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RESUMEN

El género Philidris Shattuck, 1992 (Formicidae: Dolichoderinae) comprende
nueve especies de hormigas que habitan en la regién Indo-Australiana. Algunas
especies de este género mantienen una interaccion mutualista con plantas epifitas
de las familias Rubiaceae, Apocynaceae y algunas otras. Los estudios de la
interaccion se han centrado en la ecologia y evolucién de las plantas; lo que
representa sélo una aproximacion, ya que se desconocen aspectos de la taxonomia,
sistematica, evolucion y ecologia de las hormigas. El objeto del estudio fue realizar
un analisis filogeografico de especies de hormigas indo-australianas del género
Philidris y comparar la genética poblacional de especies selectas con base en
marcadores moleculares. Se realiz6 un andlisis de delimitacion de especies, basado
en cinco marcadores moleculares y cinco algoritmos de delimitacion de especies.
Para analizar la historia filogeografica se realizaron reconstrucciones filogenéticas
y una reconstruccion biogeografica. Se utilizé el marcador citocromo oxidasa (COIl)
para evaluar la estructura genética poblacional de las dos especies seleccionadas
Philidris sp. 5 y Philidris sp. 8. El andlisis de delimitacion de especies estimo entre
10 y 14 MOTUSs. Las reconstrucciones filogenéticas recuperaron al género Philidris
como monofilético, con el género Ochetellus como grupo hermano. Dentro del
género, Philidris sp.1 distribuida en Australia se registr6 como especie hermana de
Philidris nagasau + el resto. La reconstruccién biogeografica estimé el origen del
género en Nueva Guinea y Australia y eventos posteriores de dispersion hacia
diferentes regiones. La especie Philidris sp. 5 mostré6 una ligera estructuraciéon
genética, probablemente por una barrera geografica. La especie Philidris sp. 8
revel6 una fuerte estructuracion genética impulsada por la distancia geogréfica. Se
realizd una reconstruccion filogenética con los datos moleculares mas completos
del género Philidris hasta la fecha y es el primer estudio en describir patrones
genéticos de poblaciones de especies en este género. Este estudio sienta las bases
para futuras investigaciones que podrian centrarse en la revision taxonomica
detallada del género, asi como el estudio de la interaccién y coevolucién con las
plantas, siendo un modelo de estudio potencialmente relevante en interacciones,

comportamiento y coevolucion.



ABSTRACT

The genus Philidris Shattuck, 1992 (Formicidae: Dolichoderinae) comprises
a group of nine species of ants that inhabit the Indo-Australian region. Some species
of this genus keep a mutualistic interaction with epiphytic plants of the families
Rubiaceae, Apocynaceae and some others. Studies of the interactions have focused
on the ecology and evolution of plants, which represents only an approximation since
aspects of the ants’ taxonomy, systematics, evolution and ecology are unknown. The
purpose of the study was to perform a phylogeographic analysis of Indo-Australian
ants species of the genus Philidris and to compare the population genetics of
selected species based on molecular markers. A species delimitation analysis was
performed, based on five molecular markers and five species delimitation algorithms.
Phylogenetic and biogeographic reconstructions were carried out to analyze the
phylogeographic history. The cytochrome oxidase (COIl) marker was used to assess
the population genetic structure of the two selected species Philidris sp. 5 and
Philidris sp. 8. The species delimitation analysis estimated between 10 and 14
Molecular Operational Taxonomic Units (MOTU). Phylogenetic reconstructions
recovered the monophyletic genus Philidris, with the genus Ochetellus as a sister
group. Within the genus, Philidris sp.1 distributed in Australia was recorded as sister
species of Philidris nagasau + the rest. The biogeographic reconstruction estimated
the origin of the genus in New Guinea and Australia and subsequent dispersal
events to different regions. The species Philidris sp. 5 showed a slight genetic
structure, probably due to a geographic barrier. The species Philidris sp. 8 revealed
a strong distance-driven genetic structure. A phylogenetic reconstruction was carried
out with the most complete molecular data to date for the Philidris genus. This is the
first study to describe the population genetic patterns of species in the genus. This
study lays the foundations for future research that could focus on a detailed
taxonomic review of the genus, as well as the study of interaction and coevolution
with plants, being a potentially relevant study model in interactions, behavior, and

coevolution.



INTRODUCCION Y MARCO TEORICO
Estudios de filogeografia

Comprender como los eventos historicos han ayudado a dar forma a las
distribuciones geogréficas actuales de la diversidad genética, las poblaciones y
especies es el principal objetivo de la filogeografia (Eguiarte et al., 2007; Freeland
et al., 2011). Al comparar las relaciones evolutivas de los linajes genéticos con sus
ubicaciones geograficas, podemos comprender mejor qué factores han tenido
mayor influencia en las distribuciones de la variacion genética; por lo tanto, la
filogeografia abarca aspectos tanto del tiempo (relaciones evolutivas) como del
espacio (distribuciones geograficas) (Eguiarte et al., 2007; Freeland et al., 2011).
Para el analisis e interpretacion de las distribuciones de los linajes se requiere la
contribucion tedrica y metodologica de diversos campos como la genética de
poblaciones, genética molecular, demografia, etologia, ecologia, sistematica

filogenética, paleontologia, geologia y geografia historica (Eguiarte et al., 2007).

Bajo neutralidad, en una poblacion y a lo largo de las generaciones, surgen
nuevos alelos por mutacion y se pierden otros por deriva génica, de tal forma que
todos los alelos de un gen derivan de, o coalescen hacia, un Unico alelo ancestral
(Eguiarte et al., 2007; Freeland et al., 2011). La posterior propagacion de cada
nuevo alelo estard influenciada por los patrones de dispersién, el tamafio
poblacional, la seleccién natural y otros procesos que pueden deducirse de las
distribuciones geogréficas y frecuencias contemporaneas de estos alelos; es
posible hacer estas deducciones si entendemos qué tan atrds en la historia
debemos mirar para identificar cuando diferentes alelos compartieron su ancestro
comun mas reciente (MRCA) (Freeland et al., 2011). La teoria de coalescencia
describe las relaciones historicas entre linajes de genes y, actualmente, es el
nombre que recibe el analisis matematico y estadistico de las genealogias de genes
(Eguiarte et al., 2007; Freeland et al., 2011). Debido a que una variedad de factores
tiende a hacer que la coalescencia sea un proceso extremadamente complicado,

los modelos estadisticos y matematicos basados en la teoria de coalescencia deben



ser capaces de incorporar numerosos parametros demograficos, evolutivos y

ecologicos (Eguiarte et al., 2007; Freeland et al., 2011).

Los estudios filogeogréficos basados en una sola especie son predominantes
en la literatura y, aunque se han llevado a cabo en una amplia gama de grupos
taxonomicos, han estado sesgados hacia los mamiferos, las plantas y los peces
(Beheregaray, 2008; Freeland et al., 2011). Sin embargo, la acumulacién progresiva
de datos permite buscar tendencias geogréficas comparando las distribuciones
genéticas de varias especies en un area geografica comun; de forma que, se han
observado patrones de concordancias filogeograficas en numerosas especies en un
area geografica especifica como resultado de eventos de dispersion y vicarianza
(Freeland et al.,, 2011). Este enfoque comparativo permite mejorar nuestra
comprension de la influencia de los eventos historicos en la evolucion de las
poblaciones y especies y la identificacion de aspectos comunes en la historia de
multiples taxones puede ser importante desde la perspectiva de la biologia de la

conservacion (Freeland et al., 2011).

Diversidad ecoldgica de las hormigas (Hymenoptera: Formicidae)

La familia Formicidae (Hymenoptera) es uno de los grupos de insectos con
mayor abundancia y diversidad en los ecosistemas terrestres (Fernandez et al.,
2021; Eyer et al., 2021). Se han descrito mas de 14,000 especies, distribuidas en
casi todos los ambientes (Bolton, 2023), las cuales desempefian una gran variedad
de funciones en los ecosistemas y mantienen una amplia gama de interacciones
con otros organismos (Fernandez et al., 2021; Eyer et al., 2021). La alta diversidad
de especies es posiblemente explicada por la gran diversidad morfolégica que tiene
relacion directa con los recursos que explotan y la especializacién de algunas
especies de hormigas en los recursos que consumen (Larabee et al., 2016). Por
ejemplo, las hormigas exhiben una gran variacion en sus dietas (insectos vivos y
muertos, hongos, melaza y otras secreciones dulces), estilos de vida, estrategias
de apareamiento y de dispersién y composicion de las colonias (Fernandez et al.,

2021; Eyer et al., 2021; Janda et al.,, 2016); lo cual puede afectar la estructura
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genética de las poblaciones y brindar una amplia variedad de patrones de estructura
genética y procesos y patrones evolutivos (Eyer et al., 2021) para describir y
analizar. Por lo tanto, las hormigas representan un gran modelo de estudio en

evolucion, ecologia y comportamiento.

Ecologia de la Subfamilia Dolichoderinae

La subfamilia Dolichoderinae es uno de los grupos de hormigas menos
estudiados a nivel mundial. La subfamilia Dolichoderinae comprende alrededor de
900 especies, siendo la cuarta subfamilia de hormigas més diversa (Chiotis et al.,
2000; Fernandez et al., 2021; Shattuck, 1995; Ward et al. 2010). Se distribuyen en
todo el mundo, a través de todas las regiones geogréficas, aunque con una mayor
riqueza de especies en zonas tropicales y secas, siendo una parte dominante de la
fauna de artrépodos en varias partes del mundo (Chiotis et al., 2000; Fernandez et
al., 2021; Shattuck, 1995; Ward et al. 2010). Presenta una amplia gama de habitos
de anidacion, comportamiento, fuentes de alimentacién y, algunas especies
presentan relaciones mutualistas con plantas (Chomicki et al., 2016). Por ejemplo,
en el Neotrépico, esta subfamilia incluye al género Azteca, uno de los grupos mas
estudiados por su interaccion simbiética con plantas de los géneros Cecropia y
Cordia (Ayala, 1996; Longino, 2007; Pringle et al., 2012; Pringle, 2014). En la region
Indo-australiana los géneros Philidris, Anonychomyrma e Iridomyrmex han sido
menos estudiados, pero son un modelo potencialmente importante e interesante
para estudiar las interacciones con las plantas y coevoluciones (Chomicki et al.,
2016).

Taxonomiay biologia del género Philidris

El género Philidris es un grupo monofilético (Ward et al., 2010), perteneciente
a la subfamilia Dolichoderinae (Ward et al., 2010), que incluye nueve especies y
siete subespecies descritas actualmente (AntWeb, 2023; Bolton, 2022). Este género
habita en regiones tropicales, restringiéendose a la region Oriental e Indo-



Australiana, principalmente en las islas que forman parte del Archipiélago Malayo
(sudeste de Asia y Australia, entre los océanos Pacifico e indico), como Nueva
Guineay las Islas Salomon (Fig. 1) (Lohman et al, 2011; Zhou & Zheng, 1977).

A T el st

Figura 1. Hormigas del género Philidris. (a) Hormigas Philidris a la entrada de su nido en una

planta hospedera del género Myrmecodia, Iron Range National Park, Queensland, Australia (tomada
de AntWeb, 2023). (b), (c) Philidris brunnea vista al estereoscopio. (d) Mapa de distribucion de
hormigas del género Philidris, la intensidad de las tonalidades de color rosa indica la riqgueza de
especies del género Philidris por region (Tomadas de www.antwiki.org).

Las hormigas del género Philidris varian en su tamafio y morfologia
dependiendo de la casta (Tafoya-Alvarado, 2016). Las hormigas Philidris forman
nidos con miles de obreras en ramas huecas, tocones de ramas, grietas en la
corteza de los arboles o madera podrida presente en la superficie del suelo
(Stenchly et al., 2011; Wielgoss et al., 2010). La estructura social de las colonias de
este género de hormigas no estd reconocida, pero estudios preliminares en

manglares de Nueva Guinea concluyeron que las obreras que habitaban distintos



nidos pertenecieron a la misma colonia conformada por una sola reina,
independientemente de que los nidos se encontraran en el mismo arbol o no;
sugiriendo asi una estructura colonial de tipo polidomia (una colonia con multiples
sitios de anidacion) y monoginia (mantenimiento de una Unica reina), y un patron de

distribucion de las colonias en mosaico (Maeyama & Matsumoto, 2000).

La mayoria de los trabajadores se alimentan en la vegetacién, bajando al
suelo de manera ocasional (Wielgoss et al., 2010). Las hormigas de este género
son generalistas y depredadoras (Stenchly et al., 2011); adicionalmente, enriquecen
su dieta con compuestos ricos en carbohidratos y aminoacidos presentes en
nectarios extraflorales de las plantas en las que anidan (Chomicki et al., 2017;
Chomicki & Renner 2019; Stenchly et al.,, 2011). Se ha registrado que algunas
especies del género Philidris son agresivas y territoriales (Maeyama & Matsumoto,
2000), limitando la presencia de otras especies de hormigas arboreas y terrestres
(Maeyama & Matsumoto, 2000; Wielgoss et al., 2010) y manteniendo bien definida
el &rea que abarca cada colonia (Tafoya-Alvarado, 2016), lo cual podria reflejar una
fuerte estructuracion genética ligada a la distribucion geografica.

Algunas especies del género Philidris mantienen una interaccion mutualista
con distintas especies de plantas formando los llamados “jardines de hormigas” (Fig.
2). La interaccion consiste en la dispersion de semillas de especies de plantas
epifitas, colocandolas dentro de sus nidos (Chomicki, et.al., 2017; Chomicki &
Renner 2019). Las plantas se benefician al ser dispersadas a sitios por encima del
suelo y ser depositadas en material rico en nutrientes; y, las hormigas obtienen
beneficios mediante el andamio de las raices que estabilizan los nidos, refugio y
recompensas alimenticias ricas en azucar y aminoacidos (Chomicki et al., 2017,
Chomicki & Renner 2019; Pu et al., 2021). Adicionalmente a la siembra, cultivo y
fertilizacion, las hormigas pueden conferir defensa contra patégenos o insectos
depredadores en los casos mas especializados (Chomicki et al., 2017; Pu et al.,
2021). Las plantas involucradas en esta interaccion pertenecen a las familias
Rubiaceae y Apocynaceae, y al género de helechos Lecanopteris (Chomicki et al.,

2016; Chomicki et al., 2017). La familia Rubiaceae, dentro de la region de



Australasia, contiene un clado con mas de 100 especies de grandes domacios, con
redes de galerias, habitados por hormigas del género Philidris (Chomicki et al.,
2016).

Figura 2. Ejemplos de jardines de hormigas, Papua Nueva Guinea. (a) Hydnophytum
moseleyanum y Dischidia nhummularia cultivadas por Philidris cordata. (b) Lecanopteris carnosa
cultivada por Polyrhachis del grupo sericata. (c) Ejemplo del nido de cartén recién formado por
Philidris myrmecodiae en Calamus ocrea. (d) Myrmecodia platytyrea subsp. antoinii y Dischidia
nummularia cultivadas por Philidris cordata (e) Dischidia major, D. nhummularia y Myrmecodia
cultivadas por Philidris cordata. (f) Docenas de Myrmecodia schlechteri en el mismo arbol cultivadas

por Philidris myrmecodiae (Tomada de Chomicki et al. 2017).

Los estudios de la interaccién planta-hormiga que involucran al género
Philidris se han centrado en la ecologia y evolucion de las plantas (Chomicki, 2016;
Chomicki et al., 2016; Chomicki et al., 2017; Chomicki & Renner, 2019; Chomicki et
al., 2020). Por otro lado, los estudios en el género Philidris permanecen

practicamente inexistentes, de manera que, hasta el momento, la taxonomia y



sistematica del género no estan resueltas y alin se desconocen aspectos relevantes
la evolucion y ecologia de estas hormigas. Dado que el sistema de estudio entre las
plantas de la familia Rubiaceae y las hormigas del género Philidris es
potencialmente relevante en estudios de interacciones y coevolucion (Chomicki et
al., 2016) y que se ha observado variacion en la especializacion de la interaccion
(Chomicki et al., 2017; Pu et al., 2021), los estudios que se han llevado a cabo son
s6lo una aproximacion, ya que no se sabe exactamente con cuantas especies
dentro del género estamos tratando y, por lo tanto, tampoco las repercusiones que

tiene en la evolucion de la interaccion con las plantas.

Historia biogeogréfica de la region Indo-Australiana

Se han propuesto varias reconstrucciones paleogeograficas para la region
Indo-Australiana, asi como varios escenarios biogeograficos que explican la gran
diversidad y endemismos de la region (Lohman et al., 2011; Matos-Maravi et al.,
2018). En términos generales, existen dos hipétesis contrapuestas para explicar el
surgimiento de tierra de Nueva Guinea: (1) fue formada por un grupo de islas a lo
largo del borde norte, llamado el Proto-archipiélago de Papua, en el mioceno
temprano; y (2), una orogenia peninsular de Papua restringida al sureste de Nueva
Guinea dio origen a isla en el Oligoceno (30—35 Ma) (Lohman et al., 2011; Matos-
Maravi et al., 2018). A su vez, estos modelos hacen predicciones contrastantes de
los primeros eventos de colonizacién de Nueva Guinea, desde el norte o sureste de
la isla (Matos-Maravi et al., 2018).

En el caso de las islas oceanicas, se plante6 la hipotesis de que la mayoria
de los archipiélagos tropicales del Sur del Pacifico surgieron durante el mioceno
tardio y el plioceno (5-10 Ma), aunque las reconstrucciones paleogeograficas
indican actividad volcanica desde al menos el Oligoceno (30 Ma), representando
antiguos arcos volcanicos melanesios desde Nueva Guinea hasta Fiji,
probablemente con tierras efimeras (Matos-Maravi et al., 2018). Este escenario
sugiere dispersiones tempranas hacia el suroeste del Pacifico hasta la interrupcion

del arco insular alrededor de hace 10 Ma (Matos-Maravi et al., 2018). A pesar de
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las diferencias en las reconstrucciones paleogeogréficas, la mayoria de los modelos

coinciden en que hubo un aumento de la tierra subaérea y la actividad orogénica en
los ultimos 5-10 Ma (Lohman et al., 2011; Matos-Maravi et al., 2018).

Figura 3. Mapadel Archipiélago Indo-australiano que indica masas de tierra, estrechos, mares,
arcos y lineas de fauna contemporaneos. Las islas principales estan etiquetadas; los diferentes

paises se indican por color. (Tomado de Lohman et al., 2011).

La biogeografia reciente de la region Indo-Australiana esta fuertemente
impulsada por las fluctuaciones climéticas del cuaternario, que involucraron
cambios en el nivel del mar (Chomicki et al., 2017; Leathy et al, 2020); las
disminuciones en el nivel del mar permitieron mejores conexiones y eventos de
dispersion entre islas y con el continente australiano (Chomicki et al., 2017). Asi
mismo, ocurrieron contracciones y expansiones de los ecosistemas tropicales

(Leathy et al, 2020). Adicionalmente, algunas barreras biogeogréficas, como el
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corredor de la Montafia Negra, muestran evidencia de estructuracion genética en
varios grupos de estudio (Leathy et al., 2020). Las hormigas son organismos ideales
para la realizacion de estudios biogeograficos en la region Indo-Australiana ya que
son los invertebrados dominantes de la regién y muestran una gran diversidad
(Woinarski et al., 1998), incluyendo a la subfamilia Dolichoderinae que parece ser
mas diversa que otros grupos en esta region (Andersen, 1993; Andersen et al.,
2010; Barrow et al., 2006; Woinarski et al., 1998).

OBJETIVO GENERAL

Realizar un analisis filogeografico de especies de hormigas indo-australianas
del género Philidris y comparar la genética de poblaciones de dos especies selectas

con base en marcadores moleculares.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Reconstruir las relaciones filogenéticas del género Philidris con base en
distintos marcadores moleculares.

o Delimitar las especies de hormigas del género Philidris con distintos
marcadores moleculares y algoritmos de delimitacién de especies.

o Comparar la estructura genética poblacional de dos especies selectas del

género Philidris.

HIPOTESIS

o La historia filogeografica del género Philidris estara fuertemente asociada a
los eventos geoldgicos de emergencia y separacion de islas, siguiendo
patrones similares a otros grupos de estudios de la region.

o El género Philidris se origind en Australia y Nueva Guinea y se disperso al

resto islas, provocando eventos de especiacion.
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o Las poblaciones mostraran divergencia poblacional debido al aislamiento

geografico y las barreras geograficas.

METODOLOGIA
Colecta de especimenes

Para evaluar la estructura de las poblaciones y analizar la historia
filogeogréfica, se colectaron muestras de hormigas entre el 2005 y 2013, en 47
localidades distintas, abarcando los paises de Tailandia, Singapur, Malasia,
Indonesia, Timor, Australia, Nueva Guinea, Islas Salomén y Fiji (Fig. 4, Tabla S. 1).
Las hormigas se muestrearon en distintos hdabitats, en el suelo y en plantas
mirmecofiticas, obteniendo de 5-15 individuos obreros por colonia, que fueron
preservados en etanol. Se reunieron un total de 250 muestras que fueron
identificadas de manera preliminar a morfoespecies. Se muestrearon nueve
especies del género Philidris y algunas especies de los géneros Anonychomyrma,
Iridomyrmex, Ochetellus, Linepithema y Papyrius que fueron utilizados como grupos

externos.

® Philidris sp.
@ PHI002

10°N

PHI003

PHI004
@ PHI005

PHI006
@ PHI007
@ PHI008
@ PHI001

0°

. E @ Philidris nagasau

© Philidris myrmecodiae

10°S

20°S

.

T
100°E 120°E 140°E 160°E 180°

Figura 4. Muestreo de las hormigas Philidris. Mapa donde se muestran los diferentes sitios de
colecta en la regién Indo-Australiana, los puntos de diferentes colores corresponden a las

morfoespecies.

12



Extraccion de ADN y amplificacion de marcadores moleculares

La extraccion de ADN se llevo a cabo utilizando el kit Geneaid Genomic
Tissue DNA (Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, Taiwan) siguiendo el protocolo
establecido por el fabricante. Se amplificaron fragmentos de genes codificadores de
proteinas utilizando cebadores publicados (Tabla 1). Para las amplificaciones de
ADN se utilizaron 2 pl de ADN aislado, 1x de PPP Master Mix (Top-Bio, Praga), 0.4
MM de cada cebador y se completaron con agua destilada hasta 25 pl. Los
protocolos de PCR consistieron en un periodo de activacion de 5 min a 95°C, y 35
ciclos de: 94°C por 30 s, 50/55°C por 50 s (50 °C en el caso de COl y LWR; y 55°C
para CAD, EF-1aF1y EF-1aF2) y 72°C por 90 s, finalizando el programa con 72°C
por 5 min. Las PCR exitosas se enviaron a la compafila Macrogen, con sede en
Corea del Sur, para la secuenciacion en ambas direcciones utilizando los cebadores
universales T7promoter y T3. Las secuencias de ADN se ensamblaron, editaron y
alinearon en el software Geneious v. 2022.0.1, para el alineamiento de las
secuencias se utilizé el algoritmo MAFFT y se comprobaron las regiones

codificantes con un marco de lectura.

Tabla 1. Genes y primers para la amplificacién y secuenciacién utilizados en este estudio.

Gen Cebadores Referencia

Citocromo oxidasa subunidad | (COl) LCO Folmer et al. (1994)
HCO

Carbamoil-fosfato sintasa Il (CAD) CD892 Ward et al. (2010)
CD1491
CD1423
CD1910

Factor de elongacion 1-alfa F1 F1-1424 Schultz & Brady (2008)
F1-1829

Factor de elongacion 1-alfa F2 F2-557 Schultz & Brady (2008)
F2-1118 Brady et al. (2006)

Rodopsina de longitud de onda larga (LWR) Lw143 Ward & Downie (2005)
LW639
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Andlisis de delimitacion de especies

Con el objetivo de delimitar las especies se utiliz6 una matriz de genes
concatenada, que contiene COI, CAD, EF-1aF1, EF-1aF2 y LWR. Para realizar una
reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud con el programa IQ-TREE 2
(Minh et al., 2020), se usaron particiones por genes y por la posicion del codon, se
ejecutd ModelFinder para encontrar los modelos de sustitucién 6ptimos, se corrieron
1000 réplicas y se calcul6 el soporte de las ramas con 1000 bootstrap ultrarrapidos.
También se elaboro6 un analisis bayesiano usando BEAUTi y BEAST con particiones
por genes y por posicién del codén, un modelo de reloj molecular relajado log-
normal, se ajustaron los modelos del sitio, se seleccion6 el método de Yule para la
reconstruccién del arbol, ya que se suele utilizar como modelo predeterminado al
ser el modelo de especiacion méas simple y requerir solo un pardmetro (la tasa de
natalidad de nuevas especies), y la longitud de la cadena MCMC se fij6 en 50
millones almacenandose cada 50 mil; se verificaron los valores de ESS (tamafio
efectivo de la muestra) y que se alcanzara la convergencia de las cadenas MCMC
en Tracer v1.7.2 (Suchard et al. 2018). Se utiliz6 el arbol de maxima verosimilitud
como entrada para las delimitaciones de especies con bPTP (Bayesian Poisson
Tree Processes method; http://species.hits.org/ptp/; Zhang et al., 2013) y mPTP
(multirate Poisson Tree Processes; https://mptp.h-its.org/#/tree; Kapli et al., 2017).
BPTP se corrié con 500,000 generaciones de MCMC; thinning de 100; y 10% burn-
in; se eliminaron los grupos externos para mejorar la delimitacién de las especies y
se verificd que se alcanzara la convergencia de las cadenas MCMC. Se utilizé el
arbol generado por BEAST para realizar la delimitacion de especies en STACEY y
BPP (Bayesian Phylogenetics and Phylogeography; Yang 2015) y el andlisis GMYC
(Generalized Mixed Yule Coalescent; Pons et al. 2006; Fujisawa & Barraclough,

2013) utilizando el paquete “splits” implementado en R (R Core Team, 2021).

Andlisis filogenéticos y biogeograficos

Se realiz6 una reconstruccion filogenética con los datos moleculares mas
completos del género Philidris hasta la fecha. Las reconstrucciones filogenéticas por

maxima verosimilitud se ejecutaron con el programa IQ-TREE 2 (Minh et al., 2020),

14


http://species.hits.org/ptp/
https://mptp.h-its.org/#/tree

con la matriz concatenada de 5 genes (especificada en la seccién de arriba) y con
el conjunto de datos de COI. Para el conjunto de datos del gen COI se hicieron
particiones por la posicion del codon, se ejecuté ModelFinder para encontrar los
modelos de sustitucién o6ptimos (COI1: TN+F+R2, COI2: TN+F+R2, COI3:
TIM2+F+G4), se corrieron 1000 réplicas y se calcul6 el soporte de las ramas con
1000 bootstrap ultrarrapidos. Con hacer la reconstruccion biogeografica se infirieron
las areas ancestrales utilizando el paquete BioGeoBEARS (Matzke, 2018)
implementado en R (R Core Team, 2021). Para determinar las areas ancestrales se
construyé una matriz de distribucion de especies basada en las regiones
biogeograficas: Indomalaya (IM), Timor-Molucas (TM), Nueva Guinea (Incluyendo
al archipiélago Bismarck) (NG), Australia (AU), Islas Salomon (SB) y Fiji (FJ). Se
corrié el analisis con los modelos DEC, DIVALIKE y BAYAREALIKE, y cada uno con
el pardmetro de especiacion J; limitando el rango méaximo de 6 especies
ancestrales, sin limitacion de dispersidn entre regiones y se compararon a traves de

los valores de LnL y AIC.

Anadlisis de estructura genética poblacional

Se seleccionaron las especies Philidris sp. 8 (71 secuencias) y Philidris sp. 5
(60 secuencias) para los analisis de estructura poblacional, ya que eran las especies
con datos suficientes con el gen COI para realizar andlisis poblacionales. Para
realizar las estimaciones de diversidad (diversidad nucleotidica, la diversidad
haplotidica, la proporcién de sitios segregantes, y la tasa de mutacién poblacional),
distancia, diferenciacién y estructura genética se utilizo el software ADNsp v. 6.12.
Con el fin de evaluar la estructura genética, es decir la particion de diversidad dentro
y entre poblaciones, se realizé un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA), con la
implementacion de poppr 2.9.3 (Kamvar, 2014) en R (R Core Team, 2021). Para
evaluar la relacién entre la distancia genética y la distancia geografica se calculd
una matriz de distancia genética (calculada en distancia Nei) y una matriz de
distancia geogréafica para ejecutar un analisis de aislamiento por distancia (IBD)
aplicando la prueba Mantel con 10,000 permutaciones, usando el paquete adegenet

en R (Jombart, 2008; R Core Team, 2021). La estructura genética y la diferenciaciéon
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poblacional se visualizaron a través de un Analisis de Discriminante de
Componentes Principales (DAPC) y un Analisis de Componentes Principales (PCA),
empleando el paquete adegenet en R (Jombart, 2008; R Core Team, 2021); asi
como con una red de haplotipos utilizando Popart v. 1.7 (Leigh & Bryant, 2015), con
el método TCS.

RESULTADOS
Delimitacion de especies

El alineamiento final de cinco genes incluy6 117 secuencias con una longitud
de 2,894 pb. EIl analisis de delimitacion de especies recuperd entre 10 y 14
Unidades TaxonOmicas Operacionales Moleculares (MOTUs por sus siglas en
inglés) (Fig. 5). Se obtuvieron diferentes nimeros de especies putativas con relacion
al algoritmo de delimitacion utilizado: 14 especies con bPTP, 13 con mPTP, 11 para
BPP y para GMYCy 10 con STACEY (Fig. 5). Philidris sp. 6, Philidris sp. 5 y Philidris
sp. 4 se dividieron en dos especies con los analisis bPTP y mPTP y por los demés
métodos de delimitacion como especies Unicas (Fig. 5). En el caso de Philidris sp.
3 los algoritmos bPTP y GMYC delimitaron dos especies, pero se mantuvo como
una sola especie con el resto de los algoritmos (mMPTP, BPP y STACEY) (Fig. 5).
Sin embargo, un analisis de delimitacion de especies del género Philidris con 2,245
loci provenientes de datos genémicos de Elementos Ultraconservados (UCE’s por
sus siglas en inglés) estimé entre ocho y nueve MOTUs (Perez-Flores et al., datos
no publicados) (Fig. 6). Nuestro andlisis recupero todas las especies delimitadas en
el analisis de UCE’s, difiriendo en Philidris sp. 8 (Fig. 5, 5); ya que en el analisis de
Pérez-Flores et al. (2023, en preparacion) se recupera una unica especie mientras
gue, en el nuestro se delimitaron tres especies. Al brindar resultados mas robustos
y conservadores, utilizamos la delimitacion de especies de UCE’s para determinar
las especies en los analisis de genética de poblaciones. Los resultados indican que
la delimitacion para el género Philidris es de al menos ocho especies y que la

especie Philidris sp. 8 esta conformada por al menos tres linajes divergentes.

16



Reconstruccién filogenética

La reconstruccion filogenética basada en la matriz de cinco genes recupero
al género Philidris como monofilético, con el género Ochetellus como grupo
hermano. Philidris sp. 1 fue recuperado como especie hermana de Philidris nagasau
mas el resto (Fig. 5, Fig. Sup. 1). Luego, las especies Philidris sp. 2 + Philidris sp. 3
se recuperaron como especies hermanas de (Philidris sp. 4 + Philidris sp. 5) +
((Philidris myrmecodiae + Philidris. sp. 6) + (Philidris sp. 7 + Philidris sp. 8)) (Fig. 5,
Fig. Sup. 1).

El dataset del gen citocromo oxidasa esta compuesto por 241 secuencias, de las
cuales 237 muestras pertenecen al género Philidris y cuatro secuencias de grupos
externos (Papyrius, Ochetellues y Anonychomyrma), con una longitud de 631 pb.
La reconstruccion filogenética basada en COIl también recupero al género Philidris
como un grupo monofilético, con Ochetellus como grupo hermano (Fig. 7). Philidris
sp. 1 se recuperé como especie hermana de P. nagasau + el resto (Fig. 7). Después,
el espécimen Philidris sp. (CASENT0200369) fue recuperado como hermano de
(Philidris sp. 2 + Philidris sp. 3) + mas el resto (Fig. 6). Posteriormente, Philidris sp.
4 + Philidris sp. 5 se recuper6 como grupo hermano de Philidris myrmecodiae +
(Philidris sp. 6 + (Philidris. sp. 7 + Philidris sp. 8)) (Fig. 7).
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Figura 5. Analisis de delimitacion de especies basada en cinco genes. Los resultados estan
basados en un arbol de cinco genes (COI, CAD, LR, EF1, EF2), por maxima verosimilitud, IQTREE
v.1.5.5, con una longitud de 2,894 pb y 9 particiones (PartitionFinder: COIl: 1st, 2nd, 3rd; CAD: exén,
intrén; LR: exén, intron; EF1; EF2). Las barras verticales correspondientes a cada linaje son
Unidades Taxondémicas Operacionales Moleculares (MOTU) con base en cada algoritmo de
delimitacién (bPTP, mPTP, GMYC, BPP y STACEY).
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resultados estan basados en un arbol por maxima verosimilitud, IQTREE v.1.5.5, con 2,245 loci, con
2,095,266 pb de longitud, de los cuédles 41,118 pb fueron informativas, y 1676 subconjuntos de
particién (PartitionFinder). Las barras verticales de cada linaje corresponden con Unidades
Taxonomicas Operacionales Moleculares (MOTU) con base en cada algoritmo de delimitacién
(bPTP, mPTP, BPP y STAYCEY). Pérez-Flores et al., 2023 (en preparacion, datos no publicados).

19



Philidris sp. 8

Philidris sp.7
Philidris sp. 6

P. myrmecodiae

Philidris sp. 5

Philidris sp. 4

I Philidris sp. 3
Philidris sp. 2

e X _ R mm Philidris sp.
e T P. nagasau
=t IPmﬁdn:s sp. 1

Grupos externos

Figura 7. Reconstruccion filogenética con base en el marcador citocromo oxidasa (COl). Los
resultados estan basados en un arbol de citocromo oxidasa (COI), por maxima verosimilitud, IQTREE
v.1.5.5, con una longitud de 631 pb, tres particiones (COIl: 1st, 2nd, 3rd) y 215 secuencias
haplotidicas.

Reconstruccidon biogeogréfica

El analisis de BioGeoBEARS sugirio que el modelo BAYAREALIKE obtuvo
mejores valores que los demas modelos con base en los valores de LnL y AIC. El
area ancestral del género Philidris parece estar dentro de las regiones
biogeograficas de Nueva Guinea (NG) y Australia, con una dispersion posterior
hacia las otras regiones (Fig. 8). El primer evento reconstruido dividio a la especie
Philidris sp. 1 con distribucion en Australia hace 20-15 Ma (Fig. 8). El siguiente
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evento de dispersion y vicarianza dividi6 a la especie P. nagasau distribuida en Fiji
del resto entre 15y 10 Ma, con un area ancestral en NG (Fig. 8). En los otros eventos
se separaron las especies Philidris sp. 3, Philidris sp. 2 y Philidris sp. 5, con
distribucion en NG hace 10-5 Ma (Fig. 8). El evento posterior fue la separacion de
la especie Philidris sp. 4 con distribucion en NG y Australia, con una regién ancestral
recuperada en NG (Fig. 8). Para el ultimo clado que incluye las especies Philidris
sp. 6 y Philidris sp. 8 (incluida Philidris sp. 7), el area ancestral también se recupero
en la region de NG, entre 7 y 4 Ma (Fig. 8). Eso supone que la mayoria de las
especies se dispersaron hacia otras regiones principalmente desde NG.

Diversidad y estructura genética poblacional
Philidris sp.5.

Para la especie Philidris sp. 5 se analizaron se analizaron las secuencias de
60 individuos del gen citocromo oxidasa |, pertenecientes a siete poblaciones. La
riqueza alélica se mantuvo alrededor de dos en todas las poblaciones (Tabla 2). Se
encontraron 23 sitios segregantes, el mayor niamero de sitios segregantes y de
haplotipos los tuvieron las poblaciones de Kaiangabip (centro de NG), Fogomaiu
(sur de NG) y Madang (noreste de NG); mientras que, la poblacién de Sandaun
(noroeste de NG) no tuvo sitios segregantes, suponiendo un Unico haplotipo en
todas las muestras (Tabla 2). En general, se muestra una diversidad nucleotidica
reducida y alta diversidad haplotidica, la mayor diversidad haplotidica la obtuvo
Kimbe (Nueva Britania), seguido de Mendi (centro de NG; y en el caso de la
diversidad nucleotidica la poblacién de Kaiangabip y Fogomaiu (Tabla 2). La tasa
de mutacién poblacional mas alta la tuvo la poblacién de Kaiangabip, seguido de
Fogomaiu; y las méas bajas Sandaun (noroeste de NG) y Nagada (noreste) (Tabla
2). El estadistico D de Tajima mostro valores positivos para algunas poblaciones y
negativos para otras, pero no resultaron significativos (Tabla 2).
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Figura 8. Reconstruccion biogeografica basada en cinco genes. Reconstruccion biogeografica
de BIOGEOBEARS, modelo Bayarealike. Basado en un Analisis Bayesiano realizado en BEAST,
con un modelo de evolucién GTR+G, con 4 categorias de frecuencia gamma y un reloj logaritmico
normal no correlacionado. La matriz de genes consistié en cinco genes, una longitud de 2,894 pb,
nueve particiones (COI: 1st, 2nd, 3rd; CAD: exén e intron; LR: exén e intrén; EF1; EF2). Los colores
en los nodos indican las areas ancestrales mas probables, que corresponden con el mapa y los

colores de las ramas terminales las distribuciones de las muestras.

Los valores de Fsr variaron entre 0.0029 y 0.1197, los valores de mayor
diferenciacion genética se encontraron al comparar la poblaciéon de Fogomaiu (sur
de NG) con las demas poblaciones (Tabla 3). El AMOVA mostro que alrededor del
35% de la variacion genética del marcador utilizado (COI) se encuentra entre

individuos y el 65% entre las poblaciones, siendo significativo (p=0.0001) e
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indicando estructura genética (Tabla 3). En el andlisis de IBD no se encontrd

correlacion entre la distancia geografica y la distancia genética (Obs = -0.03, p =

0.43) (Fig. 9a).

Tabla 2. Estadisticos de genética poblacional de la especie Philidris sp. 5.

Poblacién n S H Hd m ew D' F’s A
Kimbe 3 2 3 1 0.003 0.003 2.06
Nagada 4 1 2 0.67 0.002 0.001 1.63 0.54 2.03
Madang 11 5 5 0.76 0.003 0.004 -0.89 -1.40 2.04
Sandaun 13 0 1 1.99
Fogomaiu 15 15 5 0.48 0.008 0.012 -1.19 151 2.13
Mendi 4 5 3 0.83 0.006 0.006 -0.80 0.46 211
Kaiangabip 10 23 5 0.76 0.014 0.020 -1.38 1.96 2.21
Total 60 23 15 0.80 0.014 0.014 -0.03 -0.83

Los resultados incluyen el nimero de individuos en la poblacién (n), la proporcién de sitios

segregantes (S) el nUmero de haplotipos (H), la diversidad haplotidica (Hd), la diversidad nucleotidica

(1), la tasa de mutacion poblacional (8w), estimador D de Tajima (D’), la F's de Fu (F’s) y la riqueza

alélica (A) para cada poblacion. El total registra el conjunto total de las poblaciones como si se tratase

de una sola poblacién. Los espacios en blanco indican valores que no se pudieron estimar por el

reducido tamafio poblacional.

Tabla 3. Diferenciacién genética (valores de Fst pareados) entre poblaciones de la especie

Philidris sp. 5.
Poblacién Nagada Madang Sandaun Fogomaiu Mendi Kaiangabip
Kimbe 0.01 0.02 0.02 0.10 0.004 0.02
Nagada 0.003 0.003 0.11 0.002 0.02
Madang 0.001 0.12 0.02 0.03
Sandaun 0.12 0.02 0.03
Fogomaiu 0.10 0.09
Mendi 0.01

Las negritas indican los valores de diferenciacion poblacional de la poblacién de Fogomaiu con el

resto, que corresponde a los valores mas altos de Fst pareados.
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Figura 9. Estructura poblacional de la especie Philidris sp. 5. (a) Analisis de aislamiento por
distancia (IBD), los resultados indican nula correlacién entre la distancia geografica y la distancia
genética (prueba Mantel, Obs =-0.03, p = 0.43), la linea es una regresion lineal simple con el intervalo
de confianza del 95 % sombreado con fines de visualizacion. (b) Analisis de Componentes
Principales (PCA) de las poblaciones de Philidris sp. 5, los primeros dos ejes acumularon 47.82% de
variacion; se muestra la agrupacion de los individuos, representados por los puntos. (c) Andlisis
Discriminante de Componentes Principales, utilizando 10 PC, con un 96.2% de varianza y k=2. (d)
Red de haplotipos con el método TCS, el tamafio de los circulos indican la frecuencia de los

haplotipos. (e) Mapa de las localidades de muestreo para cada poblacion.

Los primeros dos ejes del PCA acumularon un total de 47.82% de varianza,
mientras que el analisis de DAPC acumuld un total de 96.2% de la varianza,
reteniendo 10 componentes principales. En el analisis de DAPC el numero de
clusters mas probables fue igual a dos basado en el valor de BIC, uno de los clusters
corresponde con la poblacién de Fogomaiu (sur de NG) mas un espécimen de
Kaiangabip, mientras que el otro cluster se encuentran especimenes de todas las
localidades (Fig. 9ce). El andlisis de PCA muestra una tendencia de diferenciacion
entre las poblaciones preestableciadas siendo la poblacién de Fogomaiu la mas
diferenciada del resto (Fig. 9be). Se encontraron un total de 15 haplotipos, la
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configuracion de la red de haplotipos muestra un haplotipo central con frecuencia
alta (23), con individuos pertenecientes a las poblaciones de Nagada, Madang y
Sandaun; rodeado de haplotipos exteriores de menor frecuencia y con pocas
conexiones. La poblacion de Fogomaiu formé un haplogrupo divergente al resto
(Fig. 9de).

Tabla 4. Analisis de varianza molecular en poblaciones de la especie Philidris sp. 5.

Grados de Sumade Componentes de % de

Fuente de variacién libertad cuadrados variacion variacion Valor de p
Entre poblaciones 6 244.14 4.67 65.19 <0.01
Dentro de poblaciones 53 132.19 2.49 34.81 <0.01
Total 59 376.33 7.16 100

Las negritas indican valores significativos (p<0.05).

Philidris sp.8.

Para la especie Philidris sp. 8 se analizaron las secuencias de 71 individuos
del gen citocromo oxidasa |, pertenecientes a diez poblaciones. La riqueza alélica
fue de alrededor de 1.5 en todas las poblaciones (Tabla 5). Se encontraron un total
de 46 sitios segregantes, el mayor nimero de sitios segregantes y de haplotipos los
tuvieron las poblaciones de Yawan (noreste de NG), Iron Range (norte de Australia)
y Weam (sur de NG) (Tabla 5). En general se muestra una diversidad nucleotidica
reducida y alta diversidad haplotidica; la mayor diversidad haplotidica se encontro
en las poblaciones de las Islas Salomén, Port Moresby (sureste de NG) y en el
Archipiélago de Bismarck; y en el caso de la diversidad nucleotidica la poblacion de
Salomon, seguido de Bougainville (Tabla 5). La tasa de mutacion poblacional mas
alta la obtuvo la poblacién de Bougainville, seguido de Salomén; y las mas bajas
Nagada y Wanang (ambos al noreste de NG) (Tabla 5). El estadistico D de Tajima
mostro valores positivos para algunas poblaciones y negativos para otras, pero no
resultaron significativos (Tabla 5). Los valores de F’'s también resultaron positivos
en algunas poblaciones y negativos para otras, particularmente en las poblaciones
de Port Moresby y Weam (ambos al sur de NG) los valores son negativos de alta
magnitud (Tabla 5).
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Tabla 5. Estadisticos de genética poblacional de la especie Philidris sp. 8.

Poblacion n S H Hd m ew D' F’'s A
Solomon 2 7 2 1 0.02 0.01 1.75
Bougainville 3 12 2 0.67 0.02 0.02 1.63
Bismarck Archipiélago 6 8 5 0.93 0.01 0.01 -0.62 -1.20 1.56
Port Moresby 5 7 5 1 0.01 0.01 -0.33 -2.12 1.57
Lembena 6 7 2 0.33 0.01 0.01 -1.39 3.36 1.55
Yawan 14 13 5 0.79 0.01 0.01 -0.01 1.96 1.54
Nagada 15 4 4 0.74 0.003 0.002 0.72 0.60 1.52
Weam 14 7 0.82 0.01 0.01 -0.30 -1.63 1.53
Wanang 4 4 2 0.50 0.004 0.01 -0.78 2.20 1.58
Iron Range 12 10 6 0.76 0.01 0.01 -0.46 -0.35 1.53
Total 81 46 32 0.95 0.01 0.02 -1.47 -13.64

Los resultados incluyen el nimero de individuos en la poblacién (n), la proporcién de sitios
segregantes (S) el nUmero de haplotipos (H), la diversidad haplotidica (Hd), la diversidad nucleotidica
(1), la tasa de mutacion poblacional (8w), estimador D de Tajima (D’), la F's de Fu (F’s) y la riqueza
alélica (A) para cada poblacion. El total registra el conjunto total de las poblaciones como si se tratase
de una sola poblacién. Los espacios en blanco indican valores que no se pudieron estimar por el

reducido tamafio poblacional.

Tabla 6. Diferenciacién genética (valores de Fst pareados) entre poblaciones de la especie
Philidris sp. 8.

Bismarck Port Iron
Poblacién Bougainville Archipelago Moresby Lembena Yawan Nagada Weam Wanang Range
Solomon 0.03 0.07 0.11 0.10 0.10 0.10 0.09 0.10 0.10
Bougainville 0.01 0.07 0.06 0.07 0.06 0.04 0.06 0.06
Bismarck
Archipelago 0.07 0.06 0.08 0.06 0.05 0.06 0.06
Port
Moresby 0.03 0.06 0.03 0.03 0.03 0.03
Lembena 0.04 0.01 0.03  0.004 0.02
Yawan 0.04 0.04 0.05 0.05
Nagada 0.02 0.01 0.02
Weam 0.02 0.02
Wanang 0.02

Las negritas indican los valores de diferenciacion poblacional de las Islas Salomén con el resto, que

corresponde a los valores mas altos de Fst pareados.
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Los valores de Fsrt variaron entre 0.004 y 0.113, los valores de mayor
diferenciacion genética se encontraron al comparar la poblacion de las Islas
Salomon con el resto de las poblaciones (Tabla 6). EI AMOVA mostré que alrededor
del 37% de la variacion genética del marcador utilizado se encuentra entre
individuos y el 63% entre las poblaciones, siendo significativo (p=0.0001), lo que
sugiere una estructuracion genética (Tabla 7). En el analisis de IBD se encontré una
correlacion significativa fuerte entre la distancia genética y la distancia geogréfica
(Obs = 0.74, p = 0.0001) (Fig. 10a).

Tabla 7. Andlisis de varianza molecular en poblaciones de la especie Philidris sp. 8.

Grados de Sumade Componentes % de
Fuente de variacién libertad cuadrados de variacion variacion  Valor de p
Entre poblaciones 9 382.17 5.07 62.64 <0.01
Dentro de poblaciones 71 214.59 3.02 3736 <0.01
Total 80 596.76 8.09 100

Las negritas indican valores significativos (p<0.05).

Los primeros dos ejes del PCA acumularon un total de 29.01% de varianza,
mientras que el analisis de DAPC acumuld un total de 89.8% de la varianza
reteniendo 12 componentes principales. Los analisis de PCA y de DAPC muestran
una tendencia de diferenciacion entre las poblaciones preestablecidas siendo las
poblaciones de las Islas Salomén y de Bougainville las poblaciones mas
diferenciadas, estas poblaciones pertenecen a las especies Philidris myrmecodiae
y Philidris sp. 7 segun la delimitacion de especies de cinco genes; otras poblaciones
diferenciadas pertenecen a las localidades de Yawan (noreste de NG), Port Moresby
(sureste de NG) y Iron Range (norte de Australia) (Fig. 10bde). La configuracion de
la red de haplotipos muestra muchos haplotipos de bajas frecuencias, con un total
de 32 haplotipos, mas de la mitad de los haplotipos se encuentran exclusivamente
en uno o dos individuos (Fig. 10ce). El haplotipo con mayor frecuencia (12) incluye
individuos de la poblacion de Yawan (noreste de NG), seguido de los haplotipos de
las poblaciones de Nagada (noroeste de NG) y de Iron Range (norte de Australia)
con una frecuencia de ocho cada uno (Fig. 10ce). Las poblaciones de las Islas

Salomon y archipiélago Bismarck formaron grupos separados (Fig. 10ce).

27



(c)

@ Ssolomon

~ Bougainville

& BismarckArchipelago
@ PortMoresby
@ Lembena
@ Yawan

@ Nagada

® weam

@ Wanang

@ IronRange

o

Genetic distance (Nei)
s

o 5 1 15 2
Geographic distance

00 02 04 06 08 10

5 Axis212.33% 402

ES* 2 °,
E

cug_ L e ®
=D X
S5 P - *
%1_ r T T T \
5° -20 -15 -10 -5 0
Y Axis 1 16.68%

@

go |

< 1

z

Qe _

« _|

o

o _|

o

= _

g!_

o |

o

Figura 10. Estructura genética poblacional de la especie Philidris sp. 8. Estructura poblacional
de la especie Philidris sp. 8. (a Andlisis de aislamiento por distancia (IBD), los resultados indican
una fuerte correlacion entre la distancia geografica y la distancia genética (prueba Mantel, Obs =
0.74, p = 0.0001), la linea es una regresioén lineal simple con el intervalo de confianza del 95 %
sombreado con fines de visualizacion. (b) Andlisis Discriminante de Componentes Principales,
utilizando 12 PC, con un 89.8% de varianza y nnimeros de clusters igual a 3, 5y 8. (c) Red de
haplotipos con el método TCS, el tamafio de los circulos indican la frecuencia de los haplotipos. (d)
Andlisis de componentes principales (PCA) de las poblaciones de Philidris sp. 8, los primeros dos
ejes acumularon 29.01% de variacién; se muestra la agrupacion de los individuos, representados

por los puntos. (e) Mapa de las localidades de muestreo para cada poblacion.
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DISCUSION
Delimitacion de especies

Aunque las primeras especies del género Philidris fueron descritas desde
hace mucho tiempo, por ejemplo: Philidris cordata (Smith, 1859), Philidris cruda
(Smith, 1859) y Philidris myrmecodiae (Emery, 1887); el género como tal es
relativamente reciente (Shattuck, 1992). La falta de una adecuada revision
sistematica y la descripcion descoordinada de las especies tipo en los ultimos 150
afios ha resultado en un caos taxonomico con limites y distribuciones de las
especies mal definidos. Las delimitaciones de especies basadas en la matriz de
cinco genes recuperaron entre 10 y 14 MOTUSs, segun el método utilizado (Fig. 5).
Las delimitaciones de especies basadas en cinco genes mostraron inconsistencias
en las especies Philidris sp. 3 — 6 (Fig. 5). La especie Philidris sp. 3 se separ6 en
dos especies con los métodos bPTP y GMYC, uno de los clados contiene individuos
pertenecientes a las poblaciones de Mianmin (centro de NG) y Okapa (este de NG);
mientras que, el otro contiene Unicamente dos ejemplares de la localidad de
Mianmin (centro de NG) (Fig. 5). Philidris sp. 4 se dividi6 en dos clados por los
métodos bPTP y mPTP, uno del noreste (Madang) y el otro del sur de NG y el norte
de Australia (Fig. 5). Philidris sp. 5 se dividio en dos grupos por bPTP y mPTP,
aunque uno de los clados esta integrado Unicamente por un espécimen de la
localidad de Kaiangabip (centro de NG) y el otro clado contiene especimenes
distribuidos por todo NG (Fig. 5). La especie Philidris sp. 6 se separd en dos clados
por los métodos bPTP y mPTP, uno de los clados contiene especimenes de Borneo,
Javay el sur de Tailandia; y el otro clado un espécimen de Borneo, Timor y Singapur

(Fig. 5).

Esta incongruencia en la delimitacion de especies coincide con muchos
estudios que han mostrado resultados inconsistentes entre diferentes enfoques de
delimitacién utilizando el mismo marcador (Carstens et al. 2013; Luo et al. 2018;
Ranasinghe, et al. 2022). La delimitacion de especies puede resultar en una division
excesiva de especies, especialmente cuando presentan una estructura geografica

alta o ubicaciones geograficas de muestreo de los especimenes muy distantes que

29



resultan en aislamiento (Chambers & Hills, 2020; Luo et al. 2018; Magoga et al.,
2021; Sukumaran & Knowles, 2017; Ranasinghe, et al. 2022). Asi mismo, un alto
namero de haplotipos por especie o la presencia de variacion intraespecifica muy
alta generalmente conlleva dificultades en la delimitacion de especies (Magoga et
al., 2021). La discordancia en los métodos de delimitacion también puede ser
producto de la especiacion reciente, la clasificacion o seleccion incompleta del linaje
y las diferencias atribuidas a los métodos de delimitacion para detectar especies
cripticas (Carstens et al. 2013; Luo et al., 2018; Shults et al., 2022). En Philidris la
diferencia en el numero de especies delimitadas se podria explicar por la
estructuracion geogréfica, la clasificacion incompleta del linaje y probablemente
algunos eventos de especiacion recientes. Ademas, el tamafio de la muestra influye
en los resultados de los métodos de delimitacién y en la mayoria de los métodos de
delimitacién las muestras deben de estar balanceadas (Luo et al., 2018; Magoga et
al., 2021; Ranasinghe, et al. 2022). En el caso de este estudio, algunas especies
tenian un mayor nimero de muestras, estas especies se dividian excesivamente;
por lo que, se tuvo que balancear el conjunto de datos para que el tamafio de
muestra fuera mas similar entre especies, tratando de perder lo menos posible de

variacion intraespecifica.

También se debe de considerar la idoneidad de los modelos utilizados para
delimitar especies teniendo en cuenta las caracteristicas especificas del taxon (por
ejemplo, la variacion en el tamafio efectivo poblacional, tiempo de divergencia, tasa
de mutacion, la capacidad de dispersion) (Luo et al. 2018; Magoga et al., 2021;
Ranasinghe, et al. 2022). En los estudios de delimitacion de especies se requiere
precaucion con respecto a conclusiones prematuras en la descripcion de especies.
Para llegar a resultados concluyentes, se sugiere aplicar varios métodos de
delimitacién de especies, depositar la confianza en las delimitaciones que sean
congruentes entre métodos y que las inferencias extraidas de los estudios de
delimitacion sean conservadoras (Carstens et al. 2013; Magoga et al., 2021;
Ranasinghe, et al. 2022; Sukumaran & Knowles, 2017).
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Nuestros analisis de delimitacién con cinco genes y la delimitacién de Pérez-
Flores et al. (2023, en preparacion) utilizando UCE’s difirieron en la especie Philidris
sp. 8 (Fig. 5, 6). En el analisis de Pérez-Flores et al. (2023, en preparacion) se
recupera una Unica especie mientras que, en nuestro analisis se separa en tres
especies: una restringida a las Islas Salomoén, la segunda en Bougainville y el
Archipiélago Bismark y la tercera distribuida en NG y el norte de Australia (Fig. 5,
6). Existen desafios para determinar qué genes o marcadores moleculares son los
mas Utiles para delimitar especies (Carstens et al. 2013; Williams et al., 2022), ya
que dependiendo del marcador elegido se pueden capturar diferentes procesos
evolutivos (Ranasinghe, et al.; 2022). Por lo tanto, utilizamos la delimitacion de
especies de UCE’s para determinar las especies en los analisis de genética
poblacional, ya que los datos gendémicos proporcionan una mayor cantidad de
informacion genética para determinar la historia evolutiva y el estado taxonomico de
las especies (Sukumaran & Knowles, 2017). Ademas, los loci de UCE’s
proporcionaron los conteos de especies mas conservadores y consistentes con
nuestras especies preestablecidas. Sin embargo, el dilema entre el nimero de loci
y el tamafio de muestra (Carstens et al. 2013; Sukumaran & Knowles, 2017) es
evidente al tener pocos especimenes en la delimitaciéon de especies de UCE’s que
abarca un gran namero de genes, en comparacion con el de cinco genes con 117

especimenes del género.

El analisis de delimitacion de especies brinda un parteaguas para futuros
trabajos enfocados a la sistemética y evolucion del género, asi como en la
interaccién con sus plantas epifitas anfitrionas. Los resultados sugieren que la
delimitacién es de al menos ocho especies y que nuestro muestreo abarca varias
especies no descritas 0 que las especies descritas representan variantes
geograficas. Por lo tanto, se sugiere una revision taxonémica del género que integre
un muestreo mas amplio, una mayor cantidad de marcadores moleculares y datos
morfologicos, ecolégicos y de comportamiento para llegar a para llegar a
conclusiones definitivas en la delimitacion de especies y resolver la situacion de
cada una de las especies (Carstens et al. 2013; Jin et al., 2017; Luo et al., 2018;
Shults et al., 2022).
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Reconstruccién filogenéticay biogeografica

En este estudio se realiz6 una reconstruccion filogenética con los datos
moleculares mas completos del género Philidris hasta la fecha, con un muestreo
taxonomico enfocado principalmente en NG y las islas del Pacifico Sur,
contribuyendo para futuros trabajos en la evolucion de este género de hormigas. La
reconstruccién filogenética brinda un fuerte soporte de la monofilia del género (Fig.
5, 6, 7; Fig. Sup. 1, 2, 4), lo que concuerda con estudios anteriores (Chomicki et al.
2017; Economo et al. 2018). Se recuper6 al género Ochetellus como grupo hermano
con ambos sets de datos (Fig. 5, 7, mientras que, otros estudios recuperaron a
Turneria como grupo hermano (Chomicki et al., 2017; Economo et al. 2018; Ward
et al., 2010). En el &arbol de cinco genes, el género Anonychomyrma fue grupo
hermano de Ochetellus (+ Philidris) (Fig. 5) por otro lado, en el arbol de COI fue

grupo hermano de Iridomyrmex (+Ochetellus (+ Philidris)) (Fig. 7).

La topologia dentro del género Philidris recuperé todas las especies definidas
en la delimitacion de cinco genes (Fig. 5, 7). La topologia entre los arboles varié en
la relacion de Philidris myrmecodiae con Philidris sp. 6 y el resto (Philidris sp. 7 y
Philidris sp. 8) ya que en la reconstruccion de cinco genes se reconstruyeron como
grupos hermanos ((P. myrmecodiae + Philidris sp. 6) + el resto) y en la de COI la
especie Philidris sp. 6 se muestra dentro de P. myrmecodiae (P. myrmecodiae +
(Philidris sp. 6 + el resto)) (Fig. 5, 7); lo que puede deberse a una clasificacion
incompleta de linajes o la falta de muestreo conduciendo a la incongruencia en las
topologias de genes y especies (Luo et al., 2018). Ademas, en el arbol de COI la
muestra CASENT0200369 se recuperé como grupo hermano de Philidris sp. 2 + el
resto, para esta muestra solo se obtuvo la secuencia de COI (Fig. 7, Fig. Sup. 4),
por lo gue no esta representada en las delimitaciones, de forma que se requiere un

muestreo mas amplio para que esté representada en futuros estudios.

La topologia interna recuperada muestra eventos de divergencia sucesivos,
(Fig. 5, 7). El tamafio de las ramas cortas y los resultados de la reconstruccion
biogeografica sugieren una divergencia y especiacion acelerada, que se relaciona

con una rapida expansion y probablemente diferentes adaptaciones ecoldgicas,
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como la preferencia de habitat o la preferencia de las plantas hospederas. La
topologia del arbol no se alinea completamente con la geografia, ya que la mayoria
de las especies estan distribuidas en NG (Fig. 1, 4, 8), esta superposicion geografica
sugiere que la divergencia pudo resultar en la adaptacion ecolégica (Ranasinghe,
et al. 2022). Las caracteristicas ecologicas podrian estar explicados por la estrecha
relacion de las hormigas Philidris con las plantas epifitas, que tienen tiempos de
divergencia estimados que coinciden con los de las hormigas (Chomicki et al., 2016,
2017, 2019); asi como la preferencia de habitat, segregaciéon altitudinal o
comportamientos que se ha demostrado en otros géneros de hormigas (Acropyga

acutiventris, Janda et al., 2016; Prenolepis, Matos-Maravi et al., 2018).

El estudio de Ward et al. (2010) indica que probablemente el género Philidris
se origind en Australia hace 17 Ma, debido a la relacion filogenética con los géneros
Iridomyrmex, Turneria y Ochetellus. Por otro lado, en el estudio de Economo et al.
(2018) se estimd un origen hace 29.63-27.04 Ma y en el de Chomicki et al. (2017)
de 13.2 Ma. Pérez-Flores et al. (2023, en preparacioén) estimé los tiempos de
divergencia, sugiriendo el origen del género hace 24.1-12.5 Ma y el origen de la
mayoria de las especies entre 14.6 y 6.1 Ma. Nuestro analisis sugiere el origen del
género en Australia y NG, seguido de eventos de dispersion hacia otras regiones y
que la mayoria de las especies en este estudio se originaron en NG (Fig. 8). Sin
embargo, actualmente no se cuenta con evidencia fésil que apoye alguna hipotesis

sobre el tiempo y lugar de origen.

La especie Philidris sp. 1, con distribucién en el norte de Australia, se
recuperd como la especie divergente mas temprana, siendo hermana del resto (Fig.
5, 6, 7, 8). El andlisis biogeografico infiri6 un origen de Philidris sp. 1 en NG y
Australia (Fig. 8), lo que coincide con estudios anteriores de sistemética y
taxonomia, donde reportan a la especie Philidris cordata en la region de Australia y
NG (AntWeb, 2023; Forel, 1893; Shattuck, 1995; Volp & Lach 2019).

Posteriormente, la especie Philidris nagasau se muestra como un linaje
separado y hermano del resto de especies (Fig. 5, 6, 7). Los resultados indican que

P. nagasau es un linaje endémico en Fiji, lo que coincide con varios estudios que
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reportan Unicamente a esta especie del género distribuida en Fiji (AntWeb, 2023;
Bolton 2022; Chomicki et al., 2016, 2017, 2019, 2020; Mann, 1921; Pu et al. 2021,
Tafoya-Alvarado, 2016). Se reconstruyé un evento de dispersion hacia Fiji que
dividié al P. nagasau entre 15-10 Ma, con un area ancestral en NG (Fig. 8). Esta
dispersion hacia Fiji puede ser explicada por el modelo del Arco Vitiaz que propone
la existencia de un archipiélago relativamente continuo de tierra subarea extendido
a lo largo de Proto-Papua, las Islas Salomon, Vanuatu y Fiji que duro hasta hace 10
Ma, prediciendo dispersiones tempranas por stepping stone (Hall, 2002; Matos-
Maravi et al., 2018). Posteriormente, el flujo genético restringido causado por las
grandes distancias entre las poblaciones de hormigas y la ruptura de este continuo
de tierra subaérea resultd en la divergencia y especiacion de P. nagasau. Varios
estudios de filogenias calibradas apoyan la idea de una colonizacion de Fiji en el
Mioceno medio desde NG o el sudeste asiatico (Balke et al., 2007; Economo et al.,
2015; Lucky & Sarnat, 2010; Sarnat & Moreau, 2011), incluido el grupo de hormigas
Prenolepis (Matos-Maravi et al., 2018). Nuestros resultados no coinciden con la
datacién del estudio de Chomicki et al. (2017), que calcul6 el origen de P. nagasau
hace 3.5 Ma, durante la exposicion de tierra (Matos-Maravi et al., 2018)

Las subsecuentes cuatro especies Philidris sp. 2 - 5 divergieron entre 12-6
Ma y compartieron un ancestro comun mas reciente de NG (Fig. 8). Estas cuatro
especies tienen distribucion en NG, con excepcién de Philidris sp. 4 que también se
distribuye en el norte de Australia. Nuestros resultados sugieren que este grupo de
especies tuvo eventos rapidos y recientes de especiacion. Este resultado coincide
con otros estudios que reportan un incremento en la tasa de especiacion en la region
durante el Mioceno tardio, como en el caso de las mariposas del género Delias
(Muller et al.,, 2012) y las hormigas Prenolepis (Matos-Maravi et al., 2018) y
Acropyga (Janda et al., 2016). En casos donde existe una considerable
superposicion geografica entre algunas especies del mismo género la divergencia
pudo resultar de la adaptacion ecologica (Ranasinghe, et al. 2022), por la interaccion

con las plantas, la preferencia de habitat o algun otro factor.
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Por otro lado, la especie Philidris sp. 6 tiene una distribucién en las regiones
Indomalaya y Timor, con un area ancestral en NG (Fig. 8), por lo que pudo
expandirse directamente por Indonesia, Timor y Molucas hasta Borneo, Singapur y
el sudeste de Asia continental. Nuestros resultados coinciden con el estudio de
Chomicki et al. (2017) que plantea que Philidris colonizé la region Indomalaya y
Timor-Molucas hace alrededor de 10 Ma. Este patron de colonizacion de NG a las
islas del sudeste asiatico y el sudeste de Asia continental también se report6 en las

mariposas Delia (Muller et al., 2012).

Para el ltimo clado se recuperaron dos grupos, con un tiempo de divergencia
de 7-4 Ma, el primero representa poblaciones en NG e Islas Salomon (incluyendo
Bougainville) y el segundo con distribucion en NG y Australia (Fig. 8). Las
expansiones del rango de distribucion que han ocurrido en los ultimos 5 Ma,
coinciden con la orogenia y exposicion de la tierra en estas regiones durante el
Mioceno tardio y el Plioceno (Matos-Maravi et al., 2018). Ademas, esta colonizacion
de NG hacia las Islas Salomén o hacia Australia pudo deberse a que durante el
Plioceno el nivel del mar estaba por debajo de los niveles actuales, de forma que
los puentes terrestres permitieron que las especies terrestres se desplazaran (Janda
et al.,, 2016; Voris 2000). La colonizacién reciente desde NG hacia Salomén y

Vanuatu también se encontré en hormigas Camponotus (Clouse et al., 2014).

Diversidad y estructura genética poblacional
Estructura poblacional de Philidris sp. 5

Los valores de Fst pareados entre 0.0011 y 0.1197 (Tabla 3) corresponden
con valores reportados en otros estudios de hormigas con base en el gen COl,
variando entre valores de baja, moderada y fuerte diferenciacién genética (Sanetra
& Crozier, 2003; Suni & Gordon; 2010). Los valores de Fst pareados indican baja
diferenciacion genética entre las poblaciones, con excepcion de la poblacion de

Fogomaiu (sur de NG), cuyos valores oscilan entre 0.09 y 0.12 con el resto de las
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poblaciones (Tabla 3), sugiriendo que esta poblacion esta diferenciada de las

demas.

Al encontrar alrededor del 65% de la variacion entre las poblaciones se
sugiere la presencia de estructura genética poblacional en esta especie (Tabla 4).
El analisis de DAPC indic6 el nimero de clusters mas probable igual a 2 (Fig. 9c),
esto podria ser por un artefacto de la propensién de delta K que infiere dos
poblaciones (Janes et al., 2017) o por un alto nivel de parentesco entre los
individuos. El nUmero de grupos genéticos inferido por el andlisis de DAPC k = 2,
los valores de Fst y la separacion de la poblacion de Fogomaiu (sur de NG) en el
PCA y en la red de haplotipos sugieren que existe una gran cantidad de flujo
genético entre las poblaciones con excepcién para Fogomaiu (sur de NG), que
parece estar aislada y se encuentra diferenciada del resto (Fig. 9, Tabla 3). El
analisis de aislamiento por distancia (IBD) mostr6 una nula correlacion entre las
distancias genéticas y geogréficas (Fig. 9a), indicando una cantidad sustancial de
flujo genético entre las poblaciones de Philidris sp. 5. La falta de IBD, por lo tanto,
no es indicativo de una sola poblacién genéticamente homogénea, sino que puede
estar derivado por la divergencia de la poblacion de Fogomaiu del resto poblaciones,
independientemente de sus distancias geograficas (Shults et al., 2022). Esta
diferenciacion puede ser debido a un aislamiento por adaptacion o por ambiente
(Shults et al., 2022) o por alguna barrera geografica. La division de la poblacion de
Fogomaiu con el resto de las poblaciones podria ser por la Cordillera Central que
se elevo entre 4.7 y 5.8 Ma, que separa las tierras bajas del norte de las tierras bajas
del sur de NG (Haig & Medd 1996; Hill & Gleadow 1989). El efecto de este sistema
montafioso como barrera geogréfica estd documentado en la especie de hormigas
Acropyga acutiventris (Janda et al., 2016) y Prenolepis (Matos-Maravi et al., 2018)
y el ave Cracticus quoyi (Kearns et al. 2011); en ambos casos la divergencia de las
poblaciones del sur y del norte fue mas reciente al levantamiento de la cordillera.
Alternativamente, esta alta diferenciacion genética de la poblacion de Fogomaiu con
las poblaciones restantes de NG puede ser indicativo de otra especie criptica; sin

embargo, el andlisis de delimitacién de especies no sugirid establecer a la poblacion
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de Fogomaiu como una especie separada, probablemente debido a que algunos

haplotipos son compartidos con otros sitios.

Una diversidad nucleotidica baja en combinacion de una alta diversidad
haplotidica (Tabla 2) y la presencia de uno o pocos haplotipos dominantes y varios
haplotipos de baja frecuencia con pocas conexiones en la especie Philidris sp. 5
(Fig. 9d) dan indicios de un crecimiento poblacional rapido a partir de una poblacion
con un tamafo efectivo poblacional bajo. Es decir que, debido a un cuello de botella
o efecto fundador se redujeron los tamafios poblacionales provocando la pérdida de
haplotipos y de la variacién genética, seguido de una rapida expansion poblacional
con el surgimiento de nuevos haplotipos derivados por mutacion. Este patron puede
ocurrir cuando pocos individuos de una poblacion colonizan nuevas localidades o
ambientes donde posteriormente ocurren expansiones poblaciones rapidas; o bien,
la pérdida de alelos pudo deberse a otros factores geoldgicos, climaticos o
ambientales, como la orografia reciente de la region o las oscilaciones climaticas

durante el Cuaternario (Berman et al., 2016).

Estructura poblacional de Philidris sp. 8

Una diversidad nucleotidica baja en combinacion de una alta diversidad
haplotidica (Tabla 5) es indicativo de un crecimiento poblacional rapido a partir de
una poblacién con un tamafio efectivo poblacional bajo. Los valores negativos de
alta magnitud de F’s en las poblaciones de Port Moresby y de Weam (ambas al sur
de NG) (Tabla 5) sugieren que sufrieron una expansion poblacional. Asi mismo, la
configuracion de la red de haplotipos con un gran numero de haplotipos de muy baja
densidad (Fig. 10c) sugiere una expansion poblacional reciente con el surgimiento
de nuevos haplotipos por mutacion. Estas reducciones y expansiones
poblacionales pueden deberse a un efecto fundador seguido de un crecimiento
poblacional rapido u otros factores geoldgicos, climaticos o ambientales, como las
oscilaciones climaticas del cuaternario, la variacion en el nivel del mar, la orografia
y las expansiones y contracciones de los ecosistemas tropicales (Berman et al.,
2016).
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EI AMOVA mostro que el 63% de la variacion genética se encuentra entre las
poblaciones (Tabla 7), sugiriendo la estructuracion genética de las poblaciones de
la especie Philidris sp. 8. En el andlisis de IBD encontramos una fuerte correlacion
entre la distancia geografica y la distancia genética (Fig. 10a), sugiriendo que la
estructuracion genética podria ser producto del aislamiento por distancia, ya que
poblaciones mas cercanas tienden a ser mas similares genéticamente. Los valores
de Fst entre 0.0041 y 0.1131 (Tabla 6) corresponden con valores reportados en
otros estudios de hormigas basados en el gen COI, variando entre valores de baja,
moderada y fuerte diferenciacion genética (Sanetra & Crozier, 2003; Suni & Gordon,
2010). La poblacién de las islas Salomoén obtuvo los valores mas altos de
diferenciacion genética (Tabla 6), esta poblacion también corresponde a la mas
alejada geogréaficamente respecto a las demas poblaciones (Fig. 10). Este patrén
de aislamiento por distancia también se ha encontrado en las hormigas Acropyga
(Janda et al., 2016), Leptomyrmex pallens (Berman et al., 2016), Myrmecia pilosula
(Qian et al., 2012) y Nothomyrmecia macrops (Sanetra & Crozier, 2003) en la regiéon
de estudio; sugiriendo un flujo genético limitado por la distancia (Berman et al.,
2016) y, en algunos casos se ha atribuido a la restriccion en la dispersion de las

hormigas reinas (Janda et al., 2016; Qian et al., 2012).

EI DAPC, el PCA Yy la red de haplotipos muestran una estructuracioén genética
donde las poblaciones de islas Salomén, de Bougainville y del archipiélago
Bismarck son las poblaciones mas diferenciadas y divergentes del resto (Fig. 10),
indicando una limitacion en la dispersion y flujo genético, probablemente por el
aislamiento geografico. La poblacién de las islas Salomén corresponde a un linaje
en la delimitacion de especies de cinco genes, las poblaciones de Bougainville y del
archipiélago Bismarck se separan en otro linaje y el resto de Philidris sp. 8 como un
tercer linaje (Fig. 5); mientras que, la delimitacién con UCE’s los captur6 como la
misma especie (Fig. 7). Las poblaciones podrian estar en proceso de especiacion o
haberlo atravesado recientemente, por lo que al utilizar distintos marcadores
moleculares y métodos de delimitacibn no se encuentra coincidencia en la
delimitacién de especies (Carstens et al. 2013; Luo et al., 2018; Shults et al., 2022).

Sin embargo, si se logra capturar una clara diferenciacion y altos niveles de
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divergencia en estas poblaciones (Fig. 10, Tabla 6). Otra posibilidad es que no se
ha realizado una clasificacion adecuada, al ser un grupo poco estudiado y el
muestreo de islas Salomén, Bougainville y del archipiélago Bismarck no logren
capturar la variacion intra e interespecifica, lo que dificulta que los modelos realicen
inferencias adecuadas de delimitaciébn. Por lo tanto, se recomienda centrar
esfuerzos de muestreo en estas localidades, permitiendo enfoques mas solidos

para comprender mejor la evolucién de este grupo.

Los resultados de los analisis de DAPC y PCA también muestran una
diferenciacion de las poblaciones de Yawan (noreste de NG), Port Moresby (sureste
de NG) y Iron Range (norte de Australia), que coincide con gque presentan una
distancia geografica considerable entre si (Fig. 10). Esta diferenciacibn moderada
entre poblaciones del norte y el sur de NG por barreras geogréficas (como la
Cordillera Central) y/o restricciones ecoldgicas estd documentada en las hormigas
Acropyga acutiventris (Janda et al., 2016) y Prenolepis (Matos-Maravi et al., 2018)
y el ave Cracticus quoyi (Kearns et al. 2011). La conexion entre el norte de Australia
y el sur de NG depende del taxén muestreado (Janda et al., 2016); mientras que,
en unas especies parece que tuvieron flujo genético ocasionalmente durante las
fluctuaciones climaticas y del nivel del mar durante el Pleistoceno (por ejemplo,
Probosciger aterrimus, Murphy et al. 2007; Pseudonaja textiles, Williams et al.
2008), otras practicamente no tuvieron conexion (por ejemplo, los marsupiales,
Macqueen et al. 2011; Cracticus quoyi, Kearns et al. 2011). La diferenciacion
moderada entre poblaciones del sur de NG con el norte de Australia de la especie
Philidris sp. 8 se podria atribuir al poco flujo genético a través de la barrera
geografica de Torres Strait, asi como los altos niveles del mar en el dltimo millén de
afos (Kearns et al. 2011); con algunas conexiones e intercambio genético

ocasionales durante las fluctuaciones climéticas del Pleistoceno.

El ADN mitocondrial, y en especifico el gen citocromo oxidasa (COI), es
ampliamente utilizado en la identificacidbn de especies, estudios filogenéticos,
filogeograficos y de genética poblacional debido a la herencia uniparental (por parte

de la madre), la falta de recombinacion y el arreglo de regiones conservadas y
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regiones con tasas mutacionales relativamente altas (Azuma et al., 2006; Erguiarte
et al., 2007; Freeland et al., 2011; Hajibabaei, et al., 2007). Sin embargo, los
resultados de provenientes de otros marcadores nucleares como microsatélites o
SNP’s (single nucleotide polymorphism) pueden diferir por las diferencias en los
modos de herencia, la tasa mutacional y la variabilidad genética (Sanetra & Crozier,
2003). De esta manera, el uso de un solo marcador molecular es limitante, por lo
que se requiere el uso de multiples marcadores moleculares microsatélites, SNP’s
o incluso informacién de genomas completos para describir, estimar y analizar la

estructuracion genética y demografia de las poblaciones de manera precisa.

El PCA es uno de los métodos multivariados mas utilizados para visualizar
relaciones entre muestras, explorar patrones de variacion genética e inferir la
estructura poblacional con base en marcadores moleculares, con tiempos de
ejecucion cortos (Intarapanich et al., 2009; Kumasaka et al. 2010; Qin et al. 2022;
Thia, 2023; Yi & Latch, 2022). Sin embargo, el PCA no permite datos faltantes, por
lo que se tiene que reducir el conjunto de datos eliminando sitios o individuos, o
utilizar el valor medio del genotipo del conjunto de datos, perdiendo poder analitico
(Meisner et al., 2021; Yi & Latch, 2022). Con el primer enfoque se puede perder
variacion e informacion crucial para los andlisis y, en el segundo, los datos faltantes
inferidos ya no seran informativos y no representaran la estructura poblacional al
ser modelados y sesgados como el promedio del conjunto de datos (Meisner et al.,
2021; Yi & Latch, 2022). Es mas probable que los datos faltantes se muestren en
especies no modelos, donde las cantidades y calidades de las muestras (por el
muestreo, conservacion, extraccion de ADN y secuenciacion) tienden a generar
datos faltantes (Yi & Latch, 2022). EI PCA puede carecer de poder suficiente para
detectar estructura poblacional en conjuntos de datos pequefios (Kumasaka et al.
2010) y es sensible a valores atipicos, ya que tiende a preservar las distancias
mayores a expensas de las distancias menores en el espacio multidimensional (Yi
& Latch, 2022; Zhang 2010). Asi mismo, cuando las poblaciones estan ligeramente
estructuradas o existe alguna poblacién subestructurada, la visualizacién de los

primeros componentes principales puede no ser Util, ya que los primeros ejes
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enfatizan los patrones globales de los datos y la subestructura aparece en PC de

menor rango (Intarapanich et al., 2009; Kumasaka et al. 2010; Zhang 2010).

EI DAPC brinda una idea de la estructura poblacional desde un punto de vista
probabilistico, asignando probabilidades posteriores de que un individuo pertenezca
a algun grupo, inferidas a partir de los componentes principales, analizando los
datos de manera rapida y eficiente (Jombart & Collins, 2015; Kumasaka et al. 2010;
Miller et al, 2020; Qin et al. 2022; Thia, 2023). La asignacion de grupos a priori puede
afectar los resultados de la asignacion a los grupos genéticos, sobre todo cuando
los datos no han sido explorados (Qin et al. 2022). EI DAPC también falla en inferir
estructura poblacional sutil o asignar pertenencias a supboblaciones (Qin et al.
2022). Asi, el analisis de discriminantes tiende a maximizar la variacion entre grupos
y minimizar la variacion dentro los grupos (Miller et al, 2020; Qin et al. 2022; Thia,
2023). De forma que, el intercambio genético puede representar un gran desafio
para el DAPC y conducir a representaciones incorrectas de la estructura genética
(Qin et al. 2022).

Es necesario considerar los posibles efectos de los datos faltantes, el tamafio
del conjunto de datos, la presencia de valores atipicos, la asignacién de grupos a
priori y las caracteristicas y poder de los métodos para una interpretacion precisa
de los resultados. Por lo tanto, se sugiere el uso de analisis complementarios que
brinden resultados consistentes para describir la estructura poblacional. En este
estudio, la estimacion de los valores de Fsr, los analisis de AMOVA, IBD, PCA,
DAPC vy la red de haplotipos revelan resultados consistentes en la estructuracion
genética de las especies Philidris sp. 5 y Philidris sp. 8 con base en el marcador

molecular COI.

DESAFIOS Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Aunqgue el conjunto de herramientas disponible para estudiar la especiacion
y delimitacion de especies ha crecido en los Ultimos afios y se siguen desarrollando

y examinando nuevos métodos y fuentes de datos para la deteccion de los limites
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de las especies, hasta el momento no existe un método infalible para la delimitacion
de especies, aun utilizando datos gendémicos (Carstens et al., 2013, Ranasinghe, et
al. 2022; Sukumaran & Knowles, 2017; Williams et al, 2022). Los avances
tecnologicos para recopilar datos genémicos permiten la incorporacion de un mayor
namero de loci para los estudios filogenéticos y detectar los limites de especies y la
estructura poblacional de manera mas fina (Sukumaran & Knowles, 2017). Uno de
los mayores obstaculos es el muestreo limitado de taxones, especialmente de
especies poco estudiadas (Williams et al, 2022). Adicionalmente, la naturaleza
inherente a las especies (como las fluctuaciones en tamafio efectivo poblacional,
capacidad de dispersion, tasa de mutacion y de especiacién, rango de distribucion)
son variables que afectan los enfoques de delimitacion y requieren una integracion
(Ranasinghe, et al. 2022). El enfoque 6ptimo para resolver los desafios en la
delimitacién de especies incluye: un muestreo taxondmico amplio con respecto a la
distribucion, la genética, la morfologia, el comportamiento y la ecologia; la aplicacion
de varios métodos integradores que sean capaces de capturar la variacion
intraespecifica e interespecifica; y una evaluacion meticulosa para determinar los
caracteres que ofrecen la mayor utilidad para la delimitacion y el diagnostico de
especies (Williams et al, 2022). La delimitacién formal de especies debe seguir
siendo una prioridad, ya que el reconocimiento de la biodiversidad es el primer paso

esencial para la conservacion (Williams et al, 2022).

Centrar los esfuerzos de muestreo en este sistema de estudio y en otros
organismos de la regidn permitira tener enfoques mas solidos para comprender los
procesos y patrones de evolucion. El estudio de la Regién Indo-Australiana es
interesante debido a la complejidad, diversidad y niveles de endemismos de la
region. Los organismos que se han estudiado no muestran un patron claro en su
historia evolutiva y aun se desconoce la historia de la mayoria de los organismos
gue habitan en esta region. Ademas, la evaluacion de los escenarios de origen y de
colonizacion con multiples analisis filogenéticos, biogeograficos, y ecologicos han

sido limitados.
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Este estudio sentarq las bases para futuros trabajos en taxonomia
sistematica, ecologia, comportamiento y evolucion enfocados al modelo de estudio.
La diversidad de especies en este estudio debe tomarse como informacién
preliminar para llevar a cabo una investigacion taxonémica mas exhaustiva, con el
uso de mas marcadores moleculares (por ejemplo microsatélites o genomas), un
muestreo mas amplio, y la incorporacion de datos morfolégicos, ecolégicos y de
comportamiento para encontrar otras especies cripticas no detectadas aqui,
desentrafiar mejor la historia evolutiva y los patrones de estructuracion genética.
Los estudios de la estructura genética poblacional son fundamentales para
comprender la ecologia, la evolucién y delimitar las unidades de manejo y
prioridades de conservacion especialmente en los sistemas poco estudiados (Yi &
Latch, 2022). Se pueden llevar a cabo una gran variedad de estudios para conocer
mas detalles de la biologia del género, su demografia histérica, la coevoluciéon con
las plantas y potencialmente otros organismos como bacterias y hongos. Algunas
de las preguntas mas interesantes podrian abordar como los patrones de
distribucién de las plantas influyen en el sistema reproductivo de las hormigas, la
incorporacion de modelos demograficos que brinden mas informacién de las
contracciones y expansiones poblacionales, realizar reconstrucciones de la

preferencia de habitat o la altitud, modelado de nicho ecolégico, entre otras cosas.

CONCLUSIONES

Se realiz6 una reconstruccion filogenética con los datos moleculares mas
completos del género Philidris hasta la fecha y un analisis de delimitacion de
especies con varios marcadores moleculares y algoritmos de delimitacion. La
delimitacion de especies con cinco genes recupero entre 10 y 14 MOTU'’s, pero se
prosiguio a utilizar la delimitacién que el analisis de Pérez-Flores et al. (2023, en
preparacion) con ocho MOTU’s, eligiendo los resultados mas robustos y
conservadores. El género Philidris tiene al menos ocho especies, potencialmente

podrian tratarse de un mayor nimero de especies, por o que se sugiere una revision
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taxondmica mas profunda que integre un mayor muestreo, una mayor cantidad de

datos moleculares, morfologicos, ecolégicos y de comportamiento.

La reconstruccion filogenética recupero al género Philidris monofilético, con
el Ochetellus como grupo hermano. La especie Philidris sp. 1 se recuper6 como
especie hermana de Philidris nagasau + el resto. El area ancestral del género se
reconstruyd en Australia y NG hace 16.8 Ma, seguido de eventos de dispersion
hacia otras regiones. La divergencia pudo deberse a la expansién en la distribucién
y a la adaptacion ecoldgica.

Este estudio es el primero en describir patrones de estructura genética de
poblaciones de especies del género Philidris, encontrando diferentes patrones de
estructuracién en las especies seleccionadas. En la especie Philidris sp. 5, la
estructuracién genética mostré la diferenciaciéon de la poblacion de Fogomaiu,
probablemente por la barrera geogréfica de la Cordillera Central. Por otro lado, la
estructuracion genética de Philidris sp. 8 estuvo fuertemente impulsada por la
distancia; se encontraron tres poblaciones con altos niveles de divergencia que
podrian tratarse de diferentes especies. Ambas especies muestran evidencia de

rapidas y recientes expansiones poblacionales.

Este trabajo podria tomarse como base para futuros estudios en ecologia y
evolucion en el género Philidris, siendo un modelo de estudio potencialmente
relevante en interacciones, comportamiento y coevolucién. Se requiere una revision
taxondémica mas profunda del género que integre una amplia gama de informacién
para tener una mejor aproximaciéon en los estudios de interacciones y coevolucion
con sus plantas hospederas. Ademas, se pueden desarrollar estudios enfocados a

otros aspectos relevantes en la evolucion de las hormigas.
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TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla Suplementaria 1. Informacion de las muestras, indicando su ID, la asignacion por la

delimitaciéon de cinco genes y por la delimitacion de UCE’s y su ubicacidon geografica.

1D SD _5genes  SD_UCEs LATITUD LONGITUD PAIS LOCALIDAD PROVINCIA

CASENT0171058 nagasau nagasau -16.8300 179.9800 FIJI Taveuni Cakaudrove

EMS1946 nagasau nagasau -16.8300 179.9800 FIJI Taveuni Cakaudrove

RA0312 PHIOO01 PHIOO1  -11.6822  142.7092 AUSTRALIA Iron_Range Queensland

MJ13196 PHIO01 PHIOO01 -16.7987 145.7110 AUSTRALIA Cairns Queensland

MJ21400 PHIOO01 PHIOO1 -16.8170 145.6873 AUSTRALIA Cairns Queensland

MJ21401 PHIO01 PHIOO01 -16.8170 145.6873 AUSTRALIA Cairns Queensland

MJ21402 PHIOO1 PHIOO1 -16.8945 145.7507 AUSTRALIA Cairns Queensland

MJ21403 PHIO01 PHIO01 -16.8945 145.7507 AUSTRALIA Cairns Queensland

gi_87046812_

gb_DQ353313_1 PHIO01 PHIO01 -11.6822 142.7092 AUSTRALIA Iron_Range Queensland

MJ13195 PHI001 PHIO01  -18.2908 146.0197 AUSTRALIA Queensland Queensland

MJ21345 PHIO01 PHIO01 -12.7383 143.2224 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21346 PHI001 PHIO01 -12.7383  143.2224 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21350 PHIO01 PHIO01 -12.7383 143.2224 AUSTRALIA Lockhart River Queensland
PAPUA NEW

MJ8836 PHI002 PHI002 -5.5466 141.5040 GUINEA Kaiangabip Western
PAPUA NEW Southern

MJ6940 PHIO02 PHI002 -6.7260 143.5670 GUINEA Kantobo Highlands
PAPUA NEW

B_MIWEO9_080 PHIO03_A PHIO03 -4.9100 141.6330 GUINEA Telefomin Sandaun
PAPUA NEW

MJ15404 PHIO03_A PHI003 -5.1268 141.6399 GUINEA Telefomin Sandaun
PAPUA NEW

MJ19283 PHIO03_A PHIO03 -4.9098 141.6331 GUINEA Mianmin Sandaun
PAPUA NEW

MJ15411 PHIO03_A PHIO03 -4.9098 141.6331 GUINEA Mianmin Sandaun
PAPUA NEW Eastern

PNGO047 PHIO03_A PHIO03 -6.4190 145.5950 GUINEA Okapa Highlands
PAPUA NEW Eastern

PNG052 PHIO03_A PHIO03 -6.4170 145.5750 GUINEA Okapa Highlands
PAPUA NEW Eastern

PNGO064 PHIO03_A PHIO03 -6.4170 145.5750 GUINEA Okapa Highlands
PAPUA NEW Eastern

ASPNA1586_10 PHIO03_A PHIO03 -6.4160 145.5780 GUINEA Okapa Highlands
PAPUA NEW Eastern

PNGO050 PHIO03_A PHIO03 -6.4160 145.5780 GUINEA Okapa Highlands
PAPUA NEW

MJ19285 PHIO03_B PHIO03 -4.9098 141.6331 GUINEA Mianmin Sandaun
PAPUA NEW

CASENT0200391 PHIO003_B PHIO003 -5.4400 143.1970 GUINEA Porgera Mine Enga
PAPUA NEW

MJ19258 PHIO03_B PHIO03 -4.9098 141.6331 GUINEA Mianmin Sandaun
PAPUA NEW

MJ13263 PHIO04_A PHIO04 -8.7103 141.6492 GUINEA Morehead Western
PAPUA NEW

MJ13249 PHI004_A PHIO04 -9.0174 143.2418 GUINEA Dorogori Western
PAPUA NEW

MJ18064 PHIO04_A PHIO04 -9.0174 143.2418 GUINEA Daru Western
PAPUA NEW

MJ13648 PHI004_A PHIO04 -9.0174 143.2418 GUINEA Dorogori Western
PAPUA NEW

MJ13250 PHI004_A PHIO04 -9.0867 143.2097 GUINEA Daru Western
PAPUA NEW

MJ13264 PHIO04 A PHI004 -9.0174 143.2418 GUINEA Dorogori Western
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MJ21339 PHIO04_A PHIO04 -12.7396 143.2323 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21399 PHI004_A PHIO04  -12.6310 143.4261 AUSTRALIA Lockhart River Queensland
PAPUA NEW

MJ13771 PHIO04_A PHIO04 -9.4360 147.3480 GUINEA Port Moresby Port Moresby

MJ21355 PHI004_A PHIO04  -12.7100 143.2923 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21375 PHIO04_A PHIO04 -12.6299 143.4223 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21340 PHI004_A PHIO04  -12.7396  143.2323 AUSTRALIA Lockhart River Queensland
PAPUA NEW

MJ6929 PHIO04_A PHIO04 -5.1433 145.7722 GUINEA Baitabag Madang
PAPUA NEW Southern

MJ18416 PHIO04_A PHIO04 -6.7570 143.6080 GUINEA Fogomaiu Highlands
PAPUA NEW

HP0154 PHI004_B PHI004 -5.1430 145.0580 GUINEA Wanang Madang
PAPUA NEW

HP0165 PHIO04_B PHIO04 -5.1430 145.0580 GUINEA Wanang Madang
PAPUA NEW

HP0166 PHIO04_B PHIO004 -5.1430 145.0580 GUINEA Wanang Madang
PAPUA NEW

PKEE178 PHIO04_B PHIO04 -5.2333 145.1830 GUINEA Wanang Madang
PAPUA NEW

MJ13274 PHIO04_B PHIO04 -5.1317 145.8123 GUINEA Sinub Madang
PAPUA NEW

PNGO004 PHIO04_B PHIO04 -5.1980 145.8192 GUINEA Kranket Madang
PAPUA NEW

PNGO005 PHIO04_B PHIO04 -5.1980 145.8192 GUINEA Kranket Madang
PAPUA NEW

MJ10283 PHIO04_B PHIO004 -5.5466 141.5040 GUINEA Kaiangabip Western
PAPUA NEW

MJ18058 PHIO04_B PHIO04 -5.1690 145.8380 GUINEA Pig Madang
PAPUA NEW Southern

MJ7932 PHI005_A PHI005 -6.5080 143.0780 GUINEA Fogomaiu Highlands
PAPUA NEW

MJ13194 PHIO05_A PHI005 -4.9608 143.9650 GUINEA Lembena Enga
PAPUA NEW

MJ15559 PHIO05_A PHIO05 -4.9098 141.6331 GUINEA Mianmin Sandaun
PAPUA NEW Southern

MJ15057 PHIO05_A PHIO05 -6.5080 143.0780 GUINEA Fogomaiu Highlands
PAPUA NEW Southern

MJ18286 PHIO05_A PHI005 -6.5080 143.0780 GUINEA Fogomaiu Highlands
PAPUA NEW

MJ2858 PHIO05_A PHIO05 -3.3868 141.5852 GUINEA Utai Sandaun
PAPUA NEW

MJ6913 PHIO05_A PHIO05 -5.1430 145.0580 GUINEA Wanang Madang
PAPUA NEW Southern

MJ6873 PHIO05_A PHI005 -6.5080 143.0780 GUINEA Fogomaiu Highlands
PAPUA NEW Southern

MJ6874 PHIO05_A PHI005 -6.5080 143.0780 GUINEA Fogomaiu Highlands
PAPUA NEW Southern

MJ6946 PHIO05_A PHIO05 -6.7260 143.5670 GUINEA Kantobo Highlands
PAPUA NEW Southern

MJ6932 PHIO05_A PHI005 -6.5080 143.0780 GUINEA Fogomaiu Highlands
PAPUA NEW

MJ6899 PHIO05_A PHIO05 -5.2241 145.6848 GUINEA Ohu Madang
PAPUA NEW Southern

MJ6907 PHIO05_A PHIO05 -6.1652 143.6530 GUINEA Mendi Highlands
PAPUA NEW

MJ6927 PHIO05_A PHIO05 -5.1433 145.7722 GUINEA Baitabag Madang
PAPUA NEW Southern

MJ6938 PHIO05_A PHIO05 -6.7570 143.6080 GUINEA Kutubu Highlands
PAPUA NEW Southern

MJ6937 PHIO05_A PHIO05 -6.1652 143.6530 GUINEA Mendi Highlands
PAPUA NEW Southern

MJ6935 PHIO05_A PHI005 -6.1652 143.6530 GUINEA Mendi Highlands
PAPUA NEW Southern

MJ6936 PHIO05_A PHIO05 -6.1652 143.6530 GUINEA Mendi Highlands
PAPUA NEW

MJ15358 PHIO05 A PHIO05 -5.5466 141.5040 GUINEA Kaiangabip Western
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B-MIWE09-157
HP0234
ML10457
MJ13269
MJ15410
ML10299
ML10692
PK-EE133
CASENT0200475
MJ15394
MJ7892
B-MIWE09-220
MJ6947
MJ15392
MJ7871
MJ7844
MJ7854
HPO0164
B_MIWEQ9_49
B_MIWE09_122
B_BAWEQ9_77
ASPNA747_09
MJ6906
MJ18059
MJ15393
MJ14978
MJ14985
MJ15475
MJ7292

MJ698
MJ15363
MJ18288
MJ15407
MJ7853

MJ19274

PHIOO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIOO05_A
PHIO05_A
PHIOO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIOO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIOO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIOO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIOO05_A

PHIO05_A

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO005

PHIO05

PHIO005

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO005

PHIO05

PHIO005

PHIO005

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO005

-4.9098

-5.2333

-5.2333

-5.1417

-4.9098

-5.2333

-5.2333

-5.1430

-5.7290

-5.1433

-5.5466

-4.9098

-5.1430

-5.4395

-5.4673

-5.5466

-5.5466

-5.1430

-4.9100

-4.9100

-5.1330

-5.2333

-5.4670

-5.2241

-5.5466

-6.5080

-6.5080

-6.5080

-6.5080

-6.5076

-5.5466

-6.5080

-4.9098

-5.5466

-4.9098

141.6331

145.1830

145.1830

145.7761

141.6331

145.1830

145.1830

145.0580

142.2630

145.7722

141.5040

141.6331

145.0580

150.0884

149.9740

141.5040

141.5040

145.0580

141.6330

141.6330

145.7830

145.1830

149.9740

145.6848

141.5040

143.0780

143.0780

143.0780

143.0780

143.0780

141.5040

143.0780

141.6331

141.5040

141.6331

PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA

Mianmin
Wanang
Wanang
Baitabag
Mianmin
Wanang
Wanang
Wanang
Muller range
Baitabag
Kaiangabip
Mianmin
Wanang
New Britain
New Britain
Kaiangabip
Kaiangabip
Wanang
Telefomin
Telefomin
Baitabag
Wanang
New Britain
Ohu
Kaiangabip
Fogomaiu
Fogomaiu
Fogomaiu
Fogomaiu
Fogomaiu
Kaiangabip
Fogomaiu
Mianmin
Kaiangabip

Mianmin

Sandaun
Madang
Madang
Madang

Sandaun
Madang
Madang
Madang
Western
Madang
Western

Sandaun
Madang

Bismarck

Archipelago

Bismarck

Archipelago

Western
Western
Madang
Mianmin
Mianmin
Madang
Madang

Bismarck

Archipelago

Madang
Western

Southern

Highlands

Southern

Highlands

Southern

Highlands

Southern

Highlands

Southern

Highlands
Western

Southern

Highlands

Sandaun

Western

Sandaun
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MJ2821

MJ15425

MJ15014

MJ15437

MJ15220

MJ6883

MJ19799
MJ19794
MJ19822
MJ19802
MJ19831
MJ19828
MJ19829
MJ19811
MJ19800
MJ19825
MJ19783
MJ19784
MJ19795
MJ19796
MJ19797
MJ19804
MJ19787
MJ19817
MJ19819
MJ19793
MJ19805
MJ19806
MJ19824
MJ19798
MJ24169
MJ24170
MJ19820
MJ19816
MJ19788
MJ19790
MJ19808
MJ19809
MJ19812
MJ19813
MJ19814

PHIOO05_A
PHIO05_A
PHIO05_A
PHIOO05_A
PHIO05_A

PHIO05_B
PHIO06_A
PHIO06_A
PHIO06_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A
PHIO06_A
PHI006_A

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05

PHIO05
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO006
PHIO06
PHIO006
PHIO06
PHIO006
PHIO06
PHIO006
PHIO06
PHIO006
PHIO06
PHIO006
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHIO06
PHI006

-3.3868

-4.9098

-6.5080

-4.9098

-5.5466

-5.5466
3.4083
7.9494
5.1472
8.8064
9.0050
5.0275
5.0275
5.0433
8.0003
8.0003
4.4736
-1.7136
4.4736
5.1117
-7.2594
4.9575
-7.2594
5.0433
5.1472
5.1472
5.1472
5.1472
5.0275
4.4736
6.9997
14.5058
9.0050
8.9550
-1.7136
4.9575
4.7492
4.4736
5.1472
8.9550
4.9575

141.5852

141.6331

143.0780

141.6331

141.5040

141.5040
101.9983
99.2703
116.4778
98.6294
98.5583
116.5975
116.5975
116.3528
99.2897
99.2897
115.7542
110.4828
115.7542
116.3975
110.4494
116.4250
110.4494
116.3528
116.4778
116.4778
116.4778
116.4778
116.5975
115.7542
100.7456
101.9311
98.5583
98.6397
110.4828
116.4250
115.8917
115.7542
116.4778
98.6397
116.4250

PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA
PAPUA NEW
GUINEA

MALAYSIA
THAILAND
MALAYSIA
THAILAND
THAILAND
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
THAILAND
THAILAND
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
INDONESIA
MALAYSIA
INDONESIA
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
THAILAND
THAILAND
THAILAND
THAILAND
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
MALAYSIA
THAILAND
MALAYSIA

Utai
Mianmin
Fogomaiu
Mianmin
Kaiangabip

Kaiangabip

Klong Thom
Nabawan
Bencha
Kao Sok
Nabawan
Nabawan
Nabawan
Klong Thom
Klong Thom
Long Pasia
Bako
Long Pasia
Nabawan
Salatiga
Nabawan
Salatiga
Nabawan
Nabawan
Nabawan
Nabawan
Nabawan
Nabawan
Long Pasia
Songkla
Sakaerat
Kao Sok
Kao Sok
Bako
Nabawan
Long Pasia
Long Pasia
Nabawan
Kao Sok

Nabawan

Sandaun

Sandaun
Southern
Highlands

Sandaun
Western

Western

Sudthailand
Borneo Is
Sudthailand
Sudthailand
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Sudthailand
Sudthailand
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Java ls
Borneo Is
Java Is
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Sudthailand
Ratchasima
Sudthailand
Sudthailand
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Borneo Is
Sudthailand

Borneo Is
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MJ14900 PHIO06_B PHIO06 -8.3961 126.0128 EAST TIMOR Timor Timor

EX1581 PHIO06_B PHIO006 4.7528 115.7875 MALAYSIA Sabah Borneo Is

ZRC_ENT00014138 PHIO06_B PHIO06 1.3861 103.7994 SINGAPORE Singapore Singapore

SOLOMON
EMS2616 myrmecodiae  PHIO08  -10.5635 161.9206 ISLANDS Makira Makira Is
36_Assembly myrmecodiae  PHIO08 -5.9270 155.0864 BOUGAINVILLE Kokoturi Bougainville
SOLOMON

GUA0563 myrmecodiae  PHIO08 -9.5556 160.1169 ISLANDS Guadalcanal Solomon
PAPUA NEW Bismarck

MJ6908 PHIO07 PHI008 -5.6680 150.4190 GUINEA New Britain Archipelago
PAPUA NEW Bismarck

MJ6910 PHIOO07 PHIO08 -5.4395 150.0884 GUINEA New Britain Archipelago
PAPUA NEW Bismarck

MJ6931 PHIO07 PHIO008 -5.4395 150.0884 GUINEA New Britain Archipelago
PAPUA NEW Bismarck

MJ6909 PHIO07 PHIO008 -5.4395 150.0884 GUINEA New Britain Archipelago
PAPUA NEW Bismarck

MJ6930 PHIOO7 PHIO08 -5.4395 150.0884 GUINEA New Britain Archipelago

BG_5799 PHI007 PHI008 -5.4131 154.6410 BOUGAINVILLE Tsimanienan Bougainville
PAPUA NEW Bismarck

1124 Assembly PHIOO7 PHIO08 -3.0528 151.6135 GUINEA Langenia Archipelago

MJIBG19 5799 PHI007 PHI008 -5.4131 154.6410 BOUGAINVILLE  Bougainville Bougainville
PAPUA NEW

MJO751 PHIO08 PHIO08 -5.1433 145.7722 GUINEA Baitabag Madang
PAPUA NEW

MJ6902 PHIO08 PHIO08 -5.1560 145.7950 GUINEA Nagada Madang
PAPUA NEW

EY-YAW12-0872 PHIO08 PHIO08 -6.1352 146.8446 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

EY-YAW12-0940 PHIO08 PHIO08 -6.1352 146.8446 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

EY-YAW12-0978 PHIO08 PHIO08 -6.1352 146.8446 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

EY-YAW12-1027 PHIO08 PHIO08 -6.1352 146.8446 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

EY-YAW12-1032 PHIO08 PHIO08 -6.1352 146.8446 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

EY-YAW12-1049 PHIO08 PHIO08 -6.1352 146.8446 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

EY-YAW12-0890 PHIO08 PHIO08 -6.1352 146.8446 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

MJ15421 PHIO08 PHIO08 -4.9608 143.9650 GUINEA Lembena Enga
PAPUA NEW

B-LEW09-002 PHI008 PHIO08 -4.9608 143.9650 GUINEA Lembena Enga
PAPUA NEW

MJ15413 PHIO08 PHIO08 -4.9608 143.9650 GUINEA Lembena Enga
PAPUA NEW

PKEE179 PHIO08 PHIO08 -5.2333 145.1830 GUINEA Wanang Madang
PAPUA NEW

EY-YAW12-0901 PHIO08 PHIO08 -6.1352 146.8446 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

EY-YAW12-0948 PHIO08 PHIO08 -6.1352 146.8446 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

MJ13265 PHI008 PHIO08 -6.1595 146.8406 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

MJ13270 PHIO08 PHIO08 -5.1047 145.8218 GUINEA Nagada Madang
PAPUA NEW

006 PHI008 PHI008 -5.1281 145.8014 GUINEA Nagada Madang
PAPUA NEW

MJ13273 PHIO08 PHIO08 -5.1470 145.8000 GUINEA Riwo Madang
PAPUA NEW

MJ6903 PHI008 PHIO08 -5.1560 145.7950 GUINEA Nagada Madang
PAPUA NEW

MJ6926 PHIO08 PHIO08 -5.1560 145.7950 GUINEA Nagada Madang
PAPUA NEW Southern

MJPNG08-1244 PHIO08 PHIO08 -6.5080 143.0780 GUINEA Fogomaiu Highlands
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PAPUA NEW

NAG11-0401 PHIO08 PHIO08 -5.1467 145.7997 GUINEA Nagada Madang
PAPUA NEW

MJ13254 PHIO08 PHIO008 -8.6192 141.1203 GUINEA Weam Western
PAPUA NEW

WEAM10-0059 PHIO08 PHI008 -8.6182 141.1208 GUINEA Weam Western
PAPUA NEW

MJ18069 PHIO08 PHIO08 -8.6182 141.1208 GUINEA Weam Western
PAPUA NEW

WEA-059-MPA PHIO08 PHIO008 -8.6182 141.1208 GUINEA Weam Western
PAPUA NEW

WEAM10-0233 PHIO08 PHIO008 -8.6182 141.1208 GUINEA Weam Western
PAPUA NEW

MJ9386 PHIO08 PHIO08 -9.4360 147.3480 GUINEA Varirata Port Moresby
PAPUA NEW

WEAM10-0264 PHIO08 PHI008 -8.6182 141.1208 GUINEA Weam Western
PAPUA NEW

MJ13267 PHIO08 PHIO08 -6.1490 146.8472 GUINEA Yawan Morobe
PAPUA NEW

PK-EE155 PHIO08 PHIO08 -5.1430 145.0580 GUINEA Wanang Madang
PAPUA NEW

MJ13275 PHIO08 PHIO08 -5.1333 145.7667 GUINEA Nagada Madang
PAPUA NEW

MJ18060 PHIO08 PHIO08 -5.1047 145.8218 GUINEA Nagada Madang
PAPUA NEW

MJ6884 PHIO08 PHIO08 -5.5466 141.5040 GUINEA Kaiangabip Western

MJ21341 PHI008 PHIO08  -12.7416  143.2312 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21390 PHIO08 PHIO08 -12.7128 143.3001 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21392 PHI008 PHIO08  -12.7100 143.2923 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21391 PHIO08 PHIO08 -12.7069 143.2937 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21387 PHI008 PHIO08 -12.7128  143.3001 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21337 PHIO08 PHIO08 -12.7396 143.2323 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21344 PHI008 PHIO08  -12.7383  143.2224 AUSTRALIA Lockhart River Queensland
PAPUA NEW

MJ13258 PHIO08 PHIO08 -8.6470 141.1343 GUINEA Weam Western
PAPUA NEW

MJ13162 PHIO08 PHIO08 -5.7291 142.2633 GUINEA Muller range Western
PAPUA NEW

MJ13257 PHIO08 PHIO08 -8.6470 141.1343 GUINEA Weam Western
PAPUA NEW

MJ13255 PHIO08 PHIO08 -8.6470 141.1343 GUINEA Weam Western
PAPUA NEW Southern

MJ7935 PHIO08 PHIO008 -6.5080 143.0780 GUINEA Fogomaiu Highlands
PAPUA NEW

MJ9367 PHIO08 PHIO008 -8.7620 141.9160 GUINEA Morehead Morehead
PAPUA NEW

WEAM10-0201 PHIO08 PHIO08 -8.6182 141.1208 GUINEA Weam Western
PAPUA NEW

WEAM10-0225 PHIO08 PHIO08 -8.6182 141.1208 GUINEA Weam Western

MJ21374 PHIO08 PHIO08 -12.6299 143.4223 AUSTRALIA Lockhart River Queensland
PAPUA NEW

MJ13260 PHIO08 PHIO08 -90.7011 147.4666 GUINEA Port Moresby Port Moresby
PAPUA NEW

MJ13262 PHIO08 PHIO08 -9.5651 147.3660 GUINEA Magi Port Moresby
PAPUA NEW

MJ18067 PHIO08 PHIO08 -90.7011 147.4666 GUINEA Magi Port Moresby
PAPUA NEW

POM10-0319 PHIO08 PHIO08 -90.7011 147.4666 GUINEA Magi Port Moresby

MJ21343 PHIO08 PHIO08  -12.7383  143.2224 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21351 PHIO08 PHIO08 -12.7145 143.3186 AUSTRALIA Lockhart River Queensland

MJ21364 PHIO08 PHIOO8  -12.7933  143.2938 AUSTRALIA Lockhart River Queensland
PAPUA NEW

HP0200 PHI008 PHI008 -5.1430 145.0580 GUINEA Wanang Madang
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura Suplementaria 1. Reconstruccion filogenética de cinco genes por méaxima
verosimilitud. Los resultados estadn basados en un &rbol de cinco genes (COI, CAD, LR, EF1, EF2),
por méxima verosimilitud, IQTREE v.1.5.5, con una longitud de 2,894 pb y 9 particiones
(PartitionFinder: COIl: 1st, 2nd, 3rd; CAD: exoén, intrén; LR: exén, intron; EF1; EF2). Los puntos

muestran valores probabilidades posteriores >0.5.
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Figura Suplementaria 2. Reconstruccion filogenética de cinco genes por un Analisis
Bayesiano. Analisis Bayesiano realizado en BEAST, con un modelo de evolucién GTR+G, con 4
categorias de frecuencia gammay un reloj logaritmico normal no correlacionado. La matriz de genes
consistié en cinco genes, una longitud de 2,894 pb, nueve particiones (COI: 1st, 2nd, 3rd; CAD: exén

e intrén; LR: exdn e intron; EF1; EF2).
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Figura Suplementaria 3. Reconstruccion biogeogréfica basada en cinco genes. Reconstruccion
biogeografica de BIOGEOBEARS, modelo Bayarealike. Basado en un Andlisis Bayesiano realizado
en BEAST, con un modelo de evolucién GTR+G, con 4 categorias de frecuencia gamma y un relgj
logaritmico normal no correlacionado. La matriz de genes consistié en cinco genes, una longitud de
2,894 pb, nueve particiones (COI: 1st, 2nd, 3rd; CAD: exén e intron; LR: exdn e intrén; EF1; EF2).

Las gréficas circulares en los nodos muestran las probabilidades de las areas ancestrales.
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Figura Suplementaria 4. Reconstruccion filogenética con marcador molecular COIl. Los
resultados estan basados en un arbol de citocromo oxidasa (COl), por maxima verosimilitud, IQTREE

v.1.5.5, con una longitud de 631 pb, tres particiones (COI: 1st, 2nd, 3rd) y 241 secuencias. Los puntos

muestran valores probabilidades posteriores >0.5.
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