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1. RESUMEN

Las lagartijas del género Alopoglossus son gimnoftalmidos de tamarfio pequefio que
habitan en la hojarasca del bosque, estan ampliamente distribuidas en la parte norte de
Sudamérica. En el Ecuador, existen cinco especies formalmente descritas (A. angulatus, A.
buckleyi, A. atriventris, A. copii y A. festae). Se estimaron las relaciones filogenéticas del
género Alopoglossus en base regiones de genes mitocondriales (12S, 16S, ND4) y un gen
nuclear (c-mos) con los métodos de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana en
diferentes estrategias de particion. Ademas, se evalué la monofilia y la ubicacion del
género entre los clados mayores de la familia Gymnophthalmidae. Se obtuvo un alto
soporte para la monofilia del género, pero las relaciones entre los siete clados mayores
inferidos (A. angulatus, A. atriventris subclado 1, A. atriventris subclado 2, A. buckleyi, A.
copii, A. festae y A. sp. nov), no fue clara: el soporte en nodos basales fue bajo. Sin
embargo, los analisis de delimitacion de especies (GMYC, Pg) y p ID) y distancias
genéticas (corregidas y no corregidas) revelaron linajes con una alta divergencia genética;
se identificaron 17 especies genéticas candidatas de Alopoglossus en el Ecuador (un 240%
de incremento en la riqueza de especies) no reconocidas previamente en base a
caracteristicas morfologias. Los resultados obtenidos fortalecen estudios previos acerca de
la presencia de especies cripticas complejas dentro de los miembros de la familia

Gymnophthalmidae.

Palabras clave: Criterio de informacién bayesiana, Gymnophthalmidae,

estimacion de maxima verosimilitud, tiempos relativos de divergencia, Filogenia.



2. ABSTRACT

Lizards of the genus Alopoglossus are small leaf-litter inhabiting gymnophthalmids
widely distributed in northern South America. In Ecuador, Alopoglossus contain four
formally recognized species (A. angulatus, A. buckleyi, A. atriventris, A. copii and A.
festae) currently recognized. The phylogenetic relationships were estimated within
Alopoglossus based on mitochondrial (12S, 16S, ND4) and nuclear (c-mos) gene regions
using likelihood and Bayesian methods under different partition strategies. In addition, the
monophyly and the placement of the genus among the major clades of Gymnophthalmidae
was tested. A strong support for the monophyly of the genus was obtained, but the
relationships among seven major clades (A. angulatus, A. atriventris subclade 1, A.
atriventris subclade 2, A. buckleyi, A. copii, A. festae y A. sp. nov) were less clear: support
for basal nodes within Alopoglossus was weak. Nevertheless, both species delimitation
analyses (GMYC, Pg) and p ID) and genetic distance (ML-corrected and p-distances)
revealed highly divergent lineages, seventeen genetic candidate species were identified in
Ecuador (a 240% increase in species richness) previously unrecognized based on
morphological characters. This results strengthening previous studies about the presence of

complex cryptic species within the members of Gymnophthalmidae.

Keywords: Bayesian information criterion, Gymnophthalmidae, maximum-

likelihood estimation, phylogenetics, relative divergence time.



3. INTRODUCCION

Ecuador, a pesar de tener un area pequefia (253 370 Km?), es uno de los paises tropicales
con mayor densidad de especies (Mittermeier et al., 1997). Esto se debe a su ubicacion
dentro de tres de las cuatro principales regiones biogeogréaficas del Neotrdpico: la cuenca
amazonica, la region Tumbes-Chocd-Magdalena y los Andes tropicales (Dangles y
Nowicki, 2010). Por ejemplo, Ecuador posee 532 especies reconocidas de anfibios, siendo
el tercer pais mas diverso a nivel mundial (Ron et al., 2013). En términos de diversidad de
aves, es el cuarto pais mas diverso a nivel mundial, (Wiedenfeld, 2006) con 1600 especies
reconocidas (Dangles y Nowicki, 2010). Asi también, es el octavo pais con mayor
diversidad de reptiles del mundo (433 especies; Torres-Carvajal y Salazar-Valenzuela,
2013). Después de las culebras (216 especies; Torres-Carvajal y Salazar-Valenzuela,
2013), las lagartijas son el segundo grupo de reptiles mas diverso de Ecuador (178
especies; Torres-Carvajal y Salazar-Valenzuela, 2013). Gran parte de esta diversidad ha
sido descrita en afios recientes debido a la adicion del estudio de las secuencias de ADN
dentro de la sistemaética filogenética, lo que ha permitido reordenamientos taxonémicos
tales como especies resucitadas taxondmicamente, nuevos registros para el Ecuador y
especies nuevas para la ciencia (Torres-Carvajal, 2011). Las especies de lagartijas en el
Ecuador pertenecen a ocho clados (familias), siendo Gymnophthalmidae la segunda en

diversidad (Torres-Carvajal, 2011).

3.1 HISTORIA TAXONOMICA DEL GENERO Alopoglossus
Boulenger (1885) reconocié cuatro grupos dentro de Teiidae basado en

caracteristicas morfologicas externas, los macroteidos (Grupo 1) y los microteidos (Grupo

Il - 1V) (Presch, 1980). El grupo | constituye el dnico miembro dentro de Teiidae (sensu



Presch, 1983), y se caracteriza por tener nasales anteriores no separadas por una
frontonasal, extremidades bien desarrolladas y un tamafio del cuerpo de mediano a grande
(Giugliano et al., 2007). Posterior a la clasificacion de los microteidos (término utilizado
por primera vez por Ruibal, 1952) (grupos I, 111, IVV) por Boulenger (1885), MacLean
(1974) formalmente separa macroteidos y microteidos como subfamilias de Teiidae.
Actualmente los microteidos son reconocidos como wuna familia separada
Gymnophthalmidae (Merrem, 1820) (Presch, 1983; Estes et al., 1988), basado en
evidencias osteoldgicas (Presch, 1974), morfologia externa (Vanzolini y Valencia, 1965),
cariotipo (Gorman, 1970), estructura del musculo aductor de la mandibula (Rieppel, 1980),
morfologia del cerebro (Northcutt, 1978) y datos moleculares (Pellegrino et al., 2001,
Doan, 2003; Castoe et al., 2004). A pesar de la aceptacion de la familia
Gymnophthalmidae, todavia existe una tendencia hacia la clasificacion inicial de Teiidae
(Harris, 1985).

La familia Gymnophthalmidae es un taxon neotropical de lagartijas de tamafio
pequefio (40 - 150 mm de longitud hocico cloaca) (Pellegrino et al., 2001) que incluye
aproximadamente 36 géneros y 220 especies (Goicoechea et al., 2012) de habitos
terrestres, arbéreos, fosoriales y semiacuéaticos (Rodrigues et al., 2007). Se distribuyen
ampliamente en bosques subtropicales, tropicales y temperados, desde el sur de México
hasta Argentina, el Caribe y algunas islas continentales de América Central y Sudamérica
(Presch, 1980; Pellegrino et al., 2001). Las lagartijas de la familia Gymnophthalmidae se
caracterizan por tener extremidades reducidas, cuerpo alargado, pérdida de parpados en
algunas especies, oidos abiertos externamente, presencia o ausencia de algunas escamas de
la cabeza (Pellegrino et al., 2001); sin embargo es considerado un grupo taxonémicamente
problematico, principalmente a nivel de género, debido a la convergencia de varias

caracteristicas morfologicas relacionadas con la adaptacion a habitats especializados en



diferentes linajes, y a la falta de colecciones museoldgicas de varios taxones que incluyan
un amplio muestreo geografico (Pellegrino et al., 2001; Doan y Castoe, 2005; Rodrigues et
al., 2007; Peloso et al., 2011).

Boulenger (1885) también observd que algunos gimnoftalmidos presentaban
pliegues en la superficie dorsal de la lengua, a diferencia de otros teidos con papilas tipo
escama. Esta caracteristica permitio la distincion de dos géneros: Alopoglossus (Boulenger,
1885) y Ptychoglossus (Boulenger, 1890). La palabra Alopoglossus se origina del griego
alopekia = “calvicie” y glossa = “lengua”, mientras que Ptychoglossus proviene del griego
ptyx, - ychos = “pliegues” y glossa = “lengua” (Brown, 1956; Harris, 1985, 1994).
Boulenger describe al género Alopoglossus en 1885 para acomodar a las especies de A.
copii, A. buckleyi y A. carinicaudatus. A. copii y A. buckleyi fueron descritos inicialmente
por O’Shaughnessy (1881) como Leposoma carinicaudatum y Leposoma buckleyi,
respectivamente, mientras que A. carinicaudatus fue descrito por primera vez por Linnaeus
en 1758 como Lacerta angulata. Posteriormente Peracca (1904) describe A. festae en base
a una hembra de la localidad de Vinces (Provincia de Los Rios), Ecuador. En 1924,
Ruthven describe a A. amazonius de la localidad de Vila Murtinho, Ronddnia (Mato
Grosso), Brasil. Brongersma (1946) describe a A. copii surinamensis de la localidad del rio
Lucie, Surinam. Ruibal (1952) sinonimiza a A. copii surinamensis con A. carinicaudatus,
ademaés describe a A. andeanus en base a un macho adulto de la localidad de La Pampa
(Departamento de Puno), Per(, especie conocida Unicamente por su holotipo (Kéhler et al.,
2012). En 1973, Duellman describe a A. atriventris de la localdiad de Lago Agrio
(Provincia de Napo, actualmente Sucumbios), Ecuador. Hoogmoed (1973) resucita a
Lacerta angulata (Linnaeus, 1758) como A. angulatus y lo sinonimiza con A.
carinicaudatus (Boulenger, 1885), ademas restablece la localidad tipo (“America”) a

Suriman (Montafia Brown) a partir de un neotipo. Duellman (1978) describe a individuos



de A. angulatus como A. copii (Vitt y de la Torre, 1996). En 1984, Ayala y Harris
describen A. lehmani en base un macho en el km 22 de la via Buenaventura a San Isidro,
en la parte baja del Rio Calima (Departamento del Valle de Cauca), Colombia. Kohler et
al. (2012) sinonimizan a A. andeanus con A. angulatus en base a caracteristicas
morfoldgicas externas y coloracion.

Actualmente se reconocen seis especies de Alopoglossus (Koéhler et al., 2012),
distribuidas ampliamente en la parte norte de Sudamérica, abarcando los paises de
Guayana Francesa, Surinam, Guyana, Brasil, Colombia, Ecuador y Pert (Avila-Pires,
1995). En el Ecuador se han registrado cinco especies de Alopoglossus [A. angulatus
(Linnaeus, 1758); A. atriventris (Duellman, 1973); A. buckleyi (O’Shaughnessy, 1881); A.
copii (O’Shaughnessy, 1881) y A. festae (Peracca, 1904)] (Figura 1) distribuidas en los
bosques tropicales y subtropicales del oeste (A. festae) y en los bosques tropicales (A.
angulatus, A. atriventris, A. buckleyi y A. copii) y subtropicales (A. buckleyi) del este de
los Andes (Torres-Carvajal, 2001).

Alopoglossus se caracteriza por tener: (1) tamafio pequefio; (2) cuerpos cilindricos;
(3) colas largas, de forma redondeada (en un plano transversal), con crestas longitudinales;
(4) extremidades bien desarrolladas y pentadactilares, digitos con garras; (5) lengua
moderadamente alargada con punta en forma de flecha y placas oblicuas que convergen
hacia la linea media (sin papilas tipo escamas imbricadas); (6) dientes laterales
comprimidos, bi o tricuspides; (7) ausencia de occipitales; (8) nasales separadas por una
frontonasal y divididas verticalmente; (9) prefrontales y frontoparietales presentes; (10)
margen posterior recto del interparietal y de los parietales; (11) cuatro supraoculares; (12)
cuatro o cinco supraciliares; (13) tres a cuatro suboculares, la segunda es la mas larga, tres
veces mas larga que la primera; (14) parpados desarrollados, parpados inferiores con un

disco semitransparente compuesto de varias escamas; (15) escamas de la cabeza anteriores



dorsales lisas, posteriores rugosas o con crestas laterales; (16) una postmental; (17) tres
pares de escamas geneiales, margen posterior del ultimo par redondeado; (18) oido
expuesto, timpano visible; (19) escamas dorsales y laterales subiguales, largas,
puntiagudas, imbricadas, arregladas en filas transversales y oblicuas; (20) escamas
ventrales largas, con el margen posterior redondeado a puntiagudo, imbricadas, lisas o
ligeramente quilladas, arregladas en filas longitudinales y transversales; (21) saco gular
ausente y (22) collar poco diferenciado (Boulenger, 1885; Hoogmoed, 1973; Harris, 1985;

Avila-Pires, 1995).

3.2 SISTEMATICA MOLECULAR
La sistematica molecular utiliza marcadores genéticos para rastrear variaciones de

ADN en poblaciones naturales (Allendorf y Luikart, 2007), lo que permite hacer
inferencias acerca de sus relaciones filogenéticas y los procesos involucrados con los
patrones de distribucion geografica de los linajes (Avise, 2000). Los datos moleculares
pueden clasificarse de acuerdo a su funcion (estructura de ARN, codificantes 0 no
codificantes de proteinas) y genoma (mitocondrial, nuclear) (Springer et al., 2001). Los
primeros estudios de sistematica molecular se realizaron en base al ADN mitocondrial
(ADNm) (Schidtterer, 2004; Allendorf y Luikart, 2007), el cual es una molécula circular
simple que en los ultimos treinta afios ha sido ampliamente utilizada como marcador de
diversidad molecular en animales (Galtier et al., 2009). EI ADNm es facil de aislar ya que
estd presente en mdaltiples copias por célula y es abundante en algunos tejidos.
Generalmente no existe recombinacion de las moléculas de ADNm entre el linaje materno
y paterno durante la produccién de gametos, esto es posible ya que el ADNm se hereda de
la linea materna (en algunas especies), por lo que estd presente de forma haploide en los

individuos (Allendorf y Luikart, 2007). Esta caracteristica de ser una molécula no



recombinante haploide es bastante Gtil al momento de hacer filogenias, debido a que los
genes estan ligados y presentan la misma historia filogenética (teoria de la coalescencia)
(Hillis et al., 1996). Ademaés presenta regiones altamente variables con tasas de sustitucion
relativamente altas (Galtier et al., 2009).

El ARN ribosomal (ARNr) junto con las proteinas ribosomales forman los
ribosomas, organelas que sintetizan las proteinas a partir del ARN mensajero (ARNm).
Esta funcion es catalizada principalmente por el ARNr, el cual es de interés evolutivo
debido a que este proceso biogquimico es altamente conservado en todos los organismos
(Hillis y Dixon, 1991; Simon et al., 1994; Freeman y Herron, 2001; Smith et al., 2007). La
variacion de los genes ribosomales se da en la secuencia de nucledtidos que la constituyen,
pero no altera la estructura y funcion del ARN, que son altamente conservados en todos los
genomas (Simon et al., 1994; Smith et al., 2007). Los sitios altamente conservados estan
relacionados con los sitios de union de las proteinas ribosomales y el ARN de transferencia
(ARNt), procesamiento del ARNm y la hélice core (Simon et al., 1994). EI ADNm
contiene dos genes ribosomales, el 12S y el 16S, los cuales codifican los componentes de
la estructura del ARN, la subunidad mitocondrial del ribosoma pequefia y grande,
respectivamente. EI gen 12S es altamente conservado, con una tasa de evolucion similar a
todo el genoma mitocondrial (Hillis et al., 1996), por lo cual es utilizado comUnmente para
determinar la diversidad genética de taxones de niveles superiores (e.g., filo), mientras que
el gen 16S se utiliza a nivel de taxones intermedios, como género o especie (Arif y Khan,
2009). Ademas de los genes ribosomales de ARN para inferir las relaciones evolutivas,
también se utilizan los genes mitocondriales codificantes de proteinas. Zardoya y Meyer
(1996) clasificaron a los genes mitocondriales de proteinas segun el nivel de resolucion
filogenética, siendo el grupo | (ND4, ND5, ND2, cytb y COI) el de mejor resolucion.

Graybeal (1994) propone el uso del gen nuclear del factor Mos de maduracién del oocito



(c-mos) como marcador genético para la reconstruccion de filogenias en taxones de
vertebrados, con tiempos de divergencia de 400 millones de afios (Saint et al., 1998; Harris
et al., 1999). Posteriormente Saint et al. (1998) y Harris et al. (1999) proponen su utilidad
en el analisis filogenético de Squamata. C-mos es un gen de copia simple con 400 pares de
bases, sin intrones y elementos repetitivos en la secuencia, ademas presenta regiones

conservadas con pocas inserciones y deleciones (Saint et al., 1998).

3.3 JUSTIFICACION
A pesar de la gran cantidad de estudios taxonomicos (e.g., Boulenger, 1885; Ruibal,

1952; Peters, 1967; MacLean, 1974; Duellman, 1978; Harris, 1985; Avila- Pires, 1995;
Evans, 2008 y Kohler et al., 2012), las relaciones filogenéticas dentro de este género no
son claras. Presch (1980) infiere las relaciones evolutivas de 28 géneros de la familia
Gymnophthalmidae en base a datos osteologicos y miologicos. Este estudio ubico a
Alopoglossus dentro del grupo de Ptychoglossus, Proctoporus y Prionodactylus. Pellegrino
et al. (2001) realizaron una filogenia molecular de 26 géneros de la familia
Gymnophthalmidae con genes mitocondriales (12S, 16S y ND4) y nucleares (18S y c-
mos). Alopoglossus resultd ser un grupo monofilético denominado Alopoglossinae, el cual
es el taxdn hermano del resto de gimnoftalmidos. Castoe et al. (2004) reanalizaron los
datos de Pellegrino et al. (2001), pero con Unicamente cuatro de los cinco genes explorados
por Pellegrino et al. (2001) y un nimero mayor no tan significativo de muestras (12
especies y un género). Sus analisis filogenéticos bayesianos infirieron a Ptychoglossus
como mayormente relacionado a Alopoglossus, y no a Cercosaurini como fue inferido
inicialmente por Pellegrino et al. (2001). Pese a los estudios mencionados, se conoce muy
poco sobre las relaciones filogenéticas entre las especies del género Alopoglossus.

Principalmente porque los estudios de Pellegrino et al. (2001) y Castoe et al. (2004)
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incluyen Unicamente tres (A. angulatus, A. atriventris, y A. copii) de las seis especies
reconocidas de Alopoglossus. Por otro lado, estos estudios utilizaron un individuo por
especie, sin abarcar un mayor muestreo de la distribucién geogréafica de las mismas.

En el presente estudio se infirieron las relaciones filogenéticas de las cinco especies
de Alopoglossus registradas en el Ecuador (A. angulatus, A. atriventris, A. buckleyi, A.
copii y A. festae), en base a los genes mitocondriales 12S, 16S y ND4, y el gen nuclear c-

mos, con los métodos de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana.

3.4 OBJETIVOS

3.4.1 GENERAL
« Inferir las relaciones filogenéticas entre las especies del género Alopoglossus que habitan

en Ecuador en base a secuencias de ADN.

3.4.2 ESPECIFICOS
* Reconstruir arboles filogenéticos con muestras multiples de secuencias de ADN de las

cinco especies de Alopoglossus reportadas para Ecuador: A. angulatus, A. atriventris, A.

buckleyi, A. copii y A. festae.

« Clarificar el estatus taxondmico de las especies del género Alopoglossus en el Ecuador en

base al arbol filogenético obtenido.

* Usar la filogenia obtenida para estimar tiempos de divergencia relativos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 RECOLECCION DE MUESTRAS
Se utilizaron los tejidos disponibles en el banco de genoma del Museo de Zoologia

de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (QCAZ) y en la coleccion de la Division
de Herpetologia, Centro de Ornitologia y Biodiversidad, Perd (CORBIDI). En total se
analizaron 53 especimenes correspondientes a las cinco especies (A. angulatus, A.
atriventris, A. buckleyi, A. copii y A. festae) del género Alopoglossus registradas para el

Ecuador (Anexo 1; Figura 2).

4.2. EXTRACCION, PCR Y SECUENCIACION DE ADN
El ADN fue extraido de tejidos de higado, musculo y cola preservados en etanol al

95% y almacenados a -80°C, siguiendo el protocolo basado en lisis por tiocianato de
guanidina y precipitacion con lavados de etanol, isopropanol (M. Fujita, no publicado) y
acetato de sodio, con modificaciones realizadas por M. E. Ordonez. La concentracion y
calidad de ADN se midié por medio del espectofotometro NanoDrop TM 1000 v. 3.7
(Thermo Scientific). A partir de la solucién stock se prepararon alicuotas de 20 ng/ul de
concentracion de ADN para ser usados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés “Polymerase chain reaction”). Muestras con concentraciones
menores a 20 ng/ul no fueron diluidas. Se utilizd el método de PCR estandar para la
amplificacion de doble cadena de los genes utilizados por Pellegrino et al. (2001): gen
mitocondrial de la subunidad pequefia del ARNr (12S), gen mitocondrial de la subunidad
grande del ARNTr (16S), gen mitocondrial de la subunidad 4 de la NADH-deshidrogenasa

(ND4) y el gen nuclear del factor Mos de maduracion del oocito (c-mos).
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Las amplificaciones para una reaccion en un volumen final de 25 pl consistieron:
18,25 ul de agua destilada de grado molecular (dH,0) (Gibco®, Invitrogen), 2,5 pl de
tampén de reaccion 10X (Invitrogen), 1,5 ul de cloruro de magnesio (MgCj;) 50mM
(Invitrogen), 0,5 pl de deoxinucledtidos trifosfato (ANTP) 10mM (Invitrogen), 0,5 ul de
cada cebador 10 puM, 0,25 ul de Tag ADN Polimerasa Platinum® 5U/ul (Invitrogen) y 1 pl
de ADN. Se utilizaron distintos cebadores y protocolos para la amplificacion de cada gen
(Tabla 1). La amplificacion de los productos de ADN fue comprobada mediante
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% suspendido en tampon Tris-borato -
EDTA (TBE) 0,5X a 90 V de voltaje constante por 40 minutos. El gel se tifi6 con SYBR®
Safe (Invitrogen) y posteriormente fue visualizado en un transiluminador de luz UV
(Invitrogen). El tamafio de los productos de PCR se estimd por comparacion con un
marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) y en base a tamafios de
secuencias de las especies de Alopoglossus publicadas en GenBank por Pellegrino et al.
(2001) (12S: ~398, 16S: ~528, ND4:~596, c-mos: 402). Los productos de PCR fueron
purificados con ExoSap-IT (GE Healthcare), la cual utiliza enzimas hidroliticas
(Exonocluasa | y fosfatasa alcalina recombinante de camarén) para eliminar ADN foraneo
de cadena simple, cebadores y dNTP no incorporados (Affymetrix Inc., 2012). Las
muestras fueron enviadas al laboratorio comercial Macrogen en Seul, Corea del Sur para su
secuenciamiento. Macrogen utiliza el secuenciamiento normal automatico en productos de
PCR como templado, con los mismos cebadores utilizados para las reacciones de PCR. La
identidad de las secuencias se determind mediante la herramienta de alineamiento de
secuencias nucleotidicas Blast del Centro nacional de informacion sobre biotecnologia
(NCBI, por sus siglas en inglés “National Center for Biotechnology Information”) (NCBI,

2012). Blast utiliza un algoritmo heuristico para la busqueda de secuencias homélogas, por
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medio de la similaridad con respecto a la secuencia requerida a partir de una base de datos
(Bottu et al., 2009).

A partir de los datos de las secuencias de ambos cebadores, se obtuvo una
secuencia consenso a través del ensamblaje y edicion de las mismas en el programa
Geneious Pro v.5.6.3 (Biomatters, 2005-2012). Las secuencias de los genes mitocondriales
y el gen nuclear fueron alineadas en la interfase de Geneious Pro con el programa MAFFT,
se utilizaron todos los parametros predeterminados a excepcion de la seleccion del
algoritmo (FFT-NS-i x 1000) (Katoh y Toh, 2010). EI método de refinamiento iterativo de
MAFFT es considerado el mas exacto y rapido al momento de alinear multiples secuencias
(Nuin et al., 2006). MAFFT genera un alineamiento multiple de secuencias con el método
de alineamiento progresivo, posteriormente el proceso iterativo divide el alineamiento en
dos grupos que son realineados mediante el algoritmo de alineamiento aproximado grupo-
a-grupo. El alineamiento generado reemplaza el anterior si este tiene un valor ponderado
de suma de pares (WSP, por sus siglas en inglés “Weighted sum-of-pairs”) mayor. Este
proceso se repite hasta que no haya mas mejoras que hacer (Katoh y Toh, 2008). Las
secuencias de los genes codificantes para proteinas (ND4 y c-mos) fueron traducidas a

aminoéacidos en Geneious Pro para la confirmacion del alineamiento.

4.3 ANALISIS FILOGENETICOS
Los analisis filogenéticos se realizaron en base a los criterios de méaxima

verosimilitud (MV) e inferencia bayesiana (IB). No se consideré el analisis bajo el criterio
parsimonico debido a que estd basado en asunciones implicitas, que impiden la
incorporacion de informacion acerca de la tasa de sustitucion nucleotidica y

reemplazamiento de aminoacidos a lo largo de las ramas de un arbol filogenético, ademas
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del problema de atraccion de ramas largas en sitios con sustituciones mdultiples (Yang y
Rannala, 2012).

Se obtuvieron secuencias de GenBank de los cuatro genes de tres especies de
Alopoglossus (Pellegrino et al., 2001) como grupo interno, 27 especies de gimnoftalmidos
como grupos externos (Castoe et al., 2004; Peloso et al., 2011; Pellegrino et al., 2001;
Rodrigues et al., 2007) y dos grupos externos para la familia (Cnemidophorus ocellifer y
Kentropyx calcarata; Pellegrino et al., 2001) (Anexo 2). Se realizaron analisis separados
para las siguientes estrategias de particion: (1) gen 12S, (2) gen 16S, (3) gen ND4, (4)
primera, segunda y tercera posicion de los codones del gen ND4, (5) gen c-mos (ADNn),
(6) primera, segunda y tercera posicion de los codones del gen c-mos, (7) combinacién de
los genes mitocondriales (ADNmt), sin particibn en codones del gen ND4, (8)
combinacion de los genes mitocondriales (ADNmt), con particion en codones del gen
ND4, (9) ADNmt + ADNRN, sin particién en codones de los genes ND4 y c-mos, (10)
ADNmt + ADNNR, con particion en codones de ND4 y c-mos. Para constatar la monofilia
de Alopoglossus se utilizd a todos los 29 grupos externos en el analisis de MV e IB en las
cuatro estrategias de particion con datos combinados (7, 8, 9 y 10), posteriormente después
de probar su monofilia, se utilizaron Gnicamente a seis taxones como grupos externos en el
analisis de los genes individuales: Ptychoglossus (Alopoglossinae), Rhachisaurus
(Rhachisaurinae), Arthrosaura, Colobosauroides, Ecpleopus y Leposoma (Cercosaurinae,
Ecpleopodini). Los modelos de sustitucion de nucledtidos para cada particion se
obtuvieron con el programa jModelTest v2 (Darriba et al., 2012) en base al criterio de
informacién Bayesiana (BIC, por sus siglas en inglés “Bayesian Information Criterion™)
(Schwarz, 1978) (Tabla 2). BIC ha sido sugerido como el criterio mas exacto y preciso
(Luo et al. 2010). ElI modelo fue seleccionado a partir de 1 064 modelos presentes en la

version 2 de jModelTest, bajo la busqueda heuristica del algoritmo de filtracién basado en
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similaridad entre las estimaciones del parametro. Este algoritmo busca el mejor modelo sin
la necesidad de evaluar cada uno, descarta modelos en base a las tasas de estimacién de
méaxima verosimilitud, frecuencia de bases y valores de p-inv y alpha de la tasa de

variacion entre sitios (Darriba et al., 2012).

4.3.1 MAXIMA VEROSIMILITUD
Los arboles de méaxima verosimilitud (MV) fueron estimados con el programa

GARLI v2.0 (Zwickl, 2006). GARLI utiliza un algoritmo genético que encuentra la
topologia del arbol, largo de las ramas, y los pardmetros del modelo maximizando
simultaneamente el valor de verosimilitud (McCormack et al., 2008). Las busquedas
empezaron a partir del arbol generado por GARLI con el algoritmo aproximado de adicion
paso a paso de MV. Se corrieron 50 andlisis independientes para encontrar consistencia en
los valores de verosimilitud usando el modelo seleccionado en jModelTest bajo el criterio
BIC, pero con los valores de los parametros estimados a partir de los datos. El soporte para
cada nodo se evalud con la técnica de bootstrap no paramétrico (Felsenstein, 1985), con
200 réplicas de bootstrap para cada gen y para los datos combinados, bajo los mismos
parametros usados durante la busqueda del arbol. La técnica de bootstrap genera a partir de
los datos originales muestras con reemplazamiento aleatorio de los datos (pseudo-réplicas)
con el mismo tamarfio de las secuencias. Se consideraron clados con buen soporte aquellos
que estuvieron representados en un 70% de los arboles (Zharkikh y Li, 1974). EIl arbol
consenso se gener0 a partir de los arboles de bootstrap con la regla mayoritaria del 50%
(clados presentes en mas del 50% de los arboles de bootstrap) en Mesquite v 2.75

(Maddison y Maddison, 2011).

4.3.2 INFERENCIA BAYESIANA
Los arboles de inferencia bayesiana se realizaron con el programa MrBayes v3.2.1

(Ronquist y Huelsenbeck, 2003), el cual calcula las probabilidades posteriores bayesianas
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con el método Metropolis-coupled en las cadenas Markov Monte-Carlo (MC-MCMC, por
sus siglas en inglés). Se desligaron los parametros en los datos con particiones (4, 6, 7, 8, 9
y 10) a excepcidn de la topologia y el largo de las ramas, ademas se establecid que las tasas
entre particiones sean variables (prset ratepr = variable) siguiendo la probabilidad previa
flat Dirichlet. Se corrieron cuatro anélisis independientes de 10’ generaciones en cuatro
cadenas Markov con valores de temperatura predeterminados. Los arboles se muestrearon
cada 1 000 generaciones, con un total de 10 000 arboles por analisis. La estacionalidad se
confirmd de tres maneras: visualizacion de los valores de probabilidad (-InL) por
generacion en el programa Tracer v1.5 (Rambaut y Drummond, 2009), el promedio de la
desviacion estandar de la division de frecuencias entre cadenas, y el factor de reduccion de
escala potencial (PRSF, por sus siglas en inglés “Potencial scale reduction factor”) de
todos los parametros estimados para las cuatro corridas combinadas. ElI promedio de la
desviacién estandar de la division de frecuencias de las cuatro cadenas convergentes se
espera que se aproxime a cero, mientras que el PRSF debe aproximarse a uno al momento
de la convergencia de las corridas. Se descartd el 10% de los arboles muestreados como
burn-in. Los 36 000 arboles restantes fueron combinados para calcular las probabilidades
posteriores (distribucion posterior en el espacio de parametros del modelo, dado los datos y
distribucion posterior previa; Holder y Lewis, 2003) en un arbol consenso obtenido por
medio de la regla mayoritaria del 50%. Nodos con probabilidades posteriores (PP) mayores
a 95% fueron considerados con alto soporte, pero se tuvo precaucion con problemas de
sobreestimacion de confianza en nodos internos cortos con valores altos de probabilidad
posterior y valores de bootstrap bajos (Alfaro et al., 2003; Erixon et al., 2003).

La mejor particion se determiné con el analisis de los factores de Bayes (FB) (Kass
y Raftery 1995), con dos estrategias de particion para los datos combinados: a (12S, 16S,

1ND4, 2ND4, 3ND4, 1c-mos, 2c-mos y 3c-mos) y b (12S, 16S, ND4 y c-mos). Los FB se
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definen como el radio de las probabilidades marginales de la particion a con respecto a la
particién b (Brandley et al., 2005). Las probabilidades marginales fueron estimadas a partir
de la media armonica de las probabilidades muestreadas de la distribucion posterior,
obtenidas en el analisis de las cadenas MC-MCMC. Los parametros muestreados de los
cuatro andlisis independientes de MC-MCMC fueron combinados con el programa Log-
Combiner v.1.7.4. disponible con el programa BEAST v.1.7.4 (Drummond et al., 2012).
Los FB se calcularon en Tracer con el criterio 2Ln-FB, usando la media armoénica de las
probabilidades de los arboles muestreados post burn-in; se evalud el error estandar con 1
000 réplicas de bootstrap. Los resultados se interpretaron en base a los términos de Kass y
Raftery (1995) (Tabla 3), un BF > 10 fue considerado como evidencia de un alto soporte
de la estrategia de particion a con respecto a la de b. El arbol consenso fue editado en Fig

Tree v1.3.1 (Rambaut y Drummond, 2010).

4.4 ESTIMACION DE TIEMPOS DE DIVERGENCIA
El tiempo relativo de divergencia de los linajes se estimo con el método Bayesiano

de filogenias relajadas en BEAST v.1.7.4. El andlisis utiliza un modelo que asume que las
tasas de sustitucion no estan correlacionadas entre ramas, y que la tasa para cada rama se
ajusta independientemente a una distribucion normal (Drummond et al., 2006; Torres-
Carvajal y de Queiroz, 2009). Se utilizé el modelo UCLN (por sus siglas en inglés
“Uncorrelated lognormal relaxed-clock™) para estimar las tasas de sustitucion, y el proceso
de especiacion Yule para el largo de las ramas, como parametro para la tasa de nacimiento
de nuevos linajes, con una tasa constante de especiacion por linaje (Drummond y Rambaut,
2009). Al no tener informacion acerca de la tasa de evolucion de la regiones de los genes
utilizados y/o la edad de algunos de los nodos internos, se establecié la tasa de evolucion a

1.0 en el parametro “ucld.mean” (promedio de la tasa de las ramas bajo el modelo UCLN).
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Las corridas se iniciaron en arboles al azar. Inicialmente se realizaron varias corridas en
BEAST v1.7.4 con diferentes estrategias de particion y nimero de taxones (Tabla 4); se
confirmd una buena ejecucion de las cadenas Metropolis-Hasting MCMC en Tracer v1.5.
Posteriormente, se escogio la estrategia de particion 3 (gen ND4 sin particién en codones),
debido a que los valores del tamafio efectivo de la muestra en todos los pardmetros fueron
mayores a 500 (Drummond y Rambaut, 2009), a diferencia del resto de estrategias
analizadas (Tabla 4). Finalmente, el archivo .xml generado en BEAULti 1.7.4 (Drummond
etal., 2012) con la estrategia de particién 3, se corrié una sola vez con 30’ de generaciones,
con un muestreo de cada 1 000 generaciones y un 10% de burn-in. El archivo generado
(Log) fue analizado en Tracer v1.5, para confirmar la convergencia, el tamafio efectivo de
la muestra (ESS, por sus siglas en inglés “Effective sample size”), y para calcular el
promedio y el 95 % del intervalo de densidad posterior mayor (HPD, por sus siglas en
inglés “Highest posterior density”) para los tiempos de divergencia. EI 95% HPD
representa el menor intervalo que contiene 95% de los valores de las muestras de las
probabilidades posteriores (Drummond y Rambaut, 2009). Se generd un arbol consenso
(Maximun clade credibility tree (MCCT)) a partir de 27 000 arboles con el programa
TreeAnnotator v1.7.4. El &rbol generado es el arbol con la méxima sumatoria del promedio
de los tiempos de divergencia de los nodos (HPD 95%), probabilidades posteriores y el
promedio de la tasa de evolucion de cada rama (Drummond y Rambaut, 2009). El arbol fue
editado en Fig Tree v1.3.1.

En base a los valores obtenidos para el parametro ucld.stdev, se realiz6 otro analisis
bajo un modelo de reloj molecular estricto, el cual asume una misma tasa de evolucion
constante sobre el tiempo en los linajes de un arbol filogenético (Drummond et al., 2007).
Se hicieron dos corridas con 10° millones de generaciones cada una, un muestreo cada 1

000 generaciones y 10% de burn-in.
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4.5 DISTANCIAS GENETICAS Y DELIMITACION DE ESPECIES
Las distancias genéticas corregidas y no corregidas de los cuatro genes se estimaron

del alineamiento, en el programa PAUP* v4.0 (Swofford, 2003). Para las distancias
genéticas corregidas se utilizo el método de MV con los mismos modelos evolutivos de los
analisis filogenéticos (Tabla 2).

La delimitacion de especies se realizd con la herramienta “Species Delimitation”
(Masters et al., 2011) de Geneious Pro [métodos P(ag) (Rosenberg, 2007) y p ID (Ross et
al., 2009)] y el paquete SPLITS (por sus siglas en inglés “Species limits by threshold
Statistics”) de R (http://r-forge.r project.org/projects/splits/) [método GMYC (Pons et al.,
2006; Mohaghan et al., 2009)]. Pag) es la probabilidad de monofilia reciproca bajo el
modelo nulo de coalescencia randoémica, es decir la probabilidad de que la especie A
representada por la secuencia a, en un clado de secuencias a + b, sea reciprocamente
monofilético con respecto a la secuencia b bajo el modelo nulo de coalescencia randomica
(Rosenberg, 2007; Masters et al., 2011). La hipotesis nula fue rechazada cuando la
probabilidad de monofilia reciproca fue menor que el nivel de significacion dea (P < 10 )
(Rosenberg, 2007). p ID es la probabilidad media, con un 95% de intervalo de confianza,
de que una especie putativa esté dentro (p ID Estricto), o sea hermana (p ID Liberal) de las
especies del clado en un arbol (Masters et al., 2011). El tamafio de muestra minimo
requerido para el céalculo de ambas probabilidades fue de 10 secuencias entre las especies
Ay B, con un nimero minimo de cinco secuencias por especie (Rosenberg, 2007; Ross et
al., 2009; Baker et al., 2009). Los clados correspondientes a las especies de Alopoglossus
copii y A. sp. nov fueron omitidos para el calculo de Pag) € p ID (Estricto y Liberal),
debido al insuficiente nimero de secuencias por clado, 4 y 2, respectivamente. Pag) y p 1D
se calcularon a partir de los arboles bayesianos de los genes individuales (excepto para c-

mos por su poca resolucidn para resolver las relaciones interespecificas de las especies de
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Alopoglossus), para determinar qué topologia soportaria o rechazaria las relaciones
monofiléticas respectivas (Kubatko et al., 2011). GMYC (por sus siglas en inglés “General
mixed Yule-coaslescent™), delimita especies con la estadistica de maxima verosimilitud a
partir de un arbol ultramétrico (e.g., con tiempos relativos de divergencia). GMYC separa
linajes con tasas de evolucion independientes, identificando tiempos en el arbol con
patrones de transicion en las ramas de un proceso de especiacion (Yule) a un proceso de
coalescencia, es decir utiliza la coalescencia como el modelo nulo para explicar el patron
de las ramas (Boykin et al., 2012; Esselstyn et al., 2012). En base a los &rboles
ultramétricos obtenidos con el analisis de tiempos de divergencia (modelo UCLN vy reloj
molecular estricto), se realizaron analisis separados con los modelos de umbral simple y
maultiple, los cuales se diferencian por el nimero de umbrales de tiempo para la transicion a

diferentes linajes.
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5. RESULTADOS

Se obtuvieron un total de ~2 032 pares de bases (matriz alineada) de ADN
mitocondrial (12S ~470; 16S ~575; ND4 ~582) y nuclear (c-mos: ~405) de 82 individuos,
de los cuales 53 estuvieron en el grupo interno (Anexos 1y 2). El 34% de nucledtidos
fueron caracteres variables, y el 30% fueron caracteres parsiménicos informativos. Los
genes mitocondriales fueron mas variables que el gen nuclear c-mos (Tabla 5). Los valores
de los parametros estimados de los modelos evolutivos para cada gen y posicion de codon

se presentan en la Tabla 2.

5.1 ANALISIS FILOGENETICOS
Los arboles inferidos en los analisis de maxima verosimilitud (MV) e inferencia

bayesiana (IB) no presentaron topologias con conflictos altamente soportados en las
genealogias de los genes individuales y los datos combinados. La mayor diferencia se

presento a nivel de las interrelaciones entre los clados mayores.

5.1.1 ANALISIS DE GENES INDIVIDUALES
Se obtuvieron valores altos de bootstrap no paramétrico (BP) y probabilidades

posteriores (PP) para la monofilia de Alopoglossus (BP = 0.78 - 0.97; PP = 0.99 - 1.00), y
su ubicacion dentro de la subfamilia Alopoglossinae (BP = 0.95 - 1.00; PP = 1.00), a
excepcion de los andlisis con las estrategias de particion 1 'y 3 en MV y 1 en IB para
Alopoglossus; 1, 2y 3en MV y 2 en IB para Alopoglossinae, respectivamente. Los analisis
individuales para los genes mitocondriales ribosomales 12S, 16S y el gen mitocondrial y

nuclear codificantes de proteinas ND4 y c-mos (con y sin particion en codones) resolvieron
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clados mayores similares (A. angulatus, A. atriventris, A. buckleyi, A. copii, A. festae y una
posbile nueva especie “A. sp. nov”), pero difirieron en el ordenamiento de los mismos en
los arboles (Figuras 3-14); nodos conflictivos no tuvieron altos soportes de BP y PP, a
excepcion de la ubicacion de Ptychoglossus como grupo interno, hermano a A. festae en el
gen 12S (BP = 0.70) (Figura 4). EI nimero de clados mayores de Alopoglossus difiri6 en
los analisis individuales de los genes (12S = 6; 16S = 8; ND4 con y sin particion en
codones = 7; c-mos con Y sin particion en codones = 8), debido a diferentes eventos de
parafilia de la especie Alopoglossus atriventris en las genealogias (Figuras 3-14). Se
identificaron dos subclados principales de A. atriventris en los genes 12S [subclado 1 =
0.93 (BP); 0.99 (PP) y subclado 2 = 0.75 (BP); 0.98 (PP)] y ND4 [estrategia de particion
3/4: subclado 1 = 1.00/1.00 (BP); 1.00/1.00 (PP) y subclado 2 = 0.79/0.75 (BP); 0.99/0.99
(PP)] (Figuras 3, 7-10). En el gen 16S se presentd unicamente el subclado 1 (BP = 0.68;
PP = 0.99), mientras que en el gen 12S, los dos subclados de A. atriventris resultaron
monofiléticos, aunque sin respaldo de valores de BP y PP. El clado de A. copii estuvo
mayormente soportado en las seis estrategias de particion analizadas por método (BP =
0.99 - 1.00; PP =0.99 - 1.00), seguido de A. festae (BP = 0.81 - 1.00; PP = 0.97 - 1.00), A.
angulatus (BP = 0.82 - 1.00; PP = 0.99 - 1.00), A. sp. nov (BP =0.72 - 0.99; PP =0.99) y
A. buckleyi (BP =0.91; PP =0.99 - 1.00).

No se obtuvo soporte para la topologia obtenida en el andlisis con méxima
verosimilitud de Pellegrino et al. (2001) e inferencia bayesiana de Castoe et al. (2004)
[genes: 12S, 16S, ND4, c-mos, 18S; modelo de evolucion: GTR +T" + 1, en base al criterio
de Informacion de Akaike (AIC)] acerca de la relacion de taxon hermano de Alopoglossus
copii + A. angulatus con respecto a A. atriventris. Sin embargo se obtuvo la misma
topologia, pero incluido a A. sp. nov en el clado de A. angulatus, en los analisis del gen

ND4 con la estrategia de particion 4 en MV e IB (Figuras 9 y 10). Cabe mencionar que
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todas las secuencias de A. copii obtenidas del GenBank (Anexo 2) fueron ubicadas dentro
del clado de A. angulatus en todos los arboles obtenidos con ambas metodologias y
estrategias de particion.

Las relaciones interespecificas no se resolvieron de forma clara en los analisis de
los genes individuales con ambos métodos, no obstante el gen ND4 con las estrategias de
particion 3 (IB) y 4 (MV e IB), alcanzaron un alto soporte para la relacion de taxon
hermano entre Alopoglossus festae y el resto de especies de Alopoglossus (PP = 1.00/BP =
0.79; PP = 1.00), y para la monofilia reciproca de A. angulatus con respecto a A. sp. nov
(BP =0.73/PP = 0.99; BP = 0.75/ PP = 0.99) (Figuras 7, 9 y 10). EIl gen c-mos con ambas
estrategias de particion (5 y 6) resulté menos informativo al momento de resolver las
relaciones intra e interespecificas, con varios eventos de politomia en clados y subclados

(Figuras 11-14).

5.1.2 ANALISIS DE DATOS COMBINADOS
5.1.2.1 RELACIONES DENTRO DE LA FAMILIA GYMNOPHTHALMIDAE

Se incluyeron 27 géneros de la familia Gymnophthalmidae pertenecientes a cuatro
subfamilias, incluyendo cuatro  tribus:  Alopoglossinae, = Gymnophthalminae
(Heterodactylini; Gymnophthalmini), Rhachisaurinae y Cercosaurinae (Ecpleopodini;
Cercosaurini) (Pellegrino et al., 2001; Castoe et al., 2004; Rodrigues et al., 2005;
Rodrigues et al., 2007) (Figuras 15-22). Los ocho arboles obtenidos de los analisis con
MV e IB con las cuatro estrategias de particion fueron generalmente incongruentes entre si.
Dentro de las relaciones entre las subfamilias y tribus de Gymnophthalmidae, la relacion
de taxdn hermano entre Rhachisaurinae y Gymnophthalminae, tuvo un buen soporte (BP =
0.72 - 0.84; PP =0.99), sequido de la ubicacion de Bachia (Cercosaurini) como taxén basal

de este clado (BP = 0.81; PP =0.97).
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La monofilia de Gymnophthalminae tuvo un alto soporte en las cuatro estrategias
de particion (BP = 0.94 - 1.00; PP = 1.00), incluidas sus dos tribus Heterodactylini (BP =
0.98 - 0.99; PP = 0.99, excepto en las estrategias de particion 9 y 10: PP = 0.60/0.67) y
Gymnophthalmini (BP = 0.98 - 1.00; PP = 1.00). Heterodactylini presentd dos topologias
diferentes altamente soportadas: 1 (estrategias de particion 7, 8, y 10: BP = 0.98; PP =
0.99/BP = 0.99; PP = 0.99/BP = 1.00) (Figuras 15-18 y 22) y 2 (estrategia de particion 9:
BP = 1.00) (Figura 20). Gymnophthalmini presenté tres topologias diferentes altamente
soportadas: 1 (estrategias de particion 7, 8, y 9: BP = 0.99; PP = 1.00/BP = 0.98; PP =
1.00/PP = 1.00) (Figuras 15-19), 2 (estrategias de particién 9 y 10: BP = 1.00/1.00)
(Figuras 20 y 22) y 3 (estrategia de particion 10: PP = 1.00) (Figura 21). Las relaciones
intraespecificas de Heterodactylini se resolvieron de forma clara en las topologias 1y 2,
con valores altos de BP (0.97 - 1.00/1.00) y PP (0.99 - 1.00). Dentro de Gymnophthalmini,
los agregados mayormente soportados entre los cuatro analisis fueron: Nothobachia +
Calyptommatus (BP = 0.93 - 1.00; PP = 1.00) y Procellosaurinus + Tretioscincus (BP =
0.72 - 0.81; PP =0.98).

Cercosaurinae resulto parafilético, con un alto soporte de las tribus Ecpleopodini
(BP =0.81 - 0.91; PP =0.99 - 1.00) y Cercosaurini (BP = 0.77 - 0.88; PP = 0.99 - 1.00;
excepto en las estrategias de particion 9 y 10: BP = 0.63/0.68). Marinussaurus y
Arthrosaura fueron inferidos con una rama larga (en todas las estrategias de particion) y
ubicados como grupos hermanos del agregado Ecpleopus + (Colobasuroides + Leposoma),
en las estrategias de particion 7y 8 (BP = 0.85 - 0.87; PP = 0.99 - 1.00) (Figuras 15-18) y

9y 10 (BP =0.90-0.91; PP = 1.00) (Figuras 19-22), respectivamente.

5.1.2.2 RELACIONES ENTRE LAS ESPECIES DEL GENERO Alopoglossus
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Los resultados fueron congruentes con los andlisis de genes individuales acerca de
la monofilia de Alopoglossus, con valores altos de BP y PP en las cuatro estrategias de
particién con datos combinados (BP = 1.00; PP = 1.00) (Figuras 15-22). La monofilia de
Alopoglossinae (e.g., Alopoglossus, Ptychoglossus) tuvo un alto soporte en las estrategias
de particion 9 y 10 (BP = 1.00; PP = 1.00). En las estrategias de particiéon 7 (IB) y 8 (MV e
IB) hubo un alto soporte (PP = 1.00/BP = 0.98; PP = 1.00) para la topologia de
Alopoglossinae, pero incluido Neusticurus (Alopoglossus + (Ptychoglossus +
Neusticurus)), con un alto soporte de valores de PP (0.99) para la relacién de taxon
hermano entre Neusticurus con Ptychoglossus, en la estrategia de particion 8. Inicialmente,
en el analisis de IB, se determin6 qué particion con datos de ADNm y ADNn (estrategias
de particién 9 y 10) era la mejor en base a los Factores de Bayes (FB), a pesar de que la
estrategia de particion 10 tuvo un alto valor de probabilidad marginal con respecto a la
estrategia de particion 9 (Tabla 3), ambas estrategias no presentaron diferencias en las
topologias y valores de PP en el grupo interno (Figuras 19 y 21).

Hubo total concordancia genealdgica acerca de la identidad y distincion de los siete
clados mayores obtenidos en los analisis de los genes individuales, es decir la monofilia de
los mismos se confirmd con altos valores de BP y PP en cada andlisis combinado con
diferente particion: Alopoglossus angulatus (BP = 1.00; PP = 1.00), A. atriventris subclado
1 (BP = 1.00; PP = 1.00), A. atriventris subclado 2 (BP = 0.96 - 0.99; PP = 1.00), A.
buckleyi (BP = 0.99 - 1.00; PP = 1.00), A. copii (BP = 1.00; PP = 1.00), A. festae (BP =
0.99 - 1.00; PP =1.00) y A. sp. nov (BP = 1.00; PP = 1.00) (Figuras 15-22).

Las relaciones interespecificas coincidieron con las del analisis del gen ND4 con la
estrategia de particion 3 [(A. festae + ((A. atriventris subclado 1 + (A. copii + (A. sp. nov +
A. angulatus))) + (A. buckleyi + A. atriventris subclado 2)))], excepto en la estrategia de

particion 7 con MV e IB, en los cuales difirieron las relaciones entre el clado [(A.
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atriventris subclado 1 + (A. copii + (A. sp. nov + A. angulatus)))] con los clados de A.
buckleyi y A. atriventris; no hubo soporte para ninguna de estas topologias en ninguna de
las cuatro estrategias de particion con ambos métodos filogenéticos. Unicamente, al igual
gue en los analisis con genes individuales, hubo soporte para la relacion de taxén hermano
entre Alopoglossus festae y el resto de especies de Alopoglossus (BP = 0.99 - 1.00; PP =
1.00), y a la monofilia reciproca de A. angulatus con respecto a A. sp. nov (estrategia de

particion 7, 8,9y 10: BP = 0.71; PP = 0.99/BP = 0.80; PP = 0.99/PP = 0.99/PP = 0.99).

5.2 ESTIMACION DE TIEMPOS DE DIVERGENCIA
Bajo el analisis filogenético “relajado”, los valores del tamafio efectivo de la

muestra (ESS) para cada parametro con el gen ND4 sin particion fueron mayores a 500.
Los valores del tamafio efectivo de la muestra (ESS) para cada parametro con el gen ND4
sin particion fueron mayores a 500. Los valores de ESS, especificamente el del pardametro
prior (ESS (prior)) tuvo valores muy bajos (< 100) en los datos combinados de ADNmt y
ADNNR con diferentes estrategias de particion y modelos (Tabla 4), lo que indica que se
necesita correr el analisis de MC-MCMC por mas tiempo. Por ejemplo al tener un valor de
ESS (prior) de 29 en los datos combinados con 23 taxa (Tabla 4), sugiere que el analisis
debe correrse al menos cuatro veces mas para alcanzar valores superiores a 100
(Drummond y Rambaut, 2009). La convergencia del gen ND4 sin particion se alcanzé
después de 10° de generaciones. El arbol MCCT con los intervalos de densidad posterior
mayor (HPD) del 95% para la edad de cada nodo y los valores de probabilidad posterior
mayores a 0.95 se muestran en la Figura 23. A continuacion se reporta el promedio (y 95%
HPD) de los parametros estimados en el analisis de BEAST. El promedio del nimero de
nuevos linajes a partir de un linaje parental por sustitucion y por sitio (yule.birthRate) fue

de 12.8 (8.8299-17.0014). El error estandar del parametro ucld.mean (ucld.stdev) fue de
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0.232 (0.0004-0.4789). Este valor al estar proximo a cero indicd que no hubo
heterogeneidad en las ramas de los linajes, esto también se evidencia con el valor de 0.233
(0.0005-0.4923) en el parametro “coeficiente de variacion”, lo que sugiere que los datos
pueden ajustarse mejor bajo un reloj molecular estricto (Drummond y Rambaut, 2009). Se
obtuvo un valor de 0.004 (-0.1811-0.1876) en el parametro “covariancia”, el cual mide el
grado de autocorrelacion de las tasas de evolucion entre los linajes paternos e hijos. Esto
indicd que no hubo una evidencia significativa de autocorrelacién en las tasas de
sustitucion en el &rbol, es decir las ramas hijas tienen tasas diferentes a las ramas paternales
(Drummond y Rambaut, 2009).

El arbol obtenido bajo el andlisis de reloj molecular estricto fue altamente
congruente en topologia y soporte con el &rbol obtenido en el analisis “relajado”, a pesar de
la posible alteracion de los valores de PP bajo la asuncion de la evolucién en base a un
reloj relajado (Drummond et al., 2006). Se formaron los mismos siete clados mayores
obtenidos con el gen ND4 y datos combinados (estrategias de particion 3y 4y 7 8,9y 10,
respectivamente), con valores de probabilidades posteriores maximas de 1.00, a excepcion
de los clados de Alopoglossus festae (UCLN: PP = 0.99) y A. buckleyi (UCLN/reloj
molecular estricto: PP = 0.99/0.99). Las relaciones entre clados en ambos arboles MCCT
fueron idénticas a las obtenidas con el &rbol bayesiano del gen ND4 (estrategia de particion
3), con la ubicacién de A. atriventris subclado 1 como taxon mas basal de las especies de
Alopoglossus del este de los Andes [(A. copii + ((A. sp. nov + A. angulatus) + ((A. buckleyi
+ A. atriventris subclado 2))))], con un alto soporte de PP (UCLN/reloj molecular estricto

= 1.00/1.00). También se obtuvo soporte para las relaciones de taxon hermano entre A.

festae con el resto de especies de Alopoglossus (UCLN/reloj molecular estricto: PP

1.00/1.00), y A. angulatus con respecto a A. sp. nov (UCLN/reloj molecular estricto: PP

0.96/0.98). Ademas el arbol MCCT generado con el modelo de reloj molecular estricto
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fortalecid la relacion como taxa hermanos entre los especimenes de A. angulatus de Perl
(CORBIDI 8321) y Brasil (Nimeros de GenBank AF420909) (PP = 0.96), y entre los
clados de A. buckleyi y A. atriventris subclado 2 (PP = 0.97).

En ambos arboles MCCT, la diversificacion de las especies del este de los Andes
fue anterior a la diversificacion del clado de la especie occidental A. festae, el cual se
diversifico casi al mismo tiempo que el ancestro comun mas reciente de A. sp. nov y A.
angulatus. El clado mas reciente fue A. copii, seguido de A. sp. nov, A. atriventris subclado
1, A. angulatus, A. atriventris subclado 2, A. buckleyi y A. festae. El nivel de incertidumbre
en los tiempos relativos de divergencia (95% HPD) fue mayor en los nodos préximos a los

grupos externos (Figura 23).

5.3 DISTANCIAS GENETICAS Y DELIMITACION DE ESPECIES
Las distancias genéticas (corregidas-MV) intraespecificas, interespecificas y en

relacién con el grupo externo mas cercano (Ptychoglossus), fueron mas variables con el
gen ND4 (0-0.2; 0.13-0.45; 0.57-0.84) seguido de los genes 12S (0-0.08; 0.06-0.25; 0.26-
0.37), 165 (0-0.08; 0.04-0.2; 0.42-0.59) y c-mos (0-0.02; 0-0.06; 0.11-0.14) (Tablas 6 - 9).
Los clados con mayor divergencia genetica intraespecifica en el gen ND4 fueron los
correspondientes a las especies Alopoglossus buckleyi y A. festae (0.20/0.13; 0.20/0.13);
interespecificamente, el clado A. festae presentdé una mayor diferenciacion genética con

respecto al resto de clados (0.29-0.45) (Tabla 8).

5.3.1 METODOSP (ag) y p ID
Hubo una alta evidencia para la distincién taxondémica de los clados de

Alopoglossus atriventris grupo 1, A. atriventris grupo 2, A. buckleyi y A. festae,
independientemente de las relaciones monofiléticas reciprocas presentes en los arboles de

los genes mitocondriales bayesianos utilizados para el calculo (Tabla 10). Ademaés la
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relacién de monofilia reciproca entre A. festae y el resto de especies de Alopoglossus fue la
Unica soportada por valores de probabilidades posteriores en las genealogias de los genes.
El valor del radio entre el promedio de la distancia entre los miembros de una
especie putativa (Distancia intraespecifica) y el promedio de la distancia entre los
miembros de esta especie y su especie putativa mas cercana (Distancia interespéfica) fue
bajo en ambos subclados de Alopoglossus atriventris (< 0.24) (Lopez-Lépez et al., 2012),
lo que significa que la diferenciacion genética dentro de ambos subclados fue menor
relativo a la diferenciacion con sus clados hermanos; es decir, existié una buena separacion
de ambos subclados con respecto a sus clados hermanos (Masters et al., 2011; Lopez-
Lopez et al., 2012). La probabilidad de que una nueva secuencia esté dentro (p ID Estricto)
0 sea hermana (p ID Liberal) de un clado de una especie putativa fue alta en todos los

casos (< 0.70) (Tabla 10) (Boykin et al., 2012).

5.3.2 MODELO MIXTO GENERALIZADO DE COALESCENCIA DE YULE
Los métodos de umbral simple y mdltiple utilizados para estimar el limite entre

especies a partir de los arboles MCCT generados con los modelos UCLN y reloj molecular
estricto con el gen ND4 (estrategia de particion 3), tuvieron valores de prueba del radio de
verosimilitud (RV) altos en relacion al modelo nulo de uniformidad (coalescencia) de
derivacion de ramas [umbral simple (UCLN/reloj molecular estricto) = 4.174841e-
07***/2.988829e-06***; umbral multiple (UCLN/reloj molecular estricto) = 3.672814e-
06***/7.448868e-05***]. Ambos umbrales no difirieron significativamente entre si
(UCLN/reloj molecular estricto: X* = 0.576866/0.1316839, gl = 6/9, p =
0.996602/0.999999), por consiguiente, se discuten los resultados del método de umbral
maultiple al obtener un valor de RV mayor, en ambos arboles ultramétrios. El analisis

GMYC, excluido los grupos externos, indicé la existencia de 23 (IC = 23-33) y 26 (IC =



30

28-33) entidades MV con el modelo de UCLN vy reloj molecular estricto, respectivamente.
El ndmero de entidades por clados mayores reconocidos fue (UCLN/reloj molecular
estricto): Alopoglossus angulatus = 6/5; A. atriventris subclado 2 = 6/7; A. buckleyi = 4/7;
A. festae = 4/4; A. atriventris subclado 1 = 1/1; A. copii = 1/1 y A. sp. nov = 1/1 (Figura
23). En el caso de A. angulatus, GMYC con el modelo de reloj molecular estricto
consider6 al agregado (QCAZR 8915-Pastaza + (QCAZR 9144-Orellana + QCAZR 6362-
Orellana)) como un solo linaje, en contraste como dos linajes independientes (1: QCAZR
8915-Pastaza; 2: QCAZR 9144-Orellana + QCAZR 6362-Orellana) con el modelo ULCN.
En la especie de A. buckleyi GMYC con el modelo UCLN considerd los siguientes
agregados como linajes independientes, en contraste con el modelo de reloj molecular
estricto (resultados en paréntesis): 1: QCAZR 10653-Napo + QCAZR 9211-Morona
Santiago (1: QCAZR 10653-Napo, 2: QCAZR 9211-Morona Santiago); 2: QCAZR 9001-
Napo + QCAZR 9971-Pastaza + QCAZR 11104-Tungurahua + QCAZR 11105-
Tungurahua + QCAZR 9986-Pastaza + QCAZR 9961-Pastaza (1:QCAZR 9001-Napo, 2:
QCAZR 9971-Pastaza + QCAZR 11104-Tungurahua + QCAZR 11105-Tungurahua, 3:
QCAZR 9986-Pastaza + QCAZR 9961-Pastaza). Por ultimo en la especie de A. atriventris
subclado 2, GMYC con el modelo UCLN consider6 al agregado (CORBIDI 5518-Per( +
(CORBIDI 8831-Peru + CORBIDI 8832-Per)) como un solo linaje, a diferencia del
modelo con el reloj molecular estricto como dos linajes independientes 1: CORBIDI 5518-

Perd, 2: CORBIDI 8831-Peru + CORBIDI 8832-Peru.
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La reconstruccién filogenética a partir de datos moleculares (12S, 16S, ND4 vy c-
mos) de las especies del género Alopoglossus en el Ecuador estuvo bien representada, con
un amplio numero de individuos por especie de diferentes localidades (excepto para A.
copii). Lo que permitio rastrear de mejor manera eventos de especiacion en nodos internos
(Barraclough y Nee, 2001). Las topologias obtenidas con los diferentes métodos
filogenéticos (maxima verosimilitud (MV) e inferencia bayesiana (IB)) y estrategias de
particion no representan la verdadera historia evolutiva de las especies del género
Alopoglossus en el Ecuador (Vandamme, 2009), sin embargo a diferencia de otros criterios
(e.g., matriz de distancia y parsimonia) se acercan méas a la “realidad” evolutiva de las
especies, al incorporar modelos complejos sobre la evolucion del ADN en sus analisis
(Holder y Lewis, 2003). Argumentos para el uso del criterio parsimonico (MP) en la
inferencia filogenética son presentados y discutidos por Farris (1983), Goloboff (2003),
Kluge y Grant (2006) y Grant y Kluge (2009).

Con el fin de resolver las relaciones filogenéticas del género Alopoglossus en el
Ecuador y de probar su monofilia, se evalud el nivel de soporte de las filogenias, en caso
de discrepancia entre las genealogias obtenidas con ambos criterios filogenéticos (MV e
IB), las evaluaciones se llevaron a cabo de acuerdo a los valores de soporte de bootstrap no
paramétrico (BP) y probabilidades posteriores (PP). En algunos casos, se presentaron
nodos conflictivos con valores de soporte muy altos o muy bajos, en esos casos los nodos
se consideraron como no resueltos. Se tuvo precaucion con la posible sobreestimacion de
los valores de PP en (1) nodos internos cortos con valores bajos de BP (Lewis et al., 2005),
(2) modelos de evolucion simples (e.g., F81) y (3) en los andlisis de secuencias de genes

combinados (Suzuki et al. 2002); ademas se tuvo en cuenta que los valores de BP son



32

dificiles de interpretar (Suzuki et al. 2002; Yang y Rannala, 2012) debido a que calculan la
probabilidad de tener la misma topologia si se afiaden mas secuencias, y no la probabilidad
de que un éarbol sea correcto (Holder y Lewis, 2003). Los valores de BP y PP fueron
generalmente equivalentes en los clados genéticos putativos obtenidos en todos los &rboles
generados, con los diferentes genes y datos combinados; a pesar de la idea de la no
correspondencia de sus valores en analisis filogenéticos (Erixon et al., 2003); los valores
de BP fueron ligeramente mas conservativos que los valores de PP, resultado consistente
con observaciones previas por Suzuki et al. (2002), y posteriormente corroborado

estadisticamente por Cummings et al. (2003).

6.1 RELACIONES ENTRE Alopoglossus Y EL RESTO DE GIMNOFTALMIDOS
Las relaciones entre Alopoglossus y el resto de gimnoftalmidos no fueron

claramente resueltas en el presente estudio. Se infiri6 consistentemente el clado
monofilético de Alopoglossinae (Ptychoglossus + Alopoglossus) con los genes
mitocondriales 12S y ND4, y el gen nuclear c-mos (sensu Castoe et al., 2004). Su
ubicacion como taxon basal con respecto al resto de clados mayores de gimnoftalmidos no
fue congruente entre topologias y analisis filogenéticos, unicamente fue soportada en el
analisis bayesiano con la particion de los genes mitocondriales (estrategia de particion 8).
Inicialmente ambas topologias fueron inferidas por Presch (1980), en base a 26
caracteristicas morfoldgicas (datos osteologicos y miologicos) de 28 géneros de
microteidos; Alopoglossus y Ptychoglossus formaron el grupo mas basal de
gimnoftalmidos (grupo I de VI), junto con Proctoporus y Prionodactylus. La primera
propuesta filogenética molecular por parte de Pellegrino et al. (2001), relacion6 a
Ptychoglossus con Cercosaurini, sin embargo sus arboles parsiménicos con las particiones

de los genes nucleares 18S y c-mos, ubicaron a Ptychoglossus dentro de la subfamilia
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Alopoglossinae. Harris (2003) obtuvo la misma topologia en la reconstruccién de
Squamata, en base al criterio de matriz de distancia con las mismas secuencias de c-mos de
Pellegrino et al. (2001). Castoe et al. (2004) aceptaron formalmente esta hipotesis, al
incorporar nuevas secuencias para los genes 12S, 16S, ND4 y c-mos de Ptychoglossus
brevifrontalis (Numeros de GenBank AY507865, AY507884, AY507895 y AY507911),
ademés de la identificacion de un error por parte de Pellegrino et al. (2001), al haber
intercambiado los nombres de las secuencias de los genes 12S y 16S de P. brevifrontalis
por Neusticurus juruazensis (Anexo 2); esto explica la ubicacion de N. juruazensis como
dentro de o hermano a Alopoglossinae en las genealogias de datos combinados del
presente estudio. Morfologicamente Alopoglossinae puede distinguirse, por la presencia de
pliegues en casi toda la superficie dorsal de la lengua (sinapomorfia), a diferencia del resto
de microteidos.

La monofilia de Ecpleopodinae (Arthrosaura, Colobosauroides, Ecpleopus,
Leposoma, Marinussaurus) y su no relacién con respecto a Cercosaurinae (Cercosaura,
Pantodactylus, Pholidobolus, Placosoma, Prionodactylus, Proctoporus) fueron
congruentes de acuerdo con Castoe et al. (2004) y Doan y Castoe (2005). Este clado fue
inicialmente reportado por Pellegrino et al. (2001) como tribu de la subfamilia
Cercosaurinae (Ecpleopodini, escrito errbneamente como “Ecpleopini”, ver detalles en
Rodrigues et al., 2009). Castoe et al. (2004) obtuvieron un clado distintamente relacionado
a Cercosaurini, por lo cual sugirieron el cambio al nivel taxondmico mayor de subfamilia,
Ecpleopodinae (escrito errébneamente como “Ecpleopinae”, ver detalles en Rodrigues et al.,
2009). Rodrigues et al. (2005) reanalizaron los datos de Pellegrino et al. (2001), més la
adicion de datos morfoldgicos en los analisis filogenéticos. Ellos concuerdan con el status
de Ecpleopodinae de acuerdo a Castoe et al. (2004), sin embargo sugieren que el status de

tribu para ambos clados es mas apropiado, segun la similitud de algunos caracteres
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morfoldgicos (e.g., forma del postorbital y su contacto con el postfrontal, y la forma de la
interclavicula). El clado (Arthrosaura + (Ecpleopus + (Colobosauroides + (Leposoma +
Marinussaurus)))) inferido con altos valores de BP y PP en los datos combinados
(estrategias de particion 9 y 10), no coincidié con estudios previos. Unicamente coincidid
la relacion como taxon cercanamente relacionado de Ecpleopus con respecto a
Colobosauroides, Leposoma y Marinussaurus (Pellegrino et al., 2001; Castoe et al., 2004;
Rodrigues et al., 2005; Peloso et al., 2011); la ubicacion de Arthrosaura como taxén mas
basal también fue inferida previamente en los analisis de MP y MV con las particiones de
los genes mitocondriales y nucleares en el estudio de Pellegrino et al. (2001) y en el
andlisis de MP con datos morfoldgicos y molecualres de Peloso et al. (2011).

La monofilia de Heterodactylini (Heterodactylus, Iphisa, Colobodactylus,
Colobosaura y Stenolepis) y Gymnophthalmini (Calyptommatus, Gymnophthalmus,
Micrablepharus, Nothobachia, Procellosaurinus, Psilophthalmus y Tretioscincus), asi
como su relaciébn como taxones hermanos (Gymnophthalminae) fueron reforzadas de
acuerdo a Pellegrino et al. (2001) y Rodrigues et al. (2005, 2007, 2009); a diferencia de
analisis moleculares bayesianos previos donde Heterodactylini es parafilético con respecto
a Gymnophthalmini (Castoe et al., 2004; Rodrigues et al., 2007, 2009). Ademas, a pesar
del alto soporte por ambos valores de BP y PP para el agregado (Iphisa + (Stenolepis +
Colobosaura)) no se reconoci6 a la tribu Iphissini (sensu Rodrigues et al. 2009), debido a
gue no se incluyeron todos los taxones dentro este clado putativo (Acratosaura y
Alexandresaurus).

Bachia, Rhachisaurus y Gymnophthalminae formaron un clado en todas las
estrategias de particién con ambos métodos filogenéticos. Al igual que la reconstruccion de
maxima verosimilitud de Pellegrino et al. (2001), pero a diferencia del presente estudio, la

tribu Heterodactylini fue parafilética, y Bachia estuvo mas relacionada con Neusticurus,
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Placosoma, Pholidobolus, Pantodactylus, Cercosaura y Prionodactylus. Castoe et al.
(2004) infirieron un clado igual al de Pellegrino et al. (2001), aunque Cercosaurini fue
hermano a Gymnophthalminae. Rodrigues et al. (2007) también infieren la relacion entre
Bachia y Rhachisaurus (pero incluido Cercosaura), sin embargo es dudosa debido a la
inclusion de caracteristicas sujetas a convergencia en los andlisis parsiménicos de datos
morfolégicos y moleculares combinados.

El presente estudio fue disefiado para probar la monofilia de Alopoglossus y su
ubicacion dentro de los clados mayores de Gymnophthalmidae, no para resolver las
incongruencias anteriormente mencionadas, para lo cual es necesario la inclusién de datos
moleculares de multiples marcadores diagnosticos nucleares de todos o casi todos los
géneros reconocidos dentro de esta familia; inclusive para poder detectar fendmenos
evolutivos como introgresion, estructura poblacional y flujo genético parcial influenciado

por el sexo (Dupuis et al., 2012).

6.2 RELACIONES FILOGENETICAS DENTRO DE Alopoglossus
La filogenia del género Alopoglossus en el Ecuador contiene siete clados bien

definidos (A. angulatus, A. atriventris subclado 1, A. atriventris subclado 2, A. buckleyi, A.
copii, A. festae y A. sp. nov), inferidos de genes mitocondriales, de un gen nuclear y la
combinacion de los mismos (Figuras 3-22). Aquellos clados inferidos con los genes
mitocondriales y el gen nuclear fueron congruentes, excepto por los subclados 1 y 2 de A.
atriventris, una especie que presento diferentes eventos de parafilia en las genealogias. En
las topologias de datos combinados (estrategias de particiones 7 - 10; Figuras 15-22) los
conflictos aparentemente pueden explicarse en base a la contribucion de informacion
filogenética de los genes utilizados. Por ejemplo, los genes mitocondriales ribosomales

(12S y 16S) y el gen nuclear (c-mos) aportaron con la menor informacion filogenética;
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presentaron el menor ndmero de caracteres parsimonicos informativos y caracteres
variables (Tabla 5); por lo tanto, estos datos proveen de poca resolucién filogenética y
pueden ser engafiosos especialmente en regiones de los arboles con bajos sopote (Yang,
1998). Las secuencias del gen mitocondrial ND4 presentaron mayor cantidad de caracteres
informativos, ademas fueron mas variables. La variacién en genes codificantes de
proteinas es alta en la tercera posicién de cada coddn, donde la tasa de sustitucion relativa
es mayor en relacion a la segunda y primera posicion. Sin embargo, si las tasas de
sustitucion son muy altas, pueden ocasionar una randomizacion del estado de los caracteres
(Opperdoes, 2009). En contraste con otros estudios (e.g., Sites et al., 1996; Daniels et al.,
2007) ND4 no resolvié de forma clara las relaciones mas basales de las topologias. El nivel
de incertidumbre (e.g., politomias) en las relaciones intraespecificas e interespecificas en el
gen c-mos fue alta, con tres 0 mas clados mayores de Alopoglossus divergiendo de un
ancestro en comun (Figuras 11-14), sin solucion sobre la diversificacion de los linajes. Los
genes nucleares evolucionan lentamente en comparacion con los genes mitocondriales, por
lo cuél tienen una menor probabilidad de coincidir con la historia de especiacion ya que el
tamafo efectivo de su poblacién (N¢) es cuatro veces mayor al tamafio de cualquier locus
mitocondrial (McCracken y Sorenson, 2005). En otras palabras, el proceso de coalescencia
es mas lento para alelos de genes nucleares que para alelos en loci mitocondriales. La
combinacién de datos con un nimero bajo de sitios variables e informativos (12S, 16S, c-
mos) y datos con tasas mutacionales muy altas (ND4) infirieron una filogenia parcialmente
resuelta; los clados resueltos se encontraron hacia las puntas de los arboles, mientras que

los nodos no resueltos se presentaron en las posiciones basales de las filogenias.

6.3 DISTANCIAS GENETICAS Y DELIMITACION DE ESPECIES
Las distancias genéticas interespecificas (corregidas y no corregidas) alcanzaron

valores generalmente del doble en relacidn a las distancias intraespecificas en los genes
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mitocondriales y el gen nuclear (Tabla 6 - 9). Los siete clados genéticos putativos de
Alopoglossus estuvieron separados por mas del 3% y 4% en las distancias genéticas
corregidas y no corregidas, respectivamente (Tabla 6 - 9). Las dos especies mas
cercanamente emparentadas fueron A. angulatus y A. sp. nov, ambas con un minimo de 4%
de divergencia en los genes mitocondriales y 2% en el gen nuclear (Tabla 6 - 9). Se
consideraron distancias genéticas en los genes mitocondriales 16S y ND4 del 2.6% (no
corregidas; Brown et al., 2002) y 8% (corregidas; Doan y Castoe, 2003), respectivamente,
como umbrales para la consideracion de linajes como especies candidatas no confirmadas
(UCS, por sus siglas en inglés “Unconfirmed candidate species”) (Padial et al., 2010).

Las pruebas estadisticas de delimitacion de especies P (a gy Y p ID (Liberal y
Estricto) soportaron la distincion filogénetica de cuatro clados mayores de Alopoglossus
(Alopoglossus atriventris grupo 1, A. atriventris grupo 2, A. buckleyi y A. festae); por lo
tanto, el patron de monofilia reciproca distinto puede ser reconocido como evidencia de
ausencia de flujo génico entre clados (Hamilton et al., 2011). Ademas, los valores altos de
P ID (Liberal) (> 90) (LOpez-Lépez et al., 2012) alcanzados en los cuatro taxa pueden
reflejar la utilidad de los genes utilizados para la delimitacion molecular de las especies de
Alopoglossus reconocidas en el Ecuador (Ogedengbe et al., 2011).

El analisis de delimitacion de especies con el modelo GMYC, en base a los
modelos de reloj molecular estricto y relajado, incrementd el nimero de especies de
Alopoglossus en el Ecuador en un 400% y 440%, respectivamente. Se discuten a
continuacion los resultados con el reloj molecular relajado debido a que fueron altamente
congruentes con los umbrales de divergencia de los genes mitocondriales 16S y ND4. Por
ejemplo, en el clado de Alopoglossus festae, GMYC separd cuatro grupos con evolucion
independiente (Figura 23); los cuales tuvieron distancias interespecificas de 2.6-5.5% con

el gen 16S y de 8-20% con el gen ND4, mientras que las distancias intraespecificas
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tuvieron un rango entre 0-1%, y 0-4% con el gen 16S y ND4, respectivamente. A.
atriventris grupo 1 se reconocié como un solo linaje, sin embargo se sugiere que la
secuencia de A. atriventris de Pellegrino et al. (2001) (Anexo 2), proveniente de Brasil,
pueda tratarse de un linaje distinto al de Ecuador (Distancia genética interespecifica
16S/ND4: 4-5%/10-12%). Ademas, en el clado de A. buckleyi, GMYC reconoci6 cuatro
linajes (Figura 23), sin embargo el especimen proveniente de la Reserva Ecoldgica
Antisana, en la provincia del Napo (QCAZR 11067) no tuvo una divergencia genética alta
(1%) con respecto a su clado hermano para ser considerado como un linaje independiente
(Figura 23). La deteccion de grupos intraespecificos con GMYC y su condordancia con las
tasas de divergencia, sugieren que se tratan de especies distintas, erronamente delimitadas
en base a caracteres morfoldgicos. Estudios recientes sobre diversidad y especiacion de las
lagartijas de la familia Gymnophthalmidae han revelado linajes ancentrales bien
estructurados geograficamente, lo que sugiere la presencia de especies cripticas complejas,
que desde su descripcion no han podido ser identificadas debido a la convergencia de las
caracteristicas morfoldgicas utilizadas para su distincion de otros taxa (e.g., Siedchlag et
al., 2010; Pellegrino et al., 2011; Goicoechea et al., 2012; Nunes et al., 2012, Sanchez-
Pacheco et al., 2012, Torres-Carvajal y Mafla-Endara, 2013). Por lo tanto, se sugieren 17
UCS dentro del género Alopoglossus en el Ecuador (excluyendo los linajes de A. angulatus
de Pert (CORBIDI 8321) y Brasil (Numero de GenBank: AF420909) y los Ijnajes de Peru
(CORBIDI 5518, 8831, 8832) y Brasil (Numero de GenBank: AF420908) de A. atriventris
subclado 1 y subclado 2, respectivamente), cuya identidad necesita ser esclarecida en base
a la integracion de otro tipos de evidencia, por ejemplo datos morfol6gicos. Ademas, para
futuros estudios es necesario la inclusiéon de un mayor namero de nucleétidos, secuencias,
loci, y una distribucién mas representativa de muestras por localidades en relacion con el

rango geografico de cada especie. (Camargo et al., 2010).
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Figura 1. Vista dorsolateral y ventral de las especies de Alopoglossus registradas en el
Ecuador: A. angulatus (A = QCAZ-R 7944; B = QCAZ-R 8489). A. atriventris (C =
QCAZ-R 8250; D = QCAZ-R 8279). A. buckleyi (E = QCAZ-R 9986; F = QCAZ-R 9971).
A. copii (Gy H =QCAZ-R 8288). A. festae (I y J = QCAZ-R 10670). Fotografias: Diego
Almeida Reinoso (A), Diego Paucar (C, D, G, H), Santiago Ron (B), Eduardo Toral-

Contreras (E, F) y Omar Torres-Carvajal (1, J).
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Figura 3. Filograma del arbol consenso mayoritario bayesiano del gen mitocondrial 12S,
estrategia de particion 1. Los circulos rojos y azules en las ramas representan los valores de
alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y bootstrap no paramétrico de maxima
verosimilitud (> 0.70), respectivamente. Se muestran las iniciales de las especies (ag=A.
angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov),
seguidos del nimero QCAZ y localidades de coleccidon. Se presentan las subfamilias
dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae (verde), Ecpleopodinae (morado), y
Rhachisaurinae (amarillo).El largo de las ramas representa en unidades, el nimero de

sustituciones por sitio.
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Figura 4. Filograma del &rbol consenso mayoritario de maxima verosimilitud del gen
mitocondrial 12S, estrategia de particion 1. Los circulos azules debajo de las ramas
representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramétrico (> 0.70). Se muestran
las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A.
copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del niumero QCAZ y localidades de
coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae
(verde), Ecpleopodinae (morado), y Rhachisaurinae (amarillo).El largo de las ramas

representa en unidades, el numero de sustituciones por sitio.
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Figura 5. Filograma del arbol consenso mayoritario bayesiano del gen mitocondrial 16S,
estrategia de particion 2. Los circulos rojos y azules en las ramas representan los valores de
alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y bootstrap no paramétrico de maxima
verosimilitud (> 0.70), respectivamente. Se muestran las iniciales de las especies (ag = A.
angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov),
seguidos del nimero QCAZ y localidades de coleccidon. Se presentan las subfamilias
dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae (verde), Ecpleopodinae (morado), vy
Rhachisaurinae (amarillo).El largo de las ramas representa en unidades, el nimero de

sustituciones por sitio.
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Figura 6. Filograma del arbol consenso mayoritario de maxima verosimilitud del gen
mitocondrial 16S, estrategia de particion 2. Los circulos azules debajo de las ramas
representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramétrico (> 0.70). Se muestran
las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A.
copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del niumero QCAZ y localidades de
coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae
(verde), Ecpleopodinae (morado), y Rhachisaurinae (amarillo).El largo de las ramas

representa en unidades, el namero de sustituciones por sitio.
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Figura 7. Filograma del arbol consenso mayoritario bayesiano del gen mitocondrial ND4,
estrategia de particion 3. Los circulos rojos y azules en las ramas representan los valores de
alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y bootstrap no paramétrico de maxima
verosimilitud (> 0.70), respectivamente. Se muestran las iniciales de las especies (ag = A.
angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov),
seguidos del nimero QCAZ y localidades de coleccidon. Se presentan las subfamilias
dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae (verde), Ecpleopodinae (morado), y
Rhachisaurinae (amarillo).El largo de las ramas representa en unidades, el nimero de

sustituciones por sitio.
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Figura 8. Filograma del &rbol consenso mayoritario de maxima verosimilitud del gen
mitocondrial ND4, estrategia de particion 3. Los circulos azules debajo de las ramas
representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramétrico (> 0.70). Se muestran
las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A.
copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del niumero QCAZ y localidades de
coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae
(verde), Ecpleopodinae (morado), y Rhachisaurinae (amarillo).El largo de las ramas

representa en unidades, el numero de sustituciones por sitio.
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Figura 9. Filograma del arbol consenso mayoritario bayesiano del gen mitocondrial ND4,
estrategia de particion 4 ( 1™, 2% y 3™ posicién de codén). Los circulos rojos y azules en
las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y
bootstrap no paramétrico de maxima verosimilitud (> 0.70), respectivamente. Se muestran
las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A.
copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del numero QCAZ y localidades de
coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae
(verde), Ecpleopodinae (morado), y Rhachisaurinae (amarillo).El largo de las ramas

representa en unidades, el namero de sustituciones por sitio.
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Figura 10. Filograma del arbol consenso mayoritario de maxima verosimilitud del gen
mitocondrial ND4, estrategia de particion 4 (1%, 2% y 3 posicién de codén). Los circulos
azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstrap no
paramétrico (> 0.70). Se muestran las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A.
atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del
numero QCAZ vy localidades de coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de
Gymnophthalmidae: Alopoglossinae (verde), Ecpleopodinae (morado), y Rhachisaurinae
(amarillo).El largo de las ramas representa en unidades, el numero de sustituciones por

sitio.
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Figura 11. Filograma del arbol consenso mayoritario bayesiano del gen nuclear c-mos,
estrategia de particion 5. Los circulos rojos y azules en las ramas representan los valores de
alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y bootstrap no paramétrico de maxima
verosimilitud (> 0.70), respectivamente. Se muestran las iniciales de las especies (ag = A.
angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov),
seguidos del nimero QCAZ y localidades de coleccidon. Se presentan las subfamilias
dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae (verde), Ecpleopodinae (morado), y
Rhachisaurinae (amarillo).El largo de las ramas representa en unidades, el nimero de

sustituciones por sitio.
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Figura 12. Filograma del arbol consenso mayoritario de maxima verosimilitud del gen
nuclear c-mos, estrategia de particion 5. Los circulos azules debajo de las ramas
representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramétrico (> 0.70). Se muestran
las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A.
copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del niumero QCAZ y localidades de
coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae
(verde), Ecpleopodinae (morado), y Rhachisaurinae (amarillo).El largo de las ramas

representa en unidades, el numero de sustituciones por sitio.
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Figura 13. Filograma del arbol consenso mayoritario bayesiano del gen nuclear c-mos,
estrategia de particion 6 (12, 2% y 3 posicién de coddn). Los circulos rojos y azules en las
ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y
bootstrap no paramétrico de maxima verosimilitud (> 0.70), respectivamente. Se muestran
las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A.
copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del niumero QCAZ y localidades de
coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae
(verde), Ecpleopodinae (morado), y Rhachisaurinae (amarillo).El largo de las ramas

representa en unidades, el numero de sustituciones por sitio.
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Figura 14. Filograma del arbol consenso mayoritario de méxima verosimilitud del gen
nuclear c-mos, estrategia de particion 6 (1™, 2% y 3™ posicién de codén). Los circulos
azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstrap no
paramétrico (> 0.70). Se muestran las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A.
atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del
nimero QCAZ vy localidades de coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de
Gymnophthalmidae: Alopoglossinae (verde), Ecpleopodinae (morado), y Rhachisaurinae
(amarillo). El largo de las ramas representa en unidades, el nimero de sustituciones por

sitio.



69

[
L . ———— Fholigobolus

L - ore
: l_>1—_panloﬂac1ylu3

Ecpleopus
pleop

Ar
Bachia
Rhachisaurus
Colobodactylus
Heterodactylus
Iphisa
Stenolepis
Colobosaura
Procellosaurinus
Trelioscincus
Gymnophthalmus
Micrablepharus
Psilophlhalmus
Nothobachia
Calyptommatus

< _y1_10821_Pichincha

at_5513_Peru

eyt asst peru
. -'at_B832_Peru
-_jat_BY&T Pastaza

+'al_B890_Pastaza

| .jat_9067_Zamora_Chinchipe
. { al_9167_Zamora_Chinchipe

al_B085_Zarmora_Chinchipe
al_9078_Zamora_C i
al_9080_Zamora_C i

at_9063_Zamora C
at_9062_Zamora_C
at_9084_Zamora_Chinchipe
at_Brasi

. sp_9080_Zamora_Chinchipa
. sp_10069_Morona_Santiago
" ag_B321_Peru

. ag_Brasil
*yag_8489_Sucumbios
* [ ag_Ecuador
= ag_8531_Orellana

b_10653_Nap:

o b_8211_Morona_Santiago
| b_29170_Zamora_Chinchipe
u_11067_Napo

*f, b_9981_Pastaza

-/ b_9986_Paslaza
L b_11105_Tungurahua
b_11104_Tungurahua

[—— Cnemidophorus

0.08

Figura 15. Filograma del arbol consenso mayoritario bayesiano de los genes
mitocondriales, estrategia de particion 7 (12S, 16S y ND4). Los circulos rojos y azules en
las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y
bootstrap no paramétrico de maxima verosimilitud (> 0.70), respectivamente. Se muestran
las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A.
copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del numero QCAZ y localidades de
coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae
(verde), Cercosaurinae (rosado), Ecpleopodinae (morado), Gymnophthalminae (celeste) y
Rhachisaurinae (amarillo). El largo de las ramas representa en unidades, el nimero de

sustituciones por sitio.
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Figura 16. Filograma del arbol consenso mayoritario de maxima verosimilitud de los
genes mitocondriales, estrategia de particion 7 (12S, 16S y ND4). Los circulos azules
debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramétrico (>
0.70). Se muestran las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A. atriventris, b =
A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del nimero QCAZ y
localidades de coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de Gymnophthalmidae:
Alopoglossinae  (verde),  Cercosaurinae  (rosado),  Ecpleopodinae  (morado),

Gymnophthalminae (celeste) y Rhachisaurinae (amarillo). El largo de las ramas representa

en unidades, el nUmero de sustituciones por sitio.
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Figura 17. Filograma del arbol consenso mayoritario bayesiano de los genes
mitocondriales, estrategia de particion 8 (12S, 16S, 1, 2%y 3™ posicién de los codones de
ND4). Los circulos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte,
probabilidades posteriores (> 0.95) y bootstrap no paramétrico de maxima verosimilitud (>
0.70), respectivamente. Se muestran las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A.
atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del
nimero QCAZ vy localidades de coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de
Gymnophthalmidae: Alopoglossinae (verde), Cercosaurinae (rosado), Ecpleopodinae
(morado), Gymnophthalminae (celeste) y Rhachisaurinae (amarillo). El largo de las ramas

representa en unidades, el namero de sustituciones por sitio.
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Figura 18. Filograma del arbol consenso mayoritario de maxima verosimilitud de los
genes mitocondriales, estrategia de particion 8 (12S, 16S, 1, 2 %y 3™ posicién de los
codones de ND4). Los circulos azules debajo de las ramas representan los valores de alto
soporte de bootstrap no paramétrico (> 0.70). Se muestran las iniciales de las especies (ag
= A. angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f =A. festae, sp = A. sp.
nov), seguidos del numero QCAZ y localidades de coleccion. Se presentan las subfamilias
dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae (verde), Cercosaurinae (rosado),
Ecpleopodinae (morado), Gymnophthalminae (celeste) y Rhachisaurinae (amarillo). El

largo de las ramas representa en unidades, el nimero de sustituciones por sitio.
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Figura 19. Filograma del arbol consenso mayoritario bayesiano de los genes combinados,
estrategia de particién 9 (12S, 16S, ND4 y c-mos). Los circulos rojos y azules en las ramas
representan los valores de alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y bootstrap no
paramétrico de maxima verosimilitud (> 0.70), respectivamente. Se muestran las iniciales
de las especies (ag = A. angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f =A.
festae, sp = A. sp. nov), seguidos del nimero QCAZ y localidades de coleccion. Se
presentan las subfamilias dentro de Gymnophthalmidae:

Alopoglossinae (verde),

Cercosaurinae (rosado), Ecpleopodinae (morado), Gymnophthalminae (celeste) vy

Rhachisaurinae (amarillo). El largo de las ramas representa en unidades, el nimero de

sustituciones por sitio.
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Figura 20. Filograma del arbol consenso mayoritario de maxima verosimilitud de los
genes combinados, estrategia de particion 9 (12S, 16S, ND4 y c-mos). Los circulos azules
debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramétrico (>
0.70). Se muestran las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A. atriventris, b =
A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del nimero QCAZ y
localidades de coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de Gymnophthalmidae:
Alopoglossinae  (verde),  Cercosaurinae  (rosado),  Ecpleopodinae  (morado),
Gymnophthalminae (celeste) y Rhachisaurinae (amarillo). El largo de las ramas representa

en unidades, el nimero de sustituciones por sitio.
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Figura 21. Filograma del arbol consenso mayoritario bayesiano de los genes combinados,
estrategia de particion 10 (12S, 16S, 1", 2%y 3 posicién de ND4 y c-mos). Los circulos
rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades
posteriores (> 0.95) y bootstrap no paramétrico de maxima verosimilitud (> 0.70),
respectivamente. Se muestran las iniciales de las especies (ag = A. angulatus, at = A.
atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov), seguidos del
nimero QCAZ vy localidades de coleccion. Se presentan las subfamilias dentro de
Gymnophthalmidae: Alopoglossinae (verde), Cercosaurinae (rosado), Ecpleopodinae
(morado), Gymnophthalminae (celeste) y Rhachisaurinae (amarillo). El largo de las ramas

representa en unidades, el namero de sustituciones por sitio.
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Figura 22. Filograma del arbol consenso mayoritario de maxima verosimilitud de los
genes combinados, estrategia de particién 10 (12S, 16S, 1, 2% y 3 posicion de ND4 y c-
mos). Los circulos azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de
bootstrap no paramétrico (> 0.70). Se muestran las iniciales de las especies (ag = A.
angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp. nov),
seguidos del nimero QCAZ y localidades de coleccidon. Se presentan las subfamilias
dentro de Gymnophthalmidae: Alopoglossinae (verde), Cercosaurinae (rosado),
Ecpleopodinae (morado), Gymnophthalminae (celeste) y Rhachisaurinae (amarillo). El

largo de las ramas representa en unidades, el nimero de sustituciones por sitio.
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Figura 23. Arbol consenso de méaxima credibilidad generado en el analisis de tiempos de

divergencia, con datos del gen mitocondrial ND4 (estrategia de particion 3). Los circulos

rojos sobre las ramas sefialan los nodos con valores de probabilidades posteriores altos (>

0.95). El 95% del intervalo de densidad posterior (HPD) de la edad de los nodos se

representa con barras azules horizontales en los nodos, que indican la incertidumbre en los

tiempos de divergencia. Cada linea vertical amarilla muestra el punto de transicion de las

ramas desde un proceso de especiacion (Yule) hasta la coalescencia de las mismas,

estimados por un modelo de umbral maltiple. Se muestran las iniciales de las especies (ag

= A. angulatus, at = A. atriventris, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae, sp = A. sp.

nov), seguidos del numero QCAZ y localidades de coleccion.
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Tabla 1. Protocolos para la amplificacion de los genes mitocondriales y el gen nuclear, por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR).

Gen y cebadores

Secuencias (5* - 3’)

Protocolo

12S
12Sa-2;12Sb

16S
16SFO; 16SRO

16Sl; 16Sh

ND4
ND4F; ND4R

ND412931L; ND4R

ND4; Leu

C-mos
G73; G74

: CTGGGATTAGATACCCCACTA

: TGAGGAGGGTGACGGGCGGT

: CTGTTTACCAAAAACATMRCCTYTA

: TAGATAGAAACCGACCTGGATT

: CGCCTGTTTAACAAAAACAT

: CCGGTCTGAACTCAGATCACGT

: CACCTATGACTACCAAAAGCTCATGT

:CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA

: CTACCAAAAGCTCATGTAGAAGC

:CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA

: CACCTATGACTACCAAAAGCTCATGTAGAAGC

:CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA

: GCGGTAAAGCAGGTGAAGAAA

: TGAGCATCCAAAGTCTCCAATC

((94.00 °C - 3 min, 1 ciclo); (94.00 °C - 00:30 seg, 52.00 °C
- 01:00 min, 72.00 °C - 01:00 min, 45 ciclo)/(72.00 °C -
10:00 min, 1 ciclo)/ (4.00 °C))

((96.00 °C - 3 min, 1 ciclo);

(95.00 °C - 00:30 seg, 52.00 °C - 01:00 min, 72.00 °C -
01:00 min, 40 ciclo)/(72.00 °C - 10:00 min, 1 ciclo)/ (4.00
°C))

((94.00 °C - 03:30 seg, 42.00 °C - 01:00 min, 68.00 °C -
01:30 min, 1 ciclo);

(94.00 °C - 00:30 seg, 50,00-52.00 °C - 00:30 min, 72.00 °C
- 01:00 min, 40 ciclo)/(72.00 °C - 15:00 min, 1 ciclo)/ (4.00
°C))

((96.00 °C - 3 min, 1 ciclo); (95.00 °C - 00:45 seg, 54.00 °C
- 00:45 min, 72.00 °C - 01:00 min, 45 ciclos) /(72.00 °C -
10:00 min, 1 ciclo)/ (4.00 °C))




Tabla 2. Parametros estimados para el anélisis de méxima verosimilitud e inferencia bayesiana.
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Modelos de

Tasas de sustituciéon

Frecuencia de bases

Gen ., Valor BIC -InL 1 r
evolucion AC AG AT CG CT GT A C G T

12S TIM2+G 7109.6335  3162.2198 0 0.3150 6.5508 11.826 6.5508 1.0000 38.385 1.0000 0.3562 0.2704 0.1576 0.2158
16S 012022+1+G+F 7552.1140  3367.6751  0.4710 0.4190 0.0329 5.9314 1.0000 0.0329 1.0000 1.0000 0.2330 0.1910 0.2444 0.3317
ND4 012232+1+G+F  13833.7942 6528.5424  0.4300 1.0550 0.4716 13.027 1.0000 1.0000 6.3812 1.0000 0.3603 0.3309 0.0744 0.2345
ND4, 1"
posicion 011020+G+F 3643.6528  1505.7549 0 0.3140 1.0000 11.226 11.226 1.0000 48.730 1.0000 0.3376  0.3003 0.2033 0.1588
ND4, 2%
pasicion 011110+G+F 1545.3667 459.2458 0 0.1010 1.0000 7.8168 7.8168 7.8168 7.8168 1.0000 0.1636 0.2815 0.1502 0.4047
ND4, 3"
posicion TrN+G 8873.9332  4120.8951 0 3.8250 1.0000 30.248 1.0000 1.0000 9.2717 1.0000 0.3849 0.3308 0.0549 0.2295
C-mos 012010+I 4524.2246  1886.8693  0.4770 0 1.0000 3.9753 0.3477 1.0000 3.9753 1.0000 Frecuencias iguales
c-mos, 1" .
posicion F81 1460.4401 423.6404 0 0 Tasas iguales 0.2905 0.2212 0.3162 0.1721
c-mos, 2%
pasicion 010110+1+F 1529.9727 453.5014 0.5930 0 1.0000 12.782 1.0000 12.782 12.782 1.0000 0.3394 0.1533 0.2225 0.2848
c-mos, 3" -
posicion HKY+G 2394.5071 885.7686 0 1.9590 Radio Ti/Tv=2.7192 0.1774 0.3701 0.2379 0.2147

BIC = Criterio de informacidn bayesiana; I = proporcién de sitios invariables; I" = tasa de variacidn entre sitios segun la distribucién gamma.
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Tabla 3. Comparacion de las estrategias alternativas de particion usadas en el analisis de

inferencia bayesiana. El valor de factor de bayes en negrillas indica la estrategia de

particion favorecida.

Particion Factores de Bayes Error Particion  Particion

(2Ln) estandar 1 2
Particion 1 -28826.528 +/- 0.314 183.861
Particion 2 -29249.884 +/- 0.322 -183.861

Particién 1 = 12S, 16S, ND4, c-mos

Particién 2 = 128, 16S, 1™ posicién ND4, 2% posicién ND4, 3 posicién ND4, 1"

posicidn c-mos, 2% posicién c- mos, 3™ posicién c-mos
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Tabla 4. Estrategias de particion utilizados en el analisis de estimacion de tiempos de

divergencia, se muestran los valores de tamarfio efectivo de la muestra del pardmetro prior

(ESS Prior). Valores menores a 100 representan la no convergencia de las muestras en las

cadenas Markov.

Estratt_eg_lg de Ntmero de Nume,r(_) de Modelos de evolucion ESS (Prior)
particion Taxa nucleodtidos
ND4 58 582 012232+1+G+F 679.394
123 TIM2+G
ND4 81 2032 012022+1+G+F 12.578
CMOS 012232+1+G+F
012010+l
12S
16S
ND4, 1 posicion TIM2+G
ND4, 2% posicién 012022+1+G+F
ND4, 3 posicion 011020+G+F
c-mos, 1" 81 2032 011110+G+F 15.956
posicion TrN+G
c-mos, 2" F81
posicion 010110+I+F
c-mos, 3" HKY+G
posicion
12S
16S
A s HKY+G
ND4, 1da p05|_C|_qn HKY+1+G+E
ND4, 2™ posicion
ND4, 3 posicion HKY+G+F
c-mo,s 17 23 2013 HKY+G+F 29.165
posicion HKY+G
c-mos, 2 IIi|8K1Y 1+F
. +|+
osicion
(r:)-mos 37 HKY+G

posicion
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Tabla 5. Proporcion de caracteres parsimdnicos informativos (CPI) y caracteresvariables

(CV).
Gen NUumerode  NUmero de Proporcién de Numero de  Proporcién
nucleotidos CPI CPI CcVv de CV

12S 453 108 0.24 132 0.3
16S 574 96 0.17 120 0.21
ND4 582 289 0.5 317 0.54
c-mos

(ADNn) 405 97 0.24 129 0.32
ADNmt 1627 498 0.31 573 0.35
ADNmMt+

ADNn 2032 589 0.3 695 0.34
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Tabla 6. Distancias genéticas corregidas (valores superiores) y no corregidas (valores inferiores) del gen mitocondrial 12S entre los siete

clados y el grupo externo mas cercano (Ptychoglossus).

A. atriventris A. atriventris

A. angulatus (subclado 1) (subclado 2) A. buckleyi A. copii A. festae A. sp. nov
0-0.04
A. angulatus 0-0.04
A. atriventris 0.09-0.18 0-0.05
(subclado 1) 0.07-0.11 0-0.04
A. atriventris 0.07-0.13 0.10-0.17 0-0.07
(subclado 2) 0.05-0.09 0.07-0.11 0-0.03
A. buckleyi 0.07-0.11 0.11-0.17 0.07-0.12 0-0.08
0.05-0.08 0.08-0.11 0.05-0.08 0-0.06
A. copii 0.08-0.14 0.10-0.19 0.06-0.12 0.09-0.14 0-0.003
0.06-0.10 0.07-0.11 0.05-0.08 0.07-0.09 0-0.003
A festae 0.13-0.22 0.15-0.23 0.13-0.25 0.13-0.20 0.11-0.23 0-0.07
0.09-0.13 0.10-0.13 0.09-0.14 0.09-0.13 0.08-0.14 0-0.06
A. sp. nov 0.09-0.12 0.12-0.17 0.09-0.14 0.11-0.13 0.08-0.13 0.14-0.21 0.01
0.07-0.08 0.08-0.10 0.07-0.10 0.07-0.09 0.06-0.09 0.10-0.13 0-0.01
0.29-0.34 0.32-0.36 0.31-0.37 0.31-0.36 0.26-0.32 0.29-0.34 0.31-0.32

Ptychoglossus 5 15.0.17 0.16-0.17 0.16-0.18 0.16-0.17 0.15-0.16 0.15-0.17 0.16
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Tabla 7. Distancias genéticas corregidas (valores superiores) y no corregidas (valores inferiores) del gen mitocondrial 16S entre los siete

clados y el grupo externo mas cercano (Ptychoglossus).

A. atriventris A. atriventris

A. angulatus (subclado 1) (subclado 2) A. buckleyi A. copii A. festae A. sp. nov
A | 0-0.04
. angulatus 0-0.03
A. atriventris 0.05-0.11 0-0.07
(subclado 1) 0.05-0.07 0-0.05
A. atriventris 0.07-0.12 0.08-0.12 0-0.08
(subclado 2) 0.03-0.07 0.05-0.07 0-0.06
A. buckleyi 0.05-0.10 0.10-0.13 0.07-0.11 0-0.06
0.04-0.06 0.06-0.08 0.05-0.07 0-0.04
A. copii 0.05-0.09 0.09-0.11 0.08-0.12 0.08-0.10 0
0.04-0.06 0.06-0.07 0.06-0.07 0.05-0.06
A festae 0.10-0.16 0.10-0.17 0.08-0.19 0.11-0.20 0.14-0.18 0-0.07
0.06-0.08 0.06-0.08 0.05-0.10 0.07-0.10 0.07-0.09 0-0.05
A. sp. nov 0.04-0.07 0.10-0.13 0.07-0.11 0.07-0.10 0.09-0.10 0.15-0.20 0.02
0.03-0.05 0.06-0.08 0.05-0.07 0.05-0.06 0.06 0.08-0.10 0.02
0.42-0.51 0.45-0.50 0.44-0.56 0.47-0.59 0.44-0.53 0.49-0.56 0.49-0.53

Ptyehoglossus 4 14.0.16 0.15-0.16 0.14-0.16 0.15-0.16 0.15-0.16 0.15-0.16 0.15-0.16
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Tabla 8. Distancias genéticas corregidas (valores superiores) y no corregidas (valores inferiores) del gen mitocondrial ND4 entre los siete

clados y el grupo externo mas cercano (Ptychoglossus).

A. atriventris A. atriventris

A. angulatus (subclado 1) (subclado 2) A. buckleyi A. copii A. festae A. sp. nov
A. angulatus 0-0.01
0-0.01
A. atriventris 0.01-0.02 0-0.01
(subclado 1) 0.01-0.02 0-0.01
A. atriventris 0.01-0.03 0.01-0.02 0-0.01
(subclado 2) 0.01-0.03 0.01-0.02 0-0.02
A. buckleyi 0.02-0.03 0.01-0.02 0.01-0.02 0-0.02
0.02-0.03 0.01-0.02 0.01-0.02 0-0.0
.. 0.01-0.02 0-0.01 0.01-0.02 0.01-0.02
A. copii 0
0.01-0.02 0-0.01 0.01-0.02 0.01-0.02
A festae 0.04-0.05 0.03-0.04 0.04-0.05 0.03-0.06 0.04-0.05 0-0.01
0.04-0.05 0.03-0.04 0.04-0.05 0.04-0.05 0.04 0-0.01
A. sp. nov 0.02 0.01-0.02 0.02 0.01-0.02 0.01-0.02 0.05 0
0.02 0.01-0.02 0.02 0.01-0.02 0.02 0.04-0.05
0.12 0.11-0.12 0.11-0.12 0.11-0.12 0.11-0.12 0.12-0.14 0.11

Ptyehoglossus 4 09.9.10 0.09 0.09 0.09-0.10 0.09 0.09-0.11 0.09




87

Tabla 9. Distancias genéticas corregidas (valores superiores) y no corregidas (valores inferiores) del gen nuclear c-mos entre los siete clados y

el grupo externo mas cercano (Ptychoglossus).

A. atriventris

A. atriventris

A. angulatus (subclado 1) (subclado 2) A. buckleyi A. copii A. festae A. sp. nov
A | 0-0.13
. angulatus 0.01-0.10
A. atriventris 0.28-0.38 0-0.12
(subclado 1) 0.15-0.17 0.01-0.09
A. atriventris 0.23-0.34 0.22-0.30 0-0.15
(subclado 2) 0.14-0.16 0.13-0.16 0-0.11
A. buckleyi 0.26-0.37 0.28-0.38 0.14-0.26 0-0.20
0.15-0.18 0.14-0.19 0.11-0.15 0-0.13
A. copii 0.24-0.30 0.25-0.32 0.23-0.29 0.25-0.30 0
0.14-0.16 0.14-0.16 0.14-0.16 0.15-0.16 0-0.02
A festae 0.35-0.45 0.34-0.44 0.29-0.42 0.29-0.42 0.34-0.45 0-0.20
0.16-0.19 0.15-0.19 0.15-0.18 0.16-0.18 0.17-0.20 0-0.13
A. sp. nov 0.14-0.21 0.21-0.24 0.13-0.17 0.14-0.21 0.22 0.31-0.39 0.03
0.10-0.13 0.19-0.14 0.10-0.11 0.10-0.13 0.14 0.15-0.17 0.03
Ptychoglossus 0.71-0.83 0.76-0.84 0.59-0.68 0.71-0.77 0.74-0.76 0.57-0.69 0.67-0.70
0.20-0.22 0.20-0.21 0.18-0.19 0.20-0.22 0.22 0.18-0.20 0.19-0.20
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Tabla 10. Resultados del anélisis de delimitacion de especies de cuatro especies de Alopoglossus, a partir de los &rboles bayesianos de los

genes mitocondriales ribosomales 12S y 16S , y el gen mitocondrial codificante de proteinas NDA4.

a b Distancia Distancia Radio - Nf . g h

Taxones Monofilia Intraespecifica® Interespecifica® intra/inter p 1D (Estricto) p 1D (Liberal) P s
atl vs. at2 1 0.067 0.339 0.20 0.80 (0.68, 0.93) 0.95 (0.85, 1.0) 1.3x10°
atl vs. (ag, at2, b, c, sp) 3 0.095 0.443 0.21 0.79 (0.66, 0.92) 0.95 (0.85, 1.0) 49x108
at1vs. (ag, ¢, sp) 4 0.055 0.225 0.24 0.77 (0.65, 0.90) 0.94 (0.84, 1.0) 6.7x10°
atl vs. ag 4 0.055 0.249 0.22 0.79 (0.66, 0.91) 0.95 (0.85, 1.0) 6.7x10°
at2 vs. atl 1 0.070 0.339 0.21 0.91 (0.84, 0.97) 0.97 (0.93, 1.0) 1.3x10°
0.35/ 0.86 (0.79, 0.93)/ 0.96 (0.91, 1.00)/ 7.9x10%Y
at2 vs. b 3,4 0.105/0.061 0.301/0.165 037 0.85 (0.78, 0.92) 0.95 (0.91, 1.00) 7 9% 10%
0.46/ 0.75 (0.66, 0.84)/ 0.92 (0.87, 0.97)/ 7.9x10%Y
bvs. at2 3.4 0.139/0.08 0.301/0.165 0.49 0.74 (0.65, 0.83) 0.92 (0.86, 0.97) 7.9x10°
0.28/ 0.88(0.81, 0.95)/ 0.96 (0.92, 1.0)/ 1.9 x 10
fvs. (a, atl, at2, b, c, sp) 2%, 3,4 0.130/0.178/0.099 0.467/0.583/0.184 0.31/ 0.82 (0.73, 0.91)/ 0.94 (0.89, 0.99)/ 1.0 x 10y
0.36 0.80 (0.71, 0.88) 0.93 (0.88, 0.99) 1.0x 10

®ag = Alopoglossus angulatus, atl = A. atriventris subclado 1, at2 = A. atriventris subclado 2, b = A. buckleyi, ¢ = A. copii, f = A. festae y sp = A. sp. nov.
®Monofilia = Estrategias de particion que presentaron la monofilia reciproca de interés, respectivamente: 1 = 12S, 2 = 16S, 3 = ND4, 4 = 1™ posicién ND4,

2% posicion ND4 y 3™ posicion NDA4.
‘Distancia Intraespecifica = Promedio de las distancias genéticas del arbol entre los miembros de una especie putativa.

“Distancia Interespecifica = Promedio de las distancias genéticas del arbol entre los miembros de una especie putativa y los miembros de la especie

putativa mas cercana.
°*Radio intra/inter = Radio de la distancia intraespecifica con respecto a la distancia interespecifica.

'o 1D (Estricto) = Probabilidad media (95% de intervalo de confianza) de que un miembro de una especie putativa este dentro del clado formado por otros

miembros de la especie de intereés.

% ID (Liberal) = Probabilidad media (95% de intervalo de confianza) de que un miembro de una especie putativa sea hermano al clado formado por otros

miembros de la especie de interés.

"p as) = Probabilidad de monofilia reciproca bajo el modelo nulo de coalescencia randomica.*A. atriventris grupo 2 fue parafiletico en el gen 16S.
*A. atriventris grupo 2 fue parafiletico en el gen 16S
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Anexo 1. Nombre de las especies de Alpoglosssus, nimeros de coleccion y localidades de las muestras de tejido analizadas en el siguiente
estudio. Los acronimos museoldgicos son: CORBIDI (Division de Herpetologia, Centro de Ornitologia y Biodiversidad, Lima, Pert) y QCAZ

(Museo de Zoologia, Pontificia Universidad Cat6lica del Ecuador, Quito, Ecuador).

NUmero de

Especie coleccion Localidad Latitud Longuitud
Alopoglossus QCAZR 5571 Ecuador: Orellana: Estacion Cientifica Yasuni, km -0.675639  -76.397083
angulatus 9 via Tivacuno, Parcela B.

QCAZR 6362 Ecuador: Orellana: Estacion Cientifica Yasuni, -1.001194  -76.936694
Sendero Ceiba.
CORBIDI 8321  Peru: Cusco: La Convencién, KP 50. -12.188537  -73.000921
QCAZR 8489 Ecuador: Sucumbios: Reserva de Produccion -0.009633  -76.181772
Faunistica Cuyabeno, cabafias Neotropic. Laguna
Grande.
QCAZR 8915 Ecuador: Pastaza: Cononaco, Bataburo Lodge. -1.25 -76.6667
QCAZR 9144 Ecuador: Orellana: Parque Nacional Yasuni, via -0.84012 -76.30241
Pompeya - Iro, puente sobre el Rio Beye, 80 km
de Pompeya.
QCAZR 9531 Ecuador: Orellana: Rio Napo, Eden, Banco Sur. -0.49833 -76.07112
Alopoglossus
atriventris
Subclado 1 QCAZR 4805 Ecuador: Pastaza: Palta, alrededores del caserio. -1.80318 -77.34653
QCAZR 5622 Ecuador: Sucumbios: Reserva de produccién -0.961111 -76.1824
Faunistica Cuyabeno, cabafias Neotropic.
QCAZR 8316 Ecuador: Pastaza: Alrededores de Villano, -1.39514 -77.38196

comunidad Tarangaro, Tarangaro Unidad 1.
QCAZR 10227  Ecuador: Orellana: Parque Nacional Yasuni,enel  -0.68086667 -76.4025166
sendero norte de la Parcela de 50 ha.




Anexo 1. Continuacion

Especie Numerplde Localidad Latitud Longuitud
coleccion
Subclado 2 CORBIDI 5518  Peru: Cusco: La Convencion: KP 59. -12.258083 -72.842472

CORBIDI 8831  Pert: San Martin: Picota: Chambirillo (Puesto de -7.069139 -76.004333
control 16, Parque Nacional Cordillera azul).

CORBIDI 8832  Pert: San Martin: Picota: Chambirillo (Puesto de -7.069139 -76.004333
control 16, Parque Nacional Cordillera azul).

QCAZR 8787 Ecuador: Pastaza: Santa Clara: Finca km 6 via San -1.37304 -77.86003
Ramoén-El Triunfo.

QCAZR 8890 Ecuador: Pastaza: Santa Clara: Finca km 6 via San -1.37304 -77.86003
Ramoén-El Triunfo.

QCAZR 9062 Ecuador: Zamora Chinchipe: Cordillera del -4.24584 -78.61497
Condor, viaje desde las Orquideas hasta el
campamento 1 del Tepuy (Miazi Alto).

QCAZR 9063 Ecuador: Zamora Chinchipe: Cordillera del -4.24584 -78.61497
Condor, viaje desde las Orquideas hasta el
campamento 1 del Tepuy (Miazi Alto).

QCAZR 9065 Ecuador: Zamora Chinchipe: Cordillera del -1.05 -77.6
Condor, camino entre campamento y Colina Norte
(Miazi Alto).

QCAZR 9067 Ecuador: Zamora Chinchipe: Cordillera del -4.25026 -78.61746
Condor, alrededor del campamento (Miazi Alto).

QCAZR 9078 Ecuador: Zamora Chinchipe: Cordillera del -4.25026 -78.61746
Condor, Miazi Alto, rio que baja desde el
campamento.

QCAZR 9084 Ecuador: Zamora Chinchipe: Cordillera del -4.25026 -78.61746

Condor, Miazi Alto, rio que baja desde el
campamento.
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Anexo 1. Continuacion

Especie Numerp,de Localidad Latitud Longuitud
coleccion
QCAZR 9090  Ecuador: Zamora Chinchipe: Cordillera del Condor, -4.24619 -78.61647
Miazi Alto, bosque.
QCAZR 9167  Ecuador: Zamora Chinchipe: Las Orquideas, -4.25659 -718.67777
Tepuy, 4 km desde el rio Nangaritza (gabarra) hacia
el Tepuy
Alopoglossus QCAZR 9001  Ecuador: Napo: Camino hacia volcan Sumaco mas -0.61497 -77.59065
buckleyi 0 menos 8 km desde Pacto Sumaco hacia Volcan.
QCAZR 9170  Ecuador: Zamora Chinchipe: Las Orquideas, -4.25971 -78.6863
Tepuy, 4 km desde el rio Nangaritza (gabarra) hacia
el Tepuy.
QCAZR 9211  Ecuador: Morona Santiago: Macas, Macuma, -2.09009147 -77.76613312
Wisui.
QCAZR 9961  Ecuador: Pastaza: Comunidad Ingaru, Reserva -1.26764 -78.04797
Privada Ankaku, Zona de amortiguamiento del
Parque Nacional Llanganates, Rio Challuwa Yaku.
QCAZR 9971  Ecuador: Pastaza: Comunidad Ingaru, Reserva -1.27035 -78.05614
Privada Ankaku, Zona de amortiguamiento del
Parque Nacional Llanganates, Rio Challuwa Yaku.
QCAZR 9986  Ecuador: Pastaza: Comunidad San Rafael, Reserva -1.26764 -78.04797
comunitaria Ankaku, zona de amortiguamiento del
Parque Nacional LLanganates.
QCAZR 10653 Ecuador: Napo: WWS, Lanisoma trail. -0.68268 -77.59428
QCAZR 11067 Ecuador: Napo: Reserva Ecoldgica Antisana, sector -0.65 -77.801361

Cocodrilos, en el sendero Urcusiqui.
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Especie Numerplde Localidad Latitud Longuitud
coleccion
QCAZR 11104  Ecuador: Tungurahua: Bosque Protector Cerro -1.426889 -78.310306
Candelaria, Sector La Soledad.
QCAZR 11105  Ecuador: Tungurahua: Bosque Protector Cerro -1.426889 -78.310306
Candelaria, Sector La Soledad.
Alopoglossus QCAZR 5969 Ecuador: Napo: Puerto Misahualli, via Pununo - -1.034064 -77.663555
copii Jardin Aleman.
QCAZR 8125 Ecuador: Pastaza: Alrededor de Villano, -1.45303 -77.44372
campamento Petrolero de AGIP, Villano B Estero
de Unidad 1.
QCAZR 8289 Ecuador: Pastaza: Alrededores de Villano, -1.50765 -77.5117
Comunidad Kurintza, Kurintza Habitat Y.
QCAZR 8314 Ecuador: Pastaza: Alrededor de Villano, -1.3951 -77.3838
Comunidad Tarangaro, Tarangaro Unidad 2.
Alopoglossus CORBIDI 3709  Pert: Tumbes: Tumbes: El Caucho -3.814389 -80.271
festae
CORBIDI 3710  Perd: Tumbes: Tumbes: El Caucho -3.814389 -80.271
QCAZR 6400 Ecuador: Esmeraldas: 7km oeste Durango. 1.07961 -78.66817
QCAZR 6874 Ecuador: Esmeraldas: Reserva Ecologica Bilsa. 0.343667 -79.716183
QCAZR 7835 Ecuador: Cotopaxi: San Francisco de Las Pampas. -0.419440 -79.003330
QCAZR 8442 Ecuador: Esmeraldas: Caimito, sendero en la 0.72096 -80.09117
interseccion de la via Caimito, Tonchige y el Rio
Quinge.
QCAZR 8991 Ecuador: El Oro: Bella Maria, Cerca del Valle -3.51168299 -79.8202683
Hermoso.
QCAZR 9114 Ecuador: Guayas: Bosque Protector Cerro Blanco. -2.178333 -80.021389
QCAZR 9738 Ecuador: Pichincha: Mindo, Hacienda San -0.05072 -78.77235

Vicente.
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Especie Numerp,de Localidad Latitud Longuitud
coleccion
QCAZR 10386 Ecuador: Cotopaxi: Naranjito, Bosque Integral -0.423215597 -78.95701883
Otonga (B10), Finca Familia Tapia.
QCAZR 10666 Ecuador: Pichincha: Santa Lucia de Nanegal. 0.113528 -78.6135
Alopoglossus QCAZR 10821 Ecuador: Pichincha: Nanegal, Reserva Comunitaria 0.11778 -78.607555
festae Santa Lucia, sendero a las cascadas a 100 m de la
segunda cascada.
QCAZR 11428 Ecuador: Manabi: Jama Coaque, 3,12 km oeste de -0.118731993 -80.12318664
Camarones.
Alopoglossus sp. QCAZR 9080  Ecuador: Zamora Chinchipe: Cordillera del Céndor, -4.25026 -78.61746
nov Miazi Alto, rio que baja desde el campamento.
QCAZR 10069 Ecuador: Morona Santiago: Napimias -2.817716 -77.998762
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Anexo 2. Nombre de las especies, nimeros de coleccion y localidades de las secuencias disponibles en Genbank. Los acronimos museoldgicos
son: INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia, Amazonas, Brasil), KU (University of Kansas), LG (Laboratério de Citogenética de
Vertebrados, IBUSP, Séo Paulo, Brasil), LSUMZ (Lousiana State University Museum of Natural Science), MHNSM (Museo de Historia
Natural, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Pert), MRT (Miguel Trefaut Rodrigues, IBUSP, Sdo Paulo, Brasil) y MZUSP

(Museu de Zoologa, Universidade de Séo Paulo, Brasil).

Especie Numero de coleccion y localidad NUmero de acceso al GenBank
Grupo externo
Arthrosaura reticulata MRT 976977; Brasil: Mato Grosso: Juruena 12S: AF420676 (Pellegrino et al., 2001)

16S: AF420722 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420894 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420841 (Pellegrino et al., 2001)

Bachia flavescens LSUMZ H12977; Brasil: Para: Agropecudria Treviso, 12S: AF420705 (Pellegrino et al., 2001)
Santarém
16S: AF420753 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420869 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420859 (Pellegrino et al., 2001)

Calyptommatus leiolepis MRT 05055; Brasil: Bahia: Queimadas 12S: AF420683 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420712 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420874 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420858 (Pellegrino et al., 2001)

Cercosaura ocellata ocellata ~ MRT 977406; Brasil: Mato Grosso: Aripuand 12S: AF420677 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420731 (Pellegrino et al., 2001)
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Especie

Numero de coleccion y localidad

NUmero de acceso al GenBank

Cnemidophorus ocellifer

Colobodactylus dalcyanus

Colobosaura mentalis

Colobosauroides cearensis

Ecpleopus gaudichaudii

MRT 946089; Brasil: Mato Grosso: Barra do Gargas

LG 761; Brasil: Sdo Paulo: Campos de Jorddo

MRT 906448; Brasil: Bahia: Morro do Chapeu

LG 1348; Brasil: Ceara: Pacoti

LG 1356; Brasil: Sdo Paulo: Boissucanga

ND4: AF420883 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420834 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420706 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420759 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420914 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420862 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420663 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420736 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420881 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420844 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420694 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420726 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420899 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420842 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420659 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420727 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420886 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420849 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420660 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420738 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420901 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420855 (Pellegrino et al., 2001)
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Especie Numero de coleccion y localidad NUmero de acceso al GenBank
Gymnophthalmus MRT 946613; Brasil: Roraima: Fazenda Salvamento 12S: AF420675 (Pellegrino et al., 2001)
leucomystax

Heterodactylus imbricatus

Iphisa elegans elegans

Kentropyx calcarata

Leposoma oswaldoi

Marinussaurus curupira

LG 1504; Brasil: Sdo Paulo: Serra da Cantareira

MRT 977426; Brasil: Mato Grosso: Aripuand

MRT 978224; Brasil: Mato Grosso: Vila Rica

MRT 977435; Brasil: Mato Grosso: Aripuand

INPA 19856; Brasil: Amazonas: Iranduba

16S: AF420715 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420906 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420824 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420661 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420725 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420885 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420835 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420668 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420714 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420889 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420843 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420707 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420760 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420913 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420864 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420678 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420723 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420897 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420854 (Pellegrino et al., 2001)

12S: JF690972 (Peloso et al., 2011)
16S: JF690973 (Peloso et al., 2011)
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Especie

Numero de coleccion y localidad

NUmero de acceso al GenBank

Micrablepharus atticolus

Neusticurus juruazensis

Nothobachia ablephara

Pantodactylus schreibersii
albostrigatus

Pholidobolus macbrydei

LG 854; Brasil: Goias: Santa Rita do Araguaia

LSUMZ H13823; Brasil: Acre: Porto Walter

LSUMZ H13823; Brasil: Acre: Porto Walter

LG1168; Brasil: Sdo Paulo: Sdo Paulo

KU 218406

ND4: JF690971 (Peloso et al., 2011)
c-mos: JF690971 (Peloso et al., 2011)

12S: AF420664 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420718 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420718 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420826 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420704 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420758 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420878 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420857 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420704 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420758 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420878 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420857 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420658 (Pellegrino et al., 2001)

16S: AF420729 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420882 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420856 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AY507848 (Castoe et al., 2004)
16S: AY507867 (Castoe et al., 2004)
ND4: AY507886 (Castoe et al., 2004)
c-mos: AY507896 (Castoe et al., 2004)
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Especie

Numero de coleccion y localidad

NUmero de acceso al GenBank

Placosoma cordylinum

Prionodactylus argulus

Procellosaurinus
erythrocercus

Proctoporus simoterus

Psilophthalmus paeminosus

Ptychoglossus brevifrontalis

LG 1006; Brasil: Rio de Janeiro: Teresépolis

LSUMZ H12591; Ecuador: Sucumbios: Cuyabeno

MRT 05057; Brasil: Bahia: Queimadas

KU 217207

MRT 05058; Brasil: Bahia: Santo Inacio

MHNSM

12S: AF420673 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420734 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420879 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420823 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420698 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420751 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420896 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420838 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420679 (Pellegrino et al., 2001)

16S: AF420711 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420870 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420836 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AY507856 (Castoe et al., 2004)
16S: AY507875 (Castoe et al., 2004)
ND4: AY507890 (Castoe et al., 2004)
c-mos: AY507902 (Castoe et al., 2004)

12S: AF420702 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420710 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420872 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420825 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AY507865 (Castoe et al., 2004)
16S: AY507884 (Castoe et al., 2004)
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Especie

Numero de coleccion y localidad

NUmero de acceso al GenBank

Rhachisaurus brachylepis

Stenolepis ridleyi

Tretioscincus agilis

Grupo interno
Alopoglossus angulatus

Alopoglossus atriventris

MRT 887336; Brasil: Minas Gerais: Serra do Cipd

MZUSP 78724; Brasil: Ceara: Mulungu (Sitio Lorena)

MRT 978177; Brasil: Mato Grosso: Vila Rica

LG 1026; Brasil: Rondonia: Guajara Mirim

LSUMZ H13856; Brasil: Acre: Porto Walter

ND4: AY507895 (Castoe et al., 2004)
c-mos: AY507911 (Castoe et al., 2004)

12S: AF420665 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420737 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420877 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420853 (Pellegrino et al., 2001)

12S: EF405618 (Rodrigues et al., 2007)
16S: EF405619 (Rodrigues et al., 2007)
ND4: EF405620 (Rodrigues et al., 2007)
c-mos: EF405622 (Rodrigues et al., 2007)

12S: AF420681 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420732 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420891 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420837 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420693 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420744 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420909 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420847 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420695 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420746 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420908 (Pellegrino et al., 2001)
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Especie

Numero de coleccion y localidad

NUmero de acceso al GenBank

Alopoglossus copii

LSUMZ H12692; Ecuador: Sucumbios: Cuyabeno

c-mos: AF420821 (Pellegrino et al., 2001)

12S: AF420692 (Pellegrino et al., 2001)
16S: AF420745 (Pellegrino et al., 2001)
ND4: AF420865 (Pellegrino et al., 2001)
c-mos: AF420819 (Pellegrino et al., 2001)




102

DECLARACION Y AUTORIZACION
Yo, Sim6n Eduardo Lobos Parrefio, C.I. 171595349-1, autor del trabajo de graduacion
titulado: “Sistematica molecular de las lagartijas del género Alopoglossus (Autarchoglossa:
Gymnophthalmidae) en el Ecuador”, previa a la obtencion del grado académico de
LICENCIADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS en la Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales:

1. Declaro tener pleno conocimiento de la obligacion que tiene la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador, de conformidad con el articulo 144 de la ley Organica de Educacion
Superior, de entregar a la SENESCYT en formato digital una copia del referido trabajo de
graduacion para que sea integrado al Sistema Nacional de Informacion de la Educacion

Superior del Ecuador para su difusion publica respetando los derechos de autor.

2. Autorizo a la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador a difundir a través del sitio
web de la Biblioteca de la PUCE el referido trabajo de graduacidn, respetando las politicas

de propiedad intelectual de Universidad.

Quito, 17 de Mayo del 2013
Sr. Simén Eduardo Lobos Parrefio

C.1. 171595349-1



	AGRADECIMIENTOS
	TABLA DE CONTENIDOS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABLAS
	LISTA DE ANEXOS
	1. RESUMEN
	2. ABSTRACT
	3. INTRODUCCIÓN
	3.1 HISTORIA TAXONÓMICA DEL GÉNERO Alopoglossus
	3.2 SISTEMÁTICA MOLECULAR
	3.3 JUSTIFICACIÓN
	3.4 OBJETIVOS
	3.4.1 GENERAL
	3.4.2 ESPECÍFICOS


	4. MATERIALES Y MÉTODOS
	4.1 RECOLECCIÓN DE MUESTRAS
	4.2. EXTRACCIÓN, PCR Y SECUENCIACIÓN DE ADN
	4.3 ANÁLISIS FILOGENÉTICOS
	4.3.1 MÁXIMA VEROSIMILITUD
	4.3.2 INFERENCIA BAYESIANA

	4.4 ESTIMACIÓN DE TIEMPOS DE DIVERGENCIA
	4.5 DISTANCIAS GENÉTICAS Y DELIMITACIÓN DE ESPECIES

	5. RESULTADOS
	5.1 ANÁLISIS FILOGENÉTICOS
	5.1.1 ANÁLISIS DE GENES INDIVIDUALES
	5.1.2 ANÁLISIS DE DATOS COMBINADOS

	5.2 ESTIMACIÓN DE TIEMPOS DE DIVERGENCIA
	5.3 DISTANCIAS GENÉTICAS Y DELIMITACIÓN DE ESPECIES
	5.3.1 MÉTODOS P (AB)  y p ID
	5.3.2 MODELO MIXTO GENERALIZADO DE COALESCENCIA DE YULE


	6. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES
	6.1 RELACIONES ENTRE Alopoglossus Y EL RESTO DE GIMNOFTÁLMIDOS
	6.2 RELACIONES FILOGENÉTICAS DENTRO DE Alopoglossus
	6.3 DISTANCIAS GENÉTICAS Y DELIMITACIÓN DE ESPECIES

	7. LITERATURA CITADA
	8. FIGURAS
	Figura 3. Filograma del árbol consenso mayoritario bayesiano del gen mitocondrial 12S, estrategia de partición 1. Los círculos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y bootstrap no para...
	Figura 4. Filograma del árbol consenso mayoritario de máxima verosimilitud del gen mitocondrial 12S, estrategia de partición 1. Los círculos azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramétrico (> 0.70). Se mu...
	Figura 5. Filograma del árbol consenso mayoritario bayesiano del gen mitocondrial 16S, estrategia de partición 2. Los círculos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y bootstrap no para...
	Figura 6. Filograma del árbol consenso mayoritario de máxima verosimilitud del gen mitocondrial 16S, estrategia de partición 2. Los círculos azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramétrico (> 0.70). Se mu...
	Figura 7. Filograma del árbol consenso mayoritario bayesiano del gen mitocondrial ND4, estrategia de partición 3. Los círculos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y bootstrap no para...
	Figura 8. Filograma del árbol consenso mayoritario de máxima verosimilitud del gen mitocondrial ND4, estrategia de partición 3. Los círculos azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramétrico (> 0.70). Se mu...
	Figura 9. Filograma del árbol consenso mayoritario bayesiano del gen mitocondrial ND4, estrategia de partición 4 ( 1ra, 2da y 3ra posición de codón). Los círculos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades post...
	Figura 10. Filograma del árbol consenso mayoritario de máxima verosimilitud del gen mitocondrial ND4, estrategia de partición 4 (1ra, 2da y 3ra posición de codón). Los círculos azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de boot...
	Figura 11. Filograma del árbol consenso mayoritario bayesiano del gen nuclear c-mos, estrategia de partición 5. Los círculos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95) y bootstrap no paramé...
	Figura 12. Filograma del árbol consenso mayoritario de máxima verosimilitud del gen nuclear c-mos, estrategia de partición 5. Los círculos azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramétrico (> 0.70). Se mues...
	Figura 13. Filograma del árbol consenso mayoritario bayesiano del gen nuclear c-mos, estrategia de partición 6 (1ra, 2da y 3ra posición de codón). Los círculos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades posteri...
	Figura 14. Filograma del árbol consenso mayoritario de máxima verosimilitud del gen nuclear c-mos, estrategia de partición 6 (1ra, 2da y 3ra posición de codón). Los círculos azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstr...
	Figura 15. Filograma del árbol consenso mayoritario bayesiano de los genes mitocondriales, estrategia de partición 7 (12S, 16S y ND4). Los círculos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades posteriores (> 0.95...
	Figura 16. Filograma del árbol consenso mayoritario de máxima verosimilitud de los genes mitocondriales, estrategia de partición 7 (12S, 16S y ND4). Los círculos azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstrap no paramé...
	Figura 17. Filograma del árbol consenso mayoritario bayesiano de los genes mitocondriales, estrategia de partición 8 (12S, 16S, 1ra, 2 da y 3ra posición de los codones de ND4). Los círculos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto s...
	Figura 18. Filograma del árbol consenso mayoritario de máxima verosimilitud de los genes mitocondriales, estrategia de partición 8 (12S, 16S, 1ra, 2 da y 3ra posición de los codones de ND4). Los círculos azules debajo de las ramas representan los valo...
	Figura 19. Filograma del árbol consenso mayoritario bayesiano de los genes combinados, estrategia de partición 9 (12S, 16S, ND4 y c-mos). Los círculos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte, probabilidades posteriores (> 0...
	Figura 20. Filograma del árbol consenso mayoritario de máxima verosimilitud de los genes combinados, estrategia de partición 9 (12S, 16S, ND4 y c-mos). Los círculos azules debajo de las ramas representan los valores de alto soporte de bootstrap no par...
	Figura 21. Filograma del árbol consenso mayoritario bayesiano de los genes combinados, estrategia de partición 10 (12S, 16S, 1ra, 2da y 3ra posición de ND4 y c-mos). Los círculos rojos y azules en las ramas representan los valores de alto soporte, pro...
	Figura 22. Filograma del árbol consenso mayoritario de máxima verosimilitud de los genes combinados, estrategia de partición 10 (12S, 16S, 1ra, 2da y 3ra posición de ND4 y c-mos). Los círculos azules debajo de las ramas representan los valores de alto...
	9. TABLAS
	Tabla 1. Protocolos para la amplificación de los genes mitocondriales y el gen nuclear, por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).
	Tabla 2. Parámetros estimados para el análisis de máxima verosimilitud e inferencia bayesiana.
	Tabla 3. Comparación de las estrategias alternativas de partición usadas en el análisis de inferencia bayesiana. El valor de factor de bayes en negrillas indica la estrategia de partición favorecida.
	Tabla 4. Estrategias de partición utilizados en el análisis de estimación de tiempos de divergencia, se muestran los valores de tamaño efectivo de la muestra del parámetro prior (ESS Prior). Valores menores a 100 representan la no convergencia de las ...
	Tabla 5. Proporción de caracteres parsimónicos informativos (CPI) y caracteresvariables (CV).
	Tabla 6. Distancias genéticas corregidas (valores superiores) y no corregidas (valores inferiores) del gen mitocondrial 12S entre los siete clados y el grupo externo más cercano (Ptychoglossus).
	Tabla 7. Distancias genéticas corregidas (valores superiores) y no corregidas (valores inferiores) del gen mitocondrial 16S entre los siete clados y el grupo externo más cercano (Ptychoglossus).
	Tabla 8. Distancias genéticas corregidas (valores superiores) y no corregidas (valores inferiores) del gen mitocondrial ND4 entre los siete clados y el grupo externo más cercano (Ptychoglossus).
	Tabla 9. Distancias genéticas corregidas (valores superiores) y no corregidas (valores inferiores) del gen nuclear c-mos entre los siete clados y el grupo externo más cercano (Ptychoglossus).
	Tabla 10. Resultados del análisis de delimitación de especies de cuatro especies de Alopoglossus, a partir de los árboles bayesianos de los genes mitocondriales ribosomales 12S y 16S , y el gen mitocondrial codificante de proteínas ND4.
	10. ANEXOS
	Anexo 1. Nombre de las especies de Alpoglosssus, números de colección y localidades de las muestras de tejido analizadas en el siguiente estudio. Los acrónimos museológicos son: CORBIDI (División de Herpetología, Centro de Ornitología y Biodiversidad,...
	Anexo 2. Nombre de las especies, números de colección y localidades de las secuencias disponibles en Genbank. Los acrónimos museológicos son: INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia, Amazonas, Brasil), KU (University of Kansas), LG (Laborató...
	Anexo 2. Continuación
	Anexo 2. Continuación
	Anexo 2. Continuación
	Anexo 2. Continuación
	Anexo 2. Continuación
	Anexo 2. Continuación

