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1. RESUMEN

Con 26 especies descritas, Eupomphini es una tribu relativamente pequefia dentro de
Meloidae (Coleoptera); no obstante en ella se encuentra la mayor parte de la diversidad
morfologica observada dentro de la familia. La extensa diversidad morfolégica en este grupo
se observa principalmente en la forma de los élitros los cuales muestran tendencias
evolutivas en direcciones completamente diferentes e incluso contrarias. En este estudio se
investigd el papel de los mecanismos evolutivos que pudieron dar lugar a la contrastante
relacidn entre la alta diversidad morfolédgica y la escasa diversidad taxica en Eupomphini.
Para ello se reconstruyo una filogenia basada en 22 de las 26 especies descritas para la tribu
utilizando cinco marcadores moleculares, dos mitocondriales (cox1, 16S) y tres nucleares
(18S, 28Sy H3). Se calcularon los tiempos de origen y diversificacion de la tribu utilizando
tasas de evolucion molecular y se estimaron tasas de especiacion, extincidn, asi como tasas
de evolucion fenotipica e indice de disparidad morfoldgica. La topologia del arbol resultante
muestra como monofilética a la tribu, asi como todos sus géneros excepto Eupompha, el cual
se recupero parafilético y se corroboran aqui como géneros diferentes reestableciendo sus
nombres. El calculo de las tasas de especiacion y extincidn junto con la historia
paleoclimatica de la zona de distribucion de Eupomphini, sugieren la existencia de un evento
de extincion masivo, probablemente derivado de los drasticos cambios climaticos en la
transicion Mioceno-Plioceno, que elimind a mas del 95% de las especies limitando su
diversificacidon hasta hace dos millones de afios. La alta tasa de diversificacion y de evolucion
fenotipica en el primer tercio de la filogenia, ligada a la probable pérdida de la restriccion
evolutiva en la forma de los élitros, sugiere que la diversificaciéon morfol6gica en la tribu en
el pasado fue mucho mayor que la que existe actualmente. Los linajes de Eupombhini,
incluyendo los extintos, mostrarian un continuo de morfotipos entre los que se encontrarian
los actuales. Esta alta diversificacion pasada se refleja en la existencia de ramas cortas y
bajos valores de soporte en la base de la filogenia, poniendo de manifiesto la existencia de
una posible radiacion que acompafiaria a la diversificacion elitral. Debido a que el promotor
de la diversificacidn en la radiacién sugerida no esta relacionado con factores ecolégicos sino
con la probable pérdida de la restriccion en la forma de los élitros, se sugiere que la

radiacion fue “no adaptativa”.



2. ABSTRACT

With 26 described species, Eupomphini is a relative small meloid (Coleoptera) tribe;
however, it comprises most of the observed morphological diversity within the family. This
morphological diversity is mainly found in the elytral shape, which shows completely
different or even opposite evolutionary trends. In this study, I investigate the role of the
evolutionary mechanisms that could be responsible of the contrasting relationship between
morphological diversity and species richness in Eupomphini. For this, a phylogeny was
reconstructed based on 22 of the 26 described species that conform the tribe using five
molecular markers, two mithocondrials (cox1, 16S) and three nuclears (18§, 285y H3). 1
calculated the tempo and mode of diversification in the tribe using molecular evolutionary
rates, and I estimated speciation, extinction and phenotipic evolution rates, as well as
disparity indices along the diversification events over the phylogeny. The reconstructed
topology recovered the tribe as monophyletic, as well as all their genera except Eupompha,
which appears divided into two non-sister clades here, | corroborate Eupompha as two
separate genera and restablished their names. The estimated speciation and extinction rates,
along with the paleoclimatic history of the tribe’s distribution area, suggest a massive
extinction event, probably derived from the drastic climatic changes occurred during the
Miocene-Pliocene transition. This extinction event eliminated more than 95% of the species
and limited the diversification of the clade until approximately two million years ago. The
high diversification and phenotypic evolution rates observed in the first third of the
phylogeny, along with the probable lost of the evolutionary constraint limiting elytral shape,
suggest that the morphological diversification in Eupomphini was far greater than the
currently observed. Eupomphine lineages, including the extinct, would be represented by a
continuous array of morphotypes, in which the extant are included. This past high
diversification is reflected by the existence of short branches and low branch support values
at the base of the phylogenetic tree, indicating the possible existence of an ancient rapid
radiation paired to the elytral diversification. Because the promoter of diversification in the
possible radiation is not related with ecological factors, but rather to the probable lost of the

evolutionary constraint in the elytral shape, | suggest that the radiation was non-adaptive.



3. INTRODUCCION

La idea de que la biodiversidad evoluciona gradualmente es una idea que ha sido
universalmente aceptada desde la publicacion del Origen de las especies por Charles Darwin
en 1859 (Mayr, 1979). No obstante, la biodiversidad actual no es producto de un solo
proceso, sino que existen diferentes procesos que actiian a diferente ritmo y forma y que
moldean la historia evolutiva de las diferentes formas de vida que vemos (Foote, 1997). La
evolucion no actia de manera uniforme sobre los organismos, por lo que a lo largo del gran
arbol de la vida vemos diferencias pronunciadas en la distribucidn de riqueza de especies y
diversidad de formas (Adams, 2009).

La disparidad morfoldgica es un término actualmente empleado para referirse a la
variacion en la forma de un grupo de especies (Foote, 1997); puede definirse como la
extension y estructura estadistica de la diversidad de formas dentro de un conjunto de
taxones, medida en términos del morfoespacio que co-ocupan (Kaplan 2004). El concepto de
disparidad morfoldgica ha sido utilizado para discutir el cambio morfolégico observado en
varios grupos de organismos a diferentes niveles taxondémicos (Foote, 1997).

La gran gama de fésiles encontrados en el yacimiento Burguess Shale del Cambrico
Medio condujo a Gould (1989a) a proponer el término “disparidad morfologica” para
referirse a la variacidn del disefio fundamental observado entre artropodos de esa localidad.
Dicha variacion morfolégica era mas grande que la de todos los artropodos actuales y
ademas inconsistente con las predicciones de una teoria evolutiva que implica que el
incremento de disparidad morfologica va a la par con el incremento taxonémico (Fortey,
1996).

A la fecha, se han desarrollado varios métodos matematicos y estadisticos para
cuantificar y medir la disparidad morfolégica, incluyendo el intervalo total, distancia media,
volumen de cierta estructura, numero de combinaciones Unicas de caracteres por pares,
analisis de componentes principales entre otros (Foote, 1997; Erwin, 2007).

El estudio de la disparidad involucra comparar a diferentes niveles taxonémicos la
diversidad morfoldgica a lo largo de gradientes espaciales y temporales (Foote, 1997). La

medicion de la disparidad morfolégica consiste en caracterizar la variacion de la forma



dentro de un grupo de estudio y cuantificar la distancia entre una variacion y otra (Erwin,
2007). El estudio de la disparidad morfologica a lo largo de la historia evolutiva de un linaje
se puede abordar en funcién del modelo de cambio que presenta el linaje. Un modelo nulo
asume que tanto la disparidad morfolégica como la diversidad taxon6émica crecen a la par
durante la historia de un clado en particular, y a partir de este modelo se establece si el
patron de disparidad excede lo esperado dada la edad del clado, o si, por el contrario, es
menor que la esperada (Erwin, 2007)(Figura 1).

De acuerdo con diferentes modelos evolutivos, existe una correlaciéon positiva entre el
proceso de diversificacion de especies y la evolucion fenotipica (Eldredge y Gould 1972;
Pennell et al,, 2013). Sin embargo, a pesar de que numerosos taxones son ejemplo de esta
premisa (Eastel, 1990; Meyer et al, 1990), existen también varios grupos en donde la
evolucion fenotipica no esta correlacionada con la diversificacion de especies (Harmon et al,,
2003; Slater et al, 2010). Algunos de estos casos estan representados por grupos de
organismos en donde su disparidad morfologica es pronunciada, es decir, la evolucion
fenotipica resulta desproporcionada con respecto al nivel de diversificacion alcanzado
dentro del clado (Kaplan, 2004; Erwin, 2007) (Figura 1c).

Dos clases de mecanismos desencadenantes principales se han propuesto para
explicar la disparidad morfoldgica. En uno de ellos se relaciona la evolucién fenotipica con
un enfoque ecoldgico, colocando el papel de las oportunidades ecolégicas extrinsecas como
motor de la diversificacion de especies (Glor 2010; Yoder et al,, 2010). La segunda clase de
mecanismos coloca la capacidad de evolucionar del linaje hacia fenotipos novedosos como el
promotor de la diversificacion de especies (Vermeij 1973; Liem and Osse 1975; Adamowicz
et al., 2008; Pigliucci 2008). En ambos casos, los rasgos que se encuentren bajo seleccion a
nivel de especie causan una alteracion en las tasas netas de diversificacion y extinciéon
(Rabosky y McCune, 2010).

El desafio al hacer inferencias sobre los procesos que gobiernan la disparidad
morfoldgica no solo se limita a la identificacién de los promotores del cambio, ya sea por la
capacidad intrinseca de evolucionar (“evolvability”; Kirschner y Gerhart, 1998) o dirigido
por la oportunidad ecolégica, sino la identificacion del patréon que forma la relacion entre
riqueza de especies y cambio morfologico desde el origen del grupo y a lo largo de su

historia evolutiva.
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Figura 1. Arriba patrones de diversidad idealizados. Abajo curvas de disparidad y diversidad
predichas en el tiempo (linea continua diversidad taxondmica, linea punteada disparidad
morfolégica. A) poca diversidad morfoldgica frente a una diversidad taxondémica que la excede. B)
diversidad morfoldgica que sobrepasa la diversidad taxon6mica, los clados tempranos tienen saltos
morfolégicos y la diversidad morfolégica continta creciendo pero con saltos acortados. C) la
diversidad morfoldgica es concordante con la diversidad taxonémica (Erwin, 2007).



4. OBETIVOS

4.1. Generales

Investigar la evolucién del patron de disparidad morfolégica en relacion a la diversidad
taxica en la tribu Eupomphini a través de la identificacion de cambios en las tasas de

diversificacion y extincion.

4.2. Particulares
* Reconstruir las relaciones filogenéticas entre los miembros de Eupomphini con base

en cinco marcadores genéticos.
* Identificar las posibles causas de la baja diversidad taxica en Eupomphini.

* Estudiar la evolucidn estructural de caracteres morfolégicos seleccionados.



5. ANTECEDENTES
5.1. Latribu Eupomphini

La amplia diversificacion morfolégica de estructuras complejas, tales como élitros y
abdomen, en contraste con su pobre diversificacion de especies hacen de los coledpteros del
desierto de Norteamérica de la tribu Eupomphini (Meloidae) un grupo ideal para probar los
posibles escenarios de la relacion entre diversificacion y evolucion morfologica dentro de un
clado a lo largo del tiempo.

Eupomphini es una de las siete tribus incluidas en la subfamilia Meloinae, detro de la
ampliamente distribuida familia Meloidae. Actualmente, esta tribu cuenta con sélo 26
especies reconocidas agrupadas en siete géneros (Pinto 1984a) (Figura 2), a diferencia de
Epicautini en la que se alrededor de 360 especies descritas (Garcia-Paris y Ruiz, 2013). La
distribucién geografica de las especies de Eupomphini es restringida y poco usual,
encontrandose en zonas aridas y semiaridas del noroeste de México y suroeste de Estados
Unidos (Pinto, 1984a). Esta tribu tiene la mayor diversidad morfolégica dentro de Meloidae;
no obstante, a pesar de esto, la siguiente combinacion de caracteres diagnosticos definen a la
tribu (Pinto, 1984a): 1) adultos con la hoja ventral de la ufia tarsal mas corta que la hoja
dorsal y fuertemente adnata a la hoja dorsal, formando un “diente” ventral; 2) antenas
subfiliformes y con segmentos estrechamente articulados; 3) la limpieza de las antenas se
realiza con las patas anteriores Unicamente, las piezas bucales no estan involucradas, y 4) el
primer estado larvario presenta la extensidn de la sutura epicraneal incompleta, es decir, no

llega a tocar la base de la antena.



Figura 2. Especies representantes de los diferentes géneros de Eupomphini A) Cordylospasta opaca
Horn, 1868, B) Cysteodemus wislizeni LeConte, 1851, C) Eupompha elegans (LeConte, 1851), D)
Eupompha fissiceps LeConte, 1858, E) Megetra cancellata (Brandt y Erichson, 1832), F) Phodaga
alticeps LeConte, 1858, G) Pleuropasta reticulata Van Dyke, 1947, y H) Tegrodera latecincta Horn,
1891 (Fotografias tomadas por: Mario Garcia-Paris).



Tres de los géneros de Eupomphini, Phodaga LeConte, 1858, Pleuropasta Wellman,
1909 y Cysteodemus LeConte, 1851, se encuentran desde el oeste del desierto de Chihuahua
hasta los desiertos de Mojave y Sonora, superponiendo sus distribuciones en el punto donde
se juntan las fronteras de Baja California, Arizona y California, y solo Pleuropasta se extiende
por Nuevo México en Estados Unidos hasta Nuevo Le6on y Tamaulipas, en México (Pinto
1984a; Garcia-Paris et al., 2007). Las especies de Eupompha LeConte, 1858 se localizan
desde el suroeste de Estados Unidos y la mitad septentrional de México hasta Guerrero en el
sur, con cuatro especies endémicas una en este ultimo estado, otra en Michoacan, una en el
desierto El Vizcaino y una ultima de la Peninsula de Baja California (Pinto 1984a; Ldpez-
Estrada y Garcia-Paris, 2015). Tegrodera LeConte, 1851 y Cordylospasta Horn, 1875, se
distribuyen en el limite suroeste de Estados Unidos, en Baja California Norte y Sur y en
Sonora (Pinto 1984a; Garcia-Paris et al., 2007). Por ultimo, las especies de Megetra LeConte,
1859 viven desde el norte de Arizona hasta el centro-norte de Nuevo México, y a través de la
zona norte de México hasta Hidalgo y Jalisco (Pinto 1984a; Garcia-Paris et al., 2007)(Figura
3).
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Figura 3. Mapa de distribucidn de los géneros de la tribu Eupomphini



Se han propuesto algunas hipdtesis sobre las relaciones filogenéticas dentro de
Eupomphini. Pinto (1979, 1984a) realiz6 analisis cladisticos y fenéticos utilizando caracteres
morfologicos, tanto de los estados adultos como del primer estadio larval. No obstante, a
pesar de la buena definicion de caracteres y los analisis realizados por este autor, las
relaciones de algunos de los clados no han sido resueltas.

A la fecha se han realizado un par de trabajos sobre la filogenia de Meloidae en los
que se incluyen algunos géneros de Eupomphini como taxones terminales representantes de
la tribu. En uno de estos trabajos (Bologna y Pinto, 2001) la la tribu resulté monofilética
usando caracteres morfologicos del primer estadio larvario forético, aunque no se realizaron
analisis para evaluar el soporte de los clados obtenidos (Figura 4). Subsecuentemente,
Bologna et al. (2008) reconstruyeron las relaciones filogenéticas de Meloidae, usando en
este caso datos de marcadores moleculares (genes 16S e ITS2) e informacion morfologica y
biolégica (126 caracteres). Este trabajo mostré consistentemente en un clado a las dos
especies de Eupomphini que fueron incluidas de las 26 conocidas (Figura 5). Sin embargo el
numero de taxones utilizado hasta la fecha no puede considerarse significativo para

determinar de forma robusta la monofilia de la tribu.
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Figura 4. Parte del cladograma obtenido por Bologna y Pinto (2001) basado en caracteres larvarios,
en donde se obtuvo la monofilia de Eupomphini, sin embargo no presenta valores de soporte y el
muestreo es muy pobre con solo dos especies de las 26 conocidas.

A) B)

Figura 5. Partes de los filogramas obtenidos por Bologna et al. (2008) basados en caracteres
moleculares y morfoldgicos en donde se obtuvo la monofilia de Eupomphini. A) Topologia obtenida
utilizando datos moleculares; B) topologia obtenida con datos moleculares y morfolégicos.

La alta diversidad morfologica encontrada en Eupomphini en contraste con su bajo
numero de especies actuales y el desconocimiento de las causas que generan esta situacidn,
hacen de este grupo un modelo de estudio atractivo para responder preguntas de tipo
evolutivo. Las causas de variacion temporal, espacial y filogenética en la riqueza de especies
residen en los procesos de especiacion y extincion de los taxones (Glor, 2010; Paradis, 2011;
Morlon et al,, 2011; Rabosky, 2014). Por lo tanto, es posible abordar el estudio del contraste
entre diversidad morfolégica y riqueza investigando como y cuando pueden variar las tasas

de especiacion y extincidn de linajes a lo largo del tiempo, del espacio y entre clados.
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Las tribus de la subfamilia Meloinae, excepto Eupomphini, muestran en general una
riqueza de especies considerable, y sus especies conservan la morfologia corporal “tipica”
conocida de la familia, la cual contrasta de manera notable con las diferentes formas
corporales de Eupomphini, en donde cada uno de los géneros muestra una tendencia de
evolucion fenotipica completamente diferente en varios caracteres, especialmente los élitros
con formas tan diferentes, desde una atrofia hasta un hiper desarrollo de los mismos, han
sufrido una gran deformacion. Incluso las especies de algunos géneros de Eupomphini
presentan caracteres de comportamiento Unicos en la subfamilia Meloinae, desafiando la
forma corporal preservada en la familia entera. Por esta razdn este estudio pretende
determinar si el contraste entre una elevada diversidad morfolégica y el escaso numero de
especies por género en Eupomphini puede ser explicado por cambios en las tasas netas de
diversificaciéon, y con ello poder entender la variaciéon en los patrones de disparidad

morfologica.

5.2. Historia taxonémica de Eupomphini

El primer taxdn descrito para incluir a algun representante de esta tribu fue propuesto por
LeConte (1862) como Eupomphae (nombre basado en el género Eupompha y que por lo
tanto mantiene la prioridad a nivel supragenérico). A partir de entonces, la actual tribu
Eupomphini estuvo considerada como una subtribu dentro de la tribu Lyttini por Van Dyke
(1928) y por Selander (1954), aunque este ultimo autor incluyé dentro del grupo a los
representantes actuales del género Spastonyx Selander, 1954 (actualmente incluidos en la
tribu Meloini). Posteriormente Kaszab (1969) reconocié a este grupo como tribu, en su
concepcidon actual. Estudios filogenéticos subsecuentes dieron soporte a esta ultima
clasificacion (Bologna y Pinto, 2001; Bologna et al.,, 2008). Actualmente, la tribu Eupomphini
estd compuesta por siete géneros: Cordylospasta, Cysteodemus, Eupompha, Megetra,
Phodaga, Pleuropasta y Tegrodera.

La nomenclatura de la tribu no ha estado exenta de controversia. Desde principios del
siglo XX se utilizd incorrectamente el nombre Calospastini, propuesto por Van Dyke (1928),
en lugar de Eupomphini al que corresponde la prioridad. Selander (1954) al sinonimizar los

géneros Eupompha y Calospasta LeConte 1862 cometido un error nomenclatural al dar
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prioridad a Calospasta sobre Eupompha el nombre mas antiguo disponible, aunque este

error se corrigio mas tarde (Selander, 1955).

Cordylospasta incluye dos especies, Cordylospasta opaca (Horn, 1868) vy
Cordylospasta. fulleri Horn, 1875 y se distingue, entre otras caracteristicas por su grado de
dimorfismo sexual en el tamafio de los élitros y alas, con los machos totalmente alados y con
élitros cubriendo todo el abdomen y las hembras apteras con élitros cubriendo sé6lo la mitad
del abdomen (Pinto, 1972). Cysteodemus contiene dos especies descritas, Cysteodemus
armatus LeConte, 1851 y Cysteodemus wislizeni. Las especies de este género se caracterizan
por tener los élitros inflados y subglobosos (Pinto, 1984a).

Eupompha es el género mas diverso e incluye actualmente doce especies reconocidas:
Eupompha decolorata (Horn, 1894), Eupompha edmundsi (Selander, 1953), Eupompha
elegans (LeConte, 1851), Eupompha fissiceps LeConte, 1858, Eupompha histrionica (Horn,
1891), Eupompha imperialis (Wellman, 1912), Eupompha schwarzi (Wellman, 1909),
Eupompha sulciphrons (Champion, 1892), FEupompha terminalis Selander, 1957, Eupompha
viridis (Horn, 1883), Eupompha vizcaina Pinto, 1883 y Eupompha wenzeli (Skinner,
1904)(Pinto, 1979). Este género es el Unico que no presenta deformacion elitral y que
conserva la forma generalizada de la familia Meloidae. Historicamente las especies de este
género han sido agrupadas en dos géneros independientes Eupompha y Calospasta, hasta
que Selander (1954) estableci6 su sinonimia.

Megetra tiene tres especies descritas: Megetra cancellata, Megetra punctata Selander,
1965 y Megetra vittata (LeConte, 1853). Las especies de este género son totalmente aptero y
posee élitros que cubren solo una tercera parte del abdomen, y presenta coloraciones rojas,
amarillas o naranjas en la cabeza, élitros y abdomen (Selander, 1965). Phodaga agrupa a un
par de especies Phodaga alticeps y Phodaga marmorata (Casei, 1891), ambas aladas y con
élitros que cubren todo el abdomen. Histéricamente las especies de este género han sido
agrupadas en dos géneros independientes Negalius Casei y Phodaga, hasta que Pinto
(1984b) establecié su sinonimia. Pleuropasta también tiene dos especies descritas,
Pleuropasta mirabilis (Horn, 1870) y Pleuropasta reticulata Van Dyke, 1947. Estas especies
se caracterizan por poseer élitros acostillados y el cuerpo predominantemente amarillo o

amarillo-naranja (Pinto, 1984a).
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Por ultimo, Tegrodera cuenta con tres especies descritas, Tegrodera aloga Skinner,
1903, Tegrodera erosa LeConte, 1851 y Tegrodera latecincta Horn, 1891. Los miembros de
Tegrodera poseen un patrén de coloracion caracteristico del género, cabeza roja, élitros

amarillos con una banda negra y el resto del cuerpo negro (Pinto, 1975).

6. METODOS

6.1. Seleccion de taxones

En este estudio se incluyeron 22 de las 26 especies reconocidas de Eupomphini, lo que
representa aproximadamente el 84 % de la riqueza total de especies descritas de la tribu.
Seis de los siete géneros de Eupomphini estuvieron representados por todas sus especies,
mientras que de Eupompha se incluyeron ocho de sus 12 especies. Para evaluar la monofilia
de Eupomphini, se incluyeron en el andlisis seis especies pertenecientes a cinco de las siete
tribus reconocidas de la subfamilia Meloinae (Lyttini: 1 espécimen; Mylabrini: 1 espécimen;
Pyrotini: 1 espécimen; Epicautini; 2 especimenes; Meloini: 1 espécimen). Como grupo
externo se uso6 un representante de la subfamilia Nemognatinae (Zonitis flava Fabricius). Los
taxones incluidos en este estudio, sus datos de recolecta y sus nimeros de voucher y de
acceso a GenBank se encuentran enlistados en el apéndice. El material examinado se
encuentra depositado en el Museo Nacional de Ciencias Naturales, Madrid, Espafia (MNCN-
CSIC) y en la Coleccién Nacional de Insectos el Instituto de Biologia de la Universidad

Nacional Auténoma de México (CNIN, IB-UNAM).

6.2. Trabajo de laboratorio

Para cada espécimen se extrajo musculo toracico de la insercion de la coxa posterior. El ADN
genomico total fue extraido usando el “DNA Easy extraction Kit” (Qiagen®), siguiendo el
protocolo descrito por Ceccareli et al. (2012). Se obtuvieron secuencias de los siguientes
cinco marcadores genéticos con distintas tasas de evolucién debido a su naturaleza (Wolfe et
al., 1987), con el fin de obtener resolucion a diferentes niveles taxondmicos: 650 pb del gen
mitocondrial citocromo oxidasa I (Cox1), 784 pb del gen mitocondrial ribosomal 16S, 306 pb
del gen nuclear histona 3 (H3), 722 pb del gen nuclear ribosomal 18S y 598 pb del gen
nuclear ribosomal 28S. Estos marcadores fueron seleccionados debido a su buen desempefio
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en trabajos filogenéticos previos con otros grupos de coledpteros, particularmente de la

superfamilia Tenebrionoidea (Baselga et al., 2011; Gunter et al., 2014) y la familia Meloidae

(Bologna et al., 2008; Alcobendas et al., 2008).

Los cebadores seleccionados y el protocolo de PCR utilizado se mencionan en la tabla

1. Las amplificaciones de los fragmentos de DNA seleccionados fueron preparados en un
volumen total de 15pl, utilizando 3pl de buffer de PCR, 0.1-0.2 pl de MgCl2, 0.2 ul de cada
cebador, 0.1ul de MyTaq polymerase (BioLine©), 3ul de ADN y 8.3ul de ddH20. Algunos de

los productos de PCR sin purificar fueron enviados para su secuenciacion al “Throughput

Genomics Center” en Washington, EEUU (http://www.htseqg.org), y el resto al servicio de

secuenciacion del IB-UNAM.

Tabla 1. Marcadores seleccionados, secuencias de los cebadores y protocolo utilizado para cada uno de los
genes de este estudio

Marcador
o Cebador Protocolo
genético
Cox1 LC01499:5'- Desnaturalizaciéon 94°C (30 sec),
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' alineamiento 50°C (45 sec), extensién 72°C (1
HC02198:5'- min); 35 ciclos
TAAACTTTCAGGGTGACCAAAAATCA-3'
H3 H3F: 5'-ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC- 3’ Desnaturalizaciéon 94°C (1 min), alineamiento
H3R: 5'- ATATCCTTRGGCATRATRGTGAC- 3' 45.5°C (1 min), extensién 72°C (1.5 min); 35
ciclos
28s 28sV: AAGGTAGCCAAATGCCTCATC- 3' Desnaturalizacién 94°C (30 sec),
28sX:5'- GTGAATTCTGCTTCATCAATGTA -3' alineamiento 55°C (45 sec), extension 72°C (1
min); 35 ciclos
18s 18Sai: 5'-CCTGAGAAACGGCTACCACATC-3' Desnaturalizaciéon 94°C (1 min), alineamiento
(Whiting et al., 1997) 50°C (1.5 min); extension 72°C (1.5 min); 35
18Sbi: 5'-GAGTCTCGTTCGTTATCGGA-3' ciclos
(Whiting et al., 1997)
16s 16S-AR: 5’- Desnaturalizaciéon 94°C (1 min), alineamiento
CGCCTG TTT ATC AAA AAC AT-3’ (Simon et 50°C (1 min); extensién 72°C (1.5 min); 40
al, 1994) ciclos
16S-BR: 5’

CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACG T-3’ (Simon et
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al, 1994)

6.3. Alineamiento y analisis filogenéticos

Las secuencias de los marcadores CoxI y H3 fueron alineadas manualmente. Las secuencias
de los fragmentos genéticos pertenecientes a los genes ribosomales 16S, 18S y 28S fueron
alineadas utilizando un modelo de estructura secundaria empleando el programa en linea

RNA fold del servidor del “Institute for Theoretical Chemistry” de la Universidad de Viena

(http://rna.tbi.univie.ac.at). En las Figuras 6, 7 y 8 se encuentran los modelos de estructura

secundaria obtenidos para cada uno de estos genes.
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Figura 6. Modelo de estructura secundaria obtenido para el gen ribosomal 16S.
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Figura 7. Modelo de estructura secundaria obtenido para el gen ribosomal 18S.
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Figura 8. Modelo de estructura secundaria obtenido para el gen ribosomal 28S.

El esquema de particiones empleado para Cox1 y H3 fue determinado utilizando el
programa PartitionFinder version 1.1.1 (Lanfear, 2012). Los modelos de sustitucién mas
adecuados para cada marcador y sus particiones fueron obtenidos con el programa

JModeltest version 2.1.7 (Posada and Crandall, 1998) utilizando el criterio de informacion
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Akaike corregido (AICc). Los modelos elegidos para cada particidn se encuentran en la tabla
2.

Se realizaron analisis filogenéticos con el método de Inferencia Bayesiana con los
datos concatenados con el programa MrBayes version 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003;
Ronquist et al, 2012). El analisis concatenado incluy6 nueve particiones (Coxlposl,
Cox1pos2, Cox1lpos3, H3pos1, H3pos2, H3pos3, 28S, 18S, 16S). El analisis se realiz6 con dos
corridas simultaneas de 100 millones de generaciones cada una, muestreando un arbol cada
10.000 generaciones. Se obtuvo un arbol consenso de mayoria con probabilidades
posteriores de los clados desechando los primeros 2.500 arboles como burn-in, el cual se

determin6 cuando el valor de “Split frequencies” se estabiliz6. Los filogramas obtenidos

fueron editados con el programa FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Tabla 2. Esquema de particiones y modelos de sustitucién utilizados para los anélisis filogenéticos.

Particion Modelo de Particion Modelos de
sustitucion sustitucion
Cox1lpos1 SYM+I+G (Zharkikh, = H3pos2 F81 (Felsenstein,
1994) 1981)
Cox1pos2 SYM+I+G (Zharkikh, = H3pos3 JC+G (Jukes y Cantor,
1994) 1969)
Cox1pos3 GTR+I (Rodriguezet 28S SYM+1+G (Zharkikh,
al.,, 1990) 1994)
H3pos1 HKY+G (Hasegawa et 18S GTR+I+G (Rodriguez
al,, 1985) etal., 1990)
16S SYM (Zharkikh,
1994)

Se realizaron analisis de Maxima Verosimilitud con el programa RAXML version 8.2.8
(Stamatakis, 2014) para comparar las topologias y los valores de soporte de los clados
obtenidos con dos métodos probabilisticos de reconstruccidon filogenética. Para ello, se

utiliz6 la misma matriz concatenada y las particiones usadas en los analisis con MrBayes. El
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numero de iteraciones de bootstrap para calcular el porcentaje del valor de soporte de las

ramas fue de 1.000.

6.4. Tiempos de divergencia

Los tiempos de origen de Eupomphini y de sus clados principales fueron estimados usando
un enfoque de reloj molecular relajado con el método bayesiano implementado en el
programa BEAST version 1.8.0 (Drummond and Rambaut, 2007). Para ello se analiz6 una
matriz concatenada con los cinco marcadores obtenidos, sin considerar particiones internas
para cada gen. Se llevaron a cabo dos analisis utilizando calibraciones bajo dos esquemas.

Primero se llevo a cabo analisis utilizando informacidon f6sil de una especie asociada
al género Lytta (Wickham 1920) encontrada en el yacimiento Oligocénico de Florissant
(EUA), el cual tiene una edad de 33.9-37.2 millones de afios (Ma). La edad del fosil fue
situada en el nodo Lytta-Meloe, los supuestos utilizados son: distribuciéon lognormal en
espacio real, con valor inicial: 1.0, Log(Media): 35, Log(Des.ves): 0.3.

El segundo analisis se llevé a cabo utilizando los promedios y desviaciones estandar
de las tasas de evolucion molecular estimadas por Papadopoulou et al. (2010) para los genes
mitocondriales Cox1, 16S y nuclear 28S. Estas tasas de evolucion se estimaron empleando
representantes de la familia Tenebrionidae, y su presicion fue calibrada tomando en cuenta
las edades de un evento geoldgico que dividi6 a los taxones involucrados, la separacion este-
oeste del archipielago aegeano (Dermitzakis y Papanikolaou, 1981). Los supuestos (‘priors’)
empleados para cada marcador genético son: Cox1 ucld.mean (subst/sitio/Ma): distribucion
lognormal en espacio real, con valor inicial: 0.0168, Log(Media): 0.0168, Log(Des.ves):
0.0018; 16S ucld.mean (subst/sitio/Ma): distribucion lognormal en espacio real, con valor
inicial: 0.0054, Log(Media): 0.0054, Log(Des.ves): 0.0009; 28S ucld.mean (subst/sitio/Ma):
distribucién lognormal en espacio real, con valor inicial: 0.0006, Log(Media): 0.0006,
Log(Des.ves): 0.0003]. Los genes nucleicos para los cuales no se contaba con una estimacion
de la tasa de evolucion molecular se configuraron como “uninformative prior” de la siguiente
manera: 18S ucld.mean (subst/sitio/Ma): distribucion gamma en espacio real, con valor
inicial: 0.01, shape: 0.01, scale: 100, offset=0; H3 ucld.mean (subst/sitio/Ma): distribuciéon

gamma en espacio real, con valor inicial: 0.01, shape: 0.01, scale: 100, offset=0.
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Para cada analisis se asign6 un reloj relajado log-normal desligado para cada gen,
tanto mitocondriales como nucleares. La topologia del arbol y los tiempos relativos de cada
nodo fueron modelados bajo un modelo de especiacion “birth-dead incomplete sampling
speciation” (Stadler, 2009). Este modelo de especiaciéon asume que desde el origen del arbol
la tasa de especiacion es un valor constante, mayor al de la tasa de extincidn y ésta mayor a
cero, y al reconstruir el arbol agrega la probabilidad de muestrear cada taxén terminal la
cual es igual para todos.

Cada analisis se corrio por 100 millones de generaciones, desechando los arboles
muestreados las primeras 10.000 generaciones como burn-in. El burn-in fue utilizado para
valorar la convergencia y combinacion de cada cadena Markov-Monte Carlo. Se evaluaron los
valores del tamafio de muestra efectiva y su distribucion en Tracer 1.8.0 (Drummond and
Rambaut, 2007). Los arboles muestreados después del burn-in se utilizaron para reconstruir
un arbol de maxima credibilidad con un intervalo del confianza en las edades del 95% con el
programa TreeAnnotator version 1.8.2 incluido en el paquete BEAST.

Todos los analisis filogenéticos se llevaron a cabo en el “CIPRES Science Gateway”

version 3.3 (Miller et al., 2010).

6.5. Tasas de diversificacion

El arbol ultramétrico que se empled para los analisis subsecuentes fue el que se obtuvo
utilizando tasas de evolucion molecular debido a la incertidumbre de la identificacion
taxonomica y la ubicacion del fésil utilizado en la filogenia. Asimismo, es poco recomendable
utilizar un solo f6sil en un datacion (Magallén, 2004). En el mismo yacimiento fosil se han
encontrado otros géneros de la familia Meloidae (Wickham 1920); no obstante, su
identificacion también es dudosa, por lo que su inclusion en el estudio sesgaria la
calibracion. En contraste, las tasas de evolucion molecular estimadas por Papadopoulou et
al. (2010) son utilizadas ampliamente al datar tiempos de origen en diferentes grupos de
insectos y su buen desempefio se ha probado en varios trabajos en los que no existe registro
fosil fiable (Allegrucci et al., 2011; Marske et al.,, 2011; Goodman y O’Grady, 2013).

El estadistico gamma (Pybus y Harvey, 2000) implementado en el paquete LASER v

2.1. (Rabosky, 2006a) y desarrollado en la plataforma R, fue empleado para descartar que la
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distribucién de los nodos a lo largo de la filogenia ha sido moldeada bajo un proceso de tasas
constantes. Este estadistico utiliza la distribucion de los nodos de una filogenia modelada
bajo un proceso de “pure-birth”, y compara el grado en que se alejan los nodos de la filogenia
reconstruida. La existencia de posibles cambios en las tasas de diversificacion que hubieran
moldeado el patrén de la distribucidn de los nodos en la filogenia reconstruida, se investigod
empleando la prueba “constant-rates test” implementada en el programa en el mismo
paquete.

El efecto de muestreo incompleto se evitd usando la prueba “Monte Carlo Constant
Rates” (MCCR) (Pybus y Harvey, 2000) con el fin de corregir el valor del estadistico gamma.
Para ello se simularon 5.000 arboles filogenéticos con 26 taxones bajo un modelo de
especiacion Yule y se muestrearon aleatoriamente 22 taxones de cada arbol para obtener
filogenias con el mismo numero de muestra que la filogenia empirica. El analisis se llevo a
cabo utilizando la funciéon mccrTest en LASER (Rabosky, 2006b) para calcular el valor del
estadistico gamma para cada arbol simulado y compararlo con el valor gamma observado de
la filogenia empirica.

La prueba de Maxima Verosimilitud “birth-death” (BDL) se llev6 a cabo con el
programa LASER v 2.1 (Rabosky, 2006b) para detectar si el patron de la filogenia estaba bajo
efecto de cambios en las tasas de diversificacion. La prueba fitdeltaAlCrc (Rabosky, 2006b)
fue usada para evaluar estadisticamente el ajuste al patrén temporal de diversificacion de
linajes de Eupomphini en el siguiente conjunto de modelos de tasas constantes y tasas
variables: 1) modelo Yule (“pure birth”) con la tasa de especiacion como Unico parametro; 2)
un modelo de tasas constantes (“birth-dead”), en donde hay dos parametros, una tasa de
especiacion (b) y una de extincién (d), mientras que la tasa neta de diversificacion (b - d) es
constante a lo largo del tiempo; y 3) un modelo Yule de tasas variables en donde hay uno
(“Yule-2-rate”) o dos (“Yule-3-rate”) cambios en la tasa de especiacion (Nee et al.,, 1992 ; Nee,
Holmes et al,, 1994; Nee, May and Harvey, 1994; Rabosky, 20064, b).

La diferencia del valor resultante entre modelos de tasas constantes y modelos de
tasas variables (dAICrc) se estimd para el cronograma original, y después se comparo este
valor con la distribucién de valores resultantes de dAICrc para las 5.000 filogenias simuladas
bajo un modelo Yule de tasas constantes utilizando el niumero original de taxones y el
modelo de especiacion con mayor valor de maxima verosimilitud estimado por LASER. La

funcion plotLTT incluida en el paquete LASER se utilizé para obtener un grafico de la
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filogenia empirica. Esta funcion grafica el logaritmo del nimero de linajes que aparecen a lo
largo del tiempo. Este mismo procedimiento se realizé para las 5.000 filogenias simuladas,
sobreponiendo el grafico de la filogenia empirica para observar la forma total del grafico de
linajes a través del tiempo.

Los valores de tasas de especiacion y extincion mas verosimiles también se calcularon
teniendo en cuenta los cambios a través del tiempo en la tasa de diversificaciéon de la
filogenia empirica con la funcion bd.shifts.optim implementada en el paquete TreePar
desarrollado en la plataforma R (Stadler, 2011). Esta funcién contempla la posible muestra
faltante en la filogenia al tiempo t, en donde se permite que las tasas cambien, calcula el
valor de maxima verosimilitud segin los parametros dados (nimero de cambios en la tasa
de diversificacion) y afiade la probabilidad de supervivencia si las especies experimentaron
un evento de extincién masiva.

Debido a que Eupompha es el género mas rico en especies, se investigo si la
diversificacidon en este taxon esta asociada con algiin cambio en este clado o algin otro en
particular. Para ello se utilizo el software BAMM “Bayesian Analysis of Macroevolutionary
Mixture” para estimar si existian cambios en las tasas de diversificacién asociados a algiin
clado especifico de la tribu. A diferencia de TreePar, la implementacion que ofrece el
programa BAMM no parte del supuesto de que las tasas de especiacion y extincidén sean
constantes a lo largo del tiempo entre los clados de un arbol filogenético; sino que considera
que los cambios en los procesos evolutivos que moldean una filogenia (es decir que afectan a
la tasa de diversificacion) ocurren a lo largo de las ramas bajo un proceso compuesto de
Poisson (Rabosky et al, 2013). Al utilizar un enfoque bayesiano, el método provee
distribuciones marginales de las tasas de especiacién y extincion para cada rama de la
hipdtesis filogenética (Rabosky 2014).

Los analisis con BAMM se llevaron a cabo con cuatro cadenas markovianas con salto
reversible (Huelsenbeck et al, 2004), y se ejecutaron por 10 millones de generaciones,
guardando un arbol cada 1.000 generaciones. Se utilizo6 un valor previo de 1.0 para el
proceso compuesto de Poisson. El conjunto de valores a priori (“priors”) utilizados en el
analisis fueron calculados especificamente para la filogenia empirica detallando la
proporcion de la muestra faltante a través de la funcion setBAMMpriors. El conjunto de
archivos resultantes del programa fueron analizados utilizando el paquete BAMMtools

version 2.1 (Rabosky et al., 2014).
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6.6. Patrones de disparidad y tasas de evolucion fenotipica

Se realizé un andlisis de disparidad morfolégica lo largo de tiempo utilizando el paquete
GEIGER (Harmon et al, 2008) y el protocolo descrito por Harmon et al. (2003) para
comparar niveles de disparidad morfologica dentro del grupo de estudio, entre clados y a lo
largo del tiempo. La herramienta dtt calcula el indice “MDI = morphological disparity index”
cuantificando la cantidad de cambio morfoldgico a lo largo de la filogenia en un tiempo
relativo. Estos analisis de MDI comparan la disparidad fenotipica simulada bajo un modelo
de movimiento browniano (“Brownian motion”) (Felsenstein, 1988), en el cual el cambio de
caracter a lo largo de cada rama es aleatorio y las especies relacionadas muestran un grado
moderado de similitud fenotipica debido a ancestria compartida (Kraft et al., 2007), con la
disparidad fenotipica observada a lo largo de la filogenia obtenida tras examinar cada
subclado respecto a la disparidad total en todos los intervalos de tiempo de una filogenia.

El calculo de la distancia entre la filogenia modelada y la filogenia empirica es el
indice de disparidad morfologica (Harmon et al., 2003). Si los valores son cercanos a cero la
disparidad fenotipica es pronunciada entre subclados pero baja dentro de ellos; mientras
que valores cercanos a uno sugieren que los subclados se superponen en el espacio
morfologico (Rowe etal., 2011).

Para el andlisis de disparidad morfologica se tomaron en cuenta cuatro caracteres
morfologicos: 1) volumen de élitros, obtenido midiendo los tres radios correspondientes a
una elipse: longitud, anchura y profundidad, calculada utilizando la férmula
correspondiente; 2) amplitud del élitro, obtenido midiendo el angulo formado por la linea
que une el punto de insercion del élitro con el pronoto y el punto medio de la curva dorsal
del élitro, con la linea que une este ultimo punto y el apice posterior del élitro, todos ellos en
vista lateral; 3) grado de convexidad del élitro, obtenido midiendo el angulo formado por la
linea que une el apice posterior del élitro con el punto de insercion del élitro con el pronoto
y la linea que une este ultimo punto con el punto medio de la curva dorsal del élitro; y 4)
volumen del abdomen, obtenido midiendo los tres radios correspondientes a una elipse,
longitud, anchura y profundidad, calculada utilizando la férmula correspondiente. Las
medidas se tomaron por medio de fotografias en posicidon dorsal y lateral de abdomen y

élitros con un microscopio Leica Z16 APO. Las medidas fueron tomadas a partir de las
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fotografias utilizando la paqueteria TPS v1.14 (Rohlf, 2002). Para cada especie se midi6 un
macho y se utilizo el logaritmo natural de la medida para evitar dependencia con la unidad
de medida empleada y el sesgo en el tamafio del espécimen.

El analisis de disparidad a lo largo del tiempo se llevé a cabo utilizando la funcién dtt
para cada uno de los caracteres medidos con 1000 simulaciones. Para calcular el curso de la
diversificacion morfologica, se utiliz6 una matriz que contenia los datos de los cuatro
caracteres. El método utiliza el promedio de las distancias euclidianas entre especies y un
meétodo de relacionado con la varianza para estimar la dispersion de puntos en un espacio
multivariado que es insensible al tamafo de muestra (Harmon et al., 2003).

Se llevd a cabo un analisis en BAMM para calcular la tasa de evolucion fenotipica
utilizando los datos correspondientes al volumen del élitro. La tasa de evolucion del caracter
es la diferencia entre la tasa evolutiva de un caracter bajo un proceso aleatorio de
movimiento browniano y el valor esperado de un estado fenotipico dado en un lapso de
tiempo (Rabosky et al., 2013). Los analisis se realizaron bajo las mismas condiciones que el
de tasas de diversificacion con BAMM vy el calculo de conjunto de valores a priori utilizados

fueron calculados de las misma forma.

6.7. Coeficiente de Correlacion de Kendall

Se calcul6 el coeficiente de correlacion de Kendall (t) para conocer si existe algun tipo de
asociacién entre la tasa de diversificacion y la tasa de evolucion fenotipica. Se utilizé este
coeficiente ya que las variables incluidas son independientes, continuas y las tasas fueron
calculadas a partir del mismo arbol. El valor de T va de -1 a 1, indicando al cero como no
asociaciéon. Para ello se extrajeron los datos con los que la funcién plotRateThroughTime
incluida en el paquete BAMMtools grafica la tasa media con intervalos de confianza a lo largo
del tiempo, tanto para la tasa de diversificacion como para la tasa de evolucion fenotipica.
Con ésta matriz de datos se calcul6 el coeficiente de correlacion de Kendall con la funcién cor
incluida en la plataforma R, y cor.test para calcular su valor de significancia, utilizando un
95% como intervalo de confianza (a= 0.05). La funcién propone como hipdtesis alternativa

que T es diferente de cero.
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7. RESULTADOS

7.1. Relaciones filogenéticas en Eupomphini

La matriz concatenada con los cinco marcadores genéticos incluyé 55 taxones terminales y
3059 posiciones nucleotidicas. El filograma bayesiano reconstruido muestra con soporte
significativo la monofilia de Eupomphini (PP=1), con los dos miembros de Epicautini como
su grupo hermano (PP=0.96).

El filograma obtenido del analisis bayesiano con los datos concatenados (Figura 9)
recupero a todos los géneros de Eupomphini como monofiléticos excepto Eupompha, cuyos
miembros aparecen divididos en dos clados no hermanos en la base de la tribu. Un clado
(PP= 1) grupo hermano del resto de Eupomphini, queda integrado por 4 especies; incluye a
E. edmundsi como especie hermana de E. viridis (PP= 1), y a E. elegans como especie hermana
de E. imperialis (PP= 1).

El segundo clado (PP= 0.88) muestra a E. fissiceps como grupo hermano de E.
histrionica + E. schwarzi + E. sulciphrons (PP=0.88); este clado es el grupo hermano de un
clado que incluye a los seis géneros restantes (PP= 0.89) que presentan deformacion elitral.
En este clado, Phodaga y Pleuropasta aparecen como especies hermanas (PP= 1) que son, a
su vez, grupo hermano de un clado con dos subclados, uno conteniendo a Megetra y
Cordylospasta (PP= 0.66) y otro incluyendo Cysteodemusy Tegrodera (PP=1).

La topologia y valores de soporte resultantes en el analisis de Maxima Verosimilitud
(Figura 10) fueron muy similares a los obtenidos en el filograma derivado del analisis
bayesiano. La tnica diferencia notable se observa en el clado con taxones con deformacion
elitral, en donde Megetra aparece como grupo hermano de Pleuropasta (BTP= 65), y
Cordylospasta aparece como grupo hermano de un clado que incluye a Phodaga, Tegrodera y

Cysteodemus, aunque con poco soporte (BTP= 19).
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Figura 9. Filograma derivado del analisis bayesiano empleando una matriz de datos con cinco genes
concatenados. Los nimeros presentes en las ramas representan valores de probabilidad posterior de
los clados.
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Figura 10. Filograma derivado del analisis de Maxima Verosimilitud empleando la matriz de datos

0.2

Epicauta
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con cinco genes concatenados. Los nimeros presentes en los nodos representan los valores de

soporte bootstrap.

7.2. Estimacion de tiempos de divergencia

La topologia derivada del analisis bayesiano obtenida usando el programa BEAST coincide

en la mayoria de las relaciones con el analisis bayesiano usando el programa MrBayes,
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incluyendo las relaciones para el género Eupompha, en donde sus especies aparecen dividas
en dos clados bien soportados (PP = 0.99, 0.99). La principales diferencias entre los dos
analisis bayesianos mencionados arriba se encuentra dentro el clado que incluye a los
taxones con deformacion elitral. Ambos anadlisis recuperan a Cysteodemus y Tegrodera como
grupos hermanos (PP = 0.99). Sin embargo, en el analisis con BEAST Cysteodemus +
Tegrodera aparecen como grupo hermano de Phodaga (PP = 0.98), mientras que Pleuropasta
+ Megetra (PP = 0.98) se recuperan como grupo hermano de Cordylospasta (PP = 0.92).

Los arboles ultramétricos obtenidos en los analisis que emplearon tanto informacion
fésil como tasas de diversificacion se encuentran en las Figuras 11 y 12, respectivamente. En
la Tabla 3 se presentan los tiempos de divergencia de clados seleccionados obtenidos con las
dos aproximaciones mencionadas arriba. El origen de Eupomphini calculado con tasas de
evolucion molecular fue estimado que ocurrié durante el Mioceno temprano, 15.24-20.52
Ma, similar a la estimada con informacién fésil 17.5-36.68. El clado que incluye a los taxones
con deformacion elitral tuvo un origen estimado durante el Mioceno medio, 12.82-17.20 Ma.

usando tasas de evolucion molecular y 13.01-38.41 Ma. usando informacidn fésil.

Tabla 3. Tabla comparativa de los tiempos de divergencia estimados para clados seleccionados obtenidos en los

analisis con reloj molecular relajado empleando dos esquemas diferentes de calibracidon.

Informacion fosil

Clado (ancestro comin mas reciente) Media  95% HPD inferior =~ 95% HPD superior
(Ma) (Ma) (Ma)
Eupomphini 30.55 17.15 36.68
E. imperialis + E. elegans + E. viridis 23.91 13.01 38.41
E. edmunsi + E. histrionica + E. fissiceps + E. sulciphrons 23.13 12.34 36.70
Géneros con deformacidn elitral 26.35 14.52 41.42

Tasas de evoluciéon molecular

Eupomphini 17.88 15.24 20.53
E. imperialis + E. elegans + E. viridis 13.62 10.51 16.73
E. edmunsi + E. histrionica + E. fissiceps + E. sulciphrons 13.68 10.93 16.44
Géneros con deformacidn elitral 21.41 12.81 17.20
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Figura 11. Arbol ultramétrico derivado del analisis con BEAST para la tribu Eupomphini empleando
informacidn foésil para calibracion. Los nodos con un circulo negro representan valores de

probabilidad posterior de los clados > 0.95.
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Figura 12. Arbol ultramétrico derivado del analisis con BEAST para la tribu Eupomphini empleando
tasas de evolucion molecular. Los nodos con un circulo negro representan valores de probabilidad
posterior de los clados > 0.95.

7.3. Tasas de diversificacion

La prueba del estadistico gamma corrigiendo el muestreo incompleto de taxones resultd
positivo (gamstat= 1.74, P > 0.96), por lo que se rechaza un modelo de tasas constantes de
diversificacién para la filogenia. La comparacidn grafica del valor obtenido para Eupomphini
contra las 5.000 simulaciones de arboles con el mismo niimero de linajes muestreados indica
que el valor de gamma cae fuera de un 99% del intervalo de confianza (valor critico del 5% =
-0.50 p > 0.99). Empleando el supuesto del estadistico gamma, se rechaza que las tasas de
diversificacién y extincion pudieran haber sido constantes, y los valores sugieren

incrementos en las tasas a lo largo del tiempo.
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La prueba fitdeltaAICrc selecciondé como modelo de tasas constantes a “birth-death”

(AIC 1.33), y como modelo de tasas variables al proceso “Yule3rates” (AIC -20.62). El valor

delta obtenido entre los dos mejores modelos fue de 21.95475. Los resultados de todos los

modelos evaluados se muestran en la Tabla 4.

Modelo ‘ “DDL” “DDX” Yule—”3-
macroevolutlvo rate
Valor de -3.075772  -2.973051 15.3108

verosimilitud
Valor AIC 10.15154  9.946101 -20.6216
a= fraccién de
extincion (d/b) 0.04288975  10.15154  9.946101  -ccmeeeoooe  meeeecmeeen
r=tasade 0.1484395  0.1005539 0.144155
diversificacion inicial
(b-d)

-------------------------- 0.01087561
Iz
rs e e e e 0.4355041
st= momento en el
tiempo de un cambio 1515586

en la tasa de
diversificacion

Tabla 4. Resultado de los modelos evaluados con la funcién fitdeltaAlCgrc. b = especiaciéon; d = extincion.

La funcidn plotLTT del cronograma empirico de Eupomphini junto con las simulaciones

(Figura 13) muestra un prolongado y constante proceso de diversificacion desde el origen de

la tribu hasta hace aproximadamente 4 Ma, cuando se observa un periodo de estasis en dicho

proceso, el cual termina hace aproximadamente 1 Ma. El comportamiento de la tasa de

diversificacion y recambio de especies a lo largo de la historia del grupo (Figura 13) muestra

un cambio abrupto que coincide temporalmente con el momento en el que termina el

periodo de estasis que se observa en el grafico del nimero de linajes a lo largo del tiempo.
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Figura 13. A) Tasa de diversificacion (azul); Recambio de especies (rojo) calculados para la filogenia
empirica. B) grafico del namero linajes a través del tiempo basados en la filogenia empirica de
Eupomphini y 5.000 filogenias simuladas.

La funcion bd.shifts.optim se us6 para estimar las tasas de especiacidon y extincidn,
cambios en éstas y eventos de extincidon masiva en la filogenia de Eupomphini. La prueba
arrojé un mayor valor de Maxima Verosimilitud cuando se contemplaba un solo cambio en la
tasa de diversificacion (96.75). El valor estimado para el recambio de especies
(extincion/especiacidn) antes del cambio en las tasas fue de 0.51, y de 0.74 especies por
millon de afios después del cambio. La tasa de diversificacion estimada (especiacion-
extincion) antes del cambio fue de 0.32, y de 0.15 especies por millon de afios después del
cambio. El momento en el tiempo calculado para dicho cambio fue aproximadamente 1.97
Ma.

Cuando se estima con la misma funcién la probabilidad de supervivencia de las
especies a un evento de extincion masiva el resultado es de P=0.035. El momento estimado
para el supuesto evento de extincién masiva coincide con el momento calculado de cambio
en la tasa de diversificacion, hace aproximadamente 1.97 Ma.

Los resultados del programa BAMM fueron el calculo de un gradiente en el cambio de
la tasa de diversificacidn en la filogenia, que va desde 0.38 especies por millon de afios como
el valor mas alto, hasta el -0.034 especies por milldn de afio como el mas bajo. Este

gradiente y la representacion de su comportamiento se muestran en la Figura 14.
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Figura 14. A) Tasa de diversificacion calculada para cada una de las ramas desde el origen de
Eupomphini al presente utilizando BAMM. Los colores rojos indican la maxima tasa alcanzada. B)
Sintesis del comportamiento de la tasa de diversificacion a lo largo del tiempo para el arbol
filogenético la linea roja representa la media y el espectro azul los intervalos de confianza.

El resultado de un posible cambio en la filogenia asociado a un clado en particular
resultd negativo. La probabilidad mas alta calculada corresponde a 0 cambios con un valor

de P=0.67.

7.4. Patrones de disparidad y tasas de evolucion fenotipica

El curso del cambio morfologico que sugieren los analisis de disparidad morfolégica para el
conjunto de datos morfologicos a lo largo del tiempo indica por sus valores cercanos a uno
en el inicio de la filogenia que la disparidad morfologica esta repartida entre los subclados,
es decir, entre un subclado y otro la diparidad morfolégica no es abrupta. Sin embargo, hay
un descenso abrupto con valores cercanos a cero que sugiere que la disparidad morfologica
es pronunciada entre clados y poca dentro de ellos. Este patron se observa tanto en los
analisis que contienen el conjunto de datos de los cuatro caracteres como en los individuales

para cada caracter (Figura 15).
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Figura 15. A) Patrén de disparidad morfoldgica a lo largo del tiempo utilizando los cuatro caracteres
morfolégicos. B, C, D, E) indice de disparidad relativa (linea continua) comparado con la media de
disparidad esperada (linea punteada) basadas en el espectro de comportamiento de las 1000
simulaciones filogenéticas (zona gris). En el eje X el tiempo cero indica el origen de la tribu y avanza
en direccién al presente.

Los valores del indice de disparidad morfolégica esperados para cada caracter

calculado a través de las simulaciones (Tabla 5) sugieren en principio en el caso del
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volumen de los élitros que el valor esperado es ligeramente mayor que el de un
proceso aleatorio de movimiento browniano. En el caso de los otros tres caracteres,
los valores negativos sugieren que el indice de disparidad morfolégica es menor que
el esperado, es decir que el cambio morfoldgico es menor que el esperado bajo el
proceso de movimiento browniano. Sin embargo los valores del estadistico p no son
significativos, por lo que no podemos aceptar estadisticamente que los caracteres

evolucionen de forma browniana.

Tabla 5. indices de disparidad morfolégica esperados

. . Indice de disparidad
Caracter morfolégico P Valor de p
morfologica
Volumen de élitros 0.02783914 0.5
Volumen de abdomen -0.1035698 0.2272727
Amplitud de élitros -0.1001524 0.2272727
Grado de convexidad de élitros -0.07239543 0.2272727

El gradiente de la tasa de evolucién fenotipica para el volumen de élitros calculada
por BAMM tiene un intervalo que va de 0.2 a 0.32. El valor maximo de la tasa se encuentra en
el primer tercio basal del arbol, sugiriendo que el mayor cambio fenotipico se dio al principio
de la historia evolutiva del linaje; subsecuentemente un decaimiento gradual que afecta a
todo el arbol excepto al género Tegrodera el cual muestra valores ligeramente mayores que

el resto de los géneros (Figural6).
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Figura 16. A) Tasa de evolucion fenotipica calculada para cada una de las ramas desde el origen de
Eupomphini al presente utilizando BAMM. Los colores rojos indican la maxima tasa alcanzada. B)
Sintesis del comportamiento de la tasa de evolucién fenotipica a lo largo del tiempo para el arbol
filogenético la linea roja representa la media y el espectro azul los intervalos de confianza.

7.5. Coeficiente de correlacion de Kendall

El analisis de arrojo un valor para el coeficiente de Kendall de t= 0.99, lo que propone que
existe una asociacion entre las tasa de diversificacidn y la tasa de evolucion fenotipica y que
ésta asociacion es positiva (Figura 17). El valor p obtenido para la prueba fue de p= 2.2e-16

por lo que se rechaza la hipotesis nula.

Figura 17. Correlacidn positiva entre la tasa de diversificacidn y la tasa de evolucién fenotipica.
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8. DISCUSION

8.1. Monofilia y relaciones filogenéticas en Eupomphini

El presente trabajo representa la primera hipotesis filogenética para Eupomphini basada en
un amplio muestreo, ya que se incluye casi al 90% de sus especies reconocidas. Ademas, la
inclusion de cinco marcadores moleculares, tanto mitocondriales (Cox1, 16S) como
nucleares (18S, 28S, H3) permitié obtener topologias considerablemente robustas tanto por
el método de Maxima Verosimilitud como por el de Inferencia Bayesiana, ya que la mayoria
de los clados recuperados por ambos métodos tuvieron valores de soporte estadisticamente
significativos.

Los dos analisis filogenéticos realizados recuperaron Epicautini como grupo hermano
de Eupomphini con altos valores de soporte. Las relaciones entre las tribus de la subfamilia
Meloinae ya han sido previamente investigadas en un estudio filogenético realizado por
Bologna et al. (2008) con base en informacion morfoldgica, biol6gica y molecular (16s e
ITS2). En dicho estudio, se obtuvo a Mylabrini como grupo hermano de Eupomphini. Esta
ultima relacién no puede ser descartada, ya que en el presente trabajo no fueron incluidos
miembros de Mylabrini debido a la falta de muestreo. El resto de las relaciones recuperadas
entre las tribus tampoco coinciden con el estudio arriba mencionado. Es necesario realizar
un estudio mas exhaustivo para resolver las relaciones filogenéticas entre las tribus de
Meloinae.

La monofilia de Eupomphini presento valores de soporte altos tanto en el analisis de
Maxima versomilitud como en el de Inferencia Bayesiana. Diversos autores han recuperado
anteriormente la monofilia de esta tribu en estudios que han empleado tanto caracteres de
morfologia de adultos y larvas (Pinto, 1984a; Bologna y Pinto, 2001), como secuencias de
ADN (Bologna et al., 2008). No obstante, estos estudios no llevaron a cabo analisis para
investigar el soporte de los clados obtenidos. El presente trabajo, por lo tanto, permite
corroborar la monofilia de Eupomphini de manera conclusiva. A pesar de los cambios
morfologicos tan pronunciados dentro de los géneros de la tribu, los caracteres morfologicos
propuestos en la ultima revision de la tribu (Pinto, 1984a) son constantes a lo largo de las
especies incluidas en la tribu y ahora son corroborados como sinapomorfias con el uso de
herramientas moleculares. Por ejemplo, la condicidn de las uias tarsales, donde todas las

especies de la tribu en estado adulto poseen la hoja ventral de la ufia mas corta que la hoja
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dorsal y fuertemente adnata a la hoja dorsal, a manera de “diente” ventral; y primer estado
larvario con la sutura epicraneal incompleta, es decir no llega a tocar la base de la antena.

Todos los géneros de Eupomphini excepto Eupompha son monofiléticos con altos
valores de soporte. Los estudios taxonomicos realizados previamente para cada género
apoyaron su monofilia basandose en datos morfologicos del primer estadio larvario, estado
adulto y caracteres de comportamiento. Por lo tanto, estos caracteres, los cuales se
mencionan a continuacién, probablemente representan sinapomorfias morfolégicas: 1)
grado de dimorfismo sexual en el tamafio de élitros y alas en Cordylospasta (Pinto, 1972); 2)
élitros inflados y subglobosos en Cysteodemus (Pinto, 1984a); 3) condicion aptera y élitros
que cubren solo una tercera parte del abdomen en Megetra (Selander, 1965); 4) élitros
acostillados y cuerpo predominantemente amarillo o amarillo-naranja en Pleuropasta (Pinto,
1984a); 5) antenas acortadas y comprimidas lateralmente y élitros cubriendo todo el
abdomen en Phodaga (Pinto, 1984b); y 6) patrdon de color con cabeza roja, élitros amarillos
con una banda negra y el resto del cuerpo negro en Tegrodera (Pinto, 1975).

Eupompha no se recuperd monofilético en ninguno de los dos analisis. Las ocho
especies de Eupompha incluidas en este estudio se recuperaron en ambos analisis formando
dos clados distintos, con uno de ellos siendo grupo hermano de los demas géneros y el otro
como el grupo hermano de todos ellos. Con base en caracteres morfologicos, LeConte (1862)
propuso dividir a los actuales miembros de Eupompha en dos géneros: Calospasta y
Eupompha; posteriormente éstos fueron sinonimizados por Selander (1954).
Subsecuentemente, en su clasificacion de Eupompha, Pinto (1979) consideré dos secciones
informales para el género, los cuales corresponden con la division genérica de LeConte
(1862). Ambas secciones fueron definidas por caracteres morfologicos del estado adulto y
primer estadio larvario.

La seccion 1 (Calospasta) que contiene a E. decolorata, E. elegans, E. imperialis, E.
viridis, E. edmundsi, E. wenzeli y E. vizcaina se caracteriza por la asimetria del tercer
segmento de los palpos maxilares en el primer estadio larvario. Esta seccion corresponde
con el clado mas basal del presente trabajo aunque E. decolorata, E. wenzeli y E. vizcaina no
fueron incluidas. Las relaciones aqui obtenidas fueron similares a las de Pinto (1979): E.

viridis y E. edmundsi asi como E. elegans y E. imperialis como especies hermanas.
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La seccion 2 de Pinto (1979) (Eupompha) agrupa a E. histrionica, E. schwarzi, E.
terminalis, E. sulciphrons y E. fissiceps por poseer la espina ventral del edeago acortada y
robusta. Esta seccidn corresponde en este trabajo con el clado que aparece como grupo
hermano del resto de los géneros. En este estudio inicamente falt6 por incluir de ésta
seccion a E. terminalis. En el trabajo de Pinto (1979) no se resolvian las relaciones dentro de
esta seccion, existiendo una politomia entre E. fissiceps, E. histrionica y E. schwarzi. En
nuestros resultados, E. fissiceps y E. histrionica fueron recuperadas como especies hermanas,
y E. schwarzi como especie hermana de las dos anteriores.

Debido a que las relaciones aqui obtenidas para las especies de Eupompha son
congruentes con las divisiones previas basadas en morfologia, se propone formalmente la
separacion de éste taxon en dos géneros. Ya que los géneros Eupompha y Calospasta fueron
sinonimizados anteriormente (Selander, 1954), ambos nombres estan disponibles y las
especies tipo de cada uno de ellos con las que originalmente fueron descritos se localizan en
el clado respectivo, se propone que la seccidon 1 adopte el nombre de Calospasta con su
respectiva especie tipo: C. elegans, y la seccion 2 conserve el nombre Eupompha, asi como su
especie tipo E. fissiceps.

Las relaciones entre géneros de Eupomphini obtenidas en este estudio y las
previamente propuestas por Pinto (1984) basadas en datos morfoldgicos no resultaron
similares. La relacidn Pleuropasta + Phodaga se recupera en la filogenia de Pinto y con el
meétodo de Inferencia Bayesiana, sin embargo en Maxima Verosimilitud Phodaga aparece
como grupo hermano de la relacion Cysteodemus + Tegrodera y Pleuropasta como grupo
hermano de Megetra. La hipdtesis de que Pleuropasta y Phodaga sean grupos hermanos fue
apoyada por los métodos probabilisticos. La direccion del eje longitudinal del ojo y la
morfologia del disco pronotal representan por lo tanto posibles sinapomorfias morfolégicas
que soportan esta ultima relacién.

La relacion Cysteodemus + Tegrodera como grupos hermanos presente en los dos
analisis esta fuertemente apoyada (BTS= 100, PP=1). Este resultado contrasta con la
informacion de los caracteres morfologicos del primer estadio larvario utilizados por Pinto
(1984), los cuales indicaron que ambos géneros estaban distantemente relacionados. No
obstante, las sinapomorfias que separan a estos géneros en el estudio arriba mencionado
probablemente representen homoplasias (p.ej. 1a posicién de los espiraculos abdominales y

la forma de las setas en el estipe maxilar).
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Por ultimo, la posicion de Megetra y Cordylospasta no es clara, ya que aparecen
formando relaciones diferentes en los dos métodos de reconstruccion filogenética, y sus
valores de apoyo no son altos. Los datos morfoldgicos colocan a Cordylospasta como grupo
hermano de la relaciéon Phodaga + Pleuropasta y a Megetra como género hermano de todo
este clado. De tal manera que las relaciones propuestas entre estos géneros no son
definitivas y cualquiera de las relaciones aqui propuestas o las basadas en datos
morfologicos (p. €j. el tamafio del tercer segmento antenal y la forma del tercer segmento de

los palpos maxilares) son equiprobables.

8.2.Diversificacion y tiempos de divergencia en Eupomphini

Como se menciono anteriormente Eupomphini tienen una distribucion restringida a las
zonas aridas del Noroeste de México y suroeste de Estados Unidos (Pinto 1984a). Esta
distribucién corresponde casi en su totalidad con la provincia fisiografica denominada
“Basin and Range” (Gilbert, 1928). Esta provincia experimento6 un episodio de actividad
geolodgica importante aproximadamente hace 24 a 12 millones de afios, a partir del momento
en el que se separo fisiograficamente de la Meseta del Colorado (Brand, 2011; Retallack,
2001; Shafiqullah et al., 1980). Esta separacion abrié nuevos paisajes dando oportunidad
para un posible origen de nuevos linajes de diferentes grupos de animales (p. ej. Avise, 2006;
Bryson et al., 2013; Knowles, 2000).

El origen de la tribu Eupomphini en el Mioceno temprano (20-15 Ma) estimado en el
presente estudio, coincide con el periodo de actividad geoldgica de la provincia “Basin and
Range” (Shafiqullah et al., 1980). Este periodo y la continua formacion de paisajes permitio
no solo la aparicion sino también la diversificacion de los nuevos linajes, de manera similar a
la propuesta de Bryson et al. (2013) para los escorpiones del grupo de especies Vaejovis
vorhiesi (Vaejovidae). Esta diversificacion puede observarse en las graficas obtenidas para el
calculo del nimero de linajes existentes a lo largo del tiempo en Eupomphini (Figura 13B). El
numero de linajes se comporta de forma creciente durante el periodo que va de los 17 hasta

los 4.5 Ma.
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La creciente diversificacion de la tribu aparentemente se vio interrumpida durante un
periodo que durd de los 4.5 a los 1.5 Ma. En este periodo la tasa de extincidn super6 o igual6
la de especiacion dejando probablemente como huella ramas largas en la filogenia. El inicio
de éste periodo de estasis coincide con la transicion Mioceno-Plioceno. En esta época hubo
una fuerte expansion de ecosistemas terrestres de plantas C4, y este cambio afecto la
temperatura y la proporcion de CO; en el ambiente causando la extincién de diferentes
formas de vida que habitaban el Norte de América debido a la desertificacion (Cerling et al.,
1997; Ehleringer et al,, 1997; MacFadden et al,, 1997; Krause et al., 2008). Este episodio de
extincion representa el mas severo documentado en mamiferos (Cerling et al,, 1997) y
llegando a eliminar el 70-80% de las especies en Norte Américay 60-70% en Eurasia
(Krause et al.,, 2008).

Es probable que el cambio en la biomasa de plantas C4 haya afectado directa o
indirectamente el proceso de especiacion en la tribu Eupomphini deteniéndolo y causando
altas tasas de extincion. Del andlisis efectuado con el paquete TreePar se deduce que este
evento de extincion masiva pudo haber eliminado a mas del 95% de las especies de la tribu,
posiblemente dejando como relictos de los grandes linajes que antes existieron a los géneros
actuales (Figuras 13A, B). Por otro lado, la pronunciada actividad volcanica en diversos
puntos de la zona de distribucion de la tribu, como los campos volcanicos de Pinacate y
Sentinel Plain en el desierto de Sonora y los campos volcanicos de San Bernardino y San
Carlos-Peridot en el desierto de Arizona hace aproximadamente 4 Ma (Shafiqullah et al,,
1980) se suma a las posibles causas del incremento en la tasa de extincion.

Al termino de éste periodo de extincion se observa nuevamente un incremento en la
aparicion de linajes que contintia hasta el presente. Sin embargo, existe un fenénemo
conocido como “pull of the present” (Nee et. al, 1994), el cual se manifiesta cuando la tasa de
extincion es relativamente alta con respecto a la de especiacion. Este fendmeno se traduce en
un abrupto incremento en el nimero de linajes en la parte terminal de la filogenia. Un
cambio significativo en la tasa de diversificacion hubiera sido detectado por el analisis de
BAMM; sin embargo, éste no estim6 un cambio significativo en la filogenia. En el cronograma
(Figura 12) se observa la aparicion de nodos a nivel intraespecifico en algunas de las
especies representadas. La aparicion de éstos nodos coincide con los ciclos glaciales y las
fluctuaciones climaticas del Pleistoceno (Berger, 1984; Bartlein y Prentice, 1989; Webb y

Bartlein, 1992), las cuales tuvieron implicaciones importantes en procesos de especiacion
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considerablemente recientes (Hewitt, 1996; Avise y Walker, 1998; Avise et al., 1998;
Martinez-Solano et al., 2006); afectando en muchos casos de forma positiva la diversificacion
de las especies (Mayr y O'Hara, 1985; Baselga et al., 2011). Es muy probable que los linajes
sobrevivientes se hayan beneficiado por los refugios o santuarios pleistocénicos,
aumentando sus niveles de aislamiento (Recuero y Garcia-Paris, 2011), y dando lugar a un
alto grado de estructura genética. Analisis poblacionales subsecuentes permitiran
corroborar ésta hipotesis.

La mayor tasa de diversificacion estimada con TreePar (0.32 especies por millon de
afios) es parecida a la maxima tasa calculada por BAMM (0.38 especies por millon de afios), a
pesar de que estos programas utilizan enfoques metodoldgicos diferentes (Maxima
Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, respectivamente). Esta tasa es alta en comparaciéon con
la de otros gupos de artropodos (0.05-0.1 especies por millon de afios; McPeek y Brown,
2007; Papadopoulou et. al, 2013). Con respecto a Coleoptera, Hunt et. al (2007) estimé una

tasa promedio general de 0.05-0.07 para el orden.

8.3. Disparidad morfologica en Eupomphini

El relativamente escaso numero de especies reconocidas de Eupomphini (26 especies)
comprende una gran proporcion de la diversidad morfoldgica observable dentro de la
familia Meloidae e incluso presentan morfotipos que no se encuentran en ningin otro grupo
de la familia. Cada uno de los géneros posee caracteres morfolégicos que lo definen de forma
considerable (Pinto, 1984), aunque la mayor heterogeneidad y cantidad de cambio se
aprecia principalmente en la forma del abdomen y de los élitros.

La singularidad del cambio de forma en los élitros se refleja en la existencia de
morfotipos tan dispares como los que caracterizan a los géneros Cordylospasta y Eupompha
o en tendencias totalmente opuestas como en el grado de desarrollo elitral en Cysteodemusy
Megetra (Figura 2). Esta singularidad en la diversificacién morfologica elitral, es aqui
definida de forma practica como “deformacién elitral”, describiendo asi la gran discrepancia
de los diferentes patrones morfoldgicos observados en Eupomphini con la forma
generalizada de los élitros en la familia Meloidae (tipo Lytta Fabricius 1775 o Epicauta Dejen
1834). Los dos filogramas obtenidos en este estudio agrupan en un solo clado a todos los

géneros con deformacion elitral. El tiempo estimado para el origen de este clado es de 17.2-
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12.81 Ma, y representa el momento en el que ocurrid el cambio hacia una deformacidn de los
élitros dentro de Eupomphini.

Las restricciones evolutivas son factores que limitan los posibles resultados del
proceso evolutivo (Alberch, 1982; Gould, 1989b; Arnold, 1992). Existen restricciones de tipo
genéticas, selectivas, funcionales y de desarrollo (Arnold, 1992). Durante el desarrollo de un
organismo, las interacciones epigenéticas limitan drasticamente los procesos de cambio
morfologico y restringen la accion de la seleccion durante la evolucion, por lo que dichas
interacciones definen el universo de las formas posibles (Alberch, 1982).

La morfogénesis, uno de los tres procesos en el desarrollo de un organismo, es
responsable de que el organismo desarrolle su forma (Gilbert, 1996). La alta diversidad de
formas elitrales en Eupomphini asociada a un clado particular sugiere la probable existencia
de una alteracion en el proceso de morfogénesis que tuvo lugar en el ancestro comin mas
reciente de dicho clado. Esta alteracidn representaria la supresion de la restriccion evolutiva
que controla la forma de los élitros en Meloidae, permitiendo asi la exploracién de nuevos
morfoespacios. Por ende, lo que vemos actualmente en Eupomphini podrian ser las formas
genéricas resultantes del alterado proceso de morfogénesis que se tradujeron en nuevos
linajes morfoldgicamente estables, es decir sujetos a restricciones que definieron las formas
elitrales actuales. La expresion de la pérdida de una restriccidn en el desarrollo puede ser de
diversas formas: desactivacion de genes, mutaciones, desajustes hormonales, entre otras
(Arnold, 1992). Estudios ontogenéticos posteriores permitirian conocer el origen de la
pérdida.

Los resultados de los diferentes analisis de evolucion morfologica arrojan tres
evidencias de la hipotética pérdida de la restriccion evolutiva. Primero, la tasa de evolucion
fenotipica calculada por BAMM, alcanz6 su maximo valor durante el primer tercio de la
filogenia, y sugiere que en este periodo de tiempo la posible pérdida de la restriccion en la
morfologia de los élitros pudo favorecer el incremento de las dimensiones del morfoespacio
disponible, de tal forma que la produccion de morfotipos novedosos fuera muy alta.
Segundo, la distribucion de los valores del indice de disparidad (ID) en el grafico resultante
del analisis de disparidad morfoldgica a lo largo del tiempo (Figura 15), los valores cercanos
a uno en el primer tercio de la filogenia proponen que la disparidad morfologica estuvo
homogéneamente repartida entre los subclados, es decir que las posibles nuevas formas

producidas presentaban un cambio gradual o incluso podian superponerse en el
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morfoespacio disponible. De esta manera es probable la existencia de linajes intermedios
que formaban morfotipos continuos entre las formas genéricas tan dispares que
sobrevivieron. La tercera evidencia es una la asociacidn positiva de la tasa de diversificacion
con la tasa de evolucion fenotipica, sugiriendo que el cambio morfolégico se daba de acuerdo
a la aparicién de nuevas especies.

La hipotesis de la existencia de los linajes que formaban un continuo morfolégico
entre las formas y la probable eliminacion de mas del 95% de estos linajes en el evento de
extincion masiva en la transicion Mioceno-Plioceno, explica la contrastante relacion entre

diversidad morfologica y la pobre diversidad taxica actual dentro de la tribu.

8.4.Radiacion evolutiva en Eupomphini
Dentro del clado con deformacion elitral las relaciones filogenéticas no estan bien
soportadas y las ramas presentes son cortas; este hecho y la alta diversificacién morfologica
y taxica demostrada anteriormente sugieren la posible existencia una radiacion evolutiva
(Whitfield y Lockhart, 2007). Las radiaciones generalmente involucran una alta diversidad
taxica (Schluter, 2000), lo cual contrasta con las 26 especies de Eupomphini. Sin embargo, el
concepto de radiacion no esta bien definido y ha sufrido diversas modificaciones desde su
origen, y su definicién depende mucho de las evidencias que se tomen en cuenta para
identificarla, asi como de la ventana de tiempo que se use para estudiar la historia evolutiva
de un grupo (Olson y Arroyo-Santos, 2009). En este caso, con base en la evidencia recabada,
yo propongo que la radiacion fue “borrada” por el evento de extincion masivo, permitiendo
que morfotipos tan dispares estuvieran filogenéticamente muy cercanos, como por ejemplo
en los géneros Cysteodemusy Tegrodera. Por lo tanto, los distintos tipos de evidencia
obtenidos (alta tasa de diversificacion, distribucién de indices de disparidad morfolégica,
correlacion positiva entre la tasas de diversificacion y evolucion fenotipica) me permitio
proponer esta radiacion a partir de la reconstruccidon de la filogenia de la tribu.
Formalmente las radiaciones evolutivas pueden ser de dos tipos: si la presencia de
diversificacion ecologica confiere ventajas individuales en la explotacion de nichos precede a
una radiacion, entonces son de tipo adaptativas (Rundell y Prince, 2009; Wellenreuther y
Sanchez-Guillén, 2016). Por el contrario las radiaciones que no estan relacionadas con la

explotacion de nichos y donde el aislamiento reproductivo no esta ligado a la diversificacion
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ecologica de nichos son del tipo no adaptativas (Gittenberger, 1991; Rundell y Prince, 2009;
Wellenreuther y Sanchez-Guillén, 2016).

Si el primer motor de esta radiaciéon en Eupomphini fue la pérdida de la restriccion en el
desarrollo de los élitros, es muy probable que la radiacion haya sido de tipo no adaptativa.
Varios procesos pueden dar pie a una radiacién no adaptativa (Wellenreuther y Sanchez-
Guillén, 2016). Un ejemplo podria ser una alteracion en la arquitectura cromosémica de las
especies por duplicacion génica (Gittenberger, 1991). Otro proceso seria la alteracién en la
interaccion macho-hembra durante el apareamiento (seleccion sexual, conflicto sexual, etc.)
(Rundell y Prince, 2009). A pesar de que la especiacidn se vi6 favorecida por la apertura de
diversos ambientes, como se mencion6 anteriormente, sugiero que el cambio en la
morfologia de las especies favoreci6 en mayor medida la especiacidn, ya que muchas de ellas
se distribuyen simpatricamente y no muestran especificidad hacia algun tipo de flor o planta
en las cuales esté basada la dieta de los organismos adultos (Pinto, 1972, 1975, 1979, 1984).
Es necesario investigar que procesos fueron responsable de la posible radiacion no
adaptativa en Eupomphini, ya que los arriba mencionados no parecen ser la causa directa de
su diversificacion actual. El presente estudio aporta evidencias que se inclinan hacia la
capacidad intrinseca del organismo a evolucionar como probable primer promotor de la

diversificacion y no factores ecoldgicos.
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9. Conclusiones

* Se corrobora la monofilia de la tribu con datos de cinco marcadores moleculares y se
confirman las sinapomorfias previamente propuestas para la tribu: 1) adultos con la
hoja ventral de la ufia tarsal mas corta que la hoja dorsal y fuertemente adnata a la
hoja dorsal, formando un “diente” ventral; 2) antenas subfiliformes y con segmentos
estrechamente articulados, 3) la limpieza de las antenas se realiza con las patas
anteriores Unicamente, las piezas bucales no estan involucradas y 4) primer estado
larvario presenta la extension de la sutura epicraneal incompleta, es decir, no llega a
tocar la base de la antena.

* Sellevo a cabo un analisis filogenético para la tribu Eupomphini (Coleoptera:
Meloidae) basada en secuencias de cinco marcadores genéticos (cox1, 16S, 18S, 28S,
H3) y el 84% de las especies reconocidas. Los filogramas obtenidos resolvieron con
altos valores de soporte la mayoria de las relaciones dentro de la tribu.

* Los géneros Cysteodemus, Cordylospasta, Megetra, Pleuropasta, Phodaga, y Tegrodera
se recuperaron monofiléticos lo cual corresponde con la delimitaciéon morfolégica
previa.

* FEupompha no se recuperd como monofilético, y en su lugar las relaciones entre sus
especie corresponden con su division en dos géneros, para los cuales se proponen los
nombres disponibles Eupompha y Calospasta.

* Laestimacion de tiempos de divergencia permiti6 observar el patron de
diversificacion de la tribu, desde su origen hace 17 Ma aprox. en el Mioceno tardio,
hasta la actualidad y asociarlo a eventos paleoclimaticos que pudieron afectar el
modo de diversificacion de los linajes dentro de la tribu.

* Deacuerdo alos resultados de analisis estadisticos y la historia paleoclimatica de la
zona de distribucion de Eupomphini, se propone la posible existencia de un evento de
extincion masiva, probablemente la transicion Mioceno-Plioceno, que eliminé a mas

del 95% de las especies hace casi dos millones de afios.
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La disparidad morfologica observada en las especies actuales que estan asociadas en
un clado que contiene a los géneros con “deformacion elitral” sugiere la probable
pérdida de la restriccidon evolutiva a la forma de los élitros, permitiendo la
exploracion de nuevos morfoespacios. Se requiere realizar los analisis pertinentes
para corroborar ésta hipdtesis.

Se propone la hipdtesis de numerosos linajes intermedios que formaban continuos
entre las formas genéricas actuales, y que fueron eliminados por el evento de
extincion (Transicion Mioceno-Plioceno). Esta hipoétesis explicaria la pronunciada
disparidad morfoldgica en el relativamente escaso numero de especies actuales de la
tribu Eupomphini.

La topologia los arboles filogenéticos (ramas cortas y relaciones sin valores altos de
soporte) y los resultados obtenidos en los analisis morfol6gicos suman evidencias
que apoyan una probable radiacion en la historia evolutiva de la tribu.

Sila causa de la probable pérdida de la restriccidn evolutiva fue el motor de la
radiacion, es probable que la radiacién sea del tipo no adaptativa. Este probable
hecho sugiere que el primer motor de la diversificacion en la Eupomphini esta mas

relacionado con factores no ecoldgicos.
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APENDICE. Asignacion especifica, localidad y niimeros de voucher para
los ejemplares examinados en este estudio.

Taxon Localidad Nimero de
voucher

Cordylospasta USA: California: Inyo Co.: 3 mi NE Big Pine, al mel 08051
fulleri inicio de la Death Valley Rd. hacia Saline Valley.

1204 msnm.
Cordylospasta USA: California: Inyo Co.: 3 mi NE Big Pine, al mel 08051a
fulleri inicio de la Death Valley Rd. hacia Saline Valley.

1204 msnm.
Cordylospasta USA: California: San Bernardino Co.: Summit mel 08026
opaca Valley Rd., a 4 km del cruce con la Hwy. 138.

1148 msnm.
Cordylospasta USA: California: San Bernardino Co.: Summit mel 08026a
opaca Valley Rd., a 4 km del cruce con la Hwy. 138.

1148 msnm.
Cysteodemus MEXICO: Baja California Norte: 14 km al O de mel 08076
armatus Mexicali, cerca del cementerio.
Cysteodemus MEXICO: Baja California Norte: 12 km al 0SO de  mel 08077
armatus Mexicali.
Cysteodemus MEXICO: Baja California Norte: Municipio mel 08080
armatus Mexicali: Ejido Luchadores del Desierto, en el

NO de la Laguna Salada. 0 msnm
Cysteodemus USA: Nuevo Mexico: Sierra Co.: 4 mi. E mel 06199
wislizeni Hillsboro, 1593m
Cysteodemus USA: Nuevo Mexico: Sierra Co.: 5 mi. N Truthor mel 06206
wislizeni Consequences
Cysteodemus USA: Nuevo Mexico: Cibola Co.: 13 mi. E Laguna, mel 06217
wislizeni 1702m
Calospasta USA: California: Salt Wells Valley, near Trona, mel 08005
elegans 574 m
Calospasta USA: California: Riverside Co.: Desviacion de la mel 08015
elegans Hwy. 371 hacia Hemmet, unas 4 mi al N de

Aguanga. 871 msnm
Calospasta USA: California: Riverside Co.: Desviacion de la mel 08015a
elegans Hwy. 371 hacia Hemmet, unas 4 mi al N de

Aguanga. 871 msnm
Calospasta USA: California: San Bernardino Co.: 1 mi. E mel 08019
elegans Apple Valley. 899 msnm.
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Calospasta
elegans
Calospasta

elegans

Calospasta

elegans

Calospasta
elegans
Calospasta
elegans
Calospasta
elegans
Calospasta
elegans
Calospasta
elegans
Calospasta
elegans
Calospasta
elegans
Calospasta
elegans
Calospasta
elegans
Eupompha
elegans
Calospasta
elegans
Calospasta

elegans

Calospasta

elegans

Calospasta
elegans
Eupompha
fissiceps
Eupompha

fissiceps

USA: California: San Bernardino Co.: 5 km al SO
de Lucerne. 975 msnm.

USA: California: Los Angeles Co.: Interseccién
de Fort Tejon Rd. y 23th Street, entre Phelan y
Littlerock. 118 msnm

USA: California: San Bernardino Co.: Summit
Valley Rd., a 4 km del cruce con la Hwy. 138.
1148 msnm.

USA: California: Inyo Co.: 5 km N Little Lake
cerca de Fossil Falls. 1025 msnm.

USA: California: Inyo Co.: Haiwee Reservoir
South. 1175 msnm.

USA: California: Inyo Co.: Haiwee Reservoir
North. 1191 msnm.

USA: California: Inyo Co.: Haiwee Reservoir
North. 1191 msnm.

USA: California: Inyo Co.: Orilla Oeste de Owens
Lake. 1100 msnm.

USA: California: Inyo Co.: Orilla Oeste de Owens
Lake. 1100 msnm.

USA: California: Inyo Co.: 3 mi. S de Olancha.
1144 msnm.

USA: California: Inyo Co.: 5 km N Little Lake
cerca de Fossil Falls. 1025 msnm.

USA: California: Inyo Co.: 5 km N Little Lake
cerca de Fossil Falls. 1025 msnm.

USA: California: Inyo Co.: Rudolph Rd., 7.5 mi. al
NE de Bishop, Hwy. 6. 1272 msnm.

USA: California: Mono Co.: Chalfant Loop Rd.
11.5 mi. al NE Bishop, Hwy. 6. 1314 msnm.
USA: California: Inyo Co.: 3 mi NE Big Pine, al
inicio de la Death Valley Rd. hacia Saline Valley.
1204 msnm.

USA: California: Inyo Co.: Death Valley Rd. hacia
Saline Valley, unas 6 mi E-NE Big Pine. 1362
msnm.

USA: California: Mono Co.: Mono Lake Valley:
0ld Railroad Grade x Rd.167. 2000 ft.

USA: Nuevo Mexico: Hidalgo Co.: 19 mi SW
Lordsburg

USA: Nuevo Mexico: Hidalgo Co.: 19 mi SW
Lordsburg

mel 08020

mel 08021

mel 08027

mel 08028

mel 08029

mel 08032

mel 08032a

mel 08034

mel 08034a

mel 08035

mel 08037

mel 08037a

mel 08044

mel 08047

mel 08052

mel 08055

mel 06147

mel 06177

mel 06177b
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Eupompha
fissiceps
Eupompha
fissiceps
Eupompha
fissiceps
Eupompha
fissiceps
Eupompha
fissiceps
Eupompha
fissiceps
Calospasta
imperialis
Calospasta

imperialis

Calospasta
imperialis
Eupompha
sulciphrons

Calospasta viridis

Calospasta viridis

Calospasta viridis

Calospasta viridis

Calospasta viridis

Calospasta viridis

Megetra
cancellata
Megetra
cancellata
Megetra
cancellata hoegei
Megetra
cancellata hoegei

Megetra

USA: Nuevo Mexico: Hidalgo Co.: Granite Gap,
1294 m

USA: Nuevo Mexico: Grant Co.: 10 mi N Hachita,
1364m

USA: Nuevo Mexico: Grant Co.: 10 mi N Hachita,
1364m

USA: Nuevo Mexico: Grant Co.: 10 mi N Hachita,
1364m

USA: Nuevo Mexico: Luna Co.: Rd.26, 4-10 mi
NE Deming,

USA: Nuevo Mexico: Luna Co.: Rd.26, 4-10 mi
NE Deming,

MEXICO: Sonora: 3 km al E de San Luis del Rio
Colorado. 43 msnm

MEXICO: Baja California Norte: 2 km al NE del
Ejido Mérida, unos 8 km al SO de Los Algodones
(Vicente Guerrero). 28 msnm.

MEXICO: Baja California Norte: 12 km al 0SO de
Mexicali.

MEXICO: Guerrero: Mexcala
USA: Nuevo Mexico: Valencia Co.: ca. 2 mi. al W
de Los Lunas

USA: Nuevo Mexico: Valencia Co.: ca. 2 mi. al W
de Los Lunas

USA: Nuevo Mexico: Valencia Co.: ca. 2 mi. al W
de Los Lunas

USA: Nuevo Mexico: Valencia Co.: ca. 2 mi. al W
de Los Lunas

USA: Nuevo Mexico: Luna Co.: 2 mi N Deming,
1322m

USA: Nuevo Mexico: Luna Co.: 2 mi N Deming,
1322m

USA: Nuevo Mexico: Cibola Co.: 13 mi. E Laguna,
1702m

USA: Nuevo Mexico: Luna Co.: Rd.418, (exit 69),
5-10 mi W Deming 1350msnm 14-VIII-2006
MEXICO: San Luis Potosi: 8 km al N de Cedral,
1766 m

MEXICO: San Luis Potosi: 8 km al N de Cedral,
1766 m

MEXICO: San Luis Potosi: 8 km al N de Cedral,

mel 06178

mel 06186

mel 06186b

mel 06186¢

mel 06193

mel 06193c

mel 08074

mel 08075

mel 08079

mel 08141

mel 06209

mel 06209a

mel 06209b

mel 06209¢c

mel 06190

mel 06190b

mel 06218b

mel06187

melx 10097a

melx 10097b

melx 10107a
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cancellata hoegei

Megetra

cancellata hoegei

Megetra punctata

Megetra punctata

Megetra punctata

Megetra punctata

Megetra punctata

Megetra vittata

Megetra vittata

Megetra vittata

Megetra vittata

Megetra vittata

Megetra vittata

Phodaga alticeps

Phodaga alticeps

Phodaga alticeps

Phodaga alticeps

Phodaga
marmorata
Phodaga
marmorata
Phodaga
marmorata

Phodaga

1766 m

MEXICO: San Luis Potosi: 8 km al N de Cedral,
1766 m

USA: Arizona: Cochise Co.: Portal, 1380 m
USA: Nuevo Mexico: Grant Co.: 2 mi al E de
Separ, 1372m

USA: Nuevo Mexico: Grant Co.: 2 mi al E de
Separ, 1372m

USA: Nuevo Mexico: Grant Co.: 2 mi al E de
Separ, 1372m

USA: Nuevo Mexico: Grant Co.: 2 mi al E de
Separ, 1372m

USA: Nuevo Mexico: McKinley Co.: Thoreau,
2187m

USA: Nuevo Mexico: McKinley Co.: 8-11 mi. E
Pinedale, 2221m

USA: Nuevo Mexico: McKinley Co.: 1/2 mi. N
Gallup, 2005m

USA: Nuevo Mexico: McKinley Co.: 1/2 mi. N
Gallup, 2005m

USA: Nuevo Mexico: McKinley Co.: 8-11 mi. E
Pinedale, 2221m

USA: Nuevo Mexico: McKinley Co.: 8-11 mi. E
Pinedale, 2221m

USA: California: Inyo Co.: Death Valley Rd. hacia
Saline Valley, unas 6 mi E-NE Big Pine. 1362
msnm.

USA: California: Inyo Co.: Death Valley Rd. hacia
Saline Valley, unas 6 mi E-NE Big Pine. 1362
msnm.

MEXICO: Sonora: 3 km al E de San Luis del Rio
Colorado. 43 msnm

MEXICO: Baja California Norte: Municipio
Mexicali: Ejido Luchadores del Desierto, en el
NO de la Laguna Salada. 0 msnm

USA: Nuevo Mexico: Grant Co.: 2 mi al E de
Separ, 1372m

USA: Nuevo Mexico: Grant Co.: 2 mi al E de
Separ, 1372m

USA: Nuevo Mexico: Luna Co.: 5-10 mi W
Deming, 1350m

USA: Nuevo Mexico: Luna Co.: 5-10 mi W

melx 10107b

mel 06181
mel 06183

mel 06183b

mel 06183c

mel 06183d

mel 06219

mel 06222b

mel 06227

mel 06227b

mel 06222

mel 06222b

mel 08053

mel 08053b

mel 08072

mel 08081

mel 06184

mel 06184b

mel 06188

mel 06188b
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marmorata
Phodaga
marmorata
Phodaga
marmorata
Phodaga
marmorata
Pleuropasta
mirabilis
Pleuropasta
mirabilis
Pleuropasta
mirabilis
Pleuropasta
mirabilis
Pleuropasta
reticulata
Pleuropasta
reticulata
Pleuropasta
reticulata
Tegrodera erosa

erosa

Tegrodera erosa
erosa
Tegrodera

latecincta

Tegrodera
latecincta
Eupompha

histriénica

Eupompha

histriénica

Eupompha

histriénica

Eupompha

histriénica

Deming, 1350m

USA: Nuevo Mexico: Luna Co.: 5-10 mi W
Deming, 1350m

USA: Nuevo Mexico: Luna Co.: 5-10 mi W
Deming, 1350m

USA: Arizona: Cochise Co.: 2 mi al E de McNeal,
en Davison Rd. 1299msnm 12-VIII-2006

USA: California: Inyo Co.: Haiwee Reservoir
North. 1191 msnm.

USA: California: Inyo Co.: Haiwee Reservoir
North. 1191 msnm.

MEXICO: Sonora: 3 km al E de San Luis del Rio
Colorado. 43 msnm

MEXICO: Baja California Norte: 12 km al 0SO de
Mexicali.

USA: Nuevo Mexico: Hidalgo Co.: Granite Gap,
1294 m

USA: Nuevo Mexico: Hidalgo Co.: Granite Gap,
1294 m

USA: Nuevo Mexico: Hidalgo Co.: Granite Gap,
1294 m

USA: California: Riverside Co.: Desviacién de la
Hwy. 371 hacia Hemmet, unas 4 mi al N de
Aguanga. 871 msnm

USA: California: Riverside Co.: Diamond Valley,
R3, 2 mi. al S de Hemmet. 512 msnm.

USA: California: Inyo Co.: 7 mi. NE Olancha,
Hwy. 190, orilla SE del Owens Lake. 1112
msnm.

USA: California: Inyo Co.: Rudolph Rd., 7.5 mi. al
NE de Bishop, Hwy. 6. 1272 msnm.

USA: California: Riverside Co. 1.5 mi. E Jct.
1,000 Palms Road. + Washington St. 15-April-
2005

USA: California: Riverside Co. Mouth of the Box
Canyon E of Mecca; March 26, 2005; W.B.
Warner

USA: California: Riverside Co. Mouth of the Box
Canyon E of Mecca; March 26, 2005; W.B.
Warner

USA: California: Riverside Co. Mouth of the Box
Canyon E of Mecca; March 26, 2005; W.B.

mel 06188c

mel 06188d

mel06166

mel 08036

mel 08036b

mel 08073

mel 08078

mel 06179

mel 06179

mel 06179

mel 08016

mel 08017

mel 08039

mel 08046

KRNO087

KRNO088

KRN089

KRN090
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Calospasta
edmundsi
Calospasta
edmundsi
Tegrodera aloga
Tegrodera aloga
Tegrodera aloga
Tegrodera aloga
Tegrodera aloga
Tegrodera aloga
Tegrodera aloga
Tegrodera aloga

Epicauta tenella

Epicauta
stigmata

Lytta vesicatoria

Lagorina sericea
Meloe
mediterraneus
Pyrota
akhurstiana
Actenodia
distincta

Zonitis flava

Warner

USA: Utah: Wayne Co.: Sr24, 7 mi N. Hanksville
28-V-2014

USA: Utah: Wayne Co.: Sr24, 7 mi N. Hanksville
27-V-2014

USA: Arizona: Pima Co.: Tucson V-2010

USA: Arizona: Mesa Co: E Regina St. April 2014
USA: Arizona: Mesa Co: E Regina St. April 2014
USA: Arizona: Mesa Co: E Regina St. April 2014
USA: Arizona: Mesa Co: E Regina St. April 2014
USA: Arizona: Mesa Co: E Regina St. April 2014
USA: Arizona: Mesa Co: E Regina St. April 2014
USA: Arizona: Mesa Co: E Regina St. April 2014
USA: Nuevo Mexico: Hidalgo Co.: Lordsburg,
N32020°44.8°°/W108°42°79.8°", 1320m

MEXICO: Jalisco: 9 mi. al N de Mazamitla

ESPANA: Ourense: A Acea (Bafios de Molgas)
0605583/467522,489m

ESPANA: Cadiz: 3 km al S de Benalup de Sidonia
ESPANA: Cadiz: Puerto Real

USA: Arizona: Cochise Co.: Willcox,
N32914’68.2” /W109°50°27.4”, 1265 m.

MARRUECOS: Cabo Negro

ESPANA: Guadalajara: Canales de Molina

KRN092

KRN093

KRN095
KRN096
KRN097
KRN098
KRN099
KRN100
KRN101
KRN102
mel 06171

V1ad038

mel 05073a

mel 04015
mel04255

mel06161a

mel 05062

mel04190
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