparando los niveles de divergencia genética neutra
entre poblaciones (Fst) con la variacidon genética de caracteres cuantitativos entre poblaciones (Qsr, 0 su
aproximacion fenotipica Psr, Brommer, 2011; Karhunen et al., 2013; Leinonen et al., 2006). Si la morfologia
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evoluciond solo por deriva, tanto las métricas Psr como Fsr deberian ser similares (Wright, 1943); de lo

contrario, se rechaza la deriva y se apoyan los procesos adaptativos.

Asimismo, de existir variacién genética entre extremos de un gradiente ambiental, podria encontrarse
un flujo genético asimétrico entre regiones, ya que un rasgo beneficioso positivamente seleccionado en un
extremo del gradiente podria tener una aptitud reducida en el extremo opuesto. Por ejemplo, en un estudio
realizado en patos con poblaciones andinas que presentan adaptaciones genéticas para condiciones de alta
altitud (en particular, se estudié la hemoglobina con alta afinidad al O,), la migracidén fue mas alta en sentido
zonas bajas hacia zonas altas, que en la direccién opuesta (McCracken, Barger, et al., 2009). Este patron
migratorio podria darse a causa de que la hemoglobina de las poblaciones de tierras altas tendria una
adecuacién reducida en altitudes intermedias y bajas, por tanto, reduciendo el flujo genético de tierras altas
hacia tierras bajas. Alternativamente, el flujo genético simétrico podria ser observado entre extremos de un
gradiente ambiental cuando los organismos se adaptan a un paisaje heterogéneo mediante mecanismos
basados en la plasticidad fenotipica (Cheviron et al., 2014). Si bien otros factores ademas de la seleccién
podrian modular el flujo genético, tal como la diferencia de tamafio efectivo entre las poblaciones, o la historia

de las mismas, exploramos principalmente el patrén migratorio.

En éste capitulo exploramos la evolucion de la poblaciones en el cinturén de bosques secos Chaco-
Andino realizando un estudio morfolégico y genético del Cortarramas Phytotoma rutila Vieillot 1818
(Cotingidae). Phytotoma rutila habita desde las planicies de tierras bajas (0 msnm) hasta las tierras altas
bolivianas (c.3900 m de altitud), en la cordillera de los Andes (Figura 1a). Estan descritas dos subespecies que
serian producto de seleccién divergente a lo largo de la regién: angustirostris d’Orbigny y Lafresnaye 1937, que
esta asociado a los bosques secos de los valles interandinos (entre 2000 y 3900 msnm), y la subespecie rutila,
que habita las tierras bajas. No existen limites geograficos claros entre subespecies ni barreras evidentes que
podrian aislarlas. Las caracteristicas del tamafio corporal de cada subespecie no estan bien caracterizadas, y la

literatura sélo menciona diferencias en el tamafio del pico y color de la cola (Brooke et al., 2004).
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El aumento del tamafio corporal se considera un mecanismo importante para hacer frente a
condiciones de gran altitud como bajas temperaturas y baja presion parcial de O, (Lutz et al., 1974; Schmidt-
Neilsen y Larimer, 1958; Zink y Remsen Jr, 1986). Entonces, dado que las aves de altitud (angustirostris) estarian
adaptadas a condiciones de tierras altas, esperamos que sean de mayor tamafno(Blackburn et al., 1999;
Gutiérrez-Pinto et al., 2014; Meiri y Dayan, 2003). Asimismo, hay poblaciones con diferente comportamiento
migratorio en la especie. Especificamente, la poblacidn de rutila mas austral (que habita el norte de Chubut y
sur de Rio Negro, Argentina) migra luego de la temporada reproductiva (Figura 1b), aparentemente hacia el
noreste argentino, Uruguay, el este paraguayo y sudoeste boliviano (Ridgely y Tudor, 1994), mientras que otras
poblaciones de Argentina, asi como la de tierras altas y valles intermontanos de Bolivia y de Argentina

(angustirostris), son residentes todo el afio (Herzog et al., 2016; Ridgely y Tudor, 1994).

El objetivo del presente estudio es evaluar si el gradiente que caracteriza al cinturén de bosques
xerofiticos Chaco-Andes promueve la diversificacion bidtica, asi como explorar el rol de los procesos alopatricos
y parapatricos en la regién. A fin de concretar el objetivo, estudiamos las variaciones morfoldgicas y
filogeograficas del Phytotoma rutila y evaluamos las siguientes predicciones: a) esperamos encontrar
divergencia fenotipica y genética a lo largo del gradiente altitudinal del cinturdn de bosque seco Chaco-Andes);
b) si procesos neutrales son responsables por el patrén de variacion morfolégica observado, esperamos que la
divergencia morfolégica sea similar a la divergencia genética neutral (Pst = Fsr) ; c) Alternativamente, si
procesos adaptativos promueven la divergencia morfoldgica, esperamos encontrar que la divergencia
fenotipica sea mas alta que la diferenciacion genética neutra (Pst > Fst); y que d) las aves de tierras altas sean

mayores en tamafio que las de tierras bajas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de datos fenotipicos

A fin de seleccionar especimenes y muestras de tejido de Phytotoma rutila de las areas de
reproduccién, primero revisamos los rangos de las dreas de reproduccién e invernada de la especie (Figura 1b,

ver metodologia y resultados en Anexo A). Después de realizado dicho estudio, elegimos 146 especimenes de
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ambos sexos recolectadas en las areas de reproduccion a lo largo de todo el afio, y muestras de zonas de
invernada que fueron recolectadas en la temporada estival (octubre a marzo). A fin de restringir el analisis
morfoldgico a regiones con datos genéticos disponibles, estudiamos también una submuestra de 83
especimenes, en los cuales excluimos especimenes recolectados a mds de 400 km de cualquier locacion con
datos genéticos (en lo sucesivo, muestra reducida). Una distancia maxima de 400 km fue la menor distancia
que permitié obtener un muestreo con un numero representativo de especimenes. Medimos seis rasgos
morfoldgicos en cada espécimen: largo de pico (BLT), largo de pico desde narina (BLN), ancho de pico (BW),
alto de pico (BD), largo de ala (WL) y largo de tarso (TS). MJRC tomo las medidas del 81% de los especimenes
utilizando un calibre manual Mitutoyo con una precision de 0,05 mm, mientras que GSC tomd las medidas
sobre los especimenes restantes. Aun cuando no incluimos el dato de masa corporal en el conjunto de datos
morfoldgicos porque no todos los especimenes presentaban esta informacidn, registramos este dato de 58
especimenes, de ambos sexos, para evaluar si el PC1 de los rasgos morfolégicos es un buen proxy del tamafio
corporal. El archivo con el conjunto de datos morfolégicos crudos se encuentra disponible en Mendeley

Data (DOI: https://doi. org/10.17632/6xxw3hvzyb.1)

Obtencion de datos genéticos

Utilizamos muestras de musculo pectoral y sangre de 23 individuos de P. rutila, colectados a lo largo
del drea de reproduccién (Figura 1b y Tabla 1). También estudiamos dos muestras de P. rara, y secuencias de
P. raimondii y P. rutila disponibles en GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Obtuvimos
secuencias del intrén 9 del gen Receptor de Lipoproteina de Baja Densidad, ubicado en el cromosoma Z (VLDL,
401 bp, cebadores VLDLI9R y VLDLOF de Borge etal.,, 2008) y del intron 11 del Gliceraldeido-3-fosfato
deshidrogenasa (Fjeldsa et al., 2003; G3PDH, 372 bp, usando los cebadores GAPDL890 and GAPDH950 de
Friesen et al., 1997) asi como el gen Citocromo-b (Cytb, 1019 bp, cebadores L14841 y H16065 de Lougheed
et al., 2000). Las secuencias fueron depositadas en Genebank bajo nimeros de acceso N226948-MN226967 y
MN239908-MN239953. Las secuencias que contenian indels heterocigotos fueron analizadas para resolver los
haplotipos mediante el uso del algoritmo “process heterozygous indels” en el programa CodonCode v. 3.7

(CodonCode Corp., Dedham, MA). Resolvimos la fase gamética de marcadores nucleares sin indels, usando
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PHASE (Stephens y Donnelly, 2003), implementada en DnaSP (Librado y Rozas, 2009). Adicionalmente, y
porque resolver la fase gamética del VLDL requeria conocer el sexo de la muestra, determinamos el sexo

siguiendo Griffiths et al., (1998).

Analisis de los datos fenotipicos

Reducimos la dimensionalidad de los conjuntos de datos fenotipicos seleccionando Componentes
Principales (PCs) con la funciéon prcomp en R (R Core Team, 2016) y realizado todos los analisis posteriores

(excepto los NMM) con el PC1, que representd el 59,8% de la variacion fenotipica total.

Tabla 1. Muestras usadas en los analisis genéticos de Phytotoma rutila.

N.Loc N Especie Pais Localidad Latitud Longitud Altitud (msnm)
muestras

1 3 P. rutila  Bolivia Ciudad de La Paz, La Paz -16.53  -68.06 3480

2 3 P. rutila  Bolivia Huaijchilla, La Paz -16.63  -68.05 3300

3 1 P. rutila  Bolivia Mecapaca, La Paz -16.67 -68.01 2850

4 1 P. rutila  Argentina Nacufian, Mendoza -34.05 -67.95 580

5 1 P. rutila  Argentina Rio Primero, Cérdoba -30.89 -63.00 90

6 1 P. rutila  Argentina San Pedro, Buenos Aires -33.79 -59.61 5

7 1 P. rutila  Argentina Baradero, Buenos Aires -33.89 -59.35 15

8 1 P. rutila  Argentina Magdalena, Buenos Aires -35.12 -57.38 6

9 3 P. rutila  Argentina Nicolds Levalle, Buenos Aires -38.72 -62.93

10 2 P. rutila  Argentina Pedro Luro, Buenos Aires -39.45 -62.70 20

11 1 P. rutila  Argentina Cardenal Cagliero, Buenos Aires -40.58 -62.68 0

12 5 P. rutila  Argentina Las Grutas, Rio Negro -40.81 -65.10 0

De forma preliminar a cualquier andlisis estadistico, transformamos el conjunto de datos para
asegurarnos normalidad. Ajustamos modelos lineales generalizados R (con funcion de enlace Gaussiana) y
modelos lineales para estudiar cémo la morfologia (PC1) variaba a lo largo de la altitud, el observadory el sexo.
Aplicamos un analisis de correlacion Pearson a la masa corporal, para poner a prueba si PC1 era un indicador
preciso de tamafio corporal. De todas formas, las cargas de cada variable sobre el PC1 fueron positivas (Tabla

A1.1), por lo que confirmamos que esta variable es una buena indicadora del tamafio corporal.

Para identificar el nimero de unidades morfoldgicas en P. rutila, seguimos Cadena et al. (2017) y

ajustamos Modelos Normales Mixtos (Normal Mixed Models, NMM, McLachlan y Peel, 2000) para los datos
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morfoldgicos. El uso de NMMs permite poner a prueba objetivamente la existencia de distintos grupos
morfoldgicos basandose en datos fenotipicos multivariados (Edwards y Knowles, 2014; Ezard et al., 2010;
Guillot et al., 2012). Este procedimiento toma en consideracidn Fisher (1918) y asume que la variacion
fenotipica de un rasgo poligénico continuo en una especie o poblacidn panmictica sigue una distribucién
normal. De esta forma, NMM permite determinar el nimero de distribuciones normales necesarias para
describir la variacion en los rasgos fenotipicos estudiados sin definir a priori los limites de grupos o poblaciones.
En una primera etapa seleccionamos el conjunto de aquellos PCs mas utiles para el analisis de NMMs (aquellos
gue, en su conjunto, son Uutiles para discriminar los grupos en la muestra) usando el paquete R clustvarsel
(Scrucca y Raftery, 2018). Luego exploramos todos los posibles grupos normales (definiendo un K entre 1 a 10)
mediante el anadlisis con mclust 5.4 para R (Scrucca et al., 2016), el cual evalia modelos de mezcla finita
gaussiana ajustados mediante el algoritmo de expectativa-maximizacidon para la agrupacidon basada en
modelos. Medimos el respaldo empirico utilizando el criterio de informacién bayesiano (BIC, Schwarz, 1978) y

utilizamos los grupos descriptos por los NMMs para los analisis posteriores.

Analisis de datos genéticos

Utilizamos un alineamiento concatenado de los genes Cytb, VLDL y G3PDH para realizar un analisis
filogenético intraespecifico de P. rutila. Seleccionamos el modelo de sustitucion mas adecuado con jModelTest
(Nylander, 2004): para Cytb, modelo HKY+G; VLDL, HKY y para G3PDH, GTR+G. Realizamos un analisis
filogenético bayesiano en MrBayes 3.2.6 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003), con dos corridas paralelas, una
cadena fria y una caliente, por un total de 10 millones de generaciones y muestreo cada 1000 generaciones.
Los alineamientos fueron particionados por marcador y analizados bajo el modelo que mejor se ajustd para
cada particién. Se utilizé un burn-in del 25%, se reconstruyé un arbol consenso y las probabilidades posteriores
para cada nodo se calcularon usando el Majority rule consensus del 50%. También realizamos un analisis
filogenético de maxima verosimilitud con GARLI 2.0 (Zwickl, 2006), con una busqueda de un maximo de 5
millones de generaciones y 100 réplicas de busqueda utilizando la adicidn gradual. Para cada marcador,
utilizamos el modelo de evolucidon molecular que mejor se ajustara y permitimos que los pardmetros varien.

El soporte de los nodos se evalué con 500 réplicas de remuestreo con bootstrap no paramétrico. Se
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construyeron redes de haplotipos mediante la técnica de median joining (Bandelt et al., 1999) utilizando el

programa Network 5 (http://www.fluxus-engineering.com/).

Exploramos la estructura genética de la poblacidn mediante el analisis bayesiano de estructura
poblacional (BAPS) versién 6.0 (Cheng et al., 2013), con K = 1-15, ajustes predeterminados y utilizando el
modelo de agrupamiento espacial de individuos. Se realizd6 un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA)
utilizando Arlequin 3.5.2 (Excoffier y Lischer, 2010) para estimar los valores de Fsr entre poblaciones definidas
por el andlisis NMM: una "poblacidn de tierras altas", que incluye todas las muestras de Bolivia; y una
"poblacién de tierras bajas", con todas las muestras de Argentina. Los intervalos de confianza (Cl 95%) del Fsr

se estimaron mediante bootstrap.

Realizamos estimaciones del tiempo de divergencia y flujo genético entre las poblaciones de tierras
altas y bajas utilizando todos los marcadores genéticos en el programa IMa2 (Hey y Nielsen, 2004). Para ello,
ejecutamos el analisis durante 300.000.000 de generaciones y guardamos 300.000 genealogias para estimar
el tamafio efectivo, el tiempo y la migraciéon bidireccional. Las condiciones utilizadas en el andlisis fueron las
siguientes: -q 50, -t 10, -m 10, -b 1.000.000, -1 0,5, -hfg, -hn 30, -ha 0,9, -hb 0,9, -j 8. Asumimos un tiempo de
generacion de un afio y convertimos los pardmetros a escala demografica siguiendo las instrucciones del
manual del usuario y las tasas de sustitucién especificas: para Cytb, 1,05 x 102 sust./sitio/Myr (Weir y Schluter,
2008); y para G3PDH y VLDL, utilizamos 1,35 x 1073 subst./sitio/Myr y 1,62 x 103 subst./sitio/Myr,

respectivamente (Ellegren, 2007).

Analisis PST-FST

Para explorar la hipétesis nula de que la divergencia morfoldgica observada entre las poblaciones de
tierras altas y bajas de P. rutila fue impulsada por procesos estocdsticos, aplicamos el procedimiento de
comparacién Qsr-Fst (Leinonen et al., 2006) al conjunto de datos completo y al reducido. Para esta prueba, se
aproximo el Qs calculando el Pst, que se obtiene a partir de los datos fenotipicos observados (ver mas abajo)
y representa el nivel de divergencia de un rasgo cuantitativo cuya expresidon esta determinada principalmente

por efectos genéticos aditivos (Brommer, 2011; Leinonen et al., 2008). Si la deriva explica la divergencia

33



morfoldgica, la prediccion Pst = Fst no debe ser rechazada. Alternativamente, si Pst > Fst 0 Pst < Fst, se apoyaria

la seleccién de diversificadora o balanceadora, respectivamente (Merild y Crnokrak, 2001).

Para este andlisis, se compararon las poblaciones de tierras altas y bajas, como fueran determinadas
con el analisis de NMM. El Psr observado se calculé con PC1, asi como con cada caracter morfoldgico individual,

siguiendo a Brommer (2011):

cC 2

Az %

Psr =23 2
ﬁo-b + ZO'W

siendo o4’ y op? los componentes de varianza dentro y entre poblaciones, respectivamente, h? la

heredabilidad, y c la proporcion de la varianza total que se presume que se debe a efectos genéticos aditivos

. . [ .
entre poblaciones. Para obtener el Pst observado asumimos W= 1. Los componentes de varianza se

estimaron mediante un andlisis de varianza convencional, como se describe en Antoniazza et al. (Antoniazza

et al., 2010). El intervalo de confianza del 95% del Psr se estimé por bootstrap.

Dado que Pst puede verse influenciado por efectos genéticos ambientales y no aditivos (Leinonen

et al., 2006; Merila y Crnokrak, 2001), lo que produciria una violacién de una suposiciéon del modelo (es decir,
Cc . . . spe e e

que . = 1), las comparaciones Psr-Fst deben incluir un andlisis de sensibilidad para evaluar la robustez de los

resultados. Cuando se observd que Pst y Fst eran diferentes (es decir, los Cl no se solapaban), seguimos a

Brommer (2011) y evaluamos % critico, estadistico utilizada para evaluar la robustez, y que representa el
valor de % mas cercano a 1 que produciria Cls superpuestos entre Psry Fst. Evaluamos el % critico estimando
el valor de Psr usando diferentes valores de % (tomo valéres de 0 a 2, con pasos de 0,2) e identificando el valor
de % qgue produjo una superposicion de los Cl de Fsr y Pst (ver mas detalles en Brommer 2011). Una fuerte
desviacidn de % = 1 se interpreta como que los Cl de Psry Fsr se superpusieron en una situacion poco realista
(es decir, una fuerte desviacion de la suposicién % = 1), y que tanto Psr como Fsr son significativamente

diferentes. Seguimos a Brommer (2011) y adoptamos como indicativo de un resultado robusto un % critico
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. . . ; c ry s .
igual o inferior a 0,2. Cuando tomé valores entre 0,3 > 7 critico > 0,2, interpretamos los resultados como

limite.

RESULTADOS

Analisis morfoldgico

Se aplicd un Analisis de Componentes Principales y se seleccioné el primer PC (PC1, 59,78% de la variacion
total, Tabla A1.1) para ser utilizado como proxy del tamafo corporal general y para realizar analisis posteriores
(excepto el andlisis NMM). Los seis rasgos morfoldgicos mostraron una correlacion positiva con PC1, variando
de 0,33 20,5 (Tabla Al.1). El andlisis de correlacidon Pearson de PC1 con la masa corporal indicé una correlacion
positiva (Corr = 0,54, p = 0,006) por lo que lo usamos como indicador de tamafio corporal. El modelo lineal
generalizado indicd que PC1 tiene una correlacidn positiva con la altitud (b parcial = 8,4 x 10, p < 0,01), una
correlacion baja con la variable observador (b parcial = 3,3 x 102, p = 0,04) y ninguna correlacién con el sexo
(p=0,12). Debido a que la importancia del observador y el sexo fue baja y a que su efecto fue muy pequefio,
no se lo consideré en los analisis posteriores. En concreto, la variaciéon entre los scores de PC1l
correspondientes a diferentes observadores representé el 6% de la varianza de PC1 (3,3 x 10%/0,54, siendo
0,54 el rango total de PC1). Comparativamente, la altitud explica el 62% de la varianza total de PC1 [(8,4 x 10
> x 3960 m) /0,54)]. El modelo lineal entre PC1 y altitud explicé ain mas la relacién antes mencionada (b= 7,9

x 10°%, p < 0,01, R? = 0,6634, Figura 2a).
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Figura 2. Variacion del tamafio corporal de P. rutila en funcién de la altitud y resultados del andlisis del
modelo mixto normal (NMM). (a) Relacidn entre el tamafio corporal (componente principal 1 (PC1)) y la
altitud. (b) Variacién de PC1 vs. PC3 y resultados del andlisis del NMM. Se muestran elipses del 95% de
probabilidad. Se indica la asignacion de especimenes a cada uno de los dos grupos morfolégicos descritos
por el analisis del MMN.

Los PC mas Utiles para la discriminacidn de grupos en los modelos NMM fueron PC1 y PC3. Los modelos
obtenidos con este andlisis mostraron que el nimero mds probable de grupos morfoldgicos fue de dos (K = 2,
Figura 2). La mayoria de los especimenes del primer grupo fueron recolectados de 0 a 1800 m de altitud, y la
mayoria de los especimenes del segundo grupo fueron recolectados a mas de 1800 m, por lo que los
identificamos como grupos de tierras bajas y tierras altas, respectivamente (Figura 1b, 2a y Figura A1.2). El
grupo de las tierras altas se asocio a la subespecie angustirostris, mientras que el grupo de las tierras bajas a
la subespecie nominal, siguiendo la bibliografia. Dentro de esos grupos, no hubo una relacién significativa
entre PC1y la altitud. Los individuos del grupo de las tierras altas fueron los mas grandes (Tabla 2); por ejemplo,
la profundidad del pico y la longitud del tarso fueron un 9,2% y un 9,5% mds pequeiias en las tierras bajas que

en tierras bajas, respectivamente.
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Tabla 2. Caracteristicas morfométricas y genéticas de las poblaciones de altas y bajas altitudes de P. rutila. Se
presentan la media (mm) y la desviacion estandar (entre paréntesis) de las siguientes variables morfoldgicas
(siglas en inglés): longitud del pico (BLT), longitud del pico desde la narina (BLN), ancho del pico (BW),
profundidad del pico (BD), longitud del ala (WL) y longitud del tarso (TS). Se presentan la diversidad
nucleotidica (m), los sitios polimérficos (s), D (Tajima 1989), Fs (Fu 1997) para cada marcador y poblacién, y
los valores de 8 globales para cada poblacidn. Cytb se refiere al gen citocromo b, VLDL se refiere al gen del
receptor de lipoproteinas de baja densidad ligado al cromosoma Z y G3PDH se refiere al gen de la
gliceraldehido-3-fosfodehidrogenasa.

Medidas y conjunto de

Poblacion de tierras altas Poblacion de tierras bajas
datos
Morfologia
n (individuos) 35 111
BLT 13,65 (0,7) 12,26 (0,67)
BLN 9,29 (0,47) 8,73 (0,42)
BW 7,02 (0,37) 6,47 (0,36)
BD 8,09 (0,4) 7,34 (0,27)
WL 94,57 (3,91) 85,58 (2,65)
TS 21,31 (0,94) 19,25 (0,7)
Genética
Marcador Cytb VLDL G3PDH Cytb VLDL G3PDH
N (secuencias) 6 8 10 16 24 30
T 0,0005 0 0,006 0,002 0,002 0,018
S 1 0 8 11 4 40
Tajima’s D 0,85 0 -0,89 -1,004 -1,106 -1,031
Fu’s Fs 0,62 1 -1,53 -3,351 -0,246 -13,95%*
Theta global 0,825 (0,12 - 2,87) 11,82 (4,97 - 36,27)
*p<0,02

Estructura filogenética y poblacional

Se obtuvieron secuencias de ADN de 22 P. rutila y de cuatro muestras del grupo externo. No
logramos recolectar secuencias de ADN de una muestra de P. rutila del norte argentino (MACN-Or-
Ct 3705, localidad 4). El analisis filogenético mostré que los individuos de Bolivia formaron un grupo
monofilético anidado dentro de un clado junto con otras muestras de tierras bajas (Figura 3). Todas
las demas muestras no formaron ninglin grupo geograficamente coherente. Este resultado fue
congruente con las redes de haplotipos obtenidas con cada marcador (Figura 3), que denotaron
aislamiento superficial de las muestras bolivianas. Los anadlisis BAPS indicaron que el nimero mas

probable de grupos en cada marcador es de uno.
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Tabla 3. Comparaciones Psr-Fst entre las poblaciones de tierras altas y bajas de P. rutila. Se muestran los
intervalos de confianza (95%) entre paréntesis. PC representa el componente principal, NA indica que no es
aplicable; para otras abreviaturas, consultar la Tabla 2.

Morfologia Datos genéticos
Cytb VLDL G3PDH
_ Fsr=0,46 (0,05-0,69) Fsr=0,44 (0,30-0,50) Fs1=0,132 (0,07-0,20)
Medida de
tamafio  Ps7 Observado p<0,01 p<0,01 p<0,01
corporal L, c . c s c
Comparacié — critico Comparacio  * critico Comparaci6  * critico
n h n h? n h?
PC1 0,78 (0,74-0,82)  Pst> Fst 0,86 Pst> Fst 0,38 Pst> Fst 0,09**
(completo)
PC1 0,64 (0,63-0,72) Pst= Fst NA Pst> Fst 0,66 Pst> Fst 0,16**
(reducido)
BLT 0,54 (0,45-0,63) Pst=Fst NA Pst=Fst NA Pst> Fst 0,35
BLN 0,13 (0,03-0,28) Pst=Fst NA Pst< Fst 1,07 Pst=Fst NA
BW 0,37 (0,25-0,47) Pst= Fst NA Pst=Fst NA Pst > Fst 0,72
BD 0,57 (0,47-0,66) Pst=Fst NA Pst> Fst 1,04 Pst > Fst 0,25*
WL 0,44 (0,28-0,58) Pst=Fst NA Pst=Fst NA Pst > Fst 0,63
TS 0,62 (0,55-0,70) Pst= Fst NA Pst> Fst 0,79 Pst > Fst 0,19%*

* Resultado borderline. ** resultado robusto cuando % < 2 (siguiendo a Brommer (2011)).

Las pruebas demograficas de neutralidad (D de Tajima y Fs de Fu) no apoyaron la desviacién de la

neutralidad en los tres marcadores (Tabla 2). La poblacién de tierras bajas de P. rutila presentd la mayor

diversidad genética. La estructura genética poblacional de P. rutila entre tierras altas (muestras bolivianas) y

tierras bajas (muestras no bolivianas) fue de baja a moderada, dependiendo del marcador genético (Tabla 3).

Vale la pena sefialar que debido a que carecemos de secuencias de ADN del norte de Argentina (Figura 1b),

estos valores de Fst podrian representar una sobreestimacion de la divergencia entre las poblaciones de tierras

altas y bajas. El andlisis de IMa2 indicé una mayor migracién de las tierras altas a las tierras bajas (4,40

migrantes por generacién, HPD95 0-12,47) que en la direccidn opuesta (0 migrantes por generaciéon, HPD95

0-1,00). Aunque estas estimaciones de migracion tienen intervalos de confianza superpuestos, hubo
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Figura 3. Andlisis filogenético y de redes de haplotipos de secuencias del citocromo b (Cytb), el gen del
receptor de lipoproteina de baja densidad ligado al cromosoma Z (VLDL) y la gliceraldehido-3-
fosfodehidrogenasa (G3PDH) de P. rutila. Los nimeros en los nodos de la filogenia representan la
probabilidad posterior y el soporte de bootstrap del analisis de maxima verosimilitud (solo se muestran los
valores por encima del 50%). Los nombres de los terminales representan el nimero de tejido, el nUmero de
identificacién de la localidad de muestreo (de acuerdo con Tabla 1) y la subespecie. Se indica la asociacion
con unidades morfoldgicas (tierras bajas o altas) segun lo descrito por el analisis del NMM. Se incluye una
escala que indica un paso de mutacion debajo de cada red de haplotipos. Zoological Museum University of
Copenhagen, MACN Museo Argentino de Ciencias Naturales, LSUMZ Louisiana State University Museum of
Natural Science.



una clara diferencia en los valores mds probables (0 vs 4,41), lo que indica una migracion asimétrica. Este
analisis indicd, ademas, que la poblacidn de las tierras bajas es la mas diversa genéticamente, teniendo el
Theta mas grande (Tabla 2), lo que también sugiere que esta poblacién es de mayor tamafio. No informamos
el tiempo de divergencia entre regiones porque la estimacién no fue confiable, de acuerdo con el alto flujo

génico observado y la baja divergencia entre regiones (Figura 3).

Comparaciones Pst-Fst

El Pst observado entre las poblaciones de tierras altas y bajas fue de 0,78, que es mas alto que
cualquiera de los Fsr estimados, un resultado consistente con el origen adaptativo de la divergencia del tamafio
corporal entre las poblaciones de P. rutila (Tabla 3 y Figura 4). Solo las comparaciones con el marcador nuclear
G3PDH fueron robustas, y mientras que las comparaciones con VLDL no lo fueron, los resultados obtenidos

. , Cc P, . . . .y
con PC1 estuvieron mas cerca de un Wz critico = 0 que de 1. Esto muestra una tendencia hacia una desviacion

de la expectativa neutral. El analisis de los rasgos individuales indicé que los resultados significativos se deben
a la desviacion de la neutralidad de los caracteres del pico (BD y BLT con una baja robustez), asi como de la
longitud del tarso (TS). Los resultados de la comparacion Psr-Fst utilizando el conjunto de datos reducido

coinciden con los obtenidos con la muestra completa, por lo que se extrae que las diferentes escalas

Cytb VLDL G3PDH

PST o FST

I
I
I
I
I
I
00 02 04 06 08 10 12
c/h?

Figura 4. Comparaciones Psr-Fsr de rasgos de tamafio corporal (PC1) de P. rutila (n = 146) con tres marcadores
genéticos (Ctyb, VLDLy G3PDH). Los valores de Fsr se indican en rojo (intervalo de confianza del 95% indicado
por lineas discontinuas) y los valores de Psr se indican en azul (intervalo de confianza del 95% indicado por
lineas punteadas). La linea vertical punteada y discontinua indica el limite ¢/h2. Cytb: gen citocromo b, VLDL:
gen del receptor de lipoproteinas de baja densidad ligado al cromosoma Z, G3PDH: gen de la gliceraldehido-
3-fosfodehidrogenasa.
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geograficas de muestras genéticas y morfoldgicas no afectaron los resultados finales (Tabla 3, Figura A1.3).
Como se menciond anteriormente, no logramos obtener datos genéticos del norte de Argentina, lo que implica
que los valores de Fsr entre regiones podrian haber sido sobreestimados. Vale la pena destacar que si los
valores de Fst fueron sobreestimados, entonces los resultados de las pruebas Psr-Fst pueden considerarse

conservadores.

DISCUSION

En este estudio, realizamos un andlisis morfoldgico y filogeografico del Passeriforme de bosque seco P.
rutila para explorar si los gradientes bidticos y abidticos que caracterizan los bosques xeréfitos Chaco- Andino
promueven la diversificacion, asi como para explorar los procesos alopatricos y parapatricos en la region.
Nuestros resultados respaldan la hipétesis de que el gradiente ambiental a lo largo de este cinturdn de bosques
secos podria estar promoviendo la diversificacién, ya que encontramos que las métricas morfoldgicas de la
especie focal varian segln una clina relacionada con la altitud (Figura 2), y que los procesos parapatricos
podrian ser responsables de este patrén, ya que los niveles de divergencia fenotipica en toda la regién son mas
altos de lo esperado de manera neutral. Ademas, encontramos un flujo génico asimétrico entre las tierras altas

y las tierras bajas.

Unidades morfoldgicas de P. rutila.

El analisis de NMM respaldé la divergencia morfoldgica a lo largo del eje de tierras altas y tierras bajas
del cinturdn forestal Chaco-Andes, lo que sugiere la existencia de un proceso de diversificacion alineado con
los gradientes ambientales en esta region. El andlisis respaldd la existencia de dos unidades morfolégicas en P
rutila (Figura 2), que coinciden con el rango geografico descrito para las subespecies. La mayoria de los
especimenes se agruparon claramente en estos grupos, y aunque el muestreo en la base de los Andes fue
denso (Figura 1b), el nimero de muestras estudiadas de la zona de transicion entre ambos grupos (es decir,
alrededor de 2000 m en Argentina; Figura 2a) fue pequefio debido a que la especie no es abundante en esta
franja altitudinal. Phytotoma rutila habita principalmente los bosques secos del Chaco, el Monte y los Bosques

Secos Montanos de Bolivia; en la region de estudio, la franja altitudinal de transiciéon entre los grupos
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morfoldgicos estd en su mayor parte cubierta por los bosques himedos de las Yungas de Argentina y Bolivia
(Figura 1a), donde la especie no se encuentra regularmente (Herzog et al., 2016). Por lo tanto, la distribucion
altitudinal de las muestras reflejé la abundancia del ave a través del gradiente altitudinal del drea de estudio
(Figura 2a y Figura 1b), y la descripcion de estos dos grupos no es un artefacto de muestreo de extremos de
una clina continua de tamafio corporal. Segun este resultado, los bosques de Yungas parecen representar una
barrera parcial para la dispersidn de P. rutila, o la frontera entre regiones donde la seleccién natural favorece
diferentes fenotipos. Es necesaria una mayor intensidad de muestreo en esa franja altitudinal para evaluar el

efecto del bosque de Yungas en la evolucion de la biota del cinturén de bosque seco Chaco-Andes.

Nuestro andlisis sugiere que la morfologia externa de P. rutila fue moldeada por la seleccién natural.
Los individuos del grupo de las tierras altas son los mas grandes (por ejemplo, con picos mas grandes y tarsos
mas largos (Tabla 2), de conformidad con la regla ecogeografica de Bergmann (Zink y Remsen Jr, 1986) y
nuestras predicciones. De acuerdo con la regla de Bergmann, el tamafio corporal en los homeotermos se
correlaciona positivamente con la disminucién de la temperatura y la humedad (James, 1970), mientras que
un mayor tamafio corporal se supone que es una adaptacién a temperaturas mas bajas, climas extremos y/o a
un aumento de la estacionalidad (revisado en Zink y Remsen Jr, 1986), los cuales son factores comunes en los
altos Andes. La correlacién del tamafio corporal con los gradientes de altitud es comun en la naturaleza, y
particularmente en las aves en los Andes (Blackburn y Ruggiero, 2001; Meiri y Dayan, 2003). Por lo tanto, la
variacién del tamano corporal de P. rutila podria ser un reflejo de la adaptaciéon diferencial entre las
poblaciones de tierras altas y bajas. Dentro de cada grupo morfoldgico, no encontramos correlacion entre los
caracteres de tamafio corporal y la altitud, lo que sugiere la existencia de una presion de seleccién homogénea

dentro de los grupos.

Estructura genética poblacional poco profunda y migracion asimétrica en P. rutila
Los resultados genéticos sugirieron que existe un aislamiento incipiente entre las poblaciones de
tierras altas y bajas de P. rutila. Ademads, estos resultados respaldan la idea de que las muestras de tierras altas

tienen un ancestro en tierras bajas, ya que se encuentran anidados filogenéticamente dentro de un clado junto
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con otras muestras de tierras bajas (Figura 3). Este resultado concuerda con la idea de que una gran proporcion
de las poblaciones andinas de especies que ademas tienen poblaciones de zonas bajas, tienen un origen
reciente y sus ancestros provienen de tierras bajas y de latitudes mas altas (por ejemplo, de la Patagonia,

Fjeldsa et al., 2012).

La estructura genética entre las muestras de P. rutila en tierras altas y bajas fue reducida o moderada
(Tabla 3), sin embargo, estuvo de acuerdo con la prediccidn de divergencia genética a lo largo del cinturdn de
bosque seco Chaco-Andes. La falta de monofilia reciproca entre las unidades morfoldgicas coincide con los
resultados de AMOVA y con la existencia de migracion entre regiones. Ademas, estos resultados respaldan el
estatus de subespecie de las poblaciones asociadas con cada regién. La poblacién de tierras bajas de P. rutila
fue la mas grande, en concordancia con lo que se encontré en otros estudios de especies de aves ampliamente
distribuidas que habitan los altos Andes, asi como la regién del Cono Sur de América del Sur (McCracken,
Bulgarella, et al., 2009; Wilson et al., 2013), lo cual reflejaria historias biogeograficas paralelas de colonizacidon

de las tierras altas desde las tierras bajas.

Encontramos migracion asimétrica entre muestras de P. rutila, siendo la migracion desde tierras altas
a tierras bajas mds alta que en sentido contrario, lo que podria estar relacionado con la existencia de diferentes
procesos adaptativos entre estas regiones. Alternativamente, otros factores como la historia de colonizacién
y/o la variacidén en el tamafio efectivo de la poblacion también podrian haber influenciado este patrén
asimétrico de migracion. La filogenia intraespecifica (Figura 3) sugirié que las muestras de tierras altas de P.
rutila tienen un ancestro de tierras bajas, tal vez producto de la colonizacién desde tierras bajas. Sin embargo,
debido a que la migracién estimada mas alta fue de tierras altas a tierras bajas, es poco probable que la historia
biogeografica haya sesgado las estimaciones de flujo génico. Ademas, la poblacion de tierras bajas fue la mas
grande, ya que presentd el mayor valor de 6 poblacional (Tabla 2). Por lo tanto, si las tasas de migracién
estimadas de P, rutila solo reflejaran el proceso de difusién neutral de migracién desde la poblacién mas grande
(es decir, aquella con la mayor probabilidad de ser la fuente de migrantes) hacia la poblacion mas pequefia (es

decir, aquella con la mayor probabilidad de ser el destino), la migracion desde las tierras bajas hacia las tierras
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altas deberia haber sido la mas frecuente, que es justamente lo contrario a lo observado. Por lo tanto, la
migracion neutral no explica el patrédn de migracién observado en P. rutila y tiene sentido recurrir a procesos

no neutrales para explicar el patron.

Las poblaciones caracterizadas por migracidon asimétrica son comunes en la naturaleza, en particular
en sistemas con fuertes gradientes ambientales como el existente entre los altos Andes vy las tierras bajas del
Chaco (Paz-Vinas et al., 2013). Un resultado similar, con mayor migracidn de las tierras altas a las tierras bajas
se encontrd entre las subespecies del Pato colorado Anas cyanoptera (Wilson et al., 2013). Sin embargo, un
estudio similar con otros patos sudamericanos reportd mayor flujo de genes en la direccidon opuesta (Bulgarella
et al., 2012; McCracken, Bulgarella, et al., 2009). La baja migracidn a las tierras altas desde las tierras bajas
podria implicar cierta dificultad de las aves de las tierras bajas, o de los individuos portadores de alelos fijados
en esas regiones, para reproducirse en las tierras altas. Por ejemplo, Monge y Ledn-Velarde (1991) realizaron
experimentos de trasplante y demostraron que las aves de tierras bajas tienen dificultades para reproducirse
a gran altitud. Una de las razones de esta dificultad se refleja en la baja tasa de eclosién de los huevos en
condiciones atmosféricas de gran altitud, en comparacién con las condiciones de tierras bajas (Visschedijk

et al., 1980).

La demografia histérica puede afectar la estimacién de las tasas de migracién (Sundqvist et al., 2016).
Las huellas dejadas por eventos demograficos histéricos (por ejemplo, expansiones de la poblacion) pueden
afectar los signos de migracién reciente en los datos genéticos, lo que dificulta |la estimacién de los verdaderos
patrones de migracion. Durante los periodos de maximos glaciaciares, los glaciares avanzaron sobre areas que
actualmente estan libres de hielo (Clapperton, 1993). Por ejemplo, en los Andes meridionales y centrales, los
glaciares se extendieron mas de 1000 m por debajo del limite altitudinal de los campos de hielo modernos
(Porter, 2000), tal vez en regiones que hoy son habitat de la poblacién de las tierras altas de P. rutila. Por lo
tanto, debido al impacto intenso y directo de los ciclos globales de glaciaciones en los Andes, las poblaciones
de las tierras altas de P. rutila podrian presentar fluctuaciones demograficas mas fuertes que las tierras bajas,

lo que a su vez podria reflejarse en las tasas de migracién. Sin embargo, no encontramos signos claros de
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demografia histérica diferencial entre las poblaciones de P. rutila, y por lo tanto no esta claro cdmo los eventos

histéricos podrian haber impactado en los patrones de flujo génico.

Comparacion Pst-Fsty posible adaptacion local en P. rutila

Los resultados de la comparacién Psr-Fst indicaron una mayor divergencia en el tamafio corporal que
en algunos de los marcadores genéticos estudiados, lo que sugiere la accidn de la seleccién natural divergente
en este rasgo (Tabla 3 y Figura 4). El analisis de los caracteres morfoldgicos individuales indicé que los
resultados significativos se deben a la desviacion de la neutralidad tanto en los caracteres de pico como en los
de tarso. Los resultados de la prueba con los marcadores nucleares fueron robustos, pero la comparacién con
Cytb no fue robusta y no rechazé la hipdtesis nula de neutralidad. Sin embargo, la comparacion Psr-Fsr con Cytb
debe interpretarse con precaucién. En primer lugar, la prueba asume tasas de mutacién similares entre los loci
qgue codifican para el rasgo bajo investigacion (es decir, pico y tarso) y los loci utilizados para calcular la
expectativa neutral (Kekkonen et al., 2012; Whitlock, 2008). Debido a que se espera que la mayoria de los
genes que afectan las caracteristicas estudiadas del fenotipo estén codificados en autosomas (por ejemplo,
vonHoldt et al., 2018), y debido a que los marcadores mitocondriales como Cytb son generalmente mas
variables que los marcadores autosdmicos, esta suposicion se viola con Cytb. En segundo lugar, los marcadores
mitocondriales tienen un tamafio efectivo cuatro veces menor que los marcadores autosémicos (y tres veces
mas bajo que los marcadores del cromosoma Z como VLDL), lo que implica una mayor tasa de coalescencia.
Por lo tanto, se espera encontrar valores mas altos de Fsr en los marcadores de ADNmt que en los marcadores
autosdmicos, y por lo tanto la comparacidn con los valores Psr obtenidos de caracteres fenotipicos que estdn
codificados en autosomas podria ser inadecuada. Finalmente, Cytb participa en el metabolismo del oxigeno, y
podria estar bajo las mismas presiones selectivas que estan dando forma a la morfologia externa de P. rutila.
Los marcadores mitocondriales son objeto de una fuerte seleccion purificadora (Ballard y Whitlock, 2004;

Nachman, 1998) que podria ser una caracteristica diferencial en comparacién con los marcadores nucleares.

El aislamiento por distancia (IBD) es un proceso que podria haber contribuido a impulsar la divergencia

entre las poblaciones del ave estudiada (por ejemplo Seeholzer y Brumfield, 2017). Sin embargo, si solo la IBD
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hubiera impulsado la variaciéon del tamafio corporal de P. rutila, habriamos observado un resultado no
significativo de la comparacion Psr-Fst porque la divergencia basicamente ocurriria por la reduccién del flujo

de genes entre poblaciones distantes y por la deriva, o sea, procesos neutrales.

Nuestros resultados de la comparacién Psr-Fst son concordantes con otros estudios similares con aves
(Wilson et al., 2013; por ejemplo, Bertrand etal.,, 2016; Brommer et al.,, 2014; Laaksonen et al.,, 2015;
Seeholzer y Brumfield, 2017), que reportaron para rasgos relacionados con el tamafio corporal como masa

. .. Cc sy . T
corporal, longitud de ala y tarso, valores similares de Psry 5z Critico como los obtenidos en nuestro analisis

con los marcadores nucleares. Ademas, algunos de estos estudios también realizaron comparaciones a través
de un gradiente de altitud y encontraron una correlacidon positiva entre el tamafo corporal y la altitud
(Bertrand et al., 2016; Brommer et al., 2014; Seeholzer y Brumfield, 2017; Wilson et al., 2013). Por ejemplo,
Wilson et al. (2013) obtuvieron un Pst = 0,56 con PC1 obtenido a partir de caracteres de tamafio corporal (pico,
alay tamafio de tarso) en Anas cyanoptera. Por su parte, Seeholzer y Brumfield (2017) obtuvieron un Psr= 0,85

con métricas similares en Cranioleuca antisiensis.

Nuestros resultados revelan una correlacion positiva entre el tamafio corporal y la altitud, acompafiada
de una estructura poblacional moderada. Ademas, observamos que el grado de divergencia en los rasgos
funcionales es superior a lo anticipado bajo la premisa de neutralidad, respaldando la hipdtesis de que la
variaciéon genética y morfométrica en P. rutila probablemente no haya sido modelada por la evolucion neutra.
Estos hallazgos proporcionan respaldo a la idea de que la seleccidon ha desempefiado un papel significativo a
lo largo del Cinturdn de Bosques Secos Chaco-Andes, influyendo en las caracteristicas de la poblacién. Es
plausible que otros procesos evolutivos hayan actuado de manera sinérgica con la adaptacién local, como el
aislamiento por distancia o la vicarianza, temas que exploramos detalladamente en el Capitulo 3. La
observacién de que otros taxa y linajes que coexisten con P. rutila exhiben un patréon geografico similar de

variacién morfoldgica sugiere la presencia de un fenédmeno evolutivo concertado en la regién.
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CAPITULO 3

Divergencia genomica y fenotipica con flujo genético a lo largo de un gradiente

ecoldgico y altitudinal en un ave Neotropical

Este capitulo fue publicado en la revista Journal of Biogeography bajo el titulo “Genomic and phenotypic
divergence-with-gene-flow across an ecological and elevational gradient in a Neotropical bird” (DOI:

https://doi.org/10.1111/jbi.14449)
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RESUMEN

Algunas especies tienen poblaciones que varian en rasgos ecoldgicamente relevantes a lo largo de
gradientes ambientales, un patron que a menudo es generado por divergencia en la alopatria. Sin embargo,
una explicacion alternativa para dicho patrén seria un escenario donde las poblaciones divergen en presencia
de flujo génico a través de la accion de una fuerte seleccidn natural. Nuestro objetivo fue probar el modelo de
divergencia con flujo génico a lo largo de un gradiente ambiental en un ave del bosque seco Chaco-Andes. El
estudio se llevd a cabo en laregidon de la Cordillera de los Andes centrales y la regién del Gran Chaco, abarcando
areas de Argentina y Bolivia. Se recolectaron muestras de tejido de 23 individuos y se obtuvieron datos de
variacién de tamafio corporal de 146 especimenes de museo. Utilizamos técnicas de secuenciacién de nueva
generacion para obtener loci gendmicos (ddRADseq) y estudiar la estructura genética de las poblaciones, y
para evaluar los efectos de la altitud y el aislamiento por distancia geogréfica en la divergencia gendmica. Para
distinguir la divergencia en alopatria de la divergencia con flujo génico, comparamos la divergencia de rasgos
fenotipicos (pico, tarso y ala) con la variacién genémica neutral (pruebas Sy comparaciones Psr-Fst), realizamos
analisis coalescentes para estimar el flujo génico y el tiempo de divergencia, y calculamos la divergencia
gendmica relativa (Fst) versus absoluta (Dxy). Encontramos que a) P. rutila difiere genémica y fenotipicamente
siguiendo el eje altitudinal de la regidn de estudio, con la variacidn altitudinal explicando la variacién gendmica;
b) mayor divergencia fenotipica que gendémica neutra; c) flujo génico asimétrico entre las poblaciones andinas
y chaquefias; y d) un patrén de diferenciacién gendmica relativa y absoluta compatible con la divergencia con
flujo génico. Los resultados apoyan que el mecanismo detras de la diversificacién morfoldgica y gendmica a lo
largo del cinturdn del bosque seco Chaco-Andes en P. rutila es la divergencia con flujo génico. La diversificacion
en América del Sur ocurre por un conjunto de procesos, como el flujo génico entre las poblaciones, la seleccion
natural a lo largo de gradientes ambientales y también la vicarianza. Esta combinacién compleja contrasta con

la idea tradicional de que la especiacion en aves ocurrié principalmente en la alopatria.
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INTRODUCCION

La divergencia alopatrica ha sido destacada como el modo de especiacién mas comin en muchos
organismos bien estudiados, como mamiferos y aves (Cadena y Céspedes, 2020; Mayr, 1963; Patton y Smith,
1994; Tobias et al., 2020). La divergencia alopatrica se considera como el modelo nulo en estudios evolutivos,
donde las poblaciones ancestrales divergen bajo un aislamiento geografico completo (es decir, sin flujo génico)
solo por deriva genética al azar, o en combinacidn con seleccién natural (Figura 1a, b). Un modelo geografico
de evolucidn, alternativo a la alopatria, es la divergencia con flujo génico (por ejemplo, parapatria o simpatria,
Figura 1c), en la cual la diferenciacién ocurre sin un aislamiento geografico completo, y donde la seleccidon
natural disruptiva es el principal factor que impulsa la divergencia y contrarresta el efecto homogeneizador del
flujo génico (Endler, 1977; T. B. Smith, 1997). Bajo estas condiciones, la seleccidn natural (o sexual), actuando
sobre rasgos ecoldgicamente relevantes, es el principal factor que causa el aislamiento reproductivo y la
especiacion (Arnold, 2016; Nosil, 2012; Ribeiro et al.,, 2011; Rundle y Nosil, 2005; Smith et al., 2004).

Actualmente, el papel y la prevalencia de la divergencia con flujo génico aln esta bajo estudio.

La mayoria de los primeros estudios que respaldan la divergencia alopatrica como el modo de
especiacion mds comun en ciertos grupos zooldgicos no evaluaron empiricamente hipdtesis alternativas,
principalmente debido a la falta de datos y enfoques metodoldgicos adecuados (Dobzhansky, 1937; Mayr,
1963), lo que llevé a muchos investigadores a adoptar el modelo alopatrico como una regla (Arnold, 2016). La
mayoria de estos estudios que encontraron evidencia a favor del modelo alopatrico, se basan en analisis
filogeograficos de caracteres genéticos neutros (Cabanne et al., 2008; Cadena y Céspedes, 2020; Carnaval
et al., 2009; Hewitt, 2000), y no abordan analisis de patrones de variacion de rasgos complejos, no neutrales.
Solo poniendo a prueba predicciones que consideren multiples caracteres neutrales y no neutrales (Seeholzer
y Brumfield, 2017) podremos comprender el papel de la divergencia con flujo génico en la divergencia

poblacional y la especiacién (Arnold, 2016).
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Figura 1. Modelos de divergencia de especies y predicciones basadas en datos gendmicos y fenotipicos.
Esbozamos cada modelo como una poblacién ancestral que se divide en dos especies hijas (Spl y Sp2). Las
barras horizontales en negro (en el recuadro "Modelo de divergencia") representan regiones gendmicas que
pueden ser afectadas por la seleccion natural (indicado por flechas). Las predicciones se basan en
comparaciones de migracion (m), divergencia fenotipica (Pst) vs. divergencia gendmica (Fst) (Pst - Fst y prueba
S; Karhunen et al., 2013; Leinonen et al., 2013), y en la relacién entre la divergencia relativa (Fst) y absoluta
(Dxy) de loci entre poblaciones (Cruickshank y Hahn, 2014; Irwin et al., 2018). También se representa la
variacion esperada de Fst y Dxy en los escaneos gendmicos. (a) Especiacion alopatrica, donde las dos
poblaciones hijas no intercambian migrantes durante el proceso, y se asume que la divergencia ocurre por
deriva genética aleatoria. Los loci A, B y C divergieron por azar al igual que el resto del genoma, sin generar
picos especificos en Fsty Dxy. (b) Seleccion en alopatria, donde no hay flujo génico entre las poblaciones hijas,
pero esta presente la seleccidn natural. La seleccién natural podria estar relacionada con la adaptacion local
que contribuyd a la divergencia inicial (loci D, E y F). (c) Divergencia con flujo génico, donde la seleccién natural
actua sobre los loci responsables de la divergencia en presencia de flujo génico (loci G y H). Las predicciones
son tanto para divergencia primaria como secundaria (contacto).

Mientras que la divergencia alopatrica (y la deriva) tienen un impacto homogéneo en todo el genoma,
se espera que la divergencia con flujo génico solo afecte a rasgos que son objeto de seleccidn divergente
(Zamudio et al., 2016). Por lo tanto, para discriminar escenarios (es decir, deriva versus procesos adaptativos,
ver Figura 1 para un resumen del enfoque metodoldgico), es esencial comparar varias lineas de evidencia,
como la variacién entre rasgos fenotipicos y marcadores genéticos neutrales (por ejemplo, Antoniazza et al.,
2010; Lehtonen et al., 2009). Si un rasgo especifico se ha modificado por azar (por deriva), se espera que el
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nivel de variacién fenotipica entre poblaciones sea similar al nivel de variacidon genética neutra entre dichas
poblaciones (Antoniazza et al., 2010; Brommer, 2011). En cambio, si la seleccidn natural ha impulsado la
variacién del rasgo, se espera que la variacién en este rasgo sea mayor o menor a la variacion observada en los
marcadores genéticos neutrales. Evaluamos estas predicciones utilizando pruebas que comparan la
divergencia del rasgo de interés con las expectativas de divergencia genética neutral, como la prueba S
(Karhunen et al., 2013; Ovaskainen et al., 2011) y la comparacidn Qsr-Fst (Leinonen et al., 2013). El test S evalta
si los fenotipos promedio de la poblacién han evolucionado de manera diferente a lo esperado segun la deriva
génica aleatoria y el patrén de co-ancestria de la poblacidn local, estimado a partir de marcadores neutrales
(Karhunen et al., 2014; Ovaskainen et al., 2011). Por otra parte, la prueba Qsr-Fst compara la variacion genética
relativa de caracteres fenotipicos cuantitativos entre poblaciones (Qsr; Leinonen et al., 2013), con los niveles

de divergencia genética neutral entre poblaciones (Fsr).

Los modelos de divergencia descritos anteriormente predicen distintas sefiales gendmicas
(Cruickshank y Hahn, 2014; Irwin et al., 2016, 2018; Nachman y Payseur, 2012) que se pueden evaluar
comparando, para cada locus o regién gendmica, patrones de divergencia relativa (Fst) y absoluta (Dxy, el
numero promedio de diferencias entre pares) entre poblaciones. Bajo neutralidad (Figura 1a), donde solo
actua la deriva, los valores de Fsr se aproximan a una distribucién x* (Lewontin y Krakauer, 1973), y el modelo
predice una ausencia de loci o regiones gendmicas con valores extremos de Dxy 0 Fsr. Bajo seleccidn en la
alopatria (Figura 1b), los valores de Fsr de los loci bajo seleccion seran altos en comparacion con aquellos loci
gue no se encuentran bajo seleccién, pero en cambio los valores de Dxy en estos mismos loci no se veran
fuertemente afectados (Cruickshank y Hahn, 2014). Por lo tanto, se espera que los loci bajo seleccién presenten
altos valores de Fsr, y que a su vez presenten valores de Dxy uniformes entre todos los loci (seleccionados y
neutrales). En el modelo de divergencia con flujo génico, los loci bajo seleccién y las regiones cromosdmicas
ligadas a ellos tendran un flujo génico reducido (Nosil et al., 2009; Via, 2012; Wu, 2001), mientras que las
regiones neutrales y las regiones no vinculadas a las seleccionadas fluirdn al azar. Bajo dicho escenario, se
espera que Dxy y Fst sean mas altos en regiones bajo seleccién (Weir y Cockerham, 1984; Wright, 1943) que en
regiones que no estan sometida a la presién selectiva (Figura 1c). La combinacion de estos tests, junto con las
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estimaciones de flujo genético, proporciona un enfoque confiable para evaluar modelos de divergencia y la

accion de la seleccién natural en rasgos no neutrales.

Los bosques secos y otros biomas abiertos neotropicales han sido histéricamente menos estudiados
que las selvas tropicales (Bush y Oliveira, 2006; Cabanne et al., 2008; Carnaval y Moritz, 2008; Haffer, 1969),
por lo tanto, los mecanismos evolutivos que actlan sobre los organismos que los habitan no son del todo
comprendidos (Pennington et al., 2006; Werneck, 2011). En el sur de la regidn Neotropical, el Chaco y los
bosques secos montanos Bolivianos forman una franja casi continua de vegetacion xerofitica (el cinturén de
bosque seco Chaco-Andes) que abarca un amplio gradiente altitudinal y climatico, desde las tierras bajas del
centro de Argentina hasta el norte de Bolivia (alcanzando cerca de 4000 m de elevacién) y a lo largo de las
laderas y quebradas de la cordillera de los Andes (Figura 2a). Este cinturdn de bosque seco esta parcialmente
interrumpido por selvas tropicales y bosques semideciduos (por ejemplo, Yungas) en las laderas andinas.
Algunos taxones que se distribuyen en esta area (por ejemplo, especies de aves mencionadas en Herzog y
Kessler, 2002) muestran divergencia fenotipica entre los extremos de la region, lo que sugiere la accidn
concertada de diferentes procesos evolutivos. Dado que estos organismos habitan gradientes de condiciones
bidticas extremas (por ejemplo, interacciones intraespecificas, patégenos, depredadores) y abidticas como la
humedad, la temperatura y la presién parcial de oxigeno, y que hay una variacién fenotipica observable a lo
largo del gradiente, postulamos que estos gradientes podrian estar impulsando la divergencia con flujo génico

en las poblaciones de aves distribuidas a lo largo del cinturén de bosque seco Chaco-Andes.

En este estudio, exploramos la divergencia a lo largo del cinturon de bosque seco Chaco-Andes
utilizando al Cortarramas Phytotoma rutila (Aves: Cotingidae) como modelo de estudio. Phytotoma rutila, que
es endémico de la region (Figura 2a), tiene dos subespecies que podrian haber evolucionado por seleccién
divergente: angustirostris d'Orbigny y Lafresnaye 1937, que habita entre aproximadamente 2.000 y 3.900 m
de elevacidn, y rutila Vieillot 1818, que se encuentra en tierras bajas (por debajo de 2.000 m sobre el nivel del

mar). Estas subespecies se diferencian por su canto (Uribarri et al., 2020) y tamafio corporal (por
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Figura 2. Distribucion del cinturén de bosque seco del Chaco-Andes y drea de estudio para el analisis
morfoldgico y gendmico de Phytotoma rutila. (a) Distribucion geografica de las subespecies de P. rutila y las
ecorregiones en el drea de estudio, segun Ridgely y Tudor (2009) con modificaciones en los rangos de
reproduccion y migracidn en invierno segun Capitulo 2, Anexo 1 (Revision de los limites geograficos de las
areas de reproduccion e invernada de Phytotoma rutila) y de distribucidon de las subespecies segun los
resultados del Capitulo 2. El mapa de distribucién de las ecorregiones se basa en Dinerstein et al. (2017). El
mapa insertado describe la ubicacién del area de estudio en América del Sur. (b) Localidades de muestreo
para el estudio morfoldgico y gendmico. Se muestra un modelo digital de elevacidon para América del Sur,
con las elevaciones mas altas representadas en negro. El drea de reproduccion se representa con barras
diagonales verdes. La distribucidon de los ejemplares (pieles de estudio depositadas en museos) y su
asignacidn a subespecies se basa en los resultados del Capitulo 1. Las muestras del estudio gendmico se
clasifican siguiendo los resultados de STRUCTURE para K = 3 (ver Figura 3) y se nombran segun la asociacién
de subespecies y la regidn geografica (BoH: tierras altas de Bolivia; Arg: tierras bajas de Argentina; BoL:
tierras bajas de Bolivia). Las lineas discontinuas indican los limites de la subdivisidon en cuatro poblaciones
utilizada para las pruebas S y Pst-Fst. Las localidades de colecta para el estudio gendmico se identifican con
numeros, los cuales pueden ser consultados en la Tabla A2.1. Proyeccidn del mapa: EPSG:4326 - WGS 84

ejemplo, la longitud del tarso es aproximadamente un 9,5% mas corta en rutila; Capitulo 2). Ademas, a pesar

de ser fenotipicamente divergentes, no son monofiléticas reciprocas, y rutila es parafilética (Capitulo 2).
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Nuestro objetivo fue evaluar modelos alternativos (alopatria versus divergencia con flujo génico, Figura
1) que explican la evolucién de poblaciones de P. rutila a lo largo del gradiente ambiental, mediante el estudio
de caracteres gendmicos y morfoldgicos. Nuestras preguntas son: a) écudl es el impacto de la distancia
geografica y la variacion altitudinal en la estructura filogeografica? Y b) élos datos genéticos y fenotipicos

respaldan la divergencia con flujo génico?

MATERIALES Y METODQOS
Obtencidén de datos genéticos

Muestreamos tejidos de 23 especimenes de Phytotoma rutila provenientes de 12 localidades
diferentes, recolectadas en todo el rango reproductivo y altitudinal de la especie (Figura 2b, Tabla A2.1). Los
especimenes son los mismos que los utilizados en el Capitulo 2. El ADN genémico se purificé a partir de
musculo o sangre utilizando el kit de purificacion DNeasy Blood y Tissue (Qiagen). Los marcadores genémicos
se obtuvieron mediante secuenciacidon de ADN asociado a sitios de restriccion de doble digestion (ddRADseq;
Peterson et al., 2012), siguiendo el enfoque descrito por Peterson et al. (2012) y detallados en Thrasher et al.
(2018). En resumen, las muestras se digirieron con Sbfl y Mspl (New England Biolabs, MA) y se ligaron los
fragmentos de ADN digerido a adaptadores en los extremos 5' y 3' para su multiplexacién. Los adaptadores 5'
contaban con cddigos de barras Unicos para cada muestra, mientras que en el extremo 3' el cddigo de barras
fue comun a grupos de 20 muestras. Combinamos los fragmentos con cddigo de barras 5' Unicos y
seleccionamos fragmentos de ADN en el rango de 400-700 pares de bases. Las librerias fueron enriquecidas y
se incorporaron los adaptadores TruSeq mediante 13 ciclos de PCR. Finalmente, las librerias se combinaron en
proporciones equimolares y se secuenciaron en una plataforma lllumina HiSeq 2500 en el Instituto de
Biotecnologia de la Universidad de Cornell, obteniendo secuencias de 101 pares de bases, un solo extremo

(single-end).

Realizamos el demultiplexado, recorte, filtrado, ensamblaje de loci y llamado de polimorfismos de
nucleétido uUnico (SNP) con ipyrad 0.7.28 (Eaton y Overcast, 2020). Los parametros utilizados para el flujo de

trabajo de ipyrad y las condiciones adicionales de filtrado de SNPs utilizando VCFtools (Danecek et al., 2011)
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se encuentran en la Tabla A2.2. Dado que dos de las muestras presentaron un alto porcentaje de sitios
faltantes, utilizamos un primer conjunto de datos de 23 muestras para andlisis exploratorios y un segundo
conjunto de datos de 21 muestras (sin las muestras que presentaban alta tasa de sitios faltantes) para todos
los anadlisis posteriores. Los archivos de salida de ipyrad del conjunto de datos de 23 muestras se utilizaron
para los andlisis exploratorios, como STRUCTURE, la reconstruccion filogenética de maxima verosimilitud y el
analisis de componentes principales (PCA). Para obtener el conjunto de datos de 21 muestras, eliminamos dos
individuos con excesivos datos faltantes (> 78%, MACN-Or-Ct 4079 y MACN-Or-Ct 2766) y volvimos a ejecutar
ipyrad con los 21 individuos restantes. Luego, procedimos con un filtrado adicional de SNPs utilizando VCFtools.
Nuestros criterios para obtener el conjunto de datos final fueron: (a) eliminar sitios con una puntuacion de
calidad inferior a 30; (b) excluir sitios con mds del 80% de datos faltantes (N); (c) eliminar SNPs de baja
frecuencia estableciendo una frecuencia alélica minima de 0,05; (d) mantener solo SNPs bialélicos; (e) reducir
la cobertura maxima de profundidad a 300x (cobertura promedio de profundidad de un SNP en nuestra
muestra + 1 desviacidn estandar) y una cobertura minima de profundidad de 6x. Este conjunto de pardmetros
de filtrado se utilizé para eliminar SNPs que podrian ser producto de errores de secuenciacién, ya que estos
pueden generar sesgos en la inferencia de procesos demograficos (Linck y Battey, 2019; O’Leary et al., 2018;
Willis et al., 2017). Luego, seleccionamos aleatoriamente un SNP por locus, obteniendo un conjunto de datos
final de 4.893 SNPs no ligados (n = 21 muestras, tasa maxima de datos faltantes por individuo del 31,6%, una
cobertura promedio de profundidad en todos los loci de 89,1x). Utilizamos este conjunto de datos final de
ddRADseq para todos los analisis genéticos restantes, excepto los mencionados anteriormente. Ademas,
utilizamos los archivos de salida .gphocs vy .loci de ipyrad para llevar a cabo los andlisis G-PhoCS y Dxy-Fsr,
respectivamente. Los mismos analisis fueron realizados con la totalidad de los SNPs por loci. Dado que no
encontramos diferencias entre los dos conjuntos de datos, solo se presentan los resultados con el conjunto de

datos reducido.

Obtencion de datos fenotipicos

Estudiamos un conjunto de datos fenotipicos obtenido en el Capitulo 2 (Rodriguez-Cajarville, Calderdn,

Tubaro y Cabanne, 2019), que comprende 146 especimenes adultos de ambos sexos recolectados durante la
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temporada de reproduccidn. El conjunto de datos contiene las siguientes seis medidas: longitud del pico (BLT),
longitud del pico desde la narina (BLN), ancho del pico (BW), profundidad del pico (BD), longitud del ala (WL)
y longitud del tarso (TS), asi como el primer componente principal de todas estas variables (PC1). Este ultimo
se utilizd como una aproximacién al tamafio corporal debido a que se correlacionaba positivamente con todas
las caracteristicas morfoldgicas y la masa corporal (Zink y Remsen Jr, 1986), representando el 59.78% de la
variacién morfoldgica total (Capitulo 2). La mayoria de las localidades de recoleccion de los especimenes

fenotipicos son diferentes de las utilizadas en el analisis gendmico.

Analisis de datos genéticos

Primero, exploramos la estructura genética de la poblaciéon con el conjunto de datos RADseq de 23
muestras y utilizamos STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard, Stephens y Donnelly, 2000), que implementa un método
de agrupamiento basado en modelos con marcadores no ligados (es decir, utilizamos el archivo de salida "u.str"
de ipyrad, que contiene un sitio variable seleccionado al azar por locus). Ejecutamos STRUCTURE durante
500.000 generaciones (20% de burn-in), desde K = 1 hasta 10, con 10 iteraciones por K. Siguiendo a Evanno et
al. (2005), seleccionamos el nimero de grupos y resumimos las corridas con el algoritmo greedy en CLUMPP
1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg, 2007). Estimamos un arbol filogenético de maxima verosimilitud con RAXML v
8.2.12 (Stamatakis, 2014), utilizando el modelo GTRGAMMA. También exploramos la diferenciacién entre
poblaciones con el Andlisis de Componentes Principales (PCA), implementado con la funcién snpgdsPCA en el
paquete SNPRelate (Zheng et al., 2012) para R (Somanathan et al., 2004). Los individuos fueron asignados a
poblaciones utilizando un Andlisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC, Jombart, Devillard y
Balloux, 2010) implementado en la funcién find.clusters en adegenet 2.1.3 (Jombart, 2008) para R. Los analisis
se realizaron conservando los componentes principales que en conjunto representaban el 80% de la varianza
y un maximo de diez grupos. Utilizamos el Criterio de Informacién Bayesiano (BIC) para seleccionar el nimero

mas apropiado de agrupamientos.

Realizamos pruebas de aislamiento por distancia geografica (IBD) y el impacto de la variacion
altitudinal en la divergencia genética entre los 21 individuos utilizando una prueba de Mantel en vegan 2.5.7

(Oksanen et al., 2012) para R. Utilizamos una matriz de disimilitud genética entre las muestras (1 - identidad
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por estado, obtenida en SNPRelate) como matriz de respuesta, y la distancia euclidiana geografica y la
disparidad altitudinal entre las muestras como predictores. Ademds, evaluamos el aislamiento por distanciay
el flujo génico mediante la estimacion de superficies efectivas de migracion (EEMS; Petkova, Novembre y
Stephens, 2016). En resumen, este enfoque utiliza un modelo genético de poblacidén en piedemonte para
relacionar las tasas de migracion efectiva en equilibrio con las disimilitudes genéticas esperadas, produciendo
una representacion visual de las tasas de migracidn que resalta la desviacion del aislamiento por distancia. El
resultado principal de EEMS indica areas consistentes con el aislamiento por distancia (base), areas con
migracion por encima de la tasa promedio (corredores) y regiones con migracion por debajo de la tasa
promedio de migracidn (barreras). La ventaja principal de EEMS en comparaciéon con otros métodos para
evaluar la estructura genética de la poblacién (por ejemplo, PCA) es que no es tan sensible a los gaps en el
muestreo geografico (Petkova et al., 2016). Configuramos los parametros siguiendo el manual del programa
(https://github.com/dipetkov/eems; mayo de 2021) e implementamos el andlisis en runeems_snps utilizando
una matriz de disimilitud genética entre las muestras calculada con 4.893 SNPs (n = 21 muestras). Las graficas
finales de EEMS se generaron con rEEMSSplots v. 0.0.0.9 para R obtenido desde la pagina web del programa.
Las condiciones del analisis final, que permitieron tasas de aceptacion de pardmetros > 10% y < 50%, fueron:
nDemes = 1.000, diploide = true, numMCMClter = 6.000.000, numBurnlter = 1.000.000, numThinlter = 9.999,
mSeedsProposalS2 = 0,9, gSeedsProposalS2 = 0,99, mEffctProposalS2 = 0,99 y qEffctProposalS2 = 0,2.

Realizamos multiples réplicas para evaluar la robustez de la convergencia.

Pruebas de modelos alternativos de divergencia.

Estimamos el tiempo de divergencia (Tdiv), los tamafios efectivos de poblacion (Ne) y el flujo génico
(M) utilizando un modelo completo de aislamiento con migracién en el coalescente en G-PhoCS 1.3 (Gronau
et al.,, 2011). Utilizamos como archivo de entrada para G-PhoCS el archivo .gphocs de ipyrad (7.318 loci), que
incluye sitios variantes e invariantes. Para estimar los parametros genéticos de la poblacién (un total de 13
parametros libres), dividimos las muestras en tres poblaciones siguiendo los resultados de STRUCTURE con K
= 3: tierras altas de Bolivia (BoH, n = 9), tierras bajas de Bolivia (BoL, n = 3) y muestras de Argentina (Arg, n =

9), siendo Arg y BolL poblaciones hermanas. Realizamos cinco réplicas con aproximadamente 1.100.000 ciclos
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cada una y un periodo de burn-in del 20%. Verificamos la convergencia y combinamos las ejecuciones en un
solo analisis en Tracer v. 1.6 (Rambaut etal., 2018). De acuerdo con la documentacién de G-PhoCS,
convertimos los parametros del modelo a unidades de individuos o tiempo, asumiendo una tasa de mutacién
de 4,6 x 10 sustituciones por sitio por generacién (Smeds et al., 2016) y un tiempo de generacién de 2,8 afios

(Bird et al., 2020).

Prueba de seleccion natural en rasgos cuantitativos.

Realizamos dos analisis para detectar SNPs outliers y seleccionar SNPs neutrales (aquellos no
identificados como outliers por ningin método) que se utilizarian en las comparaciones S-test y Psr-Fst. En
primer lugar, utilizamos pcadapt 4.03.3 (Luu et al., 2017), que detecta SNPs altamente diferenciados en todo
el genoma al encontrar candidatos para adaptacion local teniendo en cuenta la estructura poblacional (Luu et
al., 2017). Marcamos loci como outliers si tenian al menos un SNP seleccionado como outliers. Para ejecutar
pcadapt, primero evaluamos el nimero 6ptimo de grupos (K = 1 a 10) utilizando la regla de Cattell (Cattell,
1966) basada en el grafico de escalamiento. Mantuvimos K = 2 y obtuvimos una lista de SNPs candidatos
utilizando el procedimiento de Benjamini-Hochberg (Benjamini y Hochberg, 1995) con una tasa de falso

descubrimiento esperada de a =0,1.

En segundo lugar, ejecutamos modelos mixtos de factores latentes (Latent Factors Mixed Models,
LFMM) implementados en 'LEA' 3.6.0 (Frichot y Frangois, 2015) para R con el fin de detectar SNPs asociados a
variables climaticas teniendo en cuenta la estructura poblacional subyacente (factores latentes). El método
tiene como supuesto que en aquellos loci que se encuentren asociados con el clima (o con cualquier variable
de entrada deseada) es indicador de una desviacién de la neutralidad en dichos loci. Realizamos cinco analisis
MCMC independientes con un K = 2 (nimero de factores latentes, de acuerdo con los resultados de
STRUCTURE y PCA), utilizando la elevacion y siete variables ambientales no correlacionadas. Para seleccionar
las variables ambientales, primero extrajimos las 19 variables Bioclimaticas (resolucién de 0,5 arcsec) de la
base de datos WorldClim (http://www.worldclim.org) de las localidades donde recolectamos especimenes
para los conjuntos de datos morfoldgicos y genéticos. Descartamos al azar una variable de aquellos pares

altamente correlacionados (valor absoluto de r de Pearson > 0,8). Los valores p de los cinco analisis se
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combinaron y se ajustaron por pruebas multiples utilizando el procedimiento de Benjamini-Hochberg con una
correccion de tasa de falso descubrimiento (false discovery rate) de 0,1. Para el MCMC, ejecutamos 100.000

iteraciones con un burn-in de 50.000.

Para evaluar las predicciones morfolédgicas presentadas en la Figura 1, llevamos a cabo dos pruebas
principales: la prueba S y la comparacién Qsr-Fsr. El test S se distingue de otras pruebas en su enfoque, dado
que utiliza la informaciéon de todos los rasgos omitiendo el calculo de métricas resumidas (Ovaskainen et al.,
2011), como si lo requiere Fsr 0 Qsr, lo que resulta en un aumento en el poder estadistico para la deteccién de
seleccion. Esto es especialmente valioso en situaciones en las que el numero de poblaciones estudiadas es
bajo (Leinonen et al., 2013) o cuando se trabaja con conjuntos de datos de tamafio reducido (Karhunen et al.,
2013). Este analisis utiliza la estadistica S, que segun Ovaskainen et al. (2011) y Karhunen et al. (2014), se
interpreta de la siguiente manera: S = 0,5 implica deriva genética aleatoria, S < 0,05 implica seleccién natural
estabilizadora al 95% de nivel de credibilidad, y S > 0,95 implica seleccidon natural divergente robusta con un
95% de nivel de credibilidad. Para realizar la prueba S, obtuvimos la matriz de coancestria poblacional en RAFM
(Karhunen y Ovaskainen, 2012) en R, utilizando 50.000 iteraciones con la funcién AFM. Obtuvimos el valor de
S utilizando como datos de entrada la matriz de coancestria y la matriz de rasgos fenotipicos crudos usando el

paquete driftsel (Karhunen et al., 2013), con 10.000 iteraciones para el algoritmo MCMC.

Para aplicar la comparacién Qsr-Fst, aproximamos Qsr mediante Pst, que se obtiene a partir de los datos
fenotipicos observados y representa el nivel de divergencia de un rasgo cuantitativo que esta principalmente
determinado por efectos genéticos aditivos (Brommer, 2011; Leinonenet al., 2008). Si la deriva genética
explica la divergencia morfoldgica, la prediccién Psr = Fsr no deberia ser rechazada. Alternativamente, si Pst >
Fst 0 Pst < Fst, se respaldaria la seleccién diversificadora o la seleccion balanceadora, respectivamente (Merila
y Crnokrak, 2001). Calculamos Psr utilizando la férmula propuesta por Leinonen et al. (2006) y siguiendo a

Brommer (2011):

c 2

Az %

Pt =7 2 2
ﬁo-b + ZO'W
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ow? y ou? representan los componentes de varianza del caracter dentro y entre poblaciones, respectivamente,
h? representa heredabilidad y ¢ es la proporcién de la varianza total que se presume es debida a efectos
genéticos aditivos entre poblaciones. Los componentes de varianza se estimaron utilizando cada variable del
conjunto de datos morfolégicos como variable dependiente, y considerando el sexo y la poblacién como
factores independientes. Para obtener una estimacidn de la variacion neutral esperada para comparar con el
Psr observado, estimamos Fst del conjunto de datos de SNPs no seleccionados (4.193 SNPs) utilizando el
método de Weir y Cockerham (1984) en SNPRelate 1.28.0 (Zheng et al., 2012). Debido a que no existe un
consenso claro sobre como estimar la distribucion nula de los valores de Fsr de marcadores neutrales
(Brommer, 2011; Leinonen et al., 2013), decidimos comparar Psr con la media de Fsry su intervalo de confianza
del 95%, y por otro lado con el 95% de la distribucién de los valores de Fsr calculados para cada locus. La
comparacién Psr-Fsr utilizando esta ultima aproximacidon es un enfoque mas conservador, dado que la

distribucidn de Fsr tiene una dispersion de valores muy amplia.

Realizamos un andlisis de robustez de la comparacidn Psr-Fst basado en Brommer (2011),
implementado en el script de R disponible en https://github.com/Glaucidium/PST_FST _Brommer2011. Debido

a que la estimacion de Psr puede ser influenciada por efectos ambientales (Leinonen et al., 2006; Merila y
Crnokrak, 2001), lo cual produciria la violacién del supuesto % = 1, este analisis debe incluir un estudio de
sensibilidad para evaluar la robustez de la suposicidn Psr = Qsr. En los casos en los que los valores centrales de
Pst v Fst no se superpusieron (que se interpreta como que hay diferencia entre la variacion observada del
fenotipo de interés y la variacidn esperada segun neutralidad), evaluamos el % critico, que representa el valor
de c/h”2 donde se produce la superposicidn entre los intervalos de confianza de Psr y Fsr. Evaluamos el

c sps . c / . e Cc

Wz critico variando oz (de 0 a 2) durante el célculo del valor de Psr, e identificamos el valor de 7z que produce
. . . C sy .« .

intervalos de confianza superpuestos entre Fsr y Psr. Si este valor de Wz critico es muy distinto de 1, se

interpreta como que tanto Psr como Fsr son significativamente diferentes. Seguimos a Brommer (2011) y

. . . c sy . Cc .
adoptamos como indicativo de resultados robustos un wz critico £0,2,y cuando 0,3 > 7z >0,2, interpretamos
los resultados como borderline.
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Realizamos las dos pruebas de seleccidon en grupos de dos y cuatro poblaciones. Para el primer
agrupamiento, seguimos los resultados de STRUCTURE (K = 2) y asignamos las muestras a subespecies. Para el
conjunto de datos fenotipicos, se asignaron los individuos a cada grupo segun nuestro analisis previo (Capitulo
2). Para el segundo agrupamiento, con el fin de aumentar el nimero de réplicas para el andlisis Psr-Fsr,
asignamos las muestras gendmicas a poblaciones de acuerdo con los resultados de STRUCTURE para K=3y
dividimos el grupo argentino en dos subgrupos, lo que resulté en cuatro poblaciones (Tabla A2.1). Para asignar
las muestras fenotipicas a cada una de las cuatro poblaciones determinadas por las muestras genéticas,
obtuvimos los centroides de cada grupo genético para dibujar poligonos de Voronoi en QGIS, definiendo un
porcentaje de extensidon de 400%. A cada grupo le correspondieron los individuos contenidos dentro de cada
poligono (Figura 2b). Los grupos 1 a 4 en el conjunto de cuatro poblaciones se asignaron a subespecies de

acuerdo con el rango conocido de las subespecies (Figura 2a).

Pruebas de modelos alternativos de divergencia.

Para evaluar las predicciones de la Figura 1, comparamos el promedio de Dxy entre conjuntos de loci
identificados como altamente diferenciados y aquellos que no fueron identificados como altamente
diferenciados utilizando 'PopGenome' 2.7.5 (Pfeifer et al., 2014) para R. Evaluamos la correlacién entre Dxy y
Fsr en todos los loci. Estimamos Dxy y Fst (Weir y Cockerham, 1984) para cada locus y entre poblaciones con
'PopGenome’'. Consideramos como loci altamente diferenciados aquellos con Fsr 2 0.2 (Stene et al., 1993).
Establecimos los valores negativos de Fsr como iguales a cero y utilizamos 1.000 réplicas de bootstrap para

obtener intervalos de confianza del 95% de Fsr en 'StAMPP' (Pembleton et al., 2013).

RESULTADOS

Estructura filogeografica y variacion genética.

El analisis genético de la poblacién en STRUCTURE y el método Evanno respaldaron a K = 2 como el mejor
numero de agrupaciones genéticas, ya sea con el conjunto de datos de 21 o 23 muestras (Figura 3a). Las

muestras de la subespecie rutila (provenientes de las tierras bajas argentinas) se agruparon juntas, mientras
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rutila Figura 3. Andlisis de la estructura
rutila (Arg) (BoL)  angustirostris (BoH) filogeografica de la poblacién de Phytotoma
rutila basado en loci de ddRADseq (6.293
loci, 9.956 SNPs, n = 23). (a) Grafico del
andlisis de STRUCTURE para K = 2
(seleccionado por el método de Evanno) y K
= 3. (b) arbol de maxima verosimilitud. Se
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Consultar la Figura A2.1 para obtener
informacién completa sobre el apoyo de los
nodos. (c) Analisis de Componentes
Principales, tasa de datos faltantes = 0,2. Las
elipses indican los grupos de DAPC con

mayor apoyo (K = 2).
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que las muestras de la subespecie angustirostris (altitud en Bolivia) formaron el segundo grupo. Las muestras
de las tierras bajas de Bolivia mostraron un alto grado de mezcla genética (admixture), pero con valores mas
altos de asignacion a la poblacidn rutila. Explorando K = 3, las muestras hibridas de las tierras bajas de Bolivia

formaron un tercer grupo separado del grupo de muestras de Argentina. El arbol de maxima verosimilitud
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agrupd las muestras de angustirostris en un cluster monofilético, con un fuerte soporte, mientras que las
muestras de rutila de Argentina se agruparon en un grupo monofilético pero con bajo soporte (Figura 3b,
Figura A2.1). Las muestras de las tierras bajas de Bolivia (rutila) se agruparon entre angustirostris y las muestras
de rutila de Argentina. El analisis de PCA agrupd las muestras en tres grupos; sin embargo, el andlisis de DAPC

solo respaldd dos grupos consistentes con la clasificacién de subespecies (Figura 3c).

El Fst global entre las subespecies rutila y angustirostris fue de 0,100 (Cl 95%: 0,096 — 0,104), mientras
que el Fst global entre el grupo de cuatro poblaciones fue de 0,123 (Cl 95%: 0,119 — 0,127). Identificamos con
pcadapt 196 SNPs outliers y con LFMM 553 SNPs asociados a la elevacion y a siete variables climaticas BIOCLIM
(Rango diurno medio, Rango anual de temperatura, Temperatura media del trimestre mas célido, Temperatura
media del trimestre mds frio, Estacionalidad de precipitacidn, Precipitacién del trimestre mds cdlido y
Precipitacion del trimestre mas frio). El nimero total de SNPs identificados como outliers por al menos un
método fue de 700, con 49 SNPs sefialados simultdneamente por ambos métodos. El Fsr global entre las
poblaciones rutila y angustirostris obtenido con SNPs neutrales fue de 0,084 (Cl 95%: 0,081 — 0,087), mientras
que el Fst global entre el grupo de cuatro poblaciones estimado con SNPs neutrales fue de 0,096 (Cl 95%: 0,093

—0,099).

Aislamiento por distancia, flujo génico y tiempo de divergencia.

El test de Mantel parcial indicé que tanto el aislamiento por distancia (r parcial = 0,601, p = 0,0003,
controlando la elevacion) como la variacién de elevacidn (r parcial = 0,445, p = 0,002, controlando la distancia
geografica) explicaron la divergencia genética entre las muestras. El analisis EEMS (Estimating Effective
Migration Surfaces) respaldé la existencia de tres grupos genéticos en la especie, siendo angustirostris el mas
aislado (Figura 4a). Estos resultados indicaron que la barrera mas importante para el flujo génico en la especie
es la Cordillera de los Andes, lo cual concuerda con la prueba de Mantel. Ademas, las llanuras del Chaco

parecen ser otra barrera para el flujo génico.
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Figura 4. Flujo genético y tiempo de divergencia entre las poblaciones de P. rutila basado en 7.318 loci de
RADseq (n = 21 muestras). (a) Superficie estimada de migracion efectiva de P. rutila obtenida en EEMS. Los
puntos representan las localidades de muestreo y estan coloreados de acuerdo al agrupamiento K = 3 de
STRUCTURE (BoH: Tierras Altas de Bolivia; BoL: Tierras Bajas de Bolivia; Arg: Tierras Bajas de Argentina). El
mapa indica areas consistentes con el aislamiento por distancia (en blanco), dreas con migracion por encima
de la tasa promedio (corredores, azul claro) y regiones con migracidon por debajo de la tasa promedio
(barreras, naranja). (b) Los resultados de G-PhoCS muestran los dos escenarios mds probables obtenidos
con cinco corridas (runs) finales. Representamos la relacion filogenética de las poblaciones tal como se
utilizaron en el andlisis. La migracion se representa con flechas, siendo el grosor proporcional a la tasa de
migracion (inds/gen: individuos/generacidn). El ancho de las ramas es proporcional al tamafio efectivo de
la poblacidn (Ne, en millones de individuos). El tiempo de divergencia T se muestra en millones de afios
antes del presente (My bp).

Estimamos el flujo génico y el tiempo de divergencia entre las tres poblaciones (angustirostris, rutila y
rutila de las tierras bajas de Bolivia) utilizando G-PhoCS. Estos analisis convergieron en dos escenarios que

variaban ligeramente en la magnitud del flujo génico (Figura 4b). En conjunto, estos escenarios indicaron que

los eventos de divergencia ocurrieron simultdneamente durante el Pleistoceno tardio y que el flujo génico

entre regiones fue asimétrico, siendo mayor de rutila hacia angustirostris, excepto en el escenario 2 donde hay
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un mayor flujo génico de angustirostris hacia rutila de las tierras bajas de Bolivia. Ademas, analizamos un
modelo simplificado con solo dos poblaciones, fusionando rutila y las tierras bajas de Bolivia en un solo grupo
(rutila), que también describié un flujo génico asimétrico con tasas mas altas de rutila hacia angustirostris

(Figura A2.2).

Divergencia de rasgos adaptativos

Los analisis de S-test realizados sobre el rasgo tamario corporal (PC1) de P. rutila rechazaron la deriva

y respaldaron la seleccion natural divergente tanto en el analisis de dos poblaciones como en el de cuatro

poblaciones (S > 0,99, Tabla 1). Un escenario similar fue respaldado para otros rasgos (S > 0,90) como
profundidad del pico (BD) y la longitud del ala (WL). En cuanto a las comparaciones de Psr-Fst, el Pst estimado
con PC1 fue mayor que la expectativa neutral en todas las comparaciones, lo que respalda un origen adaptativo
de la divergencia en el tamafio del cuerpo entre las poblaciones (Tabla 1, Figura A2.3). La robustez fue alta en

todos estos andlisis de PC1 (% critico = 0,20), excepto al analizar cuatro poblaciones y comparar el Psr

observado con la distribucidn de Fsr de un solo locus. Las comparaciones de Psr-Fst indicaron que la mayoria
de los rasgos individuales se desviaron de la variacién neutral (es decir, Pst > Fst), pero solo fueron robustos los
resultados de los caracteres profundidad del pico y la longitud del ala que implicaron comparaciones con Fsr

promedio.
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Tabla 1. Resultados de las comparaciones test S y Psr-Fst para evaluar la accidon de la seleccidn natural sobre los rasgos fenotipicos de Phytotoma rutila. Ambos
analisis se llevaron a cabo en dos poblaciones (subespecies) y en cuatro poblaciones. Las comparaciones Pst-Fst se basan en comparar el Psr observado con la
media del Fsry con la distribucion de los Fsr para cada locus. Los rasgos individuales estudiados son longitud del pico (BLT), longitud del pico desde la narina
(BLN), ancho del pico (BW), profundidad del pico (BD), longitud del ala (WL) y longitud del tarso (TS), y PC1 es el primer componente principal de todas estas
variables, un proxy del tamafio corporal.

Dos poblaciones
angustirostris (n = 35) versus rutila (n = 100)

Cuatro poblaciones

media n = 36, (min = 19, max = 82)

S-test Psr-Fst. Pst comparacién con: S-test Psr-Fst, Pstcomparison to:
Pst Fst medio (95% Cl): Fst distribucidn Pst Fstmedio (95% Cl): Fsrdistribucidn
(95% Cl) 0,084 (0,080-0,087) 95%: 0-0,400 (95% Cl) 0,096 (0,093-0,099) 95%: 0-0,380
Rasgo S Resultado % critico Resultado % critico S Resultado % critico  Resultado % critico
PC1 0,991** 0,772 PST > FST 0,039** Ps‘r > FST 0,263* 0,998** 0,584 PST > FST 0,097** PST > FST 0,552
(0,71 -0,82) (0,50 - 0,68)
BLT 0,863 0,523 PST > Fs‘r 0,131** Ps‘r = Fs‘r n.a. 0,892 0,353 PST > Fs‘r 0,374 Ps‘r = Fs‘r n.a.
(0,41 -0,65) (0,28 -0,49)
BLN 0,824 0,291 PST > Fs‘r 0,432 Ps'r = FST n.a. 0,642 0,176 Ps‘r = Fs‘r n.a. Ps‘r = Fs‘r n.a.
(0,13 -0,46) (0,07 - 0,34)
BW 0,864 0,363 PST > Fs‘r 0,273 Ps‘r = Fs‘r n.a. 0,883 0,186 Ps‘r = Fs‘r n.a. Ps‘r = Fs‘r n.a.
(0,21 -0,49) (0,09 -0,35)
BD 0,965** 0,594 Ps‘r > Fs‘r 0,090** Ps‘r > Fs‘r 0,762 0,966** 0,443 Ps‘r > Fs‘r 0,253* PST = FST n.a.
(0,51-0,71) (0,32-0,57)
WL 0,995%* 0,692 Psr>Fsr  0,061%% Pst > Fst 0,485 0,994** 0,595 Psr>Fsr  0,113%* Pst > Fst 0,954
(0,63-0,76) (0,51-0,71)
TS 0,989** 0,641 Pst > Fst 0,078** Pst > Fst 0,615 0,908* 0,432 Pst > Fst 0,293 Pst = Fst n.a.

(0,55-0,72)

(0,29-0,53)

** *: Resultados robustos o borderline, respectivamente, del analisis S-test o el andlisis Psr-Fst. Consideramos que S > 0,95 es evidencia de seleccion

divergente. La evaluacion de la robustez del andlisis Psr-Fst se basa en Brommer (2011). n.a.: no aplicable."
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Pruebas de divergencia relativa y absoluta.

La media de Dyy de los loci altamente diferenciados (es decir, la media de Dxy de los loci con Fst>0,2 =
0,0094, Cl 95%: 0,0091 — 0,0098, n = 861) fue mayor que la de los demas loci (es decir, la media de Dxy de los
loci con Fst < 0,2 = 0,0038, Cl 95%: 0,0037 — 0,0040; prueba de Mann-Whitney p < 0,01, Figura 5a). Esta
diferencia fue aun mayor al considerar criterios mas rigurosos para definir loci altamente diferenciados, como
Fst2 0,5y 2> 0,8 (Figura A2.4). Ademads, hubo una correlacion positiva entre Fsr y Dxy (Figura 5b, correlacién de

Spearman: 0,6, p < 0,01).

a Figura 5. Divergencia relativa versus divergencia absoluta
Neutral . entre 7.318 loci RADseq de Phytotoma rutila (n = 21
muestras). (a) Comparacion de la divergencia absoluta Dxy
entre loci altamente diferenciados (Fst 2 0.2, n = 861)
Fsr>0.24 — ————wemome sse oo versus loci neutrales (aquellos que no se identificaron
como outliers, n = 6.457). (b) Dxy versus Fsr de los loci
0.00 0.02 0.04 ddRAD. La linea de regresién suavizada y el intervalo de
Dxv confianza del 95% se obtuvieron mediante el método GAM
b 0.04 o de ggplot2 para R (Wickham, 2016).
0.03
& 002
0.01
0.00

0.00 0.25 0.50 0.75 1.0
Fsr Haplotipico

DISCUSION

El propdsito de este estudio fue examinar la influencia del flujo génico y el papel de la seleccidn natural
en la divergencia morfoldgica entre las subespecies de P. rutila, un ave que habita los bosques secos de
Sudamérica, a lo largo de gradientes de distancia y elevacidn. En conjunto, nuestros resultados respaldan la
idea de que la seleccidn natural desempefa un papel fundamental en la diversificacién a lo largo del cinturén
de bosques secos del Chaco y los Andes. Entre los hallazgos destacamos: a) Identificamos una diferenciacién

tanto gendmica como fenotipica que coincide con el gradiente de tierras altas-bajas en la regién de estudio,
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donde la variacidn altitudinal emerge como un factor critico que explica la variacién gendmica. b) Observamos
una mayor variaciéon fenotipica en comparacién con la gendmica neutral, lo que sugiere la evolucidn adaptativa
de rasgos fenotipicos. c) Confirmamos la presencia de un flujo génico significativo. d) Detectamos un patrén de
diferenciacidon gendmica tanto relativa como absoluta que es congruente con el proceso de divergencia con

flujo génico.

Estructura filogeografica de P. rutila a lo largo del cinturdn del bosque seco Chaco-Andes.

Nuestros analisis revelaron patrones de divergencia genédmica y morfolégica dentro de P. rutila que se
alinean con el eje de tierras altas y tierras bajas del cinturén del bosque seco Chaco-Andes, lo que sugiere la
accion de fuerzas de diversificacion a lo largo de los gradientes ambientales de esta region. Encontramos grupos
genéticos asociados con las subespecies de P. rutila, asi como individuos hibridos, que divergieron durante el
Pleistoceno tardio (aproximadamente hace 0,2 millones de afos; Figura 3, Figura 4b). Ademas, encontramos
que el principal predictor de la divergencia genética entre los individuos fue la variacidn altitudinal a lo largo
de las laderas de los Andes, asi como la distancia geografica (Figura 4a). Los resultados de EEMS también
mostraron un flujo génico mds alto de lo esperado entre las muestras del sur y una fuerte barrera que coincide
con el eje de tierras altas y tierras bajas en el sur de Bolivia. Ademas, se detectd un flujo génico menor de lo
esperado entre los dos principales grupos de tierras bajas (Sur de Bolivia y Argentina) en la zona centro de
Argentina (Figura 4a). Aunque no hay un muestreo homogéneo en toda el drea de estudio, estos resultados
son robustos porque el método EEMS no es afectado por deficiencias en el muestreo (Petkova et al., 2016).
Estos patrones de divergencia fenotipica y genética coinciden con el eje de tierras altas y tierras bajas de la
region de estudio, un patrén que se observa con frecuencia en otras aves que habitan en ambientes de

montafia (Cheviron y Brumfield, 2009; Mila et al., 2009; Seeholzer y Brumfield, 2017).

El andlisis demografico G-PhoCs confirmé que la subespecie rutila tiene un tamafio poblacional
efectivo mas grande, como se sugirié en nuestros resultados preliminares (Capitulo 2). Ademas, encontramos
un flujo génico asimétrico entre las subespecies de P. rutila, con mayor tasa en direccidn a la subespecie de
tierras altas angustirostris (Figura 4b, Figura A2.3). Este patron de flujo génico asimétrico podria ser

consecuencia de la difusion génica (Lenormand, 2002) desde la regién con el tamafio poblacional efectivo mas
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grande (rutila) hacia la mds pequefia (angustirostris), o debido a diferentes procesos adaptativos entre las
subespecies. Sin embargo, es poco probable que la magnitud de la divergencia observada en algunos loci se

mantenga bajo una migracidn tan alta en ausencia de una fuerte seleccién.

Una explicacion plausible no neutral para este patrdn es que los alelos adaptativos en las tierras altas
Andinas sean deletéreos en las condiciones de tierras bajas. Los individuos de tierras bajas que heredan tales
alelos no podrian transmitirlos en el nuevo ambiente, disminuyendo la frecuencia de estos genes en esa
poblacién y creando asi un patrén de flujo génico limitado desde las tierras altas hasta las tierras bajas. Este
resultado es concordante con otros estudios realizados en aves que habitan los altos Andes y las tierras bajas
del cono sur de América del Sur (por ejemplo Bulgarella et al., 2012; McCracken et al., 2009; Wilson et al.,
2013). La existencia de patrones filogeograficos compartidos respalda historias compartidas entre los taxones

de la region.

El papel de la seleccién natural en la evolucion de las subespecies de P. rutila.

Nuestro analisis respaldd el papel de la seleccién natural divergente en la evolucidn de las subespecies
de P. rutila entre los extremos del cinturén de bosques secos Chaco-Andes. En primer lugar, los analisis de
variacion morfoldgica versus gendmica neutral (tests S y Psr-Fst) rechazaron el modelo nulo y respaldaron la
presencia de seleccién natural diversificadora actuando sobre el tamafio corporal (Tabla 1). Ambos enfoques
se basan en una serie de supuestos simplificados (Merild y Crnokrak, 2001; Ovaskainen et al., 2011; Whitlock,
2008). Por ejemplo, asumen que los marcadores genéticos estudiados son neutrales, que los rasgos
morfoldgicos evaluados son de codificacion poligénica y se basan en marcadores de efecto aditivo, que hay
ausencia de efectos maternos, que la mutacidn es homogénea entre las poblaciones y, en cuanto a la
comparacién Psr-Fst, que existe una estimacién imparcial de la diferenciacién genética de los rasgos
cuantitativos. Dado que se considera que la varianza genética no aditiva y los efectos maternos en los rasgos
son bajos (Merild y Crnokrak, 2001), y debido a que hemos utilizado un gran nimero de marcadores que no
han sido identificados como outliers ni asociados con variables climaticas, los resultados indicarian que las
pruebas han cumplido la mayoria de estas suposiciones. Esto es cierto, excepto para la comparacién Psr-Fst, ya

que el enfoque aproximé la diferenciacidon genética de los rasgos cuantitativos con la diferenciacion observada
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de los rasgos (es decir, Qst = Ps7). Tal aproximacion no tendria en cuenta el impacto de los factores ambientales
y, por lo tanto, confundiria los efectos de la plasticidad fenotipica y la seleccién natural. Sin embargo, solo a
través de experimentos de jardines comunes es posible obtener una estimacién imparcial de Qsr (Whitlock,
2008), lo cual es casi imposible en estudios de organismos no modelo como P. rutila. Por lo tanto, siguiendo a
Brommer (2011), evaluamos la precision de esta aproximacion y encontramos que la mayoria de las
comparaciones Psr-Fst realizadas con el PC1 del fenotipo de P. rutila son sélidas en todas las pruebas (Tabla 1,

. . / ~ . Cc sy . . epe
Figura A2.3). Por ejemplo, el valor mas pequefio obtenido de 7z Critico fue 0,039, lo que significa que, para

ese rasgo, el efecto genético aditivo entre las poblaciones tendria que ser el 3,9% del efecto intra poblacional

para que la deriva genética explique la divergencia fenotipica (Qsr = Pst), lo cual es poco realista (Brommer,
Cc sy . T ,
2011). Solo un valor de oz Critico no fue robusto (0,78), correspondiente al andlisis en el que se compard el

Pst observado con la distribucién de Fsr (Tabla 1), lo cual se podria considerar como un enfoque conservador
en contraste con la comparacién con la media de Fsr. Las comparaciones Psr-Fst realizadas con rasgos
individuales se desviaron de la variacion neutral, pero solo fueron sélidas en las comparaciones con el Fsr
promedio realizadas con la profundidad del pico y la longitud del ala. En conjunto, los resultados de las pruebas
Sy de comparacidén Psr-Fst respaldan una sefial de seleccién divergente para el PC1 de la morfologia de P. rutila,
asi como una tendencia similar para la profundidad del pico y la longitud del ala. Aunque estos analisis no son
concluyentes acerca de la acciéon de la seleccién natural y no descartan por completo los efectos ambientales,
consideramos que sus resultados son sélidos y proporcionan evidencia de la accién de la seleccién natural
divergente en P, rutila. A pesar de no haber podido obtener datos genéticos de poblaciones intermedias entre
los altos Andes y la regidn baja de Argentina (norte de Argentina), confiamos en que los resultados de las
comparaciones fenotipicas-gendmicas son sdlidos. De hecho, estos tests deben considerarse como
conservadores, porque al no tener muestras de estas regiones intermedias, es posible que hayamos

sobreestimado la divergencia genética entre las poblaciones de tierras altas y bajas.

Otra linea de evidencia que respalda la accién de la seleccién natural entre subespecies es que los

individuos de tierras altas (angustirostris) tienen el tamafio corporal mas grande (Capitulo 2), lo cual
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probablemente sea adaptativo a las condiciones de montafia. Una correlacién de un rasgo con un gradiente
ambiental (por ejemplo, tamafio corporal con elevacion, temperatura o humedad) proporciona evidencia en
contra de la deriva genética (Whitlock, 2008). Ademas, un aumento correlacionado con la altitud en rasgos
relacionados con el tamafio se ha interpretado como una respuesta adaptativa a las condiciones ambientales
de alta montafia (Ashton, 2002; Zink y Remsen Jr, 1986), como se establece en la regla de Bergmann (Bergmann,
1847). Segun esta regla, el tamafo corporal en homeotermos se correlaciona positivamente con la disminucion
de la temperatura y la humedad (James, 1970), mientras que se supone que un tamafio corporal mas grande
es una adaptacion a temperaturas mas bajas, climas extremos y/o a una fuerte estacionalidad (Zink y Remsen
Jr, 1986), que son condiciones comunes en los altos Andes. Ademds, rasgos individuales como la profundidad
del pico y la longitud del ala parecen haber sido mas afectados por la seleccién divergente que los otros rasgos
gue analizamos. Dado que todos los rasgos tuvieron una correlacion positiva alta con el PC1 (Capitulo 2), es
facil concluir que la sefial observada de seleccién en esos rasgos podria ser consecuencia de la alometria (todos
los rasgos tenian valores mds altos en angustirostris que en rutila), pero también una sefial de procesos
adaptativos. Se espera que la profundidad del pico se vea afectada por la variacion en la ecologia de forrajeo y
también se ha encontrado que esta bajo seleccidn en otros estudios de aves (Eroukhmanoff et al., 2013). Sin
embargo, no hay consenso sobre como la variacion altitudinal afectaria la morfologia del pico (Landmann y
Winding, 1995), especialmente en un ave folivora como P. rutila. En cuanto a la longitud del ala, su variacion
estaria relacionada, por ejemplo, con la densidad de vegetacidn y la continuidad del habitat (Cabanne et al.,
2014; Mila et al., 2009; Winkler y Leisler, 2008). El habitat de las tierras altas de P. rutila es intrinsecamente
mas fragmentado que en las tierras bajas de las regiones del Chaco y Monte, ya que principalmente consiste
en una red de bosques secos y arbustos dispersos en valles, en lugar de un bosque seco continuo y denso. En
este caso, las alas largas y puntiagudas de la subespecie angustirostris podrian ser una adaptacion a la vida en
grandes altitudes (Landmann y Winding, 1993, 1995) y en un habitat fragmentado con baja densidad de
vegetacion, donde se espera que los vuelos sean mas largos y en vegetacién mas abierta que en las tierras

bajas.

70



Alopatria versus divergencia con flujo génico y la importancia del cinturdn de bosque seco del
Chaco-Andes

Nuestros resultados respaldan que las subespecies de P. rutila han divergido en presencia de flujo
génico. El analisis gendmico no respaldé un modelo de divergencia en alopatria porque encontramos que los
loci altamente diferenciados presentaron una divergencia absoluta (Dxy) mas alta que los loci no diferenciados
(Figura 5a), lo cual concuerda con las predicciones del modelo de divergencia con flujo génico (Figura 1). El Dy
promedio de los loci con Fsr 2 0,2 fue 2.5 veces mayor que los loci con Fsr < 0,2; y cuando los criterios para
seleccionar loci altamente diferenciados fueron mas rigurosos (por ejemplo, Fsr > 0,5 y Fst > 0,8), la diferencia
entre los valores medios de Dyy fue ain mayor (Figura A2.4). Ademas, Fsty Dxy estaban correlacionados (Figura
5b), lo cual concuerda con el resultado anterior. Este resultado, junto con la existencia de flujo génico entre
regiones (Figura 4) y los resultados de las pruebas S y las comparaciones Psr-Fst (Tabla 1), rechazaron la

divergencia alopatrica neutral y respaldaron la divergencia con flujo génico.

Las estimaciones de flujo génico entre las subespecies de P. rutila (Figura 4; Figura A2.2) representan
la migracién promedio que ocurre durante la divergencia de un ancestro comun y no distinguen el contacto
primario (flujo génico constante bajo) del contacto secundario (periodos de alopatria seguidos de alto flujo
génico) (Cruickshank y Hahn, 2014). Sin embargo, el analisis gendmico de P. rutila indicé que algunos loci tienen
menos introgresidon que otros (es decir, loci con valores pico de Fst y Dxy), lo cual es compatible con la
divergencia con flujo génico (Figura 1). Estos loci altamente divergentes entre las subespecies pueden ser
blancos de seleccion natural e indicar una adaptacién local diferencial entre las regiones de los altos Andes y
las tierras bajas (es decir, adaptacién a temperaturas extremas, estacionalidad y variacién en las presiones
parciales de oxigeno). Por ejemplo, las poblaciones de la subespecie mas surefia, rutila, migran hacia el norte
durante el invierno austral, lo cual podria indicar que tienen una menor tolerancia al frio extremo que las
subespecies andinas, que no son migratorias (Capitulo 2). Ademas, la subespecie angustirostris podria estar
localmente adaptada para enfrentar la hipoxia, las bajas temperaturas y la alta demanda energética impuesta

por vivir a grandes altitudes.
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Nuestros resultados respaldan que los gradientes ambientales a lo largo de los bosques secos del Chaco
y los Andes han promovido la diversificacidon parapatrica entre las subespecies de P. rutila. Los ecotonos y otros
gradientes como el cinturén de bosques secos del Chaco y los Andes pueden ser fundamentales para la
evolucion y el mantenimiento de la biodiversidad en regiones tropicales (Smith et al., 2004). Mucho mas
compleja de lo que tradicionalmente pensabamos, la diversificacion aviar en estas regiones implica no solo la
vicarianza, sino también el flujo génico entre poblaciones y la seleccidon natural que actla simultadneamente a
lo largo de los gradientes ambientales (Nosil, 2012; Orr y Smith, 1998; Smith, 1997), en contraste con la idea

de especiacion basada principalmente en modelos alopatricos (Mayr, 1963; Smith et al., 2014).
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CAPITULO 4

Diferentes procesos evolutivos desacoplan la divergencia con flujo génico entre la
coloracién y morfologia de un ave (Cranioleuca pyrrhophia, Furnariidae) a lo largo

del gradiente de bosques secos Chaco Andes

76



RESUMEN

Multiples especies poseen poblaciones que muestran variacion espacial en caracteres fenotipicos. Esta
heterogeneidad espacial en los rasgos fenotipicos se genera y mantiene por procesos aleatorios y/o
deterministicos, y estd consensuado que, en cuanto al escenario geografico, es necesario un evento de
alopatria (aunque sea temporal) para lograr divergencia poblacional y especiacion. No obstante, numerosos
estudios dan cuenta de casos que desafian ese patron general, donde las poblaciones divergen incluso bajo el
efecto homogeneizador del flujo genético. En este capitulo el objetivo fue evaluar el modelo de divergencia
con flujo génico a lo largo de un gradiente ambiental, utilizando como modelo de estudio al ave del bosque
seco Chaco-Andes Cranioleuca pyrrhophia. Se recolectaron muestras de tejido, se obtuvieron datos de
variaciéon de tamafio corporal y espectrofotométicos de especimenes de museo. Analizamos la variacion
espacial de los rasgos y utilizamos técnicas de secuenciacién de nueva generacién para obtener loci genémicos
(ddRADseq) y estudiar la estructura genética de las poblaciones. Evaluamos los efectos de las condiciones
ambientales, la altitud y el aislamiento por distancia geografica tanto en la divergencia gendmica como en la
divergencia fenotipica. Ademas, para distinguir la divergencia en alopatria de la divergencia con flujo génico,
comparamos la variacion de rasgos fenotipicos con la variacién gendmica neutral (pruebas S y comparaciones
Psr-Fst), realizamos andlisis coalescentes para estimar el flujo génico y el tiempo de divergencia, y calculamos
la divergencia gendmica relativa (Fst) versus absoluta (Dxy). Encontramos que a) C. pyrrhophia es uniforme en
cuanto a los rasgos morfométricos, aunque hay una leve variacion correlacionada con el eje longitudinal, b) en
relacidon con los caracteres de coloracidn, se encontrd evidencia de estructura geografica en las timoneras
centrales, rasgo diagndstico para identificar subespecies, c) las subespecies de C. pyrrhophia no forman grupos
evolutivamente independientes, d) mayor divergencia fenotipica que gendmica neutra en algunos caracteres;
e) flujo génico asimétrico entre las poblaciones andinas y chaqueias; y f) un patrén de diferenciacion gendmica
relativa y absoluta compatible con la divergencia con flujo génico. Los resultados soportan que el mecanismo
detrds de la diversificacién morfoldgica y gendmica a lo largo del cinturdn del bosque seco Chaco-Andes en C.

pyrrhophia es la divergencia con flujo génico. Ademads, La diversificacién en América del Sur ocurre por un
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conjunto de procesos, como el flujo génico entre las poblaciones, la seleccidn natural a lo largo de gradientes

ambientales y también la vicarianza.
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INTRODUCCION

¢Cudles son los mecanismos que generan y mantienen la variacidn fenotipica a lo largo de la
distribucidn de una especie? Multiples especies poseen poblaciones que, aisladas o no, muestran variacion
espacial en caracteres fenotipicos, como en el tamano y forma corporal, la coloracién, el canto, entre otros.
Esta heterogeneidad espacial en los rasgos fenotipicos se mantiene por procesos aleatorios y/o deterministicos
ligados a condiciones pasadas y contemporaneas (Zamudio et al.,, 2016). Se han propuesto tres factores
principales que se destacan como fuentes de variacién fenotipica en la naturaleza: 1) variacion neutra, o por
deriva, dado que los procesos estocasticos pueden producir cambios fenotipicos si las poblaciones pasan
suficiente tiempo en aislamiento (Mayr, 1942); 2) adaptacidn local, como resultado de la seleccidon natural
cuando las poblaciones adquieren rasgos ventajosos bajo la influencia de las condiciones ambientales locales
(Williams, 1996); vy 3) la plasticidad fenotipica, que es el potencial de un organismo de producir, a partir de un
mismo genotipo, un rango de fenotipos en multiples condiciones ambientales (DeWitt et al., 1998). Debido a

esto, dicha variacion fenotipica no es heredada. Otros factores pueden ser la mutacién y el flujo génico.

El contexto geografico en el que ocurre la diversificacién es objeto de debate, y la pregunta central ha
sido si la divergencia ocurre mayoritariamente entre poblaciones aisladas geograficamente (en alopatria), ya
sea al azar o por intermedio de seleccion natural, o sin aislamiento geografico (en parapatria y o simpatria) y
por medio de seleccién natural divergente (Coyne y Orr, 2004; Darwin y Wallace, 1858; Schluter, 2009). Esta
consensuado que la mayoria de los procesos de especiacidon requieren una fase alopatrica (Anderson y Weir,
2022; Coyne y Orr, 2004; Tobias et al., 2020), tanto en presencia como en ausencia de divergencia ecoldgica
adaptativa (Nosil, 2012; Tobias et al., 2020), ya que se ha visto que, por ejemplo, a nivel macro evolutivo, la
divergencia fenotipica es explicada por el tiempo desde la divergencia inicial (Tobias et al., 2014). De todas
formas, numerosos estudios dan cuenta de casos que desafian ese patron general, en los que las poblaciones
divergen incluso bajo el efecto homogeneizador del flujo genético (Blanckaert y Hermisson, 2018; Ribeiro et al.,
2019; Rodriguez-Cajarville et al., 2022; Wang y Summers, 2010), indicando que la seleccidn natural es el factor

gue impulsa mayoritariamente esa diversificacidn. Es posible que la nocidn de que la alopatria es fundamental
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para el inicio de la especiacién sea producto de que los primeros estudios del tema no evaluaron hipétesis
alternativas al aislamiento, o que carecian de métodos y o datos para un estudio completo de las distintas

alternativas (Arnold, 2016).

Para distinguir entre la divergencia al azar versus la divergencia por seleccidn natural (y los escenarios
geograficos), es necesario comparar la variacién fenotipica, gendmica y ambiental en el sistema de estudio,
donde cada modo de divergencia predice distintos patrones a nivel gendmico, y en la variabilidad fenotipica
(Figura 1). La divergencia en alopatria tendra un impacto homogéneo en todo el genoma dado que cada
poblacién seguira un camino evolutivo independiente. En ausencia de seleccidén, la divergencia genética entre
poblaciones (Fsr) a nivel gendmico solo por deriva genética se aproxima a una distribucion x2 (Lewontin y
Krakauer, 1973; Whitlock y Lotterhos, 2015). Ademas, se espera que la variacién en caracteres de variacion
continua también cambie con magnitud similar a los caracteres gendmicos neutros, lo cual estara determinado
(entre otras variables) por el tiempo que las poblaciones han permanecido en aislamiento (Pigot y Tobias,
2013). En un escenario geografico de alopatria, pero con la seleccién natural cumpliendo un rol significativo,
esperamos encontrar una diferenciacion gendmica basal (la magnitud dependerda de cuanto tiempo las
poblaciones estuvieron en aislamiento y de la diferencia de tamafno entre ellas), con regiones gendmicas
altamente diferenciadas ligadas a caracteres bajo seleccién mostrando picos de Fsr(Irwin et al., 2018). En el
caso de divergencia con flujo genético, dado que las poblaciones aun intercambian migrantes, se espera que la
mayor parte del genoma tenga muy baja diferenciacion entre las poblaciones. Por otra parte, aquellas regiones
gendmicas ligadas a caracteres bajo seleccidn, poseeran un Fsr muy superior a la mediana (Zamudio et al.,
2016). Si la seleccién actud sobre caracteres de variacion continua, se espera que estos caracteres tengan
mayor divergencia que la predicha por caracteres gendmicos neutros (Irwin et al., 2016, 2018; Leinonen et al.,

2008).
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Figura 1. Modelos de divergencia de especies y predicciones basadas en datos gendmicos y fenotipicos.
Esbozamos cada modelo como una poblacién ancestral que se divide en dos especies hijas (Sply Sp2). Las
barras horizontales en negro (en el recuadro "Modelo de divergencia") representan regiones genémicas que
pueden ser afectadas por la seleccion natural (indicado por flechas). Las predicciones se basan en
comparaciones de migracion (m), divergencia fenotipica (Pst) vs. divergencia gendmica (Fst) (Pst - Fsty prueba
S; Karhunen et al., 2013; Leinonen et al., 2013), y en la relacidn entre la divergencia relativa (Fs7) y absoluta
(Dxy) de loci entre poblaciones (Cruickshank y Hahn, 2014; Irwin et al., 2018). También se representa la
variacion esperada de Fst y Dxy en los escaneos gendomicos. (a) Especiacion alopatrica, donde las dos
poblaciones hijas no intercambian migrantes durante el proceso, y se asume que la divergencia ocurre por
deriva genética aleatoria. Los loci A, B y C divergieron por azar al igual que el resto del genoma, sin generar
picos especificos en Fsty Dxv. (b) Seleccién en alopatria, donde no hay flujo génico entre las poblaciones hijas,
pero estd presente la seleccién natural. La seleccion natural podria estar relacionada con la adaptacion local
gue contribuyo a la divergencia inicial (loci D, E y F). (c) Divergencia con flujo génico, donde la seleccién
natural actla sobre los loci responsables de la divergencia en presencia de flujo génico (loci G y H). Las
predicciones son tanto para divergencia primaria como secundaria (contacto).

Descartar o separar la plasticidad fenotipica de la ecuacidn no es trivial. Una herramienta clasica en el
estudio de la adaptacion local son los experimentos de jardines comunes (common gardens en inglés,
Savolainen et al.,, 2013). Estos experimentos consisten en criar progenies de individuos extraidos de las
poblaciones de interés bajo las mismas condiciones ambientales (normalmente exsitu), con el objetivo de

controlar el efecto del ambiente sobre la variacion fenotipica (de Villemereuil et al., 2016). En organismos no
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modelo, realizar experimentos de jardines comunes es muy dificil tanto logistica como econémicamente, ya
que implica reproducir a los individuos extraidos de la naturaleza y criar a la progenie en condiciones de
laboratorio o seminaturales. Dado que esta alternativa habitualmente no es viable (por sus dificultades
logisticas) para estudiar adaptacién local en organismos no modelo, se recurre a métodos indirectos para
descartar la plasticidad fenotipica. Una de estas formas es determinar la robustez de las pruebas de seleccién
natural, como el método propuesto por Brommer (2011), donde se compara la variacién fenotipica (Psr) con la
divergencia gendmica neutra. Ademas, se recurre al estudio de correlaciones entre factores ambientales,

fenotipicos y genéticos.

Sudamérica ofrece un escenario interesante para evaluar preguntas relacionadas con los modos de
diversificaciéon dado que posee una gran diversidad ambiental, extensos gradientes ambientales y barreras
potenciales a la migracidn. Los bosques secos Chaquefios y andinos (desde ahora, cinturén de bosques secos
Chaco-Andino) poseen una distribucién geografica extensa (Figura 2), abarcando un amplio rango altitudinal y
climdtico, que se extiende desde la zona centro de Argentina, se eleva por las laderas andinas en direccién
norte y alcanza la zona central de Perd. El cinturén de bosque seco Chaco-Andino es interrumpido en las laderas
de los Andes por bosque lluvioso y semi caducifolio (yungas) y en las zonas bajas, por dos rios principales: el
Bermejo y el Pilcomayo. Algunas especies de aves distribuidos conjuntamente en esta drea muestran
divergencia fenotipica entre regiones, como por ejemplo entre zonas altas y tierras bajas, asi como a ambos
lados de los rios mencionados (Brusquetti et al., 2018; Herzog y Kessler, 2002; Nores, 1992), lo que sugiere la
accién de procesos evolutivos concertados. Ejemplos de estos taxones con diferencias fenotipicas (que en
algunos casos incluso han llegado a considerarse subespecies) son: las especies hermanas Asthenes baeri
(Chaquena) y Asthenes dorbignyii (Andina), Phytotoma rutila rutila (Chaquefa) y P. r. angustirostris (Andina),
M. t. pectoralis (Chaquefia) y Microspingus torquatus torquatus (Andina). Estos gradientes de condiciones
bidticas y abidticas extremas (como por ejemplo de humedad y temperatura, asi como la variacién de la presion
parcial de oxigeno) entre las tierras bajas y las montafias podrian estar impulsando la divergencia ecoldgica

entre las poblaciones andinas y chaquefias (Capitulo 2).
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En este capitulo estudiamos al ave Cranioleuca pyrrhophia (Familia Furnaridae) para responder
preguntas sobre el rol de la evolucién con flujo genético en la diversificacién de los organismos, y sobre la
dindmica biogeografica a lo largo del cinturén de los bosques secos Chaco-Andino. Este furndrido habita los
estratos medios y altos en bosques secos, matorrales y espinal, y se distribuye por las provincias fitoldgicas del
Monte, Espinal, Chaco, Campos y Bosques Secos Altoandinos (Figura 2). Posee tres subespecies: la subespecie
rufipennis, que solo se la conoce por los especimenes tipo en La Paz, Bolivia (Remsen, 2020); striaticeps, que
habitaria zonas andinas del centro y sur de Bolivia, desde Cochabamba, oeste de Santa Cruz, Chuquisaca y
Tarija; y pyrrhophia, que se distribuye en la zona Sur de Bolivia (zonas bajas de Santa Cruz y Tarija), oeste de
Paraguay, noreste y centro de Argentina, alcanzando el sur de la provincia de Rio Negro y norte de Buenos
Aires, extremo sureste de Brasil (Sur de Rio Grande do Sul) y Uruguay. La coloracién de las rectrices centrales
es la caracteristica mds conspicua que diferencia a las subespecies: son rojas en striaticeps y rufipennis, y
marrén con rojo en la subespecie nominal (Remsen, 2020). Por otra parte, el jaspeado de la corona es mas
denso y contrastado hacia el oeste y se reduce gradualmente hacia el sureste de Brasil y Uruguay (Remsen,
2020), sin aparente relacion con subespecies. La variacién de plumaje aparenta ser clinal, siendo los ejemplares
del sur mas grisaceos en el dorso y mas claros en el vientre (Remsen, 2020). La distribucidn de Cranioleuca
pyrrhophia es continua, y no se aprecian barreras geograficas que separen a las subespecies. Esto, sumado a la
variacién fenotipica clinal, al menos en el plumaje, y que la especie se distribuye a lo largo de un gradiente
ambiental, sugiere que un proceso de adaptacion local y una incipiente especiacién ecoldgica con flujo genético
podria estar ocurriendo entre los extremos de la distribucidn (por ejemplo, entre las poblaciones de tierras

altas de Bolivia y las de tierras bajas de Argentina).

El objetivo general de este capitulo es evaluar el rol de la evolucidn con flujo genético en la conformacién de la
variacién fenotipica a lo largo de un gradiente ambiental, y en particular el de la region del cinturdn de bosques
secos Chaco-Andino, utilizando como modelo de estudio a Cranioleuca pyrrhophia. Buscamos responder las
siguientes preguntas: a) ¢ Cudles son los patrones geograficos de variacion fenotipica y genética?, b) ¢ Estd dicha

variacién correlacionada con variables climaticas o geograficas?, c) éExisten poblaciones diferenciadas
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gendmicamente?, d) existen barreras al flujo genético? y, e) ées la diferenciacion entre las poblaciones

producto de seleccidn natural en presencia de flujo genético?

:J pyrrhophia
™ 7 striaticeps
) rufipenis
Environments

Bosque seco montano
boliviano
Chaco seco

Espinal

[0 Monte

=i Bosques secos y
matorrales peruanos

I Yungas
Chaco himedo

Savana uruguaya

pyrrhophie stratceps

Hctor J'ﬁngo

Figura 2. Distribucion de Cranioleuca pyrrhophia y ecorregiones que habita. El cinturén de bosques secos
Chaco-Andino se destaca en colores calidos, esta compuesto por los bosques secos bolivianos, Chaco seco,
Espinal y Monte. El mapa de distribucion de las ecorregiones fue tomado de Dinerstein et al. (2017). Las
subespecies striaticeps y pyrrophia se diferencian principalmente por el caracter coloracién de las rectrices
centrales: rufo en striaticeps y mayoritariamente mardn en pyrrhophia. La distribucidn de striaticeps marcada
en el mapa delimita el drea que ocupan los ejemplares con rectrices centrales rufas analizados en este
estudio. Este cardcter diagndstico, y no la distribucidn sefalada en la literatura, fue lo que escogimos para
determinar la identidad subespecifica de cada ejemplar. Las ilustraciones fueron tomadas de Herzog et al.,
2016).

84



Se espera que la adaptacidn local a lo largo de gradientes ambientales genere clinas fenotipicas que
correlacionen con la variacién ambiental (Antoniazza et al., 2010), las cuales proveen evidencia del rol de la
seleccidn natural en la divergencia fenotipica (Coyne y Orr, 2004; James, 1970, p. 199; Mayr, 1963). Las reglas
ecogeograficas describen que multiples organismos siguen un patrén similar en distintas partes del mundo, lo
cual indica un proceso evolutivo concertado que depende de factores similares (Gaston et al., 2008). Por
ejemplo, la regla de Bergmann postula que existe una tendencia de las poblaciones de especies homeotermas
a tener tamanos corporales mayores en climas frios o en altitudes mayores (Bergmann, 1847), en la cual la
ventaja termorreguladora se obtiene al reducir la razén superficie corporal vs volumen. La regla de Bergmann
es comunmente observable en aves, particularmente a nivel intraespecifico (Ashton, 2002). Esperamos que
exista un gradiente morfolégico entre las zonas bajas y las zonas altas Andinas, siendo los ejemplares
provenientes de mayor altitud de mayor tamafio. Por otra parte, la regla de Glogger describe la correlacion
entre los colores de mamiferos y aves y las condiciones climaticas en las que habitan (Gloger, 1833),
especificamente, sobre el contenido de eumelaninas y feomelaninas depositadas en pelos o plumas. Las
eumelaninas confieren colores negros y grises, mientras que las feomelaninas brindan colores marrones y rufos
(Galvan y Wakamatsu, 2016). La regla de Gloger predice que las eumelaninas prevalecen en climas himedos y
calidos (dando colores mas oscuros), mientras que las feomelaninas en calidos y secos (colores mas rufos)
(Delhey, 2017). Si bien en general se presume que las diferencias de coloracidon en muchos casos son resultado
de la seleccién sexual (Darwin, 1871), en organismos sin dicromatismo sexual como en los Furnaridos
(Marcondes y Brumfield, 2019; Winkler et al., 2020) se espera que la variacién sea producida por el ambiente.
De acuerdo con esto, esperamos que los ejemplares del oeste del area de distribucion de C. pyrrhopia sean

mas rufos y mas claros que aquellos de mas al este, debido a que la primera regién es la mas calida y seca.

Para discriminar entre los diferentes procesos evolutivos que podrian estar ocurriendo en las
poblaciones de la especie de estudio, se recurrird a comparar la variacion fenotipica con la variacién gendmica
neutra, ademads de comparar los patrones de divergencia gendmica absoluta y relativa, y calcular la tasa de
migracion (Figura 1). Si la seleccion natural ha impulsado la variacidon geografica de un rasgo fenotipico, se
espera que no se correlacione con la divergencia en los marcadores genéticos neutrales (Brommer, 2011;
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Whitlock y Guillaume, 2009). Por el contrario, si el rasgo diverge por deriva neutral, la variacién en el fenotipo
y los marcadores genéticos neutrales serian similares. Para probar esta prediccidn, utilizaremos la prueba Sy
la prueba Psr-Fst. Bajo alopatria, predecimos una ausencia (o baja cantidad) de loci con diferenciacién extrema
absoluta ni relativa. En la seleccidén en alopatria pura, se espera que los loci seleccionados presenten valores
altos de Fsr, pero muestren valores de Dxy similares a los loci neutrales (o ligeramente mas bajos en aquellos
loci sometidos a seleccion recurrente) (Irwin et al., 2018). En el modelo de divergencia con flujo genético,
esperamos que Dxy y Fst sean mas altos en las regiones bajo seleccién y Dxy y Fst bajos en las no seleccionadas
(Irwin et al., 2018). Para probar esta prediccién, calcularemos y compararemos los valores Fsry Dxy de cada loci.
Esperamos que la migracién serd cercana a cero en ambos escenarios alopatricos y superior a cero en el modelo

divergente con flujo de genes, por lo que estimaremos la migracidn entre subespecies.

MATERIALES Y METODOS

Obtencidén de datos fenotipicos

Estudiamos 180 especimenes de museo (en total, considerando tanto los ejemplares de los que se
extrajeron medidas morfométricas como de coloracién), adultos, de ambos sexos y de toda el area de
distribucidn (Figura 3), con excepcidn de los especimenes tipo de la subespecie rufipennis, los cuales son los
Unicos ejemplares disponibles de esta subespecie. Los museos visitados fueron: el Museo Argentino de Ciencias
Naturales Bernardino Rivadavia (Buenos Aires, Argentina), el Instituto Argentino de Investigaciones de Zonas
Aridas (Mendoza, Argentina), el Museo Nacional de Historia Natural (Montevideo, Uruguay), el Museu de
Ciéncias Naturais de Porto Alegre (Porto Alegre, Brasil), el Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUCRS (Porto
Alegre, Brasil), el Museo de Historia Natural Noel Kempff Mercado (Santa Cruz, Bolivia), la Coleccién Boliviana

de Fauna (La Paz, Bolivia), y la University of Washington's Burke Museum (Washington, Estados Unidos).

Medimos seis rasgos morfolégicos de 174 especimenes: longitud del pico (BLT), longitud del pico desde
la narina (BLN), ancho del pico (BW), profundidad del pico (BD), longitud del ala (WL) y longitud del tarso (TS).
MJRC midié los rasgos morfoldgicos del 94% de los individuos utilizando un calibre Mitutoyo con una precision

de 0,05 mm, mientras que GSC tomd las mediciones en los restantes individuos. No incluimos la masa corporal
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en el conjunto de datos morfoldgicos porque solo la mitad de los ejemplares proporcionaban esta informacién
en los catdlogos. La mayoria de los sitios de colecta de los ejemplares de los que se tomaron medidas
morfoldgicas son diferentes de los sitios de colecta de datos gendmicos. Aplicamos un andlisis de componentes
principales (PCA) sobre las medidas morfoldgicas para reducir los patrones de variacién, con las medidas de los
rasgos previamente normalizados a media cero y varianza 1 (Z-scores). Ver cargas de cada variable en la Tabla
A3.1. PC1 representd el 40% de la variacién y fue usado como un proxi del tamafio corporal dado que todas las
variables cargan en el mismo sentido. Para los analisis de seleccidn sobre la morfologia trabajamos con esta

variable, asi como con las variables crudas (en total siete variables morfolégicas).

Medimos la reflectancia de siete parches de plumaje en 134 ejemplares, colectados entre los afios 1894 y 2016
(Figura 3). Elegimos solo aquellos especimenes adultos en excelente estado de preservacién y con el dato fecha
de colecta. Utilizamos un espectrofotdmetro Ocean Optics USB4000 (Ocean Optics Inc., Dunedin, Florida) y una
fuente de luz de xendn pulsado PX-2 (rango efectivo de emision de 220 a 750 nm) para medir la reflectancia en
el rango de longitud de onda visible. Se calibré contra un estandar blanco de sulfato de bario antes de la
medicion de cada individuo. El plumaje fue iluminado y los datos de reflectancia fueron recolectados con una
sonda QR400-7-UV-BX de Ocean Insigth alojada en un soporte prismatico que se sostuvo contra el parche
elegido de la piel de estudio. La sonda se mantuvo con un angulo de 902 con respecto a la superficie del parche
de plumaje. El diametro del area circular medida fue de aproximadamente 6 mm y la distancia entre la sonda
y el plumaje fue constante en todas las mediciones. Medimos la reflectancia de siete parches de plumaje:
corona, espalda, timoneras centrales, timoneras externas, garganta, pecho y cobertoras. Los parches fueron
elegidos en funcién a las zonas que a priori observamos eran mas variables entre individuos, o que definen
variaciéon entre subespecies. Tomamos el promedio de tres réplicas de lecturas de cada parche de plumaje en

cada espécimen y utilizando el paquete pavo (Maia et al., 2019) en R (Somanathan et al., 2004).
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Figura 3. Distribucion y localidades de muestreo de Cranioleuca pyrrhophia. Se muestra el area de distribucion
de las tres subespecies de Cranioleuca pyrrhophia con lineas punteadas coloreadas, modificado de (BirdLife
International y Handbook of the Birds of the World, 2022). La distribucion de striaticeps se redibujé en base a
la distribucion de ejemplares con coloracidén roja en las rectrices centrales, caracter diagndstico de esta
subespecie, depositados en las colecciones revisadas. Se indican con circulos de colores las localidades de los
ejemplares de los cuales se extrajo datos fenotipicos (morfometria y coloracién). Con circulos blancos, se
indican las localidades de colecta de datos gendmicos, y los nimeros dentro de los mismos indican la localidad,
detallada en Tabla 1.

Para cada parche de plumaje en cada espécimen, calculamos las 24 variables de pavo con el comando
summary, y extrajimos la reflectancia relativa media en todo el rango espectral entre 300 nm a 700 nm (variable
B2), un proxy de la cantidad de eumelanina depositada en las plumas (Galvan y Wakamatsu, 2016), y la
contribucion relativa de la luz total reflejada entre 605 nm y 700 nm (S1R). Valores mayores de esta variable
representan colores mas rojos, un proxy de la cantidad de feomelanina depositada en el plumaje (Galvan y

Wakamatsu, 2016). Ademas, obtuvimos el Componente principal 1 de 18 variables de coloracién, que explica
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entre 43 y 49% de la varianza (dependiendo del parche) (Tabla A3.2). Se descartaron seis variables relacionadas

con la reflectancia del UV.

Variacién geografica y predictores ambientales de los rasgos fenotipicos

Estudiamos la variacidn de los rasgos fenotipicos en una primera instancia evaluando si existe
diferencias morfolégicas y de coloracién entre machos y hembras. En los caracteres morfométricos, si bien
encontramos diferencias entre sexos, esta fue baja (3%, Figura A3.1), por lo que no incorporamos esa variable
en los analisis posteriores. Tampoco encontramos diferencias entre sexos en ningln parche de coloraciéon y
para ninguna variable colorimétrica (Figura A3.1), por lo que se prosiguié con los andlisis de coloracién con

todos los individuos sin discriminar entre sexos en el resto del estudio.

Tanto para las variables morfoldgicas como las de coloracidn, analizamos la existencia de grupos
discretos en la distribucion utilizando Modelos Normales Mixtos (NMM) siguiendo la metodologia propuesta
por Cadena et al. (2017). En morfologia, utilizamos los datos crudos y el PC1, mientras que en coloracion
usamos las variables S1R, B2 y PC1 para cada parche. Por ultimo,-estudiamos la presencia de clinas latitudinales
o longitudinales estudiando la correlacién entre estas variables y las variables fenotipicas. Del mismo modo
exploramos el posible efecto de la edad de la piel en los caracteres de coloracion (Armenta et al., 2008). Por
ultimo, realizamos un test de autocorrelacion espacial (Cliff y Ord, 1970; Moran, 1950) para evaluar la existencia

de agrupamientos o patrones en los caracteres fenotipicos que no fueran detectados por los analisis anteriores.

Evaluamos el efecto de la distancia geografica, las variables ambientales (temperatura y precipitacién)
y la altitud sobre las variables morfoldgicas y de coloracién usando Multiple Matrix Regression with
Randomization (MMRR, (Wang, 2013; Wang y Bradburd, 2014) y particion de la varianza via commonality
analysis (Prunier et al., 2015). Este método permite determinar la contribucién relativa de cada predictor en la
disparidad morfoldgica (matriz de respuesta), teniendo en cuenta la colinealidad entre las matrices predictoras.
El commonality analysis divide la varianza general explicada por un modelo de regresion lineal multiple (es
decir, su R?) en las contribuciones Unicas de cada variable predictora y las contribuciones comunes de todas las

posibles combinaciones de variables predictoras (Prunier et al., 2015). Para cada predictor, un efecto tnico (U)
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representa la cantidad de varianza explicada solo por ese predictor, asi como un efecto comun (C) que
representa la proporcién de varianza que puede explicarse por ese predictor y uno o mas de los otros
predictores juntos. El efecto total (U + C) representa la contribucidn total de un predictor independientemente

de la colinealidad entre otros predictores (Prunier et al., 2015).

Para la obtencion de la métrica de disparidad ambiental trabajamos con las 19 variables de BioClim
(http://www.worldclim.org, Hijmans et al., 2005) con datos climaticos del presente con una resolucién de 0,5
arcsec (30s). Los datos climaticos se extrajeron para cada localidad y se obtuvo el PC1 de las variables de
temperatura (TEMP) (BIO1 a BIO11) y el PC1 de las variables de precipitacion (PREC) (BIO12 a BIO19), y también
utilizamos un PC1 de todas las variables ambientales (CLIM). Las distancias geograficas pareadas entre los sitios
de muestreo fueron calculadas como la distancia mas corta utilizando el paquete geosphere (Hijmans et al.,
2015). El dato de altitud (ALT) se obtuvo extrayendo el valor de altitud del modelo digital de elevacién de
WorldClim 2.1 para cada localidad de colecta. En todos los casos, las matrices de distancia fueron calculadas
usando distancias Euclideas entre todos los pares de medidas normalizadas usando la funcién dist del paquete

stats.

Datos genomicos: muestreo y genotipificacion.

Estudiamos 24 especimenes de Cranioleuca pyrrhophia de 11 localidades abarcando las dos subespecies de
mayor rango de distribucion (Figura 3, Tabla 1). No accedimos a muestras de la subspescie rufipennis, la cual
solo es conocida por sus ejemplares tipo. Purificamos el ADN gendmico a partir de musculo o sangre con el kit
de purificacion de sangre y tejidos DNeasy (Qiagen). Muestreamos marcadores gendmicos mediante
secuenciacién de ADN asociada a sitios de restriccion de doble digestién (ddRADseq; Peterson et al., 2012)
siguiendo el enfoque descrito por Peterson et al. (2012) y descrito en Thrasher et al. (2018). En resumen,
digerimos las muestras con las enzimas de restriccion Sbfl y Mspl (New England Biolabs, MA) y ligamos el ADN
digerido a adaptadores. Los adaptadores 5' incluyeron los cddigos de barras (barcodes) e identificaron a cada
muestra individual, mientras que el barcode 3' fue comin a grupos de 20 muestras. Agrupamos aquellas

muestras con barcode 5' Unicos y seleccionamos solo los fragmentos de ADN con un tamaifo comprendido en
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el rango de 400 a 700 pb. Las librerias se enriquecieron y los adaptadores TruSeq se incorporaron realizando
13 ciclos de PCR. Finalmente, las librerias fueron combinadas en proporciones equimolares y secuenciadas en

un carril de lllumina HiSeq 2500, obteniendo secuencias de 101 pb de extremo Unico (single-end).

Demultiplexamos, recortamos, filtramos las lecturas crudas, ensamblamos loci y extrajimos
polimorfismos de nucledtido Unico (SNP) con ipyrad v.0.9.84 (Eaton y Overcast, 2020). Los parametros
utilizados para el pipeline de ipyrad y las condiciones adicionales de filtrado de SNP para VCFtools (Danecek
et al.,, 2011) se encuentran en el Tabla A2.2. Nuestros criterios para obtener el conjunto de datos final de
RADseq fueron: a) excluir sitios con una puntuacién de calidad (Q-score) inferior a 33; b) excluir loci con mas
del 20% de datos faltantes; c) excluir los SNPs de baja frecuencia alélica estableciendo una frecuencia alélica
minima de 0,05; d) mantener solo SNPs bialélicos; e) mantener SNPs con cobertura minima de profundidad de
6x. Este conjunto de pardmetros de filtrado se utilizé para eliminar SNPs que podrian ser el producto de errores
de secuenciacién, ya que estos pueden crear sesgos en la inferencia de procesos demograficos (Linck y Battey,
2019; O’Leary etal.,, 2018; Willis etal.,, 2017). Luego, seleccionamos aleatoriamente un SNP por locus,
obteniendo un conjunto final de 6.443 SNPs no ligados (n = 24 muestras, tasa maxima de datos faltantes por

individuo del 31,6%). Utilizamos este conjunto final de datos de ddRADseq para todos los andlisis genéticos.

Estructura y parametros poblacionales

En primer lugar, exploramos la estructura genética de la poblacién con el conjunto de datos RADseq
con PCA y STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Ejecutamos STRUCTURE por 500.000 generaciones (20%
de burn-in), desde K = 1 hasta 8, y cinco iteraciones por K. Seguimos a (Evanno et al., 2005) para seleccionar el
numero de grupos que mas se adapta a los datos y resumimos las corridas con el algoritmo greedy en CLUMPP
1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg, 2007). También exploramos la diferenciacidn entre poblaciones con un Analisis
de Componentes Principales (PCA), implementado con la funcidn snpgdsPCA en el paquete SNPRelate (Zheng

etal., 2012) en R.
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Predictores de la variabilidad genética

Evaluamos la incidencia del aislamiento por distancia geografica (IBD), y el efecto de las variables
ambientales (IBE) y de la variacidn altitudinal en la divergencia genética entre los 24 individuos estimando las
superficies efectivas de migracién (EEMS; Petkova et al., 2016) y MMRR.

El andlisis de EEMS permite evaluar el aislamiento por distancia, flujo génico y presencia de barreras
geograficas. EEMS devuelve un mapa donde se indican las dreas consistentes con aislamiento por distancia,
areas con migracion por encima del promedio (corredores, panmixia) y regiones con migracion por debajo de
la tasa promedio de migracion (barreras). Este andlisis tiene la ventaja de que es robusto frente a datos
geograficos faltantes (Petkova et al., 2016). Configuramos los parametros siguiendo el manual del programa
(https://github.com/dipetkov/eems) e implementamos el analisis en runeems_snps utilizando una matriz
pareada de disimilitud genética entre muestras calculada con 6443 SNPs. Los graficos finales de EEMS se
produjeron con rEEMSSplots v. 0.0.0.9 para R. Las condiciones del analisis final que permitieron tasas de
aceptacion de parametros > 10% y < 50% fueron: nDemes = 2.000, numMCMClter = 2.000.000, numBurnlter
=1.000.000, numThinlter = 9.999, mSeedsProposalS2 = 1,1, qSeedsProposalS2 = 1,5, mEffctProposalS2 =2,0y
gEffctProposalS2 = 0,09. Ejecutamos multiples réplicas para evaluar la robustez de la convergencia.

Realizamos un analisis de MMRR utilizando como variable dependiente la disimilitud genética entre
individuos, o distancia genética 1-identity-by-state (IBS). Esta métrica (IBS) se define como la probabilidad de
que los alelos extraidos al azar de dos individuos en el mismo locus sean iguales (Zheng et al., 2012, paquete
SNPRelate en R). Como variables dependientes usamos: distancia geogréfica, la diferencia de altitud, las
variables de precipitacion (PREC), de temperatura (TEMP) y las climaticas (CLIM), obtenidas de la misma forma

que para el cdlculo de MMRR de las variables fenotipicas.

92



Tabla 1. Muestras para el andlisis gendmico de Cranioleuca pyrrophia. Los nimeros en la columna “N. Localidad” se condicen con los nimeros de localidad
de la Figura 3. Las columnas “Categoria”, “Subespecie”, “STRK2” y “POP4” representan las diferentes clasificaciones de las localidades (y los individuos de
cada una) usadas en los distintos analisis. “Categoria” diferencia las localidades por la altitud y regién; “Subespecie” diferencia las localidades en funcién a la
asignacion a subespecie de los individuos que la componen (la asignacidn a subespecie siguid la coloracién de las rectrices centrales); “STRK2” asigna las
poblaciones segun los resultados del andlisis de STRUCTURE para K = 2 (explorando la importancia de la diferencia altitudinal como barrea a la dispersion).
Por dltimo, “POP4” separa las localidades segln los resultados para K = 3, pero subdividiendo el agrupamiento de las muestras del centro sur de la
distribucion, de ente modo, AL: muestras de altitud de Bolivia, CN: centro norte, CS: centro sur, S: sur.
N. N. de

. Pais Localidad Latitud Longitud Categoria Subespecie STRK2 POP4
Localidad muestras

1 1 Bolivia Santa Cruz, Samaipata -18,40 -63,83 BoHigh striaticeps BoAlt AL

2 2 Bolivia Santa Cruz, Camarapa -18,01 -64,44 BoHigh striaticeps BoAlt AL

3 6 Bolivia Santa Cruz, Estancia Perforacion -19,92 -62,56 Bolow pyrrhophia Bajo CN

4 1 Argentina Jujuy, Volcan -23,91 -65,48 ArHigh striaticeps Bajo CN

5 2 Argentina Jujuy, Palma Sola -24,02 -64,25 ArHigh striaticeps Bajo CN

6 3 Argentina Formosa, Reserva Natural Formosa -24,31 -61,81 ArLow pyrrhophia Bajo CN

7 2 Argentina Santiago del estero, Parque Nacional Copo -25,92 -61,71 ArlLow pyrrhophia Bajo CN

8 1 Argentina Chaco, Parque Nacional Chaco -26,79 -59,62 ArlLow pyrrhophia Bajo CN

9 1 Argentina Cérdoba, La Para -30,89 -63,00 ArlLow pyrrhophia Bajo CS

10 2 Argentina Mendoza, Nacufian -34,05 -67,95 ArLow pyrrhophia Bajo CsS
11 3 Argentina Rio Negro, Las Grutas -40,83 -65,11 ArLow pyrrhophia Bajo S
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Estimacion de la tasa de migracion

Estimamos el tiempo de divergencia (Tdiv), el tamafio efectivo de la poblacién (Ne) y el flujo genético
(m) utilizando un modelo completo de aislamiento con migracién coalescente en G-PhoCS 1.3 (Gronau et al.,
2011) y 9.636 loci completos. Para estimar los pardmetros genéticos de la poblacidn, dividimos las muestras
en tres poblaciones siguiendo los resultados de STRUCTURE K = 3: las tierras altas bolivianas (AltBol, n = 3), las
tierras bajas de Bolivia y Norte de Argentina (NorArg-Bol, n = 15) y las muestras del sur (SurArg, n = 6). El arbol
de entrada fue (AltBol),(NorArg-Bol, SurArg). Realizamos seis corridas con alrededor de 1.100.000 ciclos cada
una y una fase de burn-in del 20%. Verificamos la convergencia con el valor ESS y los perfiles de variacion de
las cadenas de Markov en Tracer v. 1.6 (Rambaut et al., 2018). El modelo final se obtuvo combinando aquellas
cadenas de Markow que convergieron. Segun la documentacion de G-PhoCS, convertimos los parametros del
modelo a unidades de individuos o tiempo, asumiendo una tasa de mutacidn de 4,6 x 10 sustituciones por
sitio por generacidn (Smeds et al., 2016) y un tiempo de generacion de 1,14 ainos, de acuerdo a la edad de

primera reproduccidn (Bird et al., 2020).

Deteccion de loci no neutrales

Realizamos dos anélisis para detectar SNPs outliers (considerados como candidatos de marcadores no
neutrales), a ser usados en las pruebas de seleccidén natural sobre rasgos cuantitativos (comparaciones de S-
test y Psr-Fst). En primer lugar, utilizamos el paquete pcadapt 4.03.3 (Luu et al., 2017), que detecta SNPs
altamente diferenciados en todo el genoma, potenciales candidatos de adaptacién local, que tiene en cuenta
la estructura poblacional. Se identificaron como loci outlier aquellos que tenian al menos un SNP seleccionado
como outlier. Para ejecutar pcadapt, evaluamos el nimero éptimo de grupos (K =1 a 10) utilizando la regla de
Cattell (Cattell, 1966). Conservamos K = 3 y obtuvimos una lista de SNPs candidatos utilizando el procedimiento
de Benjamini-Hochberg (Benjamini y Hochberg, 1995) con una tasa esperada de falsos positivos (false
discovery rate) de a = 0,1. En segundo lugar, ejecutamos Modelos Mixtos de Factores Latentes implementados
en el paquete LEA 3.6.0 (Latent factors mixed models, Frichot y Frangois, 2015) para detectar SNPs asociados
con variables climaticas teniendo en cuenta la estructura poblacional subyacente (factores latentes). Usamos

como supuesto que la asociacion con el clima indica desviacidn de la neutralidad. Realizamos cinco analisis
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MCMC independientes con un factor latente de K = 3 (de acuerdo con los resultados de STRUCTURE y PCA),
utilizando la elevacién y las 19 variables ambientales de Bioclim. Utilizamos el procedimiento de Benjamini-
Hochberg con una correccion de tasa de falsos descubrimientos del 0,1. Para el MCMC, ejecutamos 100.000

iteraciones y un burn-in de 50.000.

Test de seleccién sobre rasgos cuantitativos

Para evaluar las predicciones de variacidn de rasgos fenotipicos de la Figura 1, aplicamos la prueba Sy
la comparacion Qsr-Fst con los marcadores genéticos no outliers, sobre el color del plumaje y los rasgos
morfoldgicos. La coloracidn del ave en estudio no es de variacidn discreta, posee colores basados en melanina
(marrones y rufos), y por ende se considera es de base cuantitativa y apta para este tipo de analisis (Burri et al.,
2015; Roulin y Ducrest, 2013). La Prueba S tiene mayor capacidad para detectar seleccién en conjuntos de
datos pequefios o con un nimero bajo de poblaciones (Karhunen et al., 2013). El S-test utiliza el estadistico S,
que varia de 0 a 1, y se interpreta de la siguiente manera: S = 0,5 indica deriva genética aleatoria, S < 0,05
sugiere seleccidn natural estabilizadora con un nivel de credibilidad del 95%, y S > 0,95 indica seleccién natural
divergente robusta en ese nivel de credibilidad (Ovaskainen et al., 2011). Para realizar el S-test, obtuvimos la
matriz de coancestria poblacional con SNPs neutrales no ligados (5268 SNPs no ligados) en RAFM (Karhunen y
Ovaskainen, 2012) para R, utilizando 50.000 iteraciones con la funcién AFM. Realizamos la prueba con la matriz
de coancestria y una matriz de rasgos fenotipicos en driftsel (Karhunen et al., 2013), utilizando 10.000

iteraciones para el algoritmo MCMC.

Para aplicar la comparacién Qsr-Fst, se aproximé el Qs mediante Psr, que se obtiene a partir de los
datos fenotipicos observados y representa el nivel de divergencia de un rasgo cuantitativo que estd
determinado principalmente por efectos genéticos aditivos (Brommer, 2011; Leinonen et al., 2008). Si la
divergencia morfoldgica se debe a la deriva genética, Pst (divergencia de rasgos cualitativos) deberia ser igual
a Fst (divergencia gendmica neutra). Si Pst es mayor o menor que Fsr, se apoya la seleccion diversificadora o
balanceadora, respectivamente. Para calcular Psr, se estimaron los componentes de varianza para cada

caracter dentro y entre poblaciones (ver métodos capitulo X), aplicando la formula:
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La heredabilidad y la proporcién de la varianza total debida a efectos genéticos aditivos entre poblaciones son
desconocidos y no es posible de calcularlos de manera empirica utilizando esta aproximacion, sino que se debe
recurrir a experimentos de jardines comunes. Por esta razén, usamos un analisis de robustez sugerido por
(Brommer, 2011) e implementado en el script para R (este trabajo, disponible en
https://github.com/Glaucidium/PST_FST_Brommer2011), que consiste en asignar valores entre 0,01 y 2 a
dicha constante y estimar el valor de Psr para cada caso. La comparacion se realiza evaluando si los intervalos

. c . .
de confianza de Psr y Fst se superponen cuando i 1. En los casos en que los intervalos de confianza de Psry

P C sy c . .

Fst no se superponen, se evalla el 5z Critico, que representa el valor de nz donde los intervalos de confianza
de Psty Fstsi se superponen. Seguimos a (Brommer, 2011) y adoptamos como indicativo de resultados robustos
c s . c g . .
un- critico £0,2, mientras que cuando 0.3 > Wz critico > 0,2, interpretamos los resultados como borderline.

El Fsrglobal se estimd con el método de Weir y Cockerham (1984) y su intervalo de confianza del 95% con

Hierfstat (Goudet et al., 2022).

Realizamos pruebas de seleccién sobre tres modelos de divergencia (agrupamientos) de muestras: 1)
subespecies striaticeps y pyrrhophia (i.e., SSP), 2) siguiendo el agrupamiento propuesto por STRUCTURE K = 2
(i.e., STRK2) vy, 3) cuatro réplicas poblacionales (i.e., POP4), definido de acuerdo una particion balanceada de
muestras genéticas y morfoldgicas. Para asignar las muestras fenotipicas a cada poblacion en cada
agrupamiento, se siguieron las siguientes pautas: a) para el caso de SSP, cada ejemplar se asignd a su
subespecie de acuerdo a la coloracién de las rectrices centrales (Figura 2); b) en caso de STRK2, se asignaron a
la poblacién de altura en Bolivia aquellos individuos colectados a mas de 800 msnm y a la poblacion de zonas
bajas las restantes muestras (incluyendo las de zonas altas de Argentina), quitando del conjunto de datos los
ejemplares de zonas de altitud intermedia en Bolivia (dado que seria arbitrario asignarlos a una u otra
poblacion); finalmente c) para POP4, a modo de equiparar los tamafios poblacionales para los célculos de

varianza, definimos una poblacién de tierras altas de Bolivia y tres poblaciones en las zonas norte, centro y sur
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de Argentina, basicamente respetando el resultado de K = 3 de STRUCTURE y separando la poblacion mas
grande (la de sur de Bolivia y Argentina excepto zona Sur). Para asignar las muestras a dichas poblaciones,
obtuvimos los centroides de cada grupo genético, trazamos poligonos de Voronoi utilizando los centroides y
asignamos las muestras fenotipicas a los correspondientes poligonos usando QGIS (QGIS Development Team,
s. f.). De este modo, solo utilizamos ejemplares dentro de un radio de 400 km de distancia de la muestra

genética mas cercana, para evitar sesgos.

Modelos alternativos de divergencia

Para evaluar las predicciones de la Figura 1, comparamos el promedio de Dxy entre conjuntos de loci
identificados como altamente diferenciados y los no diferenciados utilizando el paquete PopGenome 2.7.5
(Pfeifer et al., 2014). Consideramos loci altamente diferenciados aquellos con Fsr 2 0,2 (Stene et al., 1993).
Usamos la estructura poblacional del resultado de STRUCTURE K = 2, que representd los extremos de variacién
gendmica dentro de la especie, entre tierras altas de Bolivia y tierras bajas de Argentina. Utilizamos 1.000

réplicas de bootstrap para obtener intervalos de confianza del 95% de Fsr en 'StAMPP' (Pembleton et al., 2013).

RESULTADOS

Variacion geografica de los rasgos fenotipicos

Cranioleuca phyrrophia presentd bajas diferencias entre machos y hembras en los caracteres BD (Test
de Wilcoxon, p = 0,004) y WL (ANOVA: WL ~ Sexo, p = 0,005) en rasgos morfométricos (Figura A3.1). En estos
caracteres, los machos tuvieron medidas 3% mayores que las hembras. La variable sexo no se utilizd entonces
como un factor en los andlisis posteriores para dichas variables morfoldgicas, porque consideramos que la
diferencia es baja. Por otra parte, para las variables de coloracién (Figura A3.1) no encontramos diferencias

significativas entre sexos en ninguno de los parches y variables colorimétricas.

En relacion a las variables morfoldgicas, el analisis de NMM no encontrd grupos discretos, ya sea
usando los componentes principales o los datos crudos. Por otro lado, en relacién a coloracidn, el analisis de
NMM encontré grupos discretos. El parche de timoneras centrales mostré dos grupos diferentes que

agruparon los ejemplares con rectrices centrales rojas o con rectrices centrales marrdn grisaceas. La variable
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de coloracion S1R fue la que mayor importancia tuvo a la hora de separar los grupos (Figura A3.2 y A3.3). Los
restantes parches y variables no formaron agrupamientos con coherencia geografica ni se asociaron con

ninguna variable geografica (latitud, longitud o elevacién).

Algunas variables morfoldgicas y de coloracidn presentaron baja a moderada correlacién con la latitud
(Tabla A3.3, Corr < 0,22, para las variables morfoldgicas; Corr < 0,42 para las variables de coloracion). Solo el
parche Timoneras centrales mostré correlacion moderada (Corr >= 0,591) con dos variables de coloracién. En
el caso de las variables morfoldgicas y su relacidon con longitud, se observd una correlacion moderada en los
caracteres TS (Corrspearman = 0,464) y BW (Corrpearson = 0,473). Ademads, encontramos que estos caracteres
poseen autocorrelacién espacial alta en el caso de TS (indice de Moran = 0,705, p = 7x10%*) y moderada en BW
(indice de Moran = 0,397, p = 1x10™). En el caso de las variables de coloracidn y su relacién con longitud, solo
encontramos correlacion moderada para el caso de la métrica B2 de la Corona. La edad de la piel no tuvo
efecto importante y significativo sobre la mayoria de las variables de coloracién (R? < 0,1), excepto para el
parche Garganta, en la que la edad de la piel explicéd 19% de la variacion en S1R (R* = 0,187, p-valor =5 x 107)
y 20% en PC1 (R? = 0,197, p-valor = 2x107) (Tabla A3.4). Por consiguiente, usamos edad de la piel como co-

factor en los analisis posteriores para el parche Garganta.

Predictores ambientales de la variacién fenotipica.

En relacion a la variacion morfométrica de C pyrrhophia, el conjunto de predictores geograficos y
climaticos no logré explicar mas de un 10% de la variabilidad de cada rasgo individual (el modelo completo de
regresion multiple no paramétrica es: Rasgo ~ GEO + ELE + PREC + TEMP + CLIM, p < 0.02 para todos los casos).

Ver Tabla A3.5 en Anexo 3 por resultados completos.

En el caso de las variables de coloracién, solo se observd un efecto considerable (R? > 0,5) de las
variables ambientales en los parches de coloracidn de las timoneras (Timoneras centrales y Timoneras
externas) (Tabla A3.6). Especificamente, para las variables S1R y PC1, el modelo completo explicé 59% y 49%

de la varianza total, respectivamente. En Timoneras centrales, ALT fue la variable ambiental mas importante,
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Figura 4. Analisis de la estructura genética poblacional de Cranioleuca pyrrhophia basado en 6443 SNPs no
ligados. A) Resultados de STRUCTURE para K = 2 a 4. K = 3 fue el seleccionado por el método Evano. La fila
de cuadrados de colores bajo todos los graficos indica la identidad subespecifica de cada individuo,
referenciada debajo. La fila de niUmeros indica a cual poblacion pertenece la muestra (segun Tabla 1). No se
recuperan las subespecies en ninguno de los K, y en cambio los ejemplares colectados en Rio Negro,
Argentina (amarillo, localidad 11) forman una poblacién separada y las muestras de regiones intermedias
(poblaciones 9 y 10) parecen ser hibridos entre la poblacion del norte y la del sur. (B) Analisis de
componentes principales. Los colores se corresponden con la referencia indicada. Los ejemplares del sur
(Rio Negro) se demarcan con un évalo amarillo.

seguida de GEO y TEMP para explicar la variacion en S1R, y la misma relacidon se mantuvo en PC1. En el caso

de las Timoneras externas, el modelo completo explicd 24% de la varianza en PC1, y ELE nuevamente fue la
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variable ambiental que mejor explicd esta relacion. También se encontré un efecto menor de variables

ambientales sobre la coloracién del dorso del ave (variable Espalda), donde el PC1 de la coloracién tuvo baja

asociaciéon a altitud, en concordancia con el resultado previo con las timoneras. Es decir, los parches de
coloracién mas expuestos del cuerpo del ave fueron aquellos que mas variaron en relacidn a métricas
ambientales. No se encontrd relacién alguna con las variables ambientales en ninguna de las variables de

coloracién en los parches Corona, Garganta, Pecho y Cobertoras.

Estructura y parametros genémicos poblacionales

El andlisis genético poblacional en STRUCTURE y el método de Evanno soportd tres agrupaciones
(Figura 4). Este agrupamiento separa I) las zonas altas de Bolivia, 1) el extremo sur de la distribucidn (poblacién
11, Rio Negro, Argentina) y el lll) resto de las muestras (incluyendo las muestras consideradas striaticeps en el
norte de Argentina). Los individuos del centro de Argentina (localidades 9 y 10 de Figura 3 y Tabla 1), poseen
similares probabilidades de asignacion al grupo de zonas bajas de Argentina y Bolivia como la poblacién del
extremo sur de la distribucién. Con respecto a las muestras de la subespecie striaticeps (tierras altas de Bolivia
y Argentina) no formaron un grupo separado en ningln otro resultado de posible K. Para K = 4, las muestras
de zonas bajas de Bolivia forman un agrupamiento separado. El analisis de PCA (Figura 4) fue congruente con
el de STRUCTURE, evidencidandose con mayor claridad la posicidn de las muestras intermedias. El PC1 de los
SNPs no ligados explica el 6,88 % de la variacidén, mientras que el PC2 explica el 6,06 %. El Fsr global entre las
dos subespecies fue de 0.021 (95% Cl: 0,017-0,026), y entre la poblacidn de las zonas altas de Bolivia y el resto
fue de 0.076 (0,066-0,086), lo que denota una diferenciacion muy baja, aun entre los agrupamientos mas

divergentes.

Predictores ambientales de la divergencia genética

En conjunto, los resultados indicaron un impacto significativo del aislamiento por distancia y de la
variacién altitudinal en la divergencia genética del ave estudiada. Todas las variables independientes tuvieron
una asociacion positiva con la disimilitud genética entre individuos (Tabla 2). El modelo de regresiéon

multivariado explico 48% de la varianza total de la distancia genética entre individuos (R* = 0,48; Tabla 2). La
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Tabla 2. Resultados del MMRR multivariado y Commonality analisys de distancia genética entre individuos
de Cranioleuca pyrrhophia (1 - IBS) y parametros ambientales. Se expresan los coeficientes, valores p y los
coeficientes Unico, Comun y Total de cada predictor. GEN: distancia genética, GEO: distancia geografica, ALT:
diferencia altitudinal, PREC: diferencia de precipitacion, TEMP: diferencia de precipitacidn, CLIM: disimilitud

ambiental).

Modelo Completo

Predictor

GEN ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO

R?=0,48
p = 0,0005

ALT
PREC
TEMP
CLIM

Coeficiente p
0,007 0,001
0,003 0,001
-0,001 0,141
0,000 0,714
-0,001 0,581

Unico
0,111
0,079
0,008
0,000
0,001

Comun
0,254
0,087
0,037
0,142
0,200

Total
0,364
0,167
0,045
0,142
0,201

Predictores

% Total

| 1 | | |

0.08 017 0.25 033 042

------- ©

H

S S

-

!

__I__I_____

'
T T T T T T T T T T T T T T T T T I T T TTTTT

-0.07 -0.02 002 0.06 0.10 0.14 0.18

Coeficiente de correlacion

Coeficiente % Total

GEO 0.1
ALT 0.079
PREC 0.008
TEMP 0
CLIM 0.001
GEO,ALT 0.084
GEO,PREC -0.008
ALT,PREC 0.01
GEO,TEMP 0.005
ALT , TEMP 0
PREC,TEMP 0
GEO,CLIM 0.051
ALT,CLIM 0.005
PREC,CLIM 0.001
TEMP,CLIM 0.004
GEO,ALT,PREC -0.009
GEO,ALT, TEMP 0.001
GEO,PREC,TEMP 0.001
ALT,PREC,TEMP 0
GEO,ALT,CLIM 0.001
GEO,PREC,CLIM 0.011
ALT,PREC,CLIM 0.003
GEO,TEMP,CLIM 0.087
ALT , TEMP,CLIM 0.009
PREC,TEMP,CLIM -0.001
GEO,ALT,PREC, TEMP -0.002
GEOQ, ALT,PREC,CLIM -0.008
GEO,ALT,TEMP,CLIM -0.003
GEO,PREC,TEMP,CLIM 0.043
ALT ,PREC,TEMP,CLIM -0.002

GEO,ALT.PREC, TEMP,CLIM -0.002

Total 0.48

23.04
16.45
1.62
0.05
0.17
17.36
-1.61
1.99
1.06
-0.05
-0.05
10.67
1.05
0.17
0.83
-1.91
0.27
0.17
0.1
0.25
235
0.65
18.13
1.92
-0.2
-0.32
-1.73
-0.58
9
-0.42
-0.44
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Figura 5. Predictores de la diferenciacion genética (1 - IBS) en Cranioleuca pyrrhophia, estudiados mediante
MMRR y Commonality Analysis. Cada uno de los 31 coeficientes de comunalidad representa el porcentaje
de varianza de la métrica de distancia genética explicada por cada conjunto de Predictores, es decir, su
tamanio de efecto. Por otro lado, el porcentaje total representa la proporcion de la varianza total explicada
en el Modelo multivariado (0,48) por cada conjunto de Predictores. Los intervalos de confianza se calcularon

mediante 1000 réplicas bootstrap de una seleccion aleatoria del 90% de las muestras sin reposicién.
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distancia geogréfica (GEO) fue la variable que mejor explicd la disimilitud genética (R* = 0,36). En el
commonality analysis, el predictor mas importante fue GEO, el cual explicd un 23% (en conjunto de los efectos
Unicos y Comunes) de la varianza total explicada por el modelo multivariado (Figura 5). La siguiente variable
en importancia y la Unica otra que tuvo un efecto significativo en el multivariado fue la ALT que explicé un

16,4% de la proporcidn explicada de la varianza explicada por modelo.

El analisis EEMS (Figura 6) soportd los mismos tres grupos que recuperé STRUCTURE y PCA (Figura 4).
Un primer grupo fue formado por las poblaciones de tierras altas de Bolivia (sitios 1 y 2), un segundo grupo
por los sitios 3 a 8 y un tercero por los sitios 9 a 11. Lo mds destacado es la presencia de una barrera en las
laderas de los Andes de Bolivia, en concordancia con los resultados previos de regresion de matrices, y de otra

barrera menor al sur del Chaco seco.

Pruebas de seleccidn natural sobre el fenotipo

Identificamos con pcadapt 488 SNPs outliers, y con LFMM 795 SNPs asociados a la elevacién y a las 19
variables climaticas BIOCLIM. El nimero total de SNPs identificados como outliers por al menos un método fue
de 1175, lo que representd un 18% del total de SNPs. Estos marcadores fueron extraidos de la base de datos
de SNPs global para generar una base de datos de SNPs neutros y para proseguir con los analisis de seleccidn.
Ciento nueve SNPs fueron sefialados como outliers de manera simultdanea por ambos métodos. El Fsr global
entre las subespecies obtenido con SNPs no identificados como outliers (neutrales) fue de 0,0087 (95% Cl:

0,0053-0,0126).

En cuanto a las variables morfométricas (Tabla 3) y con la prueba Pst-Fsr, solo en el modelo de
divergencia de cuatro réplicas poblacionales (POP4) se rechazé la hipdtesis de deriva con la variable que
representa el tamafio de cuerpo en general (PC1), y con tamaiio de tarso (TS), obteniendo resultados robustos
que apoyan la hipdtesis de seleccidn divergente (% critico = 0,170 y 0,127 respectivamente). El test S no
rechazd la hipétesis nula de divergencia neutra en ningln cardacter, si bien en al agrupamiento de cuatro
poblaciones indicé la prueba S tuvo la misma tendencia que la prueba Psr-Fsr, pues tanto para PC1 como para

TS el valor de la estadistica S fue mayor a 0,83.
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Figura 6. Analisis de la tasa efectiva

/-\ de migracién. Los colores del mapa
1 indican dreas consistentes con el

\ % 2 aislamiento  por distancia (en
""( blanco), areas con migracién por

/3 encima de la tasa promedio

(corredores, color azul claro) y

Barreras .4.5 regiones con migracion por debajo
°6 de la tasa promedio (barreras, color
o7 8 naranja). Los puntos rojos indican

[ )

las localidades de colecta y el
numero de localidad (Tabla 1). Los
9 Ovalos delimitan las localidades
comprendidas dentro de cada grupo
/ recuperado por STRUCTURE (Figura
.10/ 3), los colores son los mismos a los
asignados al grafico de K = 3 de
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Para coloracién, rechazamos la hipétesis nula en los parches de plumaje mas expuestos a la
luminosidad ambiental, siendo estos Corona, Espalda, Timoneras centrales, Timoneras externas y Cobertoras
en todos los modelos de divergencia (Tabla 4). Las Timoneras centrales y las externas mostraron, en las
variables colorimétricas PC1 y S1R, valores de Prueba S concordantes con seleccion (S > 0,95), y a su vez valores

c c sy , . . .
robustos de Wz (ﬁ critico <0,2). En los demas parches mencionados, los criterios de robustez de los resultados

fueron idiosincraticos entre si. Cabe resaltar que los parches menos expuestos a la luminosidad ambiental

variaron de acuerdo a la hipdtesis nula de neutralidad.

Tiempo de divergencia y flujo genético

Los resultados de G-PhoCs se obtuvieron a partir de dos corridas independientes (ESS combinado >
300). El escenario indicd que entre las poblaciones estudiadas existe flujo genético asimétrico y alto, con
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direccion desde la region del Norte y centro de Argentina y zonas bajas de Bolivia (NorArg-Bol) hacia las
restantes dos poblaciones (AltBol o SurArg, Figura 7). Ademas, el tamanio efectivo de la poblacién NorArg-Bol
fue casi cinco veces mayor que la poblacion AltBol y 50 veces mayor que la poblacién del sur de Argentina. Por
otra parte, los tiempos de divergencia estimados para cada nodo fueron semejantes (162.000 afios antes del
presente), notando que los eventos de separacion entre estas poblaciones ocurrieron simultdneamente

durante el Pleistoceno tardio.

Modelos alternativos de divergencia

La media de Dxy de los loci altamente diferenciados entre tierras altas de Bolivia y el resto de las muestras (es
decir, la media de Dxy de los loci con Fst 2 0,2 = 0,011, IC del 95%: 0,0093-0,0137, n = 33) fue mayor que la de
los demas loci (es decir, la media de Dyy de los loci con Fst < 0,2 = 0,0001, IC del 95%: 0,00001-0,0005; prueba
de Wilcoxon p < 0,01). Es decir, los resultados soportan divergencia con flujo génico entre subespecies, de

acuerdo a las predicciones de la Figura 1.
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Tabla 3. Andlisis Psr-Fst y test S de los rasgos morfométricos para la divergencia poblacional y entre subespecies de Cranioleuca pyrrhophia. Se presentan los tamafios
muestrales de cada agrupamiento o poblacidon (n). Para STRK2, se descartaron individuos en regiones de altitud intermedias en los andes bolivianos. El Fsr global y su
intervalo de confianza (Cl) se calculé mediante Hierfstat. El Psry el %critico se calculd mediante un script personalizado. En negrita se resaltan los resultados robustos.

PC1: valor del componente principal 1 de todas las variables morfométricas; BLT: largo total de pico; BLN: largo de pico desde la narina; BW: ancho de pico; BD: alto
de pico; WL: largo de ala; TS: tarso.

Modelo de divergencia entre:

Subespecies (striaticeps vs pyrrhophia) (SSP)

striaticeps n = 18, pyrrhophia n = 112

Poblaciones BoAlt/Bajo (STRK2)
BoAlt n =11, Bajon =126

Cuatro-poblaciones (POP4)
AL n =11, CN n=45, CS n=63, S n=18

Pst-Fst Psr-Fst Pst-Fst
S-test Pst Fst Global (95% C|)Z S-test Pst Fsr Global (95% C|)Z S-test Pst Fst Global (95% C|)Z
(95% Cl) 0,008 (0,005-0,012) (95% Cl) 0,019 (0,010-0,028) (95% Cl) 0,012 (0,008-0,016)
Rasgo S Resultado %Critico S Resultado %Critico S Resultado %critico
PC1 0,505 0,006 Psr = Fsr NA 0,699 0,215 Pst > Fst 0,594 0,895 0,210
Pst > Fst 0,127*
(0-0,166) 0,031-0,418 (0,114 - 0,343)
BLT 0,578 0,064 Psr = Fst NA 0,536 0,157 Pst = Fsr NA 0,677 0,073
PST > FST 1,106
(0-0,270) 0-0,390 (0,011-0,192)
BLN 0,403 0 Psr = Fsr NA 0,481 0,192 Pst = Fsr NA 0,676 0,127
Pst > Fst 0,333
(0-0,168) 0-0,446 (0,053 -0,266)
BW 0,602 0,038 Ps‘r = FST NA 0,365 O Ps‘r = Fs‘r NA 0,468 0,061
Ps‘r = Fs‘r 1,921
(0-0,211) 0-0,143 (0,011 -0,176)
BD 0,460 0 Psr = Fsr NA 0,440 0,043 Pst = Fst NA 0,786 0,127
PST > FST 0,285
(0-0,070) 0-0,184 (0,060 - 0,240)
WL 0,590 0,011 Pst = Fsr NA 0,578 0,076 Pst = Fsr NA 0,694 0,120 P> F 0305
>
(0-0,124) 0-0,258 (0,056-0,237) o ’
TS 0,509 0,014 Psr = Fsr NA 0,621 0,139 Pst > Fst 0,674 0,835 0,151
PST > FST 0,170*
(0-0,133) 0,025- 0,277 (0,091 - 0,249)
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Tabla 4. Andlisis Pst-Fst y Prueba S de parches de coloracién del plumaje de Cranioleuca pyrrhophia. Se presentan los tamafios muestrales de cada agrupamiento o
poblacién (n). Para STRK2, se descartaron individuos en regiones de altitud intermedias en los andes bolivianos. El Fsr global y su intervalo de confianza (Cl) se calculd
mediante SNPRelate. El Pst y el %critico se calculd mediante un script personalizado. En negrita se resaltan los resultados robustos. PC1: valor del componente

principal 1 de todas las variables de coloracién obtenidas con el paquete pavo. S1R: variable representativa de la coloracion rojiza (feomelanina). B2: Brillo general,
proxy de la coloracién oscura (eumelanina).

Modelo de divergencia entre:

Poblaciones BoAlt/Bajo (STRK2)
BoAlt n= 10, Bajo n= 89

Cuatro poblaciones (POP4)
AL n=10, CN n=33, CS n=38, S n=17

Subespecies (striaticeps vs pyrrhophia) (SSP)
striaticeps n= 15, pyrrhophia n= 88

Pst-Fst Psr-Fst Psr-Fst

S-test Pst Fst Global (95% C|)Z S-test Pst Fst Global (95% C|)C S-test Pst Fsr Global (95% C|)2
Parche (95%Cl) 0,008 (0,005-0,012) (95% Cl) 0,019 (0,010-0,028) (95% Cl) 0,012 (0,008-0,016)
Rasgo S Resultado %Cﬁtico S Resultado %mn’co S Resultado %mtiw
PC1 0,956 0,461 Ps>Fsr 0,061 0,953 0,628 Po>Fsr 0,019 0,818 0,294 Psr>Fsr 0,040
(0,317-0,794) (0,629- 0,858) (0,181-0,651)
S1R 0,626 1,2 x 10 Pst = Fst NA 0,502 1,5 x 10* Pst = Fst NA 0,452 2,2x 10 Pst = Fst NA
Corona (0-0,363) (0-0,456) (0-0,193)
B2 0,829 0,223 Po>Fsr 0,235 0,875 0,403 Po>Fsr 0,086 0,723 0,294 Ps>Fsr 0,127
(0,077-0,557) (0,393-0,681) (0,181-0,651)
PC1 0,965 0,589 Po>Fsr  c.0 0,961 0,765 Po>Fsr  c.0 0,907 0,472 Psr>Fsr 0,020
(0,552-0,880) (0,760-0,921) (0,345-0,780)
SIR 0,792 0,300 Ps>Fsr 0,085 0,699 0,350 Po>Fsr 0,120 0,495 0,112 Ps>Fsr  NA
Espalda (0,133-0,659) (0,090-0,715) (0-0,448)
B2 0,794 0,387 Ps>Fsr 0,037 0,902 0,615 Po>Fsr 0,022 0,495 0,299 Psr>Fsr 0,053
(0,263-0,771) (0,572-0,859) (0,174-0,675)
_ PC1 0,997 0,785 Ps>Fsr c.0 0,989 0,827 Ps>Fsr ¢c.0 0,991 0,586 Ps>Fsr €0
Timoneras
v (0,792-0,928) (0,848-0,939) (0,533-0,845)
SIR 0,980 0,814 Ps>Fss  ¢c.0 0,945 0,877 Ps>Fss  ¢c.0 0,986 0,675 Ps>Fsr €0
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(0,801-0,955)

(0,879-0,965)

(0,625-0,906)

B2 0,486 0,053 Pt = Fsr NA 0,836 0,442 Ps>Fs 0,156 0,605 0,160 Psr = Fsr NA
(0-0,555) (0,172-0,777) (0-0,519)
PC1 0,888 0,451 Ps>Fsr 0,000 0,966 0,711 Ps>Fsr 0,014 0,946 0,377 Ps>Fsr 0,033
(0,202-0,833) (0,678-0,902) (0,266-0,708)
Timoneras SIR 0,765 0,354 Ps>Fsr 0,072 0,918 0,632 Ps>Fsr 0,016 0,870 0,296 Ps>Fsr 0,049
externas (0,103-0,767) (0,588-0,868) (0,177 -0,648)
B2 0,686 0,204 Pt = Fsr NA 0,774 0,448 Ps>Fsr 0,060 0,715 0,163 Ps>Fsr 0,282
(0-0,661) (0,306-0,774) (0,029-0,510)
PC1 0,521 2,0x10° Pst = Fst NA 0,440 0,010 Ps=Fsr  NA 0,449 0,021 Psr = Fsr NA
(0-0,077) (0-0,208) (0-0,219)
SlR 0,457 1,2 X 10_6 Ps‘r = Fs‘r NA 0,432 0,068 Ps‘r = Fs‘r NA 0,452 0,035 Ps‘r = Fs‘r NA
Garganta (0-0,220) (0-0,388) (0-0,235)
B2 0,489 3x10° Pst = Fst NA 0,521 6,1 x 10* Pst = Fst NA 0,577 0,029 Pst = Fst NA
(0-0,031) (0-0,209) (0-0,286)
PCl 0,543 1,4 X 10_4 Ps‘r = Fs‘r NA 0,552 0,000 Ps‘r = Fs‘r NA 0,374 O Ps‘r = Fs‘r NA
(0-0,285) (0-0,232) (0-0,141)
SlR 0,439 1,2 X 10_4 Ps‘r = Fs‘r NA 0,488 0,000 Ps‘r = Fs‘r NA 0,439 O Ps‘r = Fs‘r NA
Pecho (0-0,131) (0-0,100) (0-0,199)
B2 0,585 0,031 Pst = Fsr NA 0,499 0,000 Ps=Fsr  NA 0,767 0,089 Pst = Fsr NA
(0-0,319) (0-0,253) (0-0,347)
PC1 0,878 0,328 Ps>Fsr 0,061 0,951 0,539 Pss>Fsr 0,030 0,851 0,240 Ps>Fsr 0,074
(0,168-0,722) (0,483-0,822) (0,150-0,574)
SIR 0,643 0,153 Ps>Fsr 0,760 0,730 0,269 Ps>Fsr 0,494 0,629 0,086 Pst = Fsr NA
Cobertoras (0,010-0,498) (0,108-0,659) (0-0,360)
B2 0,724 0,206 Ps>Fsr 0,430 0,849 0,402 Ps>Fsr 0,056 0,759 0,153 Psr>Fsr 0,210

(0,032-0,568)

(0,335-0,738)

(0,065-0,445)
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(0.12-0.17)

(0.12-0.17)

+0.00-0.03 m:0.01-0.16
B —

m: 0.00-0.0
R

m: 0.00-0.16

-

m: 0.26-1.05

NorArg-Bol SurArg AltBol
Ne: 0.95 Ne: 0.021 Ne: 0.203
(0.852 -1.05) (0.013 -0.032) (0.143 -0.246)

Figura 7. Flujo génico y tiempo de divergencia entre poblaciones de C. pyrrhophia. Los resultados de G-
PhoCS muestran el escenario mas probable obtenido. El arbol representa las poblaciones y su relacion
filogenética tal como se utilizé para el analisis. La migracién se representa con flechas y la letra m, donde el
grosor es proporcional a la tasa de migracién. El tamafio de las ramas en el arbol es proporcional al tamafio
efectivo de la poblacidn Ne (en millones de individuos). El tiempo de divergencia T estd en millones de afios
antes del presente. NorArg-Bol: individuos del Norte y centro de Argentina y zonas bajas de Bolivia; SurArg:
individuos del Sur de la distribucién en Argentina; AltBol: individuos de zonas altas de Bolivia.

DISCUSION

éCuadles son los patrones geograficos de variacion fenotipica y con qué variables ambientales
estan correlacionados?

No encontramos diferencias morfométricas substanciales entre sexos de Cranioleuca pyrrhophia,
como observado en la mayoria de las especies de Furnaridos pues las diferencias en el Ancho de pico (BW) y
Largo de ala (WL) no superaron el 3% entre sexos. Del mismo modo, la coloracidn también fue uniforme entre
machos y hembras, caracteristica que también es conservada en la familia. Estos resultados concuerdan con

un estudio previo de la especie (Claramunt, 2002), donde se utilizé un muestreo geograficamente acotado.

La variacién morfoldgica intraespecifica en C. pyrrhophia fue baja y con estructuracién geografica

reducida. Los resultados indicaron que ningun rasgo morfométrico varié latitudinalmente, pero los rasgos
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Ancho de Pico (BW) y Tarso (TS) tuvieron una correlacién moderada con la longitud (Tabla A3.3). El analisis
mostrd correlacion moderada entre estos rasgos y la longitud. Los ejemplares del Este de la distribucion
(Uruguay y Sur de Brasil) tuvieron tamafios de Tarso y de Ancho de pico mayores que los del Oeste, en
concordancia con estudios previos (Claramunt (2002)) (Figura 8). Adicionalmente, los resultados del analisis de
autocorrelacion espacial sugieren la existencia de patrones espaciales, revelando una asociacién significativa
y consistente entre el valor del rasgo y su ubicacidén geografica (Tabla A3.3). Al observar la variacién del largo
de Tarso a escala geografica, observamos que los ejemplares del Este de la distribucién (Uruguay y Brasil), asi
como los ejemplares del Norte (Noroeste de Argentina y Bolivia), mostraron largos de Tarso superiores a los
del centro de la distribucién (Paraguay, Centro Norte de Argentina y Sur) (Figura 8). Esto explica el valor de
autocorrelacién espacial alto (I de Moran =0,705), asi como la moderada correlacion con la longitud, pero baja
con la latitud. De todas formas, si bien existié cierta estructuracion, la diferencia no fue detectada por el andlisis

NMM.

Los andlisis de regresion multiple de matrices MMRR mostraron baja asociacidon entre los rasgos
morfoldgicos y las variables ambientales o geograficas. Solo para el largo de Tarso, el modelo completo explicé
10% de la variacién total (Tabla A3.5), mientras que, para los restantes rasgos, los modelos explicaron menos
de 10% de la variabilidad total. Considerando el patrén de variacién observado en el rasgo, es légico que no se
haya observado ninguna asociacién con variables ambientales, considerando que las regiones con largos de

Tarso mayores son muy distintas climaticamente entre si.

Estos resultados no soportan la regla de Bergman en C. pyrrhophia, la cual predice que los ejemplares
de clima frio y/o latitudes mayores tendrian mayor tamafio corporal (el tamafio de tarso, asi como PC1, son
proxy del tamafio corporal), lo que no fue encontrado (Tabla A3.1). Si bien se cumpliria esta prediccién al
considerar los ejemplares de altura versus los de tierras bajas de Argentina (Figura 8), no es claro por qué los
ejemplares del extremo oriental de la distribucion comparten estados morfolégicos con aquellas de Bolivia de

tierras altas. De todas formas, el alargamiento del tarso puede no estar en este caso relacionado con el tamafo
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corporal, sino que tener un comportamiento alométrico respecto del resto de las variables, respondiendo a

otras presiones ecoldgicas.

En relacidn a la coloracidn, en la mayoria de los parches no se encontré evidencia de estructura
geografica, con excepcidn de en las timoneras (Figura A3.2). El analisis NMM encontrd dos grupos discretos en
el parche Timoneras centrales, que agrupd los individuos de altura (de Argentina y Bolivia) y de zonas bajas.
Para los demas parches y variables, NMM no encontré grupos discretos con coherencia geografica. Segun
Remsen (2020), los ejemplares del sur del 4drea de distribucién serian mas grises que los del norte, con un
jaspeado de corona mas denso hacia el oeste. La coloracidn grisacea se podria recuperar con las variables S1R
(mds o menos rojizo) y B2 (mas o menos oscuro) asi como la densidad del jaspeado de la corona con la variable
B2. No recuperamos ningun patrén geografico en espalda, pero en corona observamos una asociacion
moderada con la longitud en el Brillo (Tabla A3.3). Estos resultados indican que los ejemplares del Este de la
distribucidn tienen un jaspeado mas denso o menos contrastado, o falto de estrias, respecto a los ejemplares
del oeste, resultados que concuerdan con los reportados por Claramunt (2002), excepto por la coloracion de

la espalda.

La variacién geografica de la coloracién de las Timoneras Centrales y Timoneras Externas soporté
parcialmente lo predicho en la bibliografia en relacién a subespecies. Por ejemplo, Timoneras Centrales rufas
en la subespecie striaticeps y timoneras centrales marrones en pyrrhophia (Fig. 2 y 9). Las variables SIR y PC1
de tales caracteres de plumaje se correlacionaron con la latitud y mostraron una estructuracion geografica
también significativa. Los individuos del Norte de Argentina y Bolivia fueron los que tuvieron las timoneras
centrales mas rufas (Figura 9), indicando que la subespecie de timoneras centrales rufas striaticeps no se
limitaria solo a Bolivia, en contraposicidn con la bibliografia (Remsen 2020), la poblacién de tierras altas del
Nordeste de Argentina tiene caracteres compatibles con tal subespecie (Fig. 9). En el caso de Timoneras
Externas, si bien la estructura geografica fue mds moderada, su variacidn siguid la variacidon de Timoneras

centrales (Fig. A3.3). Para Timoneras Externas las pieles de estudio consistieron en individuos con las colas
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Largo de tarso (TS) Ancho de pico (BW)

()13,1-151 121-25
0151-16 ) 2,5-2,75
@ 16-16,9 @ 2,75-2,9
@®169-18 @ 29-33
@®i15-197 @® 33-3,68

Figura 8. Variacion geografica de largo de tarso (TS) y Ancho de Pico (BW) de Cranioleuca pyrrhophia.
completamente rufas (norte de Argentina y Bolivia), individuos con plumas completamente marrones, y todas
las proporciones de rojo vs marréon intermedias. La proporcién de marrén no mostré una clina ni patrén
geografico apreciable, y los individuos con rectrices centrales completamente marrones estuvieron dispersos

por toda la distribucidn (Fig. A3.3)

En el analisis de regresidon multiple, la coloracidn rojiza de las Timoneras Centrales fue correlacionada
con la Altitud mds que con ninguna otra variable climatica o geografica. El modelo no logré explicar mas de un
25% de la variacion en las demas variables y parches (Timoneras externas y Espalda), en esos casos, fue la

altitud la variable que mejor explicé la variacion.

La coloracidn del plumaje de la especie en estudio siguid la regla de Glogger. Segln esta regla,
esperabamos que la coloracidn del plumaje mostrara un patrén en el que los ejemplares del oeste del area de
distribucidn fueran mas rufos y claros que al este, pues la primera regién es la mas seca y calida del drea de

estudio. Esta relacidn se cumplié con la métrica indicadora de eumelanina (B2), en los parches Corona, Espalda,
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Timoneras centrales, Timoneras externas y Cobertoras (Tabla A3.3). La coloracién rufa (S1R) en timoneras
centrales siguié un eje de variacién Norte-Sur (esta variable mostrd correlacién con la latitud) (Figura 9, Tabla
A3.3). De todas maneras, como fue mencionado, la variable en este parche fue mejor explicada por la altitud
y no por variables relacionadas con la humedad, indicando que esta variable en particular no se comportaria

segun la regla de Glogger (colores mas rufos en climas mas secos o climas mas calidos).

Figura 9. Variacidn geografica de las
Timoneras centrales de  Cranioleuca
pyrrhophia,  variable  S1R  (redness,
coloracion rojiza).

S1R Timoneras Centrales

10,345 - 0,391
) 0,391 - 0,438
@ 0,438 - 0,485
® 0,485-0,532
@® 0,532-0,578

El aislamiento por distancia geografica vy la altitud explican la variacion genética en
Cranioleuca pyrrhophia

Al contrario de lo que esperdbamos, encontramos que las subespecies de C. pyrrhophia poseen
divergencia genética muy baja (Figura 4), y que cada una no representa un linaje independiente Los ejemplares
de zonas altas con coloracidn de rectrices centrales rojas (striaticeps) no son mas parecidos genéticamente
entre si que con los ejemplares de rectrices bicoloreadas (rojas-marrones) o marrones (subespecie

pyrrhophia). Tanto el analisis de admixture como de componentes principales separaron las muestras en tres
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grupos (Figura 4), siendo baja la diferenciacién genética entre estos grupos (p.ej, Fst = 0,0192 y un PCA cuyo
PC1 no explicé mas de 7% de la variacién). Si bien la diferenciacién fue baja, el patron se alinea con el eje
altitudinal del cinturén de bosques secos Chaco-Andes, mostrando un patrén similar al encontrado con

Phytotoma rutila (Capitulo 2).

Los principales factores que habrian modelado la variacién genémica en la especie fueron el
aislamiento por distancia y un aislamiento por altitud (Tabla 2). Posiblemente, ambas variables expliquen
porciones distintas de la variacién: por un lado, la poblacién de altura contra el resto de las muestras, y por
otro la distancia entre la poblacion del sur y la poblacién de mas al norte, separadas por mas de 2500 km de
distancia. El analisis EEMS soporta la existencia de dos barreras al flujo génico (Figura 6), siendo la mas
importante alineada con el eje altitudinal entre las muestras de Bolivia de altura y las de zonas bajas, y ademas
una zona con un flujo genético menor al esperado entre las poblaciones del sur y las de centro-norte. EEMS es
robusto frente a los gaps de muestreo (Petkova et al., 2016), entonces no creemos que los resultados estén
sesgados, y que efectivamente esas barreras reflejan disminucidn en el flujo genético. Cabe destacar que estas
barreras coinciden con las encontradas en Phytotoma rutila (Capitulo 2) y es un patrén que se observa también
en otras especies de aves que se codistribuyen a lo largo del cinturén de bosques Secos Chaco Andes (Lima-

Rezende et al. in litt.).

Las barreras al flujo génico descriptas para C. pyrrhophia no parecen corresponderse con expansiones
del bosque riberefio de los Rios chaquenos Bermejo y Pilcomayo, como fue esperado a priori de acuerdo a
Nores (1992). Nores (1992) propuso que las oscilaciones climaticas acaecidas durante el Pleistoceno habrian
promovido la expansién de bosques hiumedos a través del Chaco, reduciendo las areas de bosques xerdfilos
aislando las poblaciones de aves xerofiticas especialistas. Durante los periodos Glaciales habrian preponderado
condiciones aridas para la region (Iriondo, 1993), seguido por una transicién hacia un clima mas himedo en el
Pleistoceno Superior-Holoceno Inferior, y en el Holoceno Medio habria preponderado una mayor aridez
(Piovano et al., 2009), retrayendo los bosques himedos de las yungas y Selva Atlantica, asi como los bosques

de galeria de los principales rios de la regién y propiciando la expansion de la diagonal abierta (Nores, 1992).
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De manera alternada, los periodos interglaciares habrian propiciado la expansién de los bosques humedos
mencionados, y los bosques de galeria del Bermejo y Pilcomayo (Oliveira-Filho y Ratter, 1995; Zurita et al.,
2014). La expansién de estos bosques hiumedos podria haber aislado a las poblaciones de aves especialistas
en bosques xerodfilos al norte y al sur, causando diferenciacién genética (y morfoldgica), por efecto del
aislamiento (Nores, 1992). No obstante, las barreras descriptas por el andlisis EMMS no corresponden
geograficamente con lo predicho por el planteo anterior (Nores 1992). De hecho, el mapa de EEMS muestra
gue las poblaciones a un lado y a otro de estos rios intercambian migrantes a una tasa mayor a la esperada
bajo aislamiento por distancia, indicando un alto flujo genético. Por ultimo, podemos descartar el efecto del
bosque lluvioso de las Yungas como barrera al flujo genético. Primero, porque se encontrd un flujo genético
(asimétrico) entre los individuos a un lado y a otro de las yungas a la atura de las poblaciones de los Andes
bolivianos y de tierras bajas de Bolivia (Figura 6 y 7), y segundo, porque si bien no se estudié especificamente
con G-PhoCs, pero se infiere por los resultados de STRUCTURE y PCA, que también las poblaciones al este y al
oeste de las yungas en territorio Argentino poseen alto flujo genético, tanto que estos analisis agrupan las
muestras de altura (al oeste de las Yungas), con las de zonas bajas al este de estos bosques humedos.

éEs la diferenciacion fenotipica entre las poblaciones de Cranioleuca pyrrhophia producto de
seleccion natural en presencia de flujo genético?

Nuestros resultados soportan la accidn de la seleccidon natural sobre ciertos rasgos de la morfologia
externa en la divergencia de poblaciones de Cranioleuca pyrrhophia. Especificamente, solo en la comparacion
de cuatro poblaciones (Tabla 3, POP4) se soporté seleccidn divergente sobre toda la morfologia, en el analisis
con PC1y con la longitud de tarso (TS). En la misma comparacion de cuatro poblaciones, también se observé
una tendencia similar en el caracter altura de pico BD, pero sin tener resultados significativos. Cabe resaltar
gue la longitud de tarso fue el caracter mas diferenciado entre regiones, donde la variacion entre poblaciones

explico el 15% de la variacion total.

En relacion con la coloracion del plumaje de C. pyrrhophia, tanto la prueba S como el analisis Psr-Fsr
soportaron en todas las comparaciones la accion de la seleccidn natural en la divergencia poblacional (Tabla

4). Se observé divergencia no neutra en todos los parches de plumaje, con excepcién de aquellos de la region
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ventral (Garganta y Pecho). El caracter con mayor divergencia entre poblaciones fue Timoneras centrales, que
es el cual diferencia las subespecies. Esto se observo tanto para el PC1 de todas las variables de coloracién (Psr

=0,78), como para el caracter individual S1R (Psr = 0,81).

Los resultados sugieren la accidn de distintas presiones de seleccién sobre el plumaje del ave entre
regiones. Solo el color de parches de coloracion dorsal (Corona, Espalda, color de la cola, y en menor medida
coloracién de Cobertoras), tuvieron impacto de divergencia por seleccién, mientras que los dos caracteres
ventrales (Garganta y Pecho) cambiaron al azar. Esto sugeriria un rol importante de la interaccidén plumaje y
factores ambientales como la luminosidad, y/o exposicidn a factores diferenciales entre el dorso y ventral del
ave, que podrian ser importantes para definir la coloracion del plumaje. Por ejemplo, es posible que la
coloracién del dorso sea mas importante que la del ventral para algunas funciones, como el camuflaje. Por
ejemplo, en la lechuza Tyto alba, diferencias en coloracién entre los morfos rufo y blanco ha sido asociado a
diferentes comportamientos de dispersion y caza (Charter et al., 2012, 2015; Roulin, 2004; Roulin y Ducrest,
2013; van den Brink et al., 2012). A su vez, en esta lechuza también se describieron cambios de coloracion de
plumaje por seleccion natural divergente (Antoniazza et al., 2010; Burri et al., 2015).

Los resultados indican un desacoplamiento entre la variacion morfolégica y del plumaje de C.
pyrrhophia, y que el impacto de la divergencia por seleccion natural a lo largo del gradiente Chaco-Andes
habria sido mas intenso en la coloracion del plumaje que en la morfologia externa de la especie. Si bien se
hicieron las mismas comparaciones geograficas en ambos conjuntos de caracteres, la divergencia no
estocastica entre subespecies y poblaciones fue mas notoria y prevalente para el caso del plumaje. Por
ejemplo, la divergencia de tamafio de cuerpo fue menor y al azar, siendo como maximo del orden del 20%
(Tabla 3) entre las poblaciones de altitud de Bolivia y Argentina, y las de tierras bajas, mientras que en la misma
comparacién geografica la divergencia en coloracién no fue al azar y superd en algunos parches de plumaje el
80% (Tabla 4). Estos resultados son compatibles con la falta de soporte de que la especie sigue la regla de

Bergmann, y con el soporte parcial que se habria encontrado para la regla de Glogger en la especie.
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Nuestros resultados estan alineados con algunos estudios previos, donde se observa que el plumaje y
la morfologia externa no varian de la misma manera y donde el plumaje divergi6 mas rapidamente. Por
ejemplo, Freeman et al. (2023) (ver también Winger y Bates, 2015) compara la variacion del canto, plumaje y
tamano de pico entre poblaciones de aves alopatricas en los Andes. Encuentra que la divergencia de plumaje
estuvo correlacionada a la divergencia genética, y por ende al tiempo de aislamiento, y que la variaciéon de
tamano de pico no estuvo correlacionada a la divergencia temporal entre poblaciones. Freeman et al. 2023
concluye que este resultado podria ser consecuencia de que los caracteres eco morfoldgicos, como el tamafiio
de cuerpo o de pico, estarian mds sometidos a cambios neutros, o inclusive a seleccién natural muy débil o
balanceadora que impediria la divergencia, y a que el plumaje podria haber sido sometido a seleccién mds
intensa y divergente. La falta de presidon de seleccidn divergente sobre caracteres de tamafio corporal de aves,
a nivel intraespecifico o entre especies proximas, también es sugerido por Trujillo-Arias et al. (2020) en su
estudio de divergencia morfoldgica entre regiones histéricamente aisladas (Bosques tropicales de los Andes y
de la Selva Atlantica). Trujillo-Arias y colaboradores propusieron que, a pesar de que las poblaciones se
encuentran aisladas, sus caracteres morfolégicos no habrian divergido notoriamente de acuerdo a lo esperado

por la divergencia genética, lo que podria ser consecuencia de evolucidn neutra o de seleccién balanceadora.

Divergencia con flujo génico a lo largo del gradiente Chaco Andes

Nuestros resultados respaldan que las subespecies de C. pyrrhophia han divergido en presencia de
flujo génico a lo largo del gradiente Chaco Andes. El andlisis gendmico no respaldé un modelo de divergencia
en alopatria porque encontramos que los loci altamente diferenciados presentaron una divergencia absoluta
Dxy mas alta que los loci no diferenciados, lo que concuerda con las predicciones del modelo de divergencia
con flujo génico (Figura 1). El Dxy promedio de los loci con Fsr 2 0,2 fue dos érdenes de magnitud mayor que
los loci con Fsr < 0,2. Este resultado, junto con la existencia de flujo génico entre regiones (Figura 7) y los
resultados de las comparaciones S-test y Psr-Fst (Tabla 3 y 4), rechazé la divergencia neutral alopatrica y

respaldd la divergencia con flujo génico.

Las estimaciones de flujo génico entre las poblaciones de C. pyrrhophia (Fig. 4) representan la

migracion promedio durante la divergencia a partir de un ancestro comun y no diferencian el contacto primario
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(flujo génico constante y bajo) del contacto secundario (periodos de alopatria seguidos de un alto flujo génico)
(Cruickshank y Hahn, 2014). Sin embargo, el analisis gendmico de la especie indicé que algunos loci son menos
introgresivos que otros (es decir, loci con valores maximos de Fsry Dxy), lo que es compatible con la divergencia
con flujo génico (Figura 1). Estos loci altamente divergentes entre poblaciones pueden ser blancos de seleccién
natural e indicarian una adaptacién diferencial local, por ejemplo entre las regiones altoandinas y las tierras
bajas (es decir, adaptacién a temperaturas extremas, estacionalidad y variacidn en las presiones parciales de

oxigeno).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES GENERALES

En esta tesis, estudiamos el rol de la seleccién natural en la diversificacién biolégica, evaluando tanto
caracteres fenotipicos como gendmicos, con énfasis en los modelos de divergencia ecoldgica en parapatria.
Estudiando dos especies de Passeriformes de bosques secos del sur de Sudamérica, presentamos evidencia a
favor de que el gradiente ambiental a lo largo de los bosques del Chaco y de los Andes ha promovido la
diversificacién ecoldgica en la regidén. A continuacién, revisamos brevemente los hallazgos de esta tesis, y
revisamos sus implicancias para comprender la evolucién poblaciones en aves, en particular en aquellas de

regiones montariosas.

Desde que Darwin propuso por primera vez que nuevas especies podian surgir sin separacidon
geografica (Darwin, 1859), los bidlogos han debatido si la divergencia puede ocurrir o no en presencia de
intercambio genético. La primera hipédtesis estudiada en esta tesis plantea que la seleccidn natural posee un
rol significativo en la divergencia poblacional a nivel tanto fenotipico como gendmico en las aves en general,
incluso bajo flujo genético. En las especies estudiadas hallamos que distintos grupos de caracteres parecen
haber sido objeto de diversificacion a nivel fenotipico, mientras que otros parecen haber cambiado
neutramente. En Phytotoma rutila, encontramos una diferencia de 10% en el tamafio corporal entre
poblaciones, lo cual superé la expectativa de variacidn que se esperaba bajo procesos neutros, y que ofrecio
evidencia de accién de seleccion natural (Capitulos 2 y 3). Las diferencias observadas entre las poblaciones de
P. rutila de tierras altas y tierras bajas podrian estar relacionadas con adaptaciones locales a temperaturas
extremas y/o a la estacionalidad de cada region, asi como a la variacion de condiciones atmosféricas (p. €j.,
presiones parciales de oxigeno). En el otro modelo de estudio, Cranioleuca pyrrhophia, no se observo
diferenciacion a nivel de rasgos de tamafio corporal (Capitulo 4). No obstante, si observamos diferencias
apreciables entre las poblaciones de tierras altas y bajas en los caracteres de coloracion, especialmente en los
parches de plumaje del dorso y cola. Los caracteres mencionados en ambos sistemas variaron mas de lo
esperado bajo procesos neutros, siguiendo los resultados obtenidos utilizando el enfoque que integra y

compara caracteres tanto fenotipicos como genémicos. A nivel gendmico, Phytotoma rutila mostré entre sus
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poblaciones una mayor divergencia en ciertos marcadores que Cranioleuca, pero en ambos casos las
poblaciones Andinas se diferenciaron de las de zonas bajas. Los analisis genédmicos y fenotipicos de este trabajo
ofrecen evidencia a favor de que la seleccién natural posee un rol significativo en la divergencia poblacional
en estas especies, principalmente a nivel fenotipico, y de que la divergencia y especiacién en parapatria podria

ser un fendmeno sub observado en el grupo.

Histéricamente, y en particular en aves y mamiferos, el mecanismo mayormente citado y evaluado
para explicar la divergencia poblacional y posterior especiacidén ha sido el de divergencia en ausencia de flujo
genético, por alopatria, sin incorporar explicitamente pruebas de seleccion (Mild et al., 2009, Tobias et al 2020).
De hecho, histéricamente se ha trabajado de manera sesgada sobre sistemas alopatricos, en ambientes como
la Amazonia, donde existe una gran influencia de rios que representan fuertes barreras geograficas, generando
sistemas de islas o grandes regiones aisladas por grandes rios, o en el hemisferio norte, donde hay gran
influencia de glaciaciones pasadas, de donde surgen las hipétesis de refugios (por ejemplo, Hewitt, 1996,
2000). Es posible que la nocién de que la alopatria es fundamental para el inicio de la especiacidn sea producto
de que los primeros estudios del tema no evaluaron hipétesis alternativas al aislamiento, o que carecian de
métodos o datos para un estudio integral de las distintas alternativas (Arnold, 2016). En teoria, un linaje podria
divergir en respuesta a la adaptacion en gradientes ambientales pronunciados (Schluter, 2009), como los que
se encuentran en las laderas de los ambientes montafiosos. El aislamiento reproductivo en este caso seria
dirigido o mantenido por la seleccidn en contra de los inmigrantes, no adaptados al ambiente que ingresan
(Nosil et al., 2005). Pero el aislamiento no surge hasta que el flujo génico se reduce lo suficiente, ya sea por el
paisaje, la ecologia, o el comportamiento. En el caso de las poblaciones distribuidas a lo largo de gradientes
ambientales marcados, como la cordillera de los Andes (Graves, 1988), el rol de los rasgos ecoldgicos pareceria
ser significativo. En aves y otros organismos, hay ejemplos bien documentados de adaptacion local de
poblaciones a lo largo de gradientes altitudinales (por ejemplo, Cheviron y Brumfield, 2009; Dingle et al., 2008;
McCormack y Smith, 2008; McCracken et al., 2009; Mila et al.,, 2009; Ribeiro et al., 2011; Seeholzer y

Brumfield, 2017) pero no conocemos evidencia concluyente de que este modo de divergencia haya llevado al
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aislamiento reproductivo y, por lo tanto, al origen de dos especies distintas a partir de una linea ancestral

continuamente distribuida como resultado de la seleccién divergente.

Las montaias tropicales y subtropicales son bien conocidas por tener una alta diversidad de aves,
desproporcionada frente a otros ambientes adyacentes, y son considerados areas calientes de endemismo
(Fjeldsa et al., 2012). Esta diversidad se ha atribuido a la fragmentacion de habitat causada por la topografia
accidentada, la marcada zonacién altitudinal en los habitats, la extensién longitudinal de la cordillera, ademas
de las fluctuaciones climaticas (que cobra mayor importancia al aumentar de latitud), habria generado
oportunidades para la expansion, retraccion, colonizacion de diferentes areas por las poblaciones (Cadena
et al., 2016; Cadenay Céspedes, 2020; Paulo et al., 2023). Pero mas alla del rol del aislamiento en la generacion
de barreras reproductivas, que como se menciond dan lugar a la diversificacion del genoma, el rol de la
seleccion se destaca en la generacion de divergencia en caracteres fenotipicos (Cabanne et al., 2011, 2014;
Moritz et al., 2000; Rice y Hostert, 1993; Schneider et al., 1999, Capitulos 3 y 4 de esta tesis). Los ecotonos y
otros gradientes como el cinturén de bosques secos del Chaco y los Andes pueden ser fundamentales para la

evolucidn y el mantenimiento de la biodiversidad en regiones tropicales (B. T. Smith et al., 2014).

BIBLIOGRAFIA

Arnold, M. L. (2016). Divergence with Genetic Exchange. Oxford University Press.

Cabanne, G. S., D’horta, F. M., Meyer, D., Silva, J. M. C., y Miyaki, C. Y. (2011). Evolution of Dendrocolaptes
platyrostris (Aves: Furnariidae) between the South American open vegetation corridor and the Atlantic
forest. Biological Journal of the Linnean Society, 103(4), 801-820. https://doi.org/10.1111/j.1095-
8312.2011.01678.x

Cabanne, G. S., Trujillo-Arias, N., Calderdn, L., D’'Horta, F. M., y Miyaki, C. Y. (2014). Phenotypic evolution of an
Atlantic Forest passerine (Xiphorhynchus fuscus): Biogeographic and systematic implications. Biological
Journal of the Linnean Society, 113(4), 1047-1066. https://doi.org/10.1111/bij.12362

Cadena, C. D., y Céspedes, L. N. (2020). Origin of elevational replacements in a clade of nearly flightless birds:

Most diversity in tropical mountains accumulates via secondary contact following allopatric speciation.

129



EnR.V.y C. A. (Eds.), Neotropical Diversification: Patterns and Processes (pp. 635-659). Springer, Cham.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-31167-4_23

Cadena, C. D., Pedraza, C. A., y Brumfield, R. T. (2016). Climate, habitat associations and the potential
distributions of Neotropical birds: Implications for diversification across the Andes. Revista de La
Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, 40(155), Article 155.
https://doi.org/10.18257/raccefyn.280

Cheviron, Z. A., y Brumfield, R. T. (2009). Migration-selection balance and local adaptation of mitochondrial
haplotypes in Rufous-collared Sparrows (Zonotrichia capensis) along an elevational gradient. Evolution,
63(6), 1593-1605. https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.2009.00644.x

Dingle, C., Halfwerk, W., y Slabbekoorn, H. (2008). Habitat-dependent song divergence at subspecies level in
the grey-breasted wood-wren. Journal of Evolutionary Biology, 21(4), 1079-1089.
https://doi.org/10.1111/j.1420-9101.2008.01536.x

Fjelds3, J., Bowie, R. C. K., y Rahbek, C. (2012). The Role of Mountain Ranges in the Diversification of Birds.
Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics, 43(Volume 43, 2012), 249-265.
https://doi.org/10.1146/annurev-ecolsys-102710-145113

Graves, G. R. (1988). Linearity of Geographic Range and Its Possible Effect on the Population Structure of
Andean Birds. The Auk, 105(1), 47-52. https://doi.org/10.1093/auk/105.1.47

Hewitt, G. (1996). Some genetic consequences of ice ages, and their role in divergence and speciation.
Biological Journal of the Linnean Society, 58(3), 247-276. https://doi.org/10.1006/bijl.1996.0035

Hewitt, G. (2000). The genetic legacy of the Quaternary ice ages. Nature, 405(6789), 907-913.
https://doi.org/10.1038/35016000

McCormack, J. E., y Smith, T. B. (2008). Niche expansion leads to small-scale adaptive divergence along an
elevation gradient in a medium-sized passerine bird. Proceedings of the Royal Society B, 275, 2155-2164.
https://doi.org/10.1098/rspb.2008.0470

McCracken, K. G., Bulgarella, M., Johnson, K. P., Kuhner, M. K., Trucco, J., Valqui, T. H., Wilson, R. E., y Peters, J.
L. (2009). Gene flow in the face of countervailing selection: Adaptation to high-altitude hypoxia in the
betaA hemoglobin subunit of yellow-billed pintails in the Andes. Molecular Biology and Evolution, 26(4),
815-827. https://doi.org/10.1093/molbev/msp007

Mila, B., Wayne, R. K., Fitze, P, y Smith, T. B. (2009). Divergence with gene flow and fine-scale
phylogeographical structure in the wedge-billed woodcreeper, Glyphorynchus spirurus, a neotropical
rainforest  bird. Molecular Ecology, 18(14), 2979-2995. https://doi.org/10.1111/j.1365-
294X.2009.04251.x

130



Moritz, C., Patton, J. L., Schneider, C. J., y Smith, T. B. (2000). Diversification of rainforest faunas: An integrated
molecular approach. Annual Review of Ecology and Systematics, 31(1), 533-563.
https://doi.org/10.1146/annurev.ecolsys.31.1.533

Nosil, P., Vines, T. H., y Funk, D. J. (2005). REPRODUCTIVE ISOLATION CAUSED BY NATURAL SELECTION AGAINST
IMMIGRANTS FROM DIVERGENT HABITATS. Evolution, 59(4), 705-719. https://doi.org/10.1111/j.0014-
3820.2005.tb01747 .x

Paulo, P., Tedfilo, F. H., Bertuol, C., Polo, E., Moncrieff, A. E., Bandeira, L. N., Nufiez-Penichet, C., Fernandes, I.
Y., Bosholn, M., Machado, A. F,, Luna, L. W., Pecanha, W. T., Rampini, A. P., Hashimoto, S., Dias, C., Araripe,
J., Aleixo, A., do Régo, P. S., Hrbek, T., ... Ancides, M. (2023). Geographic Drivers of Genetic and Plumage
Color Diversity in the Blue-Crowned Manakin. Evolutionary Biology. https://doi.org/10.1007/s11692-
023-09613-4

Ribeiro, A. M., Lloyd, P., y Bowie, R. C. K. (2011). A tight balance between natural selection and gene flow in a
Southern African arid-zone endemic bird. Evolution, 65(12), 3499-3514. https://doi.org/10.1111/j.1558-
5646.2011.01397.x

Rice, W. R., y Hostert, E. E. (1993). Laboratory Experiments on Speciation: What Have We Learned in 40 Years?
Evolution, 47(6), 1637. https://doi.org/10.2307/2410209

Schluter, D. (2009). Evidence for Ecological Speciation and Its Alternative. Science, 323(5915).

Schneider, C. J., Smith, T. B., Larison, B., y Moritz, C. (1999). A test of alternative models of diversification in
tropical rainforests: Ecological gradients vs. Rainforest refugia. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 96(24), 13869-13873.
https://doi.org/10.1073/pnas.96.24.13869

Seeholzer, G. F., y Brumfield, R. T. (2017). Isolation-by-distance, not incipient ecological speciation, explains
genetic differentiation in an Andean songbird (Aves: Furnariidae: Cranioleuca antisiensis, Line-cheeked
Spinetail) despite near three-fold body size change across an environmental gradie. Molecular Ecology,
May, 1-18. https://doi.org/10.1111/mec.14429

Smith, B. T., McCormack, J. E., Cuervo, A. M., Hickerson, M. J., Aleixo, A., Cadena, C. D., Pérez-Eman, J., Burney,
C. W,, Xie, X., Harvey, M. G., Faircloth, B. C., Glenn, T. C., Derryberry, E. P., Prejean, J., Fields, S., y
Brumfield, R. T. (2014). The drivers of tropical speciation. Nature 2014 515:7527, 515(7527), 406-409.
https://doi.org/10.1038/nature13687

131



ANEXO 1 (A1)
MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL CAPITULO 2

El tamafiio corporal y la variacion genética en el Cortarramas (Phytotoma rutila:
Cotingidae) sugieren divergencia ecoldgica a través del cinturén de bosque seco
Chaco-Andes

Revisidn de los limites geograficos de las dreas de reproduccion e invernada de Phytotoma rutila

Para seleccionar especimenes de museo y muestras de tejido de Phytotoma rutila recolectadas en el
area de reproduccién de la especie para este estudio, primero revisamos los limites de sus dreas de
reproduccién e invernada. En primer lugar, mediante el andlisis de registros de eBird (https://ebird.org/,
consultado en agosto de 2018), definimos la duracidn de las temporadas de reproduccién e invernada
evaluando la estabilidad de la distribucion de la especie durante la temporada de reproduccién (durante la
primavera y el verano) y durante la invernada (la temporada complementaria a la reproduccion). En segundo
lugar, descargamos los registros de ocurrencia de P. rutila de la Global Environmental Facility (GBIF, 10 de
agosto de 2018, https://doi.org/10.15468/dl.ytz6éwe). Filtramos el conjunto de datos sin procesar para
conservar solo un registro por localidad y fecha, lo que resulté en una base de datos de 3293 observaciones

gue abarcaron el periodo de aifos 1879 a 2018.

Observamos en el conjunto de datos de eBird dos periodos de estabilidad en el rango y luego los
definimos como "temporada de reproduccién" el periodo de octubre a marzo, y como "temporada de
invernada" el periodo de abril a septiembre. Luego, dividimos el conjunto de datos de GBIF en subconjuntos
de reproduccidn e invernada, segun la fecha de registro, y calculamos, para cada temporada, el nimero de
registros en celdas de 100 km x 100 km. La Figura A1.1 presenta la distribucidon y abundancia de P. rutila durante
la temporada de reproduccion y durante la temporada de invernada. Utilizamos la distribucién de la especie
durante la temporada de reproduccion para definir la region de muestreo para el estudio morfoldgico y

genético. Los resultados indicaron que el ave esta presente durante todo el afio en la mayor parte de su rango,
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excepto en el extremo mas austral de su distribucién, asi como en la parte oriental de la distribucion (noreste
de Argentina, este de Paraguay y el extremo sur de Bolivia). La abundancia en las tierras altas de Bolivia y el
norte de Argentina se mantuvo estable durante todo el afo, lo que indica una naturaleza sedentaria de la
especie en estas regiones. Ademas, este analisis mostrd que la especie evita el nicleo del bioma de pastizales
de las Pampas, lo que contrasta con la distribucién mapeada en la literatura (por ejemplo, Ridgely y Tudor

2009).

Figura Al.1. Limites geograficos de las areas de reproduccidn e invernada y abundancia de registros de P. rutila.
La temporada de reproduccion se definié de octubre a marzo, mientras que la temporada de invernada va de
abril a septiembre.
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Tabla Al.1. Cargas de los componentes principales (PC) extraidos del conjunto de datos morfoldgicos de
Phytotoma rutila. El porcentaje de varianza explicada se informa entre paréntesis.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
Rasgos (59.78%) (13.77%) (9.78%) (7.51%) (6.03%) (3.14%)
BLT 0.500 -0.512 -0.298 -0.631 0.013 -0.032
BLN 0.336 -0.329 -0.437 0.747 0.128 -0.118
BW 0.396 0.745 -0.355 -0.117 0.382 0.041
BD 0.407 0.265 0.072 0.071 -0.819 -0.288
WL 0.407 -0.041 0.353 0.146 -0.058 0.827
TS 0.387 -0.052 0.682 0.059 0.404 -0.466
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Figura Al1.2. Diagrama de cajas de la altitud de la localidad de colecta de especimenes de museo de P. rutila,
agrupados segun el andlisis NMM. Grupo 1: grupo de tierras bajas; grupo 2: grupo de tierras altas.
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Figura A1.3. Comparaciones Ps—Fsr del tamano corporal (PC1) utilizando la muestra morfoldgica reducida con
los tres marcadores genéticos (Ctyb, VLDL y G3PDH). Los valores Fsr se indican en rojo (IC 95% indicado por
lineas discontinuas), y los valores Psr se indican en azul (Cl 95% indicado por lineas discontinuas). Las lineas
verticales discontinuas indican el valor critico de ¢/h2.
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ANEXO 2 (A2)
MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL CAPITULO 3

Divergencia gendmica y fenotipica con flujo genético a lo largo de un gradiente

ecoldgico y altitudinal en un ave Neotropical
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Tabla A2.1. Muestras utilizadas para el andlisis genomico de Phytotoma rutila.

Numero
de
Localidad
1

O O O N UVT U AW WWNNNRR

S el =
NN R RO

12

Muestra

MACN-Or-Ct 6694
MACN-Or-Ct 6719
MACN-Or-Ct 6703
MACN-Or-Ct 5827
LSUMZ 1208
LSuMz 1211
MACN-Or-Ct 5828
LSUMZ 1200
LSUMZ 1202
LSUMZ 34579
LSUMZ 18627
LSUMZ 18779
MACN-Or-Ct 5284
MACN-Or-Ct 2189
MACN-Or-Ct 2147
MACN-Or-Ct 4052
MACN-Or-Ct 4079
MACN-Or-Ct 0006
MACN-Or-Ct 0015
MACN-Or-Ct 0019
MACN-Or-Ct 2766
MACN-Or-Ct 2780
MACN-Or-Ct 2809

Pais

Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Bolivia
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina

Localidad

La Paz, La Paz

La Paz, La Paz

La Paz, La Paz
Ananta, La Paz
Huajchilla, La Paz
Huajchilla, La Paz
Mecapaca, La Paz
Mecapaca, La Paz
Mecapaca, La Paz

Comarapa, Santa Cruz
Charagua, Santa Cruz
Charagua, Santa Cruz
Rio Primero, Cordoba
San Pedro, Buenos Aires
Baradero, Buenos Aires

Nacufian, Mendoza
Nacufian, Mendoza

Nicolas Levalle, Buenos Aires
Pedro Luro, Buenos Aires
Pedro Luro, Buenos Aires
Las Grutas, Rio Negro

Las Grutas, Rio Negro

Las Grutas, Rio Negro
*MACN-Or-Ct: Museo Argentino de Ciencias Naturales, Coleccidn de Tejidos Ultracongelados Ornithology tissue collection.

LSUMZ: Louisiana State University Museum of Natural Science.

Coordenadas

-16.53, -68.06
-16.53, -68.06
-16.53, -68.06
-16.61, -68.07
-16.63, -68.04
-16.63, -68.04
-16.67, -68.01
-16.69, -68.06
-16.69, -68.06
-18,-64.43
-19.84, -62.02
-19.84, -62.02
-30.89, -63
-33.79,-59.61
-33.89, -59.35
-34.05, -67.95
-34.05, -67.95
-38.72,-62.93
-39.45, -62.7
-39.45, -62.7
-40.81, -65.1
-40.81, -65.1
-40.81, -65.1
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Altitud
(msnm)

3480
3480
3480
3100
3480
3480
2850
2919
2919
1620
520
520
90
4
15
580
580
1
20
20
0
0
0

Asignacion a poblaciones

Subespecies
angustirostris
angustirostris
angustirostris
angustirostris
angustirostris
angustirostris
angustirostris
angustirostris
angustirostris

rutila?

rutila?

rutila?
rutila
rutila
rutila
rutila
rutila
rutila
rutila
rutila
rutila
rutila
rutila

Cuatro
poblaciones
1

B A DD DEDDWWWWWNNNRRRRRRRR



Tabla A2.2. Parametros utilizados para el flujo de trabajo de ipyrad y las condiciones adicionales de filtrado
de SNP utilizando VCFtools.

Parametros de Ipyrad

XXXXXXXX

XXXXXXXX

Path
denovo

ddrad
TGCAG,
5

33

6

6
10000
0.85

35

0.022
0.05
19
0.22

0.5
0,0,0,0
0,0,0,0

## [0] [assembly_name]: Assembly name. Used to name output directories for
assembly steps

## [1] [project_dir]: Project dir (made in curdir if not present)

## [2] [raw_fastg_path]: Location of raw non-demultiplexed fastq files

## [3] [barcodes_path]: Location of barcodes file

## [4] [sorted_fastq_path]: Location of demultiplexed/sorted fastq files

## [5] [assembly_method]: Assembly method (denovo, reference)

## [6] [reference_sequence]: Location of reference sequence file

## [7] [datatype]: Datatype (see docs): rad, gbs, ddrad, etc.

## 8] [restriction_overhang]: Restriction overhang (cutl,) or (cutl, cut2)
## [9] [max_low_qual_bases]: Max low quality base calls (Q<20) in a read
## [10] [phred_Qscore_offset]: phred Q score offset (33 is default and very
standard)

## [11] [mindepth_statistical]: Min depth for statistical base calling

## [12] [mindepth_majrule]: Min depth for majority-rule base calling

## [13] [maxdepth]: Max cluster depth within samples

## [14] [clust_threshold]: Clustering threshold for de novo assembly

## [15] [max_barcode_mismatch]: Max number of allowable mismatches in
barcodes

## [16] [filter_adapters]: Filter for adapters/primers (1 or 2=stricter)

## [17] [filter_min_trim_len]: Min length of reads after adapter trim

## [18] [max_alleles_consens]: Max alleles per site in consensus sequences
## [19] [max_Ns_consens]: Max N's (uncalled bases) in consensus

## [20] [max_Hs_consens]: Max Hs (heterozygotes) in consensus

## [21] [min_samples_locus]: Min # samples per locus for output (~80%)
## [22] [max_SNPs_locus]: Max # SNPs per locus

## [23] [max_Indels_locus]: Max # of indels per locus

## [24] [max_shared_Hs_locus]: Max # heterozygous sites per locus

## [25] [trim_reads]: Trim raw read edges (R1>, <R1, R2>, <R2) (see docs)
## [26] [trim_loci]: Trim locus edges (see docs) (R1>, <R1, R2>, <R2)

## [27] [output_formats]: Output formats (see docs)

## [28] [pop_assign_file]: Path to population assignment file

## [29] [reference_as_filter]: Reads mapped to this reference are removed in step
3

Parametros de VCFTools

--mac 2

--max-alleles 2
--min-alleles 2
--max-missing 0.8
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Figura A2.1. Arbol de maxima verosimilitud de las 23 muestras gendmicas de Phytotoma rutila. Los ID de las
muestras estdn coloreados de acuerdo con la asignacién de poblacién previa en STRUCTURE para K = 3. El
soporte de bootstrap se muestra para cada nodo. La reconstruccion se realizé utilizando el programa RaxML.
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Figura A2.2. Resultados de GPhoc-S que muestran el flujo génico y el tiempo de divergencia entre las
poblaciones de Phytotoma rutila utilizando el conjunto de datos de 21 muestras y K = 2. BoH: Tierras altas de
Bolivia; BolL: Tierras bajas de Bolivia; Arg: Tierras bajas de Argentina. La migracidn se representa con flechas,
siendo el grosor proporcional a la tasa de migracion (inds/gen: individuos/generacidn). Las ramas del arbol
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(que indican distintas poblacione) son proporcionales a Ne (millones de individuos). El tiempo de divergencia
(T) se expresa en millones de afios antes del presente (Mya).
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Figura A2.3. Comparaciones Psr-Fst de rasgos de tamafio corporal de Phytotoma rutila (n = 146) con datos de
SNPs (4.193 SNPs) para dos y cuatro poblaciones. Los valores de Fsr se indican en naranja (Fst global promedio
y CI 95%) con lineas punteadas, y en amarillo (distribucién del 95% de los valores de FST) con lineas punteadas.
Los valores promedio de Psr se representan con una linea continua azul, y el intervalo de confianza del 95% se
indica con lineas punteadas azules. La linea punteada vertical de color negro indica el valor critico de %
Abreviaturas: BLT: Longitud total del pico; BLN: Longitud del pico desde la narina; BW: Ancho del pico; BD:
Profundidad del pico; WL: Largo de ala; TS: Longitud de tarso.
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Figura A2.4. Divergencia absoluta entre loci ddRAD de Phytotoma rutila. Comparacién de los valores de
divergencia absoluta Dyy entre los loci de ddRAD altamente diferenciados y los loci neutrales (aquellos que no
estan identificados como outliers). Dxy promedio de los loci con Fsr 2 0.5 = 0,0108 (Cl 95%: 0,0098 - 0,012). Dxy
promedio de los loci con Fsr > 0,8 = 0,0149 (Cl 95%: 0,0097 - 0,024).

141



ANEXO 3 (A3)
MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL CAPITULO 4

Diferentes procesos evolutivos desacoplan la divergencia con flujo génico entre la
coloracién y morfologia de un ave (Cranioleuca pyrrhophia, Furnariidae) a lo largo

del gradiente de bosques secos Chaco Andes

Tabla A3.1. Cargas de cada variable morfométrica de Cranioleuca pyrrhophia sobre los componentes
principales (PC). Rasgos morfométricos: BLT: Largo total de pico (desde la base), BLN: largo de pico desde la
narina, BD: profundidad del pico, BW: ancho del pico, WL: longitud del ala, TS: longitud de tarso,

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
BLT -0,349 0,609 -0,272 0,086 0,190 0,624
BLN -0,473 0,419 -0,174 -0,247 -0,008 -0,713
BW -0,412 -0,400 -0,246 -0,513 -0,517 0,282
BD -0,356 -0,364 -0,431 0,734 -0,025 -0,126
WL -0,407 0,124 0,752 0,302 -0,398 0,059
TS -0,438 -0,381 0,289 -0,197 0,733 0,057
Proporcidon acumulada 0,399 0,626 0,757 0,870 0,948 1,000

Tabla A3.2. Cargas de cada variable colorimétrica de Cranioleuca pyrrhophia sobre el componente
principal 1 (PC1).

Variables Corona Espalda Timoneras Timoneras Garganta Pecho Cobertora
Centrales Externas s
B1 -0,32 -0,25 -0,08 -0,24 -0,20 0,15 -0,32
B2 -0,32 -0,25 -0,08 -0,24 -0,20 0,15 -0,32
B3 -0,21 -0,01 0,22 -0,03 -0,11 0,03 -0,21
S1uU -0,30 -0,33 -0,32 -0,34 -0,33 0,32 -0,30
S1v -0,31 -0,34 -0,32 -0,34 -0,33 0,33 -0,31
S1B -0,30 -0,24 -0,30 -0,31 -0,25 0,22 -0,30
S1G 0,04 0,32 0,07 0,16 0,33 -0,33 0,04
S1y 0,25 0,34 0,31 0,30 0,34 -0,34 0,25
S1R 0,32 0,31 0,32 0,34 0,34 -0,34 0,32
S3 0,21 0,23 0,30 0,27 0,07 -0,20 0,21
sS4 -0,09 0,05 0,10 0,11 0,03 -0,07 -0,09
S5 -0,21 0,11 0,26 -0,01 0,15 -0,15 -0,21
S6 -0,20 0,02 0,24 0,01 -0,02 -0,04 -0,20
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S7 0,10 0,19 0,13 0,06 0,25 -0,22 0,10
S8 0,32 0,30 0,32 0,35 0,30 -0,32 0,32
S10 0,04 0,17 0,25 0,22 0,13 -0,18 0,04
H3 0,25 0,23 0,19 0,25 0,30 -0,31 0,25
Proporcio 0,44 0,46 0,50 0,43 0,49 0,46 0,46
n

acumulad

a
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Figura A3.1. Diferencias fenotipicas entre machos y hembras de Cranioleuca pyrrhophia. En el diagrama de
cajas y bigotes se representan la variacion de cada rasgo (morfolégico o de coloracién) para ambos sexos.
Rasgos morfométricos: BLT: Largo total de pico (desde la base), BLN: largo de pico desde la narina, BD:
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profundidad del pico, BW: ancho del pico, WL: longitud del ala, TS: longitud de tarso, PC1: Componente
principal 1 de los rasgos morfoldgicos (proxy de tamafio corporal). Variables colorimétricas: B2: reflectancia
relativa media en todo el rango espectral entre 300 nm a 700 nm (tonos claros u oscuros); S1R: contribucién
relativa de la luz total reflejada entre 605 nm y 700 nm (colores rojos); PC1: Componente principal 1 de 18
variables de coloracidn, que explica entre 43 y 49% de la varianza. Se expresa el valor p para las pruebas de
diferencias entre medias en aquellas variables en que la diferencia fue significativa (variables morfométricas
BD y WL).
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Figura A3.2. Analisis de Modelos Mixtos Normales (Normal Mixed Models, NMM) para el parche de Timoneras
centrales de Cranioleuca pyrrhophia. El andlisis mostré dos agrupamientos (grupo azul n = 113, grupo rojo n =
21), que separan los ejemplares de plumas de la cola rojas contra plumas marrones. La variable S1R fue la mas
importante a la hora de separar estos dos grupos.

Tabla A3.3. Analisis de correlacién de Pearson y Spearman, y de Autocorrelacion espacial (indice de Moran),
para rasgos fenotipicos de Cranioleuca pyrrhophia versus latitud y longitud. El test de correlacion se determiné
en base a la evaluacién de supuestos de normalidad, homocedasticidad y linealidad. Si alguno de los supuestos
no se cumplio, se utilizd Spearman. Las variables en las que se utilizé Spearman fueron: BLN, TS, Cobertoras
S1R, Garganta PC1y S1R, Espalda PC1y Corona S1R. En negrita se destacan resultados de correlacién moderada
o alta con p <0,01.

Correlacion con Autocorrelacion espacial
Latitud Longitud I de Moran p-valor
Rasgo Corr p-valor Corr p-valor
Morfométricos
BLT 0,001 0,992 -0,333 3E-07 0,192 0,020
BLN -0,220 0,005 -0,079 0,317 0,217 0,010
BW -0,144 0,065 0,473 3E-06 0,397 1E-05
BD 0,130 0,097 0,317 6E-06 0,279 0,002
WL -0,215 0,006 0,071 0,364 0,201 0,016
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TS -0,110
PC1 0,111
Color Corona

B2 -0,092
S1R -0,032
PC1 0,178
Color Espalda

B2 -0,163
S1R 0,215
PC1 0,376
Color Timoneras centrales
B2 -0,154
S1R 0,645
PC1 0,598
Color Timoneras externas
B2 -0,271
S1R 0,415
PC1 0,425
Color Garganta

B2 -0,009
S1R -0,061
PC1 -0,013
Color Pecho

B2 0,342
S1R -0,061
PC1 0,001
Color Cobertoras

B2 -0,150
S1R 0,217
PC1 0,279

0,460
0,161

0,292
0,715
0,039

0,060
0,013
8E-06

0,076
4E-17
3E-14

0,002
6E-07
0,000

0,920
0,485
0,878

5E-05
0,484
0,987

0,083
0,012
0,001

0,464
-0,267

-0,427
0,271
0,259

-0,210
-0,110
-0,180

-0,212
-0,274
-0,369

-0,047
-0,304
-0,385

-0,238
0,049
0,041

-0,282
0,171
-0,063

-0,352
-0,014
0,089

6E-06
1E-04

3E-07
0,002
0,002

0,015
0,204
0,038

0,014
0,001
1E-05

0,591
4E-04
4E-06

0,006
0,574
0,638

0,001
0,049
0,471

2E-05
0,871
0,305

0,705
0,448

0,379
0,350
0,468

0,558
0,486
0,619

0,276
0,698
0,630

0,123
0,437
0,422

0,097
0,105
0,115

0,356
0,365
0,398

0,475
0,274
0,412

7E-14
1E-06

2E-04
0,001
7E-06

1E-07
3E-06
4E-09

0,005
3E-11
2E-09

0,114
2E-05
4E-05

0,170
0,150
0,129

4E-04
3E-04
1E-04

5E-06
0,005
6E-05

Tabla A3.4. Resultados del analisis de correlacion de Pearson o Spearman de las variables de coloracién con la
edad de la piel. El test de correlacion se determind en base a la evaluacidon de supuestos de normalidad,
homocedasticidad y linealidad. Si alguno de los supuestos no se cumplid, se utilizé Spearman, de lo contrario,
se us6 Pearson. En el Parche Garganta se usé le edad de la piel como cofactor.

Parche Variable R? p-valor
B2 0,000 0,318
Corona S1R 0,056 0,003
PC1 -0,007 0,870
B2 0,013 0,099
Espalda S1R 0,063 0,002
PC1 0,002 0,251
B2 0,010 0,127
Timoneras centrales S1R 0,003 0,245
PC1 -0,007 0,865
Timoneras externas B2 0,030 0,025
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S1R 0,021 0,051
PC1 0,006 0,181
B2 0,052 0,005
Garganta S1R 0,187 5E-07
PC1 0,197 2E-07
B2 0,080 0,001
Pecho S1R 0,094 5E-07
PC1 0,094 2E-10
B2 0,020 0,057
Cobertoras S1R -0,006 0,620
PC1 0,009 0,144

Tabla A3.5. Resultados del MMRR multivariado y Commonality analisys de rasgos morfolégicos de Cranioleuca
pyrrhophia. Se expresan los coeficientes, valores p y los coeficientes Unico, Comun y Total de cada predictor a
la distancia morfoldgica de cada rasgo morfométrico: PC1: Componente principal 1 de los rasgos morfoldgicos
(proxy de tamafio corporal), BLT: Largo total de pico (desde la base), BLN: largo de pico desde la narina, BD:
profundidad del pico, BW: ancho del pico, WL: longitud del ala, TS: longitud de tarso.

PC1

Modelo

PC1~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM
R?=0,06694

p=22e-16

BLT

Modelo

BLT ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM
R?2=0,03

p=22e-16

BLN

Modelo

BLN ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM
R?2=0,01

p=22e-16

BW

Modelo

BW ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM
R?2=0,03

p = 0,002

BD

Predictor
GEO
ALT
PREC
TEMP
CLIM

Predictor
GEO
ALT
PREC
TEMP
CLIM

Predictor
GEO
ALT
PREC
TEMP
CLIM

Predictor
GEO
ALT
PREC
TEMP
CLIM
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Coeficiente
-0,155
0,007
0,076
0,021
0,340

Coeficiente
-0,126
0,094

0,016

0,017

0,097

Coeficiente
-0,009
0,055
-0,031
-0,027
0,063

Coeficiente
-0,006
0,016

0,013
-0,044
0,062

Valor p
0,018
0,922
0,604
0,918
0,241

Valor p
0,001
0,006
0,857
0,870
0,551

Valor p
0,754
0,064
0,661
0,785
0,626

Valor p
0,625
0,224
0,687
0,327
0,307

Unico
0,005
5E-05
2E-04
1E-06
0,001

Unico
0,010
0,013
3E-06
2E-05
2E-04

Unico
1E-04
0,006
1E-04
1E-04
1E-04

Unico
2E-04
0,003
1E-04
0,001
0,001

Comun
0,019
0,004
0,047
0,039
0,059

Comun
-0,009
1E-05
0,003
0,007
0,008

Comun
0,003
0,005
1E-04
0,004
0,003

Comin
0,012
0,003
0,029
0,006
0,020

Total

0,024
0,004
0,047
0,039
0,060

Total

0,001
0,013
0,003
0,007
0,008

Total

0,003
0,011
2E-04
0,004
0,003

Total

0,012
0,006
0,029
0,007
0,020



Modelo

BD ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM
R?2=0,01

p=3e-14

WL

Modelo

WL~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM
R?2=0,02

p=22e-16

TS

Modelo

TS ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM
R2=0,1

p=22e-16

Predictor
GEO
ALT
PREC
TEMP
CLIM

Predictor
GEO
ALT
PREC
TEMP
CLIM

Predictor
GEO
ALT
PREC
TEMP
CLIM

Coeficiente Valorp Unico

0,007
-0,011
-0,013
-0,024

0,043

Coeficiente
-0,187
-0,216
-0,643
-0,361

0,236

Coeficiente
-0,223
-0,014

0,500
0,675
-0,516

0,386
0,139
0,500
0,346
0,231

Valor p
0,145
0,052
0,024
0,340
0,033

Valor p
0,001
0,803
0,001
0,001
0,050

0,001
0,003
3E-04
0,001
0,001

Unico
0,002
0,005
0,003
0,001
0,003

Unico
0,012
1E-04
0,009
0,009
0,003

Comin
0,003
-0,003
0,006
0,002
0,005

Comin
-0,001
-0,004
-0,003

0,007
0,002

Comin
0,009
0,001
0,046
0,043
0,068

Total

0,004
0,001
0,007
0,003
0,006

Total

0,001
0,001
1E-04
0,007
0,005

Total

0,021
0,001
0,056
0,053
0,071

Tabla A3.6. Resultados del MMRR multivariado y Commonality analisys de rasgos de coloracién de Cranioleuca
pyrrhophia. Se expresan los coeficientes, valores p y los coeficientes Unico, Comun y Total de cada predictor a
la distancia colorimetrica de cada parche (Corona, Espalda, Timoneras centrales, Timoneras externas,
Garganta, Pecho, Cobertoras) y cada variable: S1R: contribucidn relativa de la luz total reflejada entre 605 nm
y 700 nm (colores rojos), B2: reflectancia relativa media en todo el rango espectral entre 300 nm a 700 nm
(tonos claros u oscuros); PC1: Componente principal 1 de 18 variables de coloracién, que explica entre 43 y

49% de la varianza.

Corona
Modelo Predictor Coeficiente p-valor Unico Comin Total
B2 ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,039 0,005 0,001 0,000 0,002
R?=0,014 ALT -0,022 0,011 0,002 -0,001 0,001
p=22e-16 PREC 0,087 0,326 2E-04 0,008 0,008
TEMP 0,076 0,270 2E-04 0,006 0,006
CLIM 0,093 0,892 3E-04 0,009 0,009
S1R ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO -0,013 0,007 0,001 -0,001 2E-04
R?=0.004 ALT -0,045 0,012 0,002 0,001 0,002
p=22e-16 PREC 0,001 0,852 6E-05 2E-04 2E-04
TEMP -0,039 0,599 1E-04 0,002 0,002
CLIM -0,027 0,846 2E-04 0,001 0,001
PC1~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,076 0,399 1E-04 0,006 0,006
R?=0,015 ALT 0,106 3E-04 0,004 0,008 0,011
p=22e-16 PREC 0,014 0,142 0,001 -3E-04 2E-04
TEMP 0,096 0,712 2E-04 0,009 0,009
CLIM 0,075 0,207 3E-04 0,005 0,006
Espalda
Modelo Predictor Coeficiente p-valor Unico Comin Total
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B2 ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,057 0,038 0,001 0,002 0,003
R?=0,020 ALT 0,119 1E-04 0,015 -0,001 0,014
p=22e-16 PREC 0,053 2E-04 0,005 -0,002 0,003
TEMP 0,051 0,002 0,003 -3E-04 0,003
CLIM 0,056 0,002 0,003 2E-04 0,003
S1R ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,058 1E-04 0,003 4E-04 0,004
R2 =0,013 ALT 0,087 0,003 0,002 0,006 0,008
p=22e-16 PREC -0,020 0,001 0,002 -0,002 4E-04
TEMP 0,022 0,002 0,002 -0,002 0,001
CLIM 0,010 0,009 0,001 -0,001 1E-04
PC1~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,225 0,001 0,003 0,048 0,051
R?=0,189 ALT 0,426 1E-04 0,106 0,076 0,182
p=22e-16 PREC -0,016 0,722 4E-06 3E-04 3E-04
TEMP 0,172 0,559 1E-04 0,030 0,030
CLIM 0,113 0,278 3E-04 0,013 0,013
Timoneras Centrales
Modelo Predictor Coeficiente p-valor Unico Comin Total
B2 ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,111 1E-04 0,007 0,006 0,013
R?=0,080 ALT 0,263 1E-04 0,062 0,007 0,070
p=22e-16 PREC 0,082 0,920 O0E+00 0,007 0,007
TEMP 0,114 0,185 4E-04 0,013 0,013
CLIM 0,123 0,087 0,001 0,015 0,015
S1R ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,469 1E-04 0,011 0,210 0,221
R2 =0,591 ALT 0,757 1E-04 0,292 0,282 0,574
p=22e-16 PREC 0,077 1E-04 0,007 -0,001 0,006
TEMP 0,360 1E-04 0,006 0,124 0,130
CLIM 0,298 1E-04 0,005 0,085 0,089
PC1~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,438 1E-04 0,014 0,178 0,192
R?=0,499 ALT 0,694 1E-04 0,241 0,242 0,483
p=22e-16 PREC 0,061 2E-04 0,003 4E-04 0,004
TEMP 0,328  4E-04 0,003 0,105 0,108
CLIM 0,265 0,005 0,001 0,069 0,071
Timoneras externas
Modelo Predictor Coeficiente p-valor Unico Comun Total
B2 ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,071 0,510 1E-04 0,005 0,005
R?2=0,036 ALT 0,180 1E-04 0,030 0,002 0,032
p=22e-16 PREC 0,027 0,257 3E-04 0,001 0,001
TEMP 0,035 0,936 8E-05 0,001 0,001
CLIM 0,039 0,514 1E-04 0,002 0,002
S1R ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,251 2E-04 0,003 0,061 0,063
R?=0,189 ALT 0,418 1E-04 0,093 0,082 0,175
p=22e-16 PREC 0,004 0,001 0,003 -0,003 7E-05
TEMP 0,215 1E-04 0,006 0,040 0,047
CLIM 0,146 1E-04 0,006 0,015 0,021
PC1~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,296 0,007 0,002 0,086 0,088
R?=0,244 ALT 0,486 1E-04 0,132 0,105 0,237
p=22e-16 PREC 0,047 0,002 0,003 -0,001 0,002
TEMP 0,254 1E-04 0,004 0,060 0,065
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CLIM 0,195 1E-04 0,004 0,034 0,038
Garganta

Modelo Predictor Coeficiente p-valor Unico Comin Total
B2 ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO -0,020 0,073 0,001 -1E-04 4E-04
R%=0,008 ALT -0,055 0,010 0,001 0,002 0,003
p=22e-16 PREC 0,053 0,527 1E-04 0,003 0,003
TEMP -0,020 0,033 0,001 -3E-04 4E-04
CLIM 0,013 0,037 0,001 -0,001 2E-04
S1R ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO -0,082 0,006 0,001 0,005 0,007
R?=0,010 ALT -0,035 0,187 4E-04 0,001 0,001
p=22e-16 PREC -0,025 0,139 4E-04 2E-04 0,001
TEMP -0,091 0,002 0,002 0,007 0,008
CLIM -0,070 0,023 0,001 0,004 0,005
PC1~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO -0,099 0,064 0,001 0,009 0,010
R?2=0,016 ALT -0,072 0,251 3E-04 0,005 0,005
p=22e-16 PREC -0,039 0,002 0,002 -4E-04 0,002
TEMP -0,110 1E-04 0,004 0,008 0,012
CLIM -0,089 1E-04 0,003 0,005 0,008

Pecho

Modelo Predictor Coeficiente p-valor Unico Comin Total
B2 ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,039 0,213 3E-04 0,001 0,002
R?=0,003 ALT 0,010 0,197 4E-04 -3E-04 1E-04
p=22e-16 PREC 0,017 0,150 4E-04 -1E-04 3E-04
TEMP 0,044 0,358 2E-04 0,002 0,002
CLIM 0,040 0,182 4E-04 0,001 0,002
S1R ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO -0,047 0,010 0,001 0,001 0,002
R?2=0,012 ALT -0,088 1E-04 0,007 0,001 0,008
p=22e-16 PREC -0,057 0,102 0,001 0,003 0,003
TEMP -0,044 0,006 0,001 0,001 0,002
CLIM -0,063 0,004 0,002 0,003 0,004
PC1~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO -0,069 0,026 0,001 0,004 0,005
R?2=0,014 ALT -0,083 2E-04 0,004 0,003 0,007
p=22e-16 PREC -0,086 0,312 2E-04 0,007 0,008
TEMP -0,067 0,025 0,001 0,004 0,005
CLIM -0,092 0,011 0,001 0,007 0,009

Cobertoras

Modelo Predictor Coeficiente p-valor Unico Comun Total
B2 ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,085 0,157 0,001 0,007 0,007
R?=0,017 ALT 0,040 0,880 3E-05 0,002 0,002
p=22e-16 PREC 0,075 0,027 0,001 0,004 0,006
TEMP 0,123 0,002 0,003 0,013 0,015
CLIM 0,116 0,047 0,001 0,013 0,014
S1R ~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,029 1E-04 0,004 -0,003 0,001
R?=0,014 ALT 0,052 0,030 0,002 0,001 0,003
p=22e-16 PREC -0,034 0,001 0,003 -0,002 0,001
TEMP -0,011 0,001 0,003 -0,003 1E-04
CLIM -0,030 1E-04 0,005 -0,004 0,001
PC1~ GEO + ALT + PREC + TEMP + CLIM GEO 0,134 0,016 0,002 0,017 0,018
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R% = 0,069
p=22e-16

ALT 0,247
PREC -0,031
TEMP 0,111
CLIM 0,059

1E-04
0,125
0,005
0,004

0,033
0,001
0,002
0,002

0,028
0,000
0,010
0,001

0,061
0,001
0,013
0,004
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Figura A3.3. Variacidn geografica de las variables de coloracién (B2, S1R y PC1) por parche del plumaje de
Cranioleuca pyrrhophia. Los parches de plumaje estudiados fieron Corona, Espalda, Timoneras Centrales,
Timoneras externas, Gaganta, Pecho y Cobertoras. Las variables estudiadas por parche fueron brillo (B2), tonos
rojizos (S1R) y el PC1 de todas las variables de coloracion
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Timoneras centrales B2 Timoneras centrales S1R Timoneras centrales PC1

Timoneras externas B2 Timoneras externas S1R Timoneras externas PC1
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Garganta B2 Garganta S1R Garganta PC1
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