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1. RESUMEN

El género Riama (Squamatac Gymnophthalmidae) de Ecuador presenta una gran
diversidad de especies con amplia distribucion alo largo de la Cordillera Occidental y
Oriental de los Andes y cadenas montafiosas aisladas (Guacamayo, Cutucu y Céndor).
Andlisis filogenéticos (Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana) basados en tres
genes mitocondriales (12S, 16S y ND4) y un gen nuclear (CMOS) permitieron inferir
las relaciones filogenéticas entre las especies de Riama de Ecuador. Estos andlisis
soportan la presencia de dos super Clados, A y B, en los cuaes las relaciones
filogenéticas estan bastante claras. El Clado A se distribuye en la Cordillera Occidental
y cadenas montafiosas al suroccidente, mientras que el Clado B en la Cordillera Oriental
y Occidental, valles interandinos y |as cadenas montafiosas adjuntas. Los calculos de las
distancias genéticas intraespecificas e interespecificas, en conjunto con los andisis
filogenéticos, sugieren la existencia de ocho posibles especies candidatas en taxones de
amplia distribucion. Finalmente, los indices de Diversidad Filogenética calculados a
partir de un arbol filogenético de genes combinados (ADNmt y ADNn) y
probabilidades de extincion, revelan que Riama vieta y R. vespertina de Loja son las

especies para las cuales se deben emplear mayores esfuerzos de conservacion.

Palabras claves: Andlisis filogenéticos, Distancias genéticas, Ecuador, indices

de Diversidad Filogenética, Riama.



2. ABSTRACT

The genus Riama (Squamata: Gymnophthamidae) in Ecuador has a high
diversity of species widely distributed along the Western and Eastern Cordilleras of the
Andes and isolated mountain chains (Guacamayos, Cutucu and Condor). Phylogenetic
analyses (Maximum Likelihood and Bayesian Inference) based on three mitochondrial
genes (12S, 16S and ND4) and one nuclear gene (CMOS) were used to infer the
phylogenetic relationships among species of Riama of Ecuador. These analyses support
the presence of two major Clades, A and B, in which phylogenetic relationships are
quite clear. Clade A is distributed in the Western Cordillera, while Clade B lies in the
Eastern and Western Cordilleras, Inter-Andean Valleys and isolated mountain ranges.
Calculations of intraspecific and interspecific genetic distances, in conjunction with
phylogenetic analyses, suggest the existence of eight possible candidate species within
widely distributed taxa. Finally, Phylogenetic Diversity Indices measured from the
combined phylogenetic tree (MtDNA and nDNA) and the extinction probabilities show
that Riama vieta and R. vespertina of Loja represent the species for which greater

conservation efforts should be applied.

Keywords. Ecuador, Genetic Distances, Phylogenetic Analysis, Phylogenetic

Diversity Indices, Riama.



3. INTRODUCCION

Los Andes Tropicales son un centro importante de biodiversidad, con un alto
nivel de endemismo y diversidad taxonomica en plantas y vertebrados a nivel mundial
(KUper et al., 2004; Sogjima et al., 2008; Guarnizo et al., 2009; Sedano y Burns, 2010).
Esta region se extiende desde el oeste de Venezuela hasta el norte de Chile y Argentina,
e incluye los Andes del Norte y Andes del Centro (Conservation International, 2007;

Smith et al., 2008).

Eventos geoldgicos y climéticos, como el extenso levantamiento en el Plioceno
temprano—medio y las glaciaciones del Pleistoceno, han promovido la diversificacion de
varios organismos en los Andes del Norte (Guarnizo et al., 2009; Torres—Carvaal,
2009; Hoorn et al., 2010; Sedano y Burns, 2010; Chavez et al., 2011). Por una parte, €l
origen de esta diversidad se debe a la presencia de montafias con gradientes atitudinales
gue proveen de una gran variedad de habitats (Smith et al., 2005; Brumfield y Edwards,
2007; Guarnizo et al., 2009). Por otra parte, las montafias y valles interandinos actdan
como barreras geogréficas que limitan la distribucién y flujo genético (Bernal et al.,

2005; Sedano y Burns, 2010; Chaves et al., 2011).

Asi, en Ecuador, existe una gran variedad de habitats y ecosistemas debido a la
presencia de los Andes, que incluyen la Cordillera Occidental, Cordillera Oriental y la
Cuenca Interandina (Dangles et al., 2009; Duellman, 1979). Por otro lado, cadenas
montafiosas adjuntas y relativamente aisladas como Los Guacamayos, Cutuct y Condor
también han influenciado en gran parte la diversificacion de algunos grupos de
organismos (Cisneros—Heredia y Morales-Mite, 2008). Ademas, la Depresion de

Huacabamba, en e extremo sur de los Andes del Norte, actia como una barrera



geogréfica que impide la dispersion latitudinal de varias especies andinas (Lehr et al.,

2007).

Para poder explicar €l origen de la biodiversidad presente en estas regionesy su
importancia para la conservacion, estudios evolutivos de grupos de amplia distribucion
son necesarios (Sedano y Burns, 2010; Siedchlag et al., 2010). Las filogenias basadas
en secuencias de ADN representan una herramienta prometedora para inferir €l tiempo
de divergencia de los lingjes y reconstruir la historia de biomas muy diversos
(Pellegrino et al., 2011; Siedchlag et al., 2010). Por otra parte, distancias genéticas
basadas en ADN mitocondrial y nuclear son una herramienta Util para identificar la
diversidad dentro de un grupo (e.g., Fouquet et al., 2007; Funk et al., 2011; Geurgas y
Rodrigues, 2010). Asi, tomando en cuenta que las especies son linges de
metapoblaciones desarrolladas independientemente (de Queiroz, 2007), los andlisis
filogenéticos y distancias genéticas son métodos operacionales que proveen de lineas de
evidencia de propiedades biol 6gicas (e.g., incompatibilidad reproductiva, diferenciacion
morfoldgica, especializacion ecoldgica) que permiten definir los limites entre especies

(Padial et al., 2008; Wiens, 2007; de Queiroz, 2007).

Aparte de revelar relaciones evolutivas, las filogenias contienen informacién Util
para definir prioridades de conservacion (Faith, 2008a; Kuntner et al., 2010). Segln
Faith (2008), las longitudes de las ramas de los &boles filogenéticos pueden ser
estimadores de la magnitud relativa del cambio de caracteres en diferentes lingjes; por lo

cua proveen de informacion sobre la historia evolutiva compartida o especifica de cada taxén

(Kuntner et al., 2010). Asi, en base a medidas de biodiversidad, como la diversidad
filogenética y la distincion evolutiva (evolutionary distinctiveness, ED), se puede

cuantificar la historia evolutiva representada por una especie y la pérdida de su historia



S esta especie se extinguiera (Maddison y Mooers, 2007; Faith, 2008a; Kuntner et al.,
2010; May—Collado y Agnarsson, 2011). Ademas, para conocer las especies prioritarias
para la conservacion, se puede calcular medidas como € HEDGE y EDGE, que
consideran la distincion evolutiva y e riesgo de extincién de cada especie (May—
Collado y Agnarsson, 2011). Sin embargo, actuamente en Ecuador hay muy pocos
estudios filogenéticos que revelen la historia evolutiva de grupos diversos, entre ellos
algunos taxones de reptiles (e.g., Torres—Carvagjal, 2007, 2009; Mafla, 2011; Castaiieda

y de Queiroz, 2011).

Las lagartijas andinas del género Riama Gray, son organismos ideales para
estudios evolutivos en los Andes, debido a su amplia distribucion en esta region y
adaptacion a diversos habitats, como paramo, subparamo, bosgue montano, bosque
premontano, bosque humedo y bosque seco que les proveen de una variedad de
ecosistemas que han influido en su gran diversidad (Doan, 2003; Doan y Schargel,
2003; Rivas et al., 2005; Sanchez—Pacheco, 2010 a, b). Hasta la fecha, se han descrito
28 especies de Riama que se extienden alo largo de los Andes del Centro al norte de
Per(, Andes del Norte, Cordillera de la Costa de Venezuela y las Idas Trinidad y

Tobago (Doan y Castoe, 2005; Rivas et al., 2005; Sanchez—Pacheco, 2010a).

Este género se reconoce por la combinacion de los siguientes caracteres:
escamas de la cabeza lisas y sin estriaciones 0 rugosidades; una sola escama
frontonasal; escamas frontoparietales y parietales en pares, escamas prefrontales
ausentes, escamas dorsales cuadrangulares 0 hexagonales, aargadas, lisas, estriadas,
rugosas o quilladas, yuxtapuestas, formando series Unicamente transversales; escamas
ventrales alargadas, lisas, cuadrangulares, yuxtapuestas, formando series longitudinales

y transversales; parpados moviles, el inferior con un disco trandUcido dividido en varias



escamas; aberturas del oido presentes; poros femorales presentes en machos y hembras;
poros preanales presentes o ausentes en machos y hembras; cola cilindrica (Kizirian y
Coloma, 1991; Doan y Castoe, 2005). Actuamente no se conoce de aguna
sinapomorfia morfoldgica de Riama (Doan y Castoe, 2005; Sanchez—Pacheco, 2010b).
La ausencia de escamas prefrontales que se consideraba como un rasgo particular de
este grupo, es un caracter compartido por otros géneros tales como Petracola y algunas
especies de Pholidobolus (Kizirian y Coloma, 1991; Doan, 2003; Doan y Castoe, 2005;
Sanchez—Pacheco, 2010a). Ademas, que hasta la fecha se ha registrado un individuo de

R. stellae con escamas prefrontal es (Sanchez—Pacheco, 2010b).

En los Andes ecuatorianos se han reportado 17 especies de este género: Riama
anatoloros, R. balneator, R. cashcaensis, R. colomaromani, R. crypta, R. hyposticta, R.
labionis, R. meleagris, R. oculata, R. orcesi, R. petrorum, R. raneyi, R. simotera, R.
stigmatorial, R. unicolor, R. vespertinay R. vieta (Kizirian, 1996; Sanchez—Pacheco et
al., 2011) (Figura 1). Todas estas especies, excepto R. hyposticta y R. simotera que
también estan presentes en Colombia, son endémicas de Ecuador (Kizirian, 1996;
Sanchez—Pacheco et al., 2011). La mayoria de las especies tienen distribuciones
restringidas (Figura 2) y ocupan rangos atitudinales estrechos (Doan, 2003; Kizirian,
1996; Maddock et al., 2011a, 2011b; Sanchez—Pacheco et al., 2011). No obstante el
género se encuentra distribuido altitudinalmente a partir de los 777-3400 m (Kizirian,
1996; Doan, 2003; Sanchez—Pacheco et al., 2011). R. anatoloros se encuentra en las
laderas orientales de los Andes del Ecuador, volcan Sumaco y cadenas montariosas de
Cutucu y Condor; R. cashcaensis, R. labionis, R. vieta y R. crypta se encuentran en las
laderas occidentales de los Andes del centro del Ecuador; R. colomaromani, R. oculata
y R. hyposticta se distribuyen en las laderas del occidentales en el norte de Ecuador; R.

meleagrisy R. balneator se encuentran en las laderas orientales de los Andes del centro



Ecuador, especificamente cerca del Volcan Tungurahua, R. orces y R. raneyi se
distribuyen en las laderas de la orientales de los Andes del norte de Ecuador y volcan
Sumaco; R. simotera ocurre en los valles interandinos a norte de Ecuador y sur de
Colombia; R. stigmatorial y R. petrorum ocurren en las laderas orientales de los Andes
al sur del Ecuador; R. unicolor se encuentra en los valles interandinos del norte de
Ecuador y laderas occidentales de los Andes del norte de Ecuador; R. vespertina se
distribuye en las laderas occidentales de los Andes del sur del Ecuador (Figura 2)
(Kizirian,1996; Sanchez—Pacheco et al., 2011). Muchas de estas especies han sido
encontradas bajo rocas, troncos, pastizales, bgjo tierra (Kizirian, 1996) y en plantaciones

(Maddock et al., 2011a).

3.1. ANTECEDENTES

El género Riama (Gymnophthalmidae) fue propuesto por Gray (1858), con R.
unicolor como la especie tipo. Més tarde, Boulenger (1885) lo sinonimizé con

Proctoporus (Doan y Castoe, 2005).

Kizirian (1996) fue e primero en publicar una revision taxondémica de las
especies de Proctoporus en Ecuador, basada en caracteres morfol6gicos. Sin embargo,
Kizirian (1996) reconocié que probablemente subestimé la diversidad de agunas
especies como R. anatoloros, R. hypostictay R. orcesi, debido ala ausencia de material

en ciertas areas geograficas 0 a un tamario pequefio de muestras.

Por otra parte, un estudio basado en caracteres moleculares de la familia
Gymnophthalmidae (Pellegrino et al., 2001) aporté con valiosa informacion sobre su

historia evolutiva, distribucion y ecologia. Su filogenia incluy6 a varias especies de la



mayoria de géneros de la familia, excepto Proctoporus que incluia a varias especies del
actual género Riama, lo cua degjé sin resolver las relaciones evolutivas de este género

con otros integrantes de Gymnophthal midae.

El primer estudio filogenético del género Proctoporus se basd en caracteres
morfolégicos de 27 especies que incluian especies de Proctoporus sensu Kizirian
(1996). En este estudio se concluyd que Proctoporus era monofilético (Doan, 2003). Sin
embargo, un posterior estudio basado en secuencias de ADN (Castoe et al., 2004), que
incluyo varias especies de Riama, demostré que Proctoporus (sensu Kizirian 1996) era
polifilético. En consecuencia, Doan y Castoe (2005), bajo los principios de la taxonomia
filogenética dividieron a Proctoporus sensu lato en tres géneros monofiléticos:
Proctoporus sensu stricto (Pert y Bolivia; Doan et al., 2005), Riama Gray (centro de
Per(l, Ecuador, Colombia, Venezuelay las Idlas Trinidad y Tobago), y Petracola Doan
& Castoe (norte y centro de Pert; Doan y Castoe, 2005; Sanchez—Pacheco, 2010a). Sin
embargo, estos trabajos solo incluyeron a cinco especies del género Riama (R. orcesi, R.
cashcaensis, R. colomaromani, R. simotera y R. unicolor), por lo cual la asignacion del

resto de especies a Riama requiere verificacion.

A mas de los aportes de Kizirian (1996), Castoe et al. (2004) y Doan y Castoe
(2005), no se han realizado estudios moleculares que permitan conocer las relaciones
filogenéticas entre las especies de Riama de Ecuador (Sanchez—Pacheco, 2010a).
Estudios de sistemética molecular podrian revelar la existencia de especies cripticas, 1o

cual ya se ha sugerido (Kizirian, 1996).

En € presente estudio, se pretende inferir las relaciones filogenéticas entre las
especies de Riama de Ecuador, en base a tres genes mitocondriales (12S, 16S, ND4) y

un gen nuclear (CMQOS). Ademas, se calculara las distancias genéticas intraespecificas e



interespecificas corregidas y no corregidas para explorar la existencia de posibles
especies candidatas. Finalmente, se calcularan medidas de prioridades de conservacién

gue permitirian priorizar |os esfuerzos de conservacion.

3.2. OBJETIVOS

e General:

- Inferir las relaciones filogenéticas, variabilidad genética y prioridades de

conservacion en un contexto filogenético para el género Riama en Ecuador.

e Especificos:

Inferir las relaciones filogenéticas entre las especies de Riama de Ecuador en
base a tres genes mitocondriales y un gen nuclear, y varios métodos de

reconstruccion filogenética.

Analizar las distancias genéticas para inferir los limites entre las especies de

Riama.

Evaluar la existencia de posibles especies candidatas.

Determinar prioridades de conservacion en el género Riama a traveés de indices

de diversidad filogenética.
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4. MATERIALESY METODOS

4.1. COLECCION DE MATERIAL

L os especimenes examinados en el presente estudio (Anexo 1) fueron colectados
en los Andes del Ecuador entre los 1000-3400 msnm, en varias localidades citadas por
Kizirian (1996) y otras que presentaban habitats ideales para la ocurrencia de especies
del género Riama (Figura 1y 2). Ademas, se utilizd material del Museo de Zoologia de
la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (QCAZ). Cas todos los especimenes
utilizados en e presente estudio fueron identificados en base a las descripciones
morfol bgicas presentadas por Kizirian (1996) y Sanchez—Pacheco et al. (2011), excepto
el individuo QCAZ9282 e cua fue identificado en base a las secuencias y andlisis

filogenéticos.

Los métodos de muestreo fueron trampas de caida con cercas de desvio y
busquedas en microhabitats preferidos por las diferentes especies, para lo cua se
levantd piedras, troncos u hojarasca y en algunas ocasiones incluso se escavl en
terrenos himedos. Los especimenes colectados fueron preservados en etanol a 75%, y
depositados en el Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador
(QCAZ), bajo & permiso de coleccion N° 001-10 IC-FAU-DNB/MA. Ademés, se
extrgjo tgiido (higado, musculo o cola) que fue conservado en etanol a 95% vy

almacenado en ultracongeladoras a—80°C del QCAZ.
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4.2. ANALISISMOLECULARES

Se obtuvieron secuencias de ADN mitocondrial de los genes de la subunidad 4
de la NADH—deshidrogenasa (ND4), la subunidad pequefia 12S ARNr y la subunidad
grande 16S ARNTr. El gen nuclear secuenciado fue e factor de maduracion del oocito

(CMOS).

Para el grupo interno se secuenciaron 74 especimenes (Anexo 1) de 15 de las 17
especies de Riama reportadas para e Ecuador (R anatoloros, R. balneator, R.
cashcaensis, R. colomaromani, R. crypta, R. labionis, R. meleagris, R. oculata, R.
orcesi, R raneyi, R simotera, R. stigmatorial, R. unicolor, R. vespertina y R. vieta)
(Figura 1). Ademés, se secuenciaron dos especimenes colectados en Santa Lucia de
Nanegal, Pichincha, que presentaban varias diferencias morfol gicas con las diferentes
especies de Riama, por lo cua se los denomind como R. spl. Como grupos externos se
escogieron Pholidobolus montium y Petracola ventrimaculata (Anexo 1),
pertenecientes a la tribu Cercosaurini de la familia Gymnophthalmidae (Castoe et al.,
2004 y Doan y Castoe, 2005). No se obtuvieron muestras de R. hyposticta y R.
petrorum, y para R. raneyi no se obtuvo la secuencia del gen CMOS, a pesar de los

esfuerzos en la amplificacion.

4.2.1. EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIAMIENTO DEL ADN

El ADN gendmico se extrgjo de tejido (higado o musculo) congelado de acuerdo
al protocolo de Precipitacion de Sades (M. Fujita, datos no publicados), con
modificaciones por M.E. Ordofiez (Anexo 2). La amplificacion de ADN se realizo
usando los cebadores ND412931L (Blair et al., 2009) y Leu (Arevalo et al., 1994) 6

ND4F y ND4R (Arevalo et al., 1994) para el gen ND4; 16SL y 16SH (Harris et al.,
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1998) 6 16SF.0 y 16SR.0 (A. S. Whiting) para el gen 16S; 12Say 12Sb (Harris et al.,
1998) para €l gen 12S; y G73y G74 (Saint et al., 1998) para el gen CMOS. Se uso la
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) por medio de una mezcla
(volumen final de 25 pul) que contenia 18.25 pl de dH20, 2.5 pl de Buffer PCR 10X, 1.5
ul de MgCl2 50mM, 0.5 ul de cebador derecha 10uM, 0.5 ul de cebador inversa 10uM
0.5 pl de dNTPs 10mM, 0.25 ul de Taq polimerasay 1-1.5 ul de ADN (concentracion
aproximada de 20-25 ng/ul). Los protocolos utilizados y secuencias de cada cebador se
presentan en las Tablas 1 y 2. Los productos PCR fueron visualizados en geles de
agarosa a 1% (Anexo 3) y tefiidos con SybrSafe (Invitrogen). Los productos de
amplificacion fueron purificados por medio del kit ExoSap—IT (GE Healthcare) para
degradar los cebadores y dNTPs no incorporados. La secuenciacion de los productos se

realiz6 en Macrogen de Selll, Corea.

4.2.2. ENSAMBLAJE, EDICION Y ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE

ADN

El ensamblaje y edicion de las secuencias de ambos cebadores (derechas y
reversas) fueron llevados a cabo por medio del programa Geneious 5.4.6. (Drummond
et al., 2011). En algunos casos, la edicion de incongruencias y el corte de extremos con
mala resolucion se realizaron manualmente. Posteriormente, se obtuvieron las
secuencias consenso para cada taxdn, las cuales fueron alineadas a partir de la
aplicacion MAFFT Multiple Alignment (Katoh et al, 2009) en Geneious. Para
comprobar el correcto alineamiento de las secuencias de los genes ND4 y CMOS se
tradujeron las secuencias a aminoécidos en e programa Mesquite 2.75 (Maddison y

Maddison, 2011). Este paso se realiz6 para evidenciar la ausencia de codones stop, 10s
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cuales muchas veces estan presentes en posiciones incorrectas cuando existe una

incorrecta edicion u aineamiento de las secuencias.

4.3. ANALISISFILOGENETICOS

Los model os de sustitucion para cada gen y para las matrices combinadas (Tabla
3) fueron seleccionados en JModelTest 0.1.1 (Posada, 2008), bajo € Criterio de
Informacion Akaike (AIC). Por otra parte, |as relaciones filogenéticas fueron estimadas
bajo los Criterios de Optimalidad de Méxima Verosimilitud (MV) e Inferencia

Bayesiana (IB) a partir de los diferentes model os de sustitucion.

Para la Inferencia Bayesiana y las busquedas de Maxima Verosimilitud se
emplearon varias edtrategias de particion (Tabla 3). Los andisis de Méaxima
Verosimilitud se realizaron en Garli 2.0 (Zwickl, 2006), bagjo los modelos evolutivos
obtenidos en IModel Test (Tabla 4), permitiendo que € programa estime los parametros
mas adecuados a partir de los datos. Para encontrar la topologia con mayor
verosimilitud se realizaron 50 repeticiones de blusgueda multiple. Ademés, para conocer
el soporte nodal se calcularon los valores de bootstrap no paramétrico con 500
pseudoreplicaciones en Garli, a partir de &boles al azar y una repeticion de busgueda

multiple.

Los Andliss de Inferencia Bayesiana se realizaron en MrBayes 3.2
(Huelsenbeck y Ronquist, 2001; Ronquist y Huelsenbeck, 2003) usando las diferentes
estrategias de particion (Tabla 3). Se usaron cuatro corridas independientes de 5
millones de generaciones y cuatro cadenas de Markov. Los &rboles fueron muestreados

cada 1000 generaciones y se descartaron las 500 primeras muestras (burn—n=25%).
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Para comprobar la convergencia de las cadenas se examinaron los gréficos entre el
logaritmo de verosimilitud y el nimero de generaciones (Torres—Carvaja y de Queiroz,
2009) por medio del programa Tracer 1.5 (Rambaut y Drummond, 2007). Ademés, se
evalud si e promedio de la desviacion estandar de las frecuencias divididas de las dos
cadenas de convergencia se aproximaba a cero y s |os factores potenciales de la escala
de reduccién (PSRF) se aproximaban a uno a medida que las corridas convergian.
Asimismo, se comprobd que e tamarfio efectivo de muestra (ESS) sea mayor a 100, lo
cua indica que un adecuado nimero de muestras independientes fue obtenido en las
muestras post—burnin (Castafieda y de Queiroz, 2011). El arbol final (post—burnin)
elaborado a partir de 18000 arboles muestreados fue visualizado en el programa FigTree

1.3.1. (Rambaut, 2007).

Adicionalmente, usando los Factores Bayes (BF) se escogio la mejor estrategia
de particion de los genes mitocondriales y gen nuclear combinados (Tabla 3). Los
factores bayesianos son un resumen de las pruebas aportadas por los datos en favor de
una teoria cientifica, representada por un modelo estadistico, en contraposicion a otro.
De esta forma, al comparar el modelo ay € modelo b, el factor bayesiano (Bab) es la
proporcion de la verosimilitud marginal del modelo a ala del modelo b, que favorece a
uno de los dos modelos (Kass y Raftery, 1995; Torres—Carvajal et al., 2006; Castarieda

y de Queiroz, 2011).

Para estimar |os factores bayesianos (BF, Bayes Factor), primero se calcularon
en MrBayes 3.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001; Ronquist y Huelsenbeck, 2003) las
medias armonicas de los valores de verosimilitud de los arboles de cada muestra post—
burning con el comando sump. Segundo, a partir de los valores obtenidos de las medias

armonicas se calcularon los BF en el programa Tracer 1.5 (Rambaut y Drummond,
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2007). Finalmente, los valores de BF >10 fueron considerados como alto soporte parala
estrategia con més particiones sobre la estrategia con menos particiones (Kass y
Raftery, 1995). El &rbol resultante de la mejor estrategia de particion fue utilizado para
explicar las relaciones evolutivas a partir de los diferentes andlisis filogenéticos (1B y

MV).

4.4. DISTANCIAS GENETICAS

Para calcular las distancias genéticas corregidas entre las especies de Riama de
Ecuador se utilizaron secuencias de los genes 12S, 16S, ND4 y CMOS. Los céculos de
las distancias genéticas corregidas intraespecificas e interespecificas se realizaron en €l
programa Mega 5 (Tamura et al., 2011), a partir de los modelos de sustitucién de
nucledtidos para cada gen (Tabla 5) obtenidos en el mismo programa. Ademas, en €l
mismo programa se calcularon las distancias genéticas no corregidas intraespecificas e
interespecificas con la opcion p—distance, la cual permite conocer € ndmero de
diferencias de nucledtidos por sitio. El error estdndar se calculé a través de 500

replicaciones de bootstrap, para las distancias genéticas corregidas y no corregidas.

Para calcular las distancias genéticas intraespecificas e interespecificas, las
especies fueron definidas en base a caracteres morfoldgicos propuestos por Kizirian
(1996) y Sanchez—Pacheco (2011). Sin embargo, algunas especies definidas en base a
morfologia parecen ser compleos de especies de acuerdo con los arboles filogenéticos
obtenidos en este estudio. Para evaluar los limites de estas posibles especies candidatas

se compararon con las distancias interespecificas de las especies reconocidas.
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4.5. DIVERSIDAD FILOGENETICA Y PRIORIDADES DE CONSERVACION

Para estimar las medidas filogenéticas de prioridades de conservacion, se utilizd
la filogenia de genes mitocondriales combinados del andlisis de IB, con un solo
individuo por especie y posible especie candidata. Se usd e modulo Tuatara 1.01
(Maddison'y Mooers, 2007) del programa Mesquite 2.75 (Maddison y Maddison, 2011).
Las medidas que se obtuvieron fueron (1) la distincion evolutiva (ED), que mide el
largo de la rama terminal de la especie mas su parte ponderada de la rama ancestral de
la especie (Isaac et al., 2007), (2) la distinciéon evolutiva ponderada por € riesgo de
extincion actual (EDGE); (3) la longitud esperada de la rama terminal (HED), que
considera €l riesgo de extincion de todas las especies para encontrar la longitud
esperada de la rama terminal de las especies focales (Steel et al., 2007); (4) lalongitud
esperada de la rama terminal ponderada por el riesgo actual de extincion (HEDGE)
(Stedl et al., 2007); (5) ladistincion evolutiva de los clados (EDc), que mide la longitud
de laramatermina de la especie més su parte ponderada del clado de la rama ancestral
(Redding y Mooers, 2006); (6) la distincion evolutiva de los clados ponderada por €
riesgo de extincion (EDcGE) (Redding y Mooers, 2006); y (7) las diferencias evolutivas
esperadas de los clados (EXpEDCGE), considera las probabilidades para encontrar la

EDc o0 EDcGE después de alguna extincion (Maddison y Mooers, 2007).

Para obtener las probabilidades de extincién fue necesario informacién sobre el
estado de conservacion de cada especie; por |o cual se utilizo la eval uacion realizada por
Carrillo et al. (2005) de la Lista Roja de los Reptiles del Ecuador. Sin embargo, paralas
posibles especies candidatas se procedi6 a evaluar su estado de conservacién en base a
las categorias y criterios de la Lista Roja de la UICN, version 9.0 (Subcomité de

Normasy Peticiones de la UICN, 2011). Posteriormente, se utilizd el Método Pesimista
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(Mooers et al., 2008) para transformar las categorias de conservacion a probabilidades
de extincion. Este método ha sido considerado como e més redista, dado que asume
gue practicamente todas las especies estén en algun riesgo considerable de extincién, a
diferencia de otros métodos. “Isaac” (Isaac et al., 2007), ‘‘IUCN 50" (IUCN, 2001),
““lUCN 100" (IUCN, 2001) y “‘IUCN 500" (IUCN, 2001) (May—Collado y Agnarsson,

2011).
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5. RESULTADOS

5.1. COLECCION DE MATERIAL

Se obtuvieron 76 secuencias con un maximo de 1971 bases (b) de ADN
mitocondrial y nuclear (matriz alineada) de 74 especimenes (Anexo 1).Las secuencias
mitocondriales constaron de 414 b del gen 12S, 547 b del gen 16S, 623 b del gen ND4;
mientras que la secuencia nuclear fue de 387 b. Las secuencias pertenecen a 16 especies
de Riama presentes en Ecuador (Anexo 1), y a los grupos externos, Pholidobolus
montium y Petracola ventrimaculata. No se obtuvieron secuencias para €l gen CMOS
de laespecie R. raneyi, por lo cua en las matrices combinadas hubo datos faltantes para

esta especie y este gen.

5.2. MODELOSDE EVOLUCION

Basados en € Criterio de Informacion de Akake (AIC) del programa
JModel Test 0.1.1 (Posada, 2008), se escogieron los mejores model os evolutivos paralos
diferentes genes y matrices (Tabla 3). El megor modelo para los genes 12S, 16S, ND4,
matriz ADNmt y matriz ADNmt + ADNn fue TIM2+I+G, para € gen CMOS fue
TPM1uf+G (Tabla 4). Los modelos GTR+I+G, TIM3+I1+G y TIM2+I+G se obtuvieron
para la lera, 2day 3era posicion de los codones del gen ND4 respectivamente; y los
modelos HKY, TPM1uf+l y TPM3uf para la lera, 2day 3era posicion de los codones,

respectivamente, del gen CMOS (Tabla 4).
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5.3. RELACIONESFILOGENETICASY LIMITESDE ESPECIES

Los andlisis de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana para cada gen
mitocondrial revelaron arboles con topologias relativamente congruentes (Figuras 3-8).
Asimismo, a combinar los genes mitocondriales se obtuvieron érboles con similar
topologia paraambos andlisis (IB y MV) (Figuras 9y 10), los cuales fueron congruentes
con las topologias de los arboles de los genes mitocondriales individuales. Pese a que
los érboles filogenéticos del gen nuclear CMOS (Figuras 11 y 12) no tuvieron buena
resolucion, su topologia es congruente con la de los arboles en base a genes

mitocondriales (Figuras 3-10).

Al combinar las matrices de genes mitocondriales y gen nuclear en varias
estrategias de particion (Tabla 3) se obtuvieron arboles con topologias parecidas y con
gran resolucion tanto para los andisis de Méxima Verosimilitud como de Inferencia
Bayesiana. Sin embargo, en base a los célculos de los factores bayesianos se favorecié
la filogenia de la matriz combinada (ADNmt + ADNN) de mayor nimero de particiones
(Tabla 6). Los éarboles filogenéticos de los andlisis de MV e IB (Figuras 13y 14), a
igual que los anteriores arboles (Figuras 3-12), presentan una division basal en dos
grandes Clados, A y B, con ato soporte (BP > 99%, PP = 1) y que a excepciéon de R.

colomaromani, todas las especies forman clados con soportes altos.

El Clado A estdformado por las especies Riama vieta, R. vespertina, R. crypta, y
R. oculata (Figuras 13 y 14), y se encuentra distribuido a lo largo de la Cordillera
Occidental y cadenas montafiosas del suroccidente del Ecuador (Figura 2). En este
clado, € clado de R. vieta presenta un alto soporte (BT = 100, PP = 1), y es € taxén
hermano de las demés especies del Clado A. Ademés esta especie presenta |os valores

mas altos de las distancias genéticas interespecificas para los tres genes mitocondriales
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y gen nuclear (Tablas 11-18). Por otro lado, €l clado de R. vespertina es hermano de los
clados (R. oculata + R. crypta), y presenta los valores mas altos de distancias genéticas
intraespecificas paralos genes 16S (~0.027), ND4 (~0.13) y CMOS (~ 0.008) (Tablas 7,
9y 10). El clado de R. vespertina contiene tres subclados formados por R. vespertina de
Azuay, R. vespertina de El Oroy R. vespertina de Loja, cada uno con alto soporte (BP =
100, PP = 1). Iguamente, los vaores de las distancias interespecificas entre estos
subclados fueron > 0.029 para el gen 16S, > 0.044 para el gen 12S, > 0.143 para el gen
ND4 y > 0.009 para el gen CMOS (Tablas 7-10). Por otra parte, € clado formado por
R. oculata (BP = 100, PP = 1) estd compuesto de dos subclados, R. oculata de Cotopaxi
y R. oculata de Pichincha. Los valores de las distancias intraespecificas dentro de este
clado estuvieron entre las mas altas para €l gen 16S (~0.018) (Tabla 7), mientras que
para el resto de genes no estuvieron entre los més altos (Tablas 8, 9y 10). Las distancias
interespecificas entre estos subclados, para los tres genes mitocondriales fueron > 0.026
parael 16S, > 0.028 parael 12Sy > 0.086 para el ND4. El clado formado por R. crypta
tiene alto soporte (BP = 97, PP = 1), y es taxdon hermano de R. oculata. Este clado
presenta valores de distancias intraespecificas atas para los tres genes mitocondriales y
gen nuclear (Tablas 7-10). Al separar en dos grupos, R. crypta de Pichinchay R. crypta
de Cotopaxi, las distancias interespecificas mostraron valores mayores a los presentados
por especies reconocidas (eg. entre R. ssimotera 'y R. colomaromani) para los tres genes

mitocondriales y gen nuclear (Tablas 12-18).

Sin embargo, en los arboles del gen ND4 (Figuras 7 y 8), se ubica a R. vieta
como taxén hermano de R. vespertina, aungue existe bajo soporte para estarelacion (BP
= 53, PP = 0.58). Ademas, en los &boles del gen 12S, R. crypta de Pichincha esta

relacionado con R. oculata (BP = 61, PP = 0.90) (Figuras 3 y 4), contrario a lo
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observado en los demés arboles (Figuras 5-14) y alo que se muestra en los valores de

distancias interespecificas para este gen (Tablas 13 y 14).

El Clado B esta formado por las especies Riama orcesi, R. balneator, R. raneyi,
R. anatoloros, R. colomaromani, R. simotera, R. stigmatoral, R. meleagris, R. spl, R.
cashcaensis, R. labionisy R. unicolor (Figuras 13 y 14). Este clado esta distribuido en
la Cordillera Occidental y Oriental, valles interandinos y cadenas montafiosas adjuntas
(Los Guacamayos y Condor) (Figura 2). Las especies R. balneator y R. orcesi forman
un clado con ato soporte (BP = 100, PP = 1), que es & taxén hermano del resto de
especies del Clado B. Las demés especies estén agrupadas en dos clados (BP = 98, PP =
1), un clado formado por R. raneyi, R. anatoloros, R. simotera y R. colomaromani, que
es hermano del clado formado R. cashcaensis, R. labionis R. spl, R. stigmatoral, R.
meleagris y R. unicolor. En un primer clado, R. raneyi y R. anatoloros son especies
hermanas con bajo soporte (BP > 50; PP = 0.53), que se agrupan en dos clados cada uno
con ato soporte (BP > 95, PP = 1). R. anatoloros, presenta tres subclados formados por
R. anatoloros de Pastaza, R. anatoloros de Napo y R. anatoloros de Zamora Chinchipe.
Igualmente, los valores de las distancias genéticas son igualmente altos dentro de esta
especie, para los tres genes mitocondriales y gen nuclear (Tablas 7-10). Ademas, a
calcular las distancias interespecificas, estas revelan valores > 0.02 para el gen 16S, >
0.04 para € gen 12S, > 0.12 para el gen ND4 y > 0.003 para € gen CMOS. Por otra
parte, R. simotera y R. colomaromani son especies hermanas con alto soporte (BP =
100, PP = 1). Sin embargo, los valores de las distancias interespecificas para los tres
genes mitocondriales y gen nuclear son los mas bajos presentados entre especies
reconocidas (Tablas 12-18). Las relaciones dentro de R. colomaromani no estan muy
claras, excepto para R. colomaromani del Carchi que forma un subclado con ato

soporte (BP = 100, PP = 1). R. cashcaensis es taxén hermano del clado formado por R.
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labionis, R. spl, R. meleagrisy R. stigmatoral (BP > 50; PP = 1). R. labionisy R. spl
son especies hermanas (BP > 50; PP = 0.73), las cuales se agrupan en dos clados con
alto soporte (BP = 100; PP = 1). R. meleagris y R. stigmatoral son especies hermanas
(BP = 92; PP = 1), que forman dos clados con ato soporte (BP = 100; PP = 1).
Finalmente, el clado de R. unicolor tiene varios subclados formados por R. unicolor de
las estribaciones de Cotopaxi, R. unicolor de las estribaciones de Pichincha y R.
unicolor de los valles interandinos de Pichincha, Imbabura y Carchi. Ademés, los
calculos de las distancias intraespecificas revelaron gque los valores estuvieron entre los
mas altos, para los tres genes mitocondriales y gen nuclear (Tablas 7-10). Igualmente,
las distancias interespecificas mostraron que entre estos clados los valores fueron > 0.01
para el gen 16S, > 0.02, para el gen 12S, > 0.062 para el gen ND4 y de 0-0.003 para €l

gen CMOS.

A pesar de que las relaciones entre R. raneyi, R. anatoloros y las demas especies
de Riama no estan muy claras bajo los andlisis de matrices combinadas (ADNmt y
ADNmMt+ADNN), estas relaciones presentan mayor soporte para los andlisis del gen
ND4 (BP = 65; PP = 0.95) (Figuras 7 y 8). Por otro lado, las relaciones entre R.
cashcaensis, R. labionis, R. sp1, R. meleagrisy R. stigmatoral solo presentan soportes
altos (PP =1) enlos andisis de IB de la matriz combinada de genes mitocondriales y

del gen ND4 (Figuras 7-10).

5.4. INDICES DE DIVERSIDAD FILOGENETICA

La categorizacion de las especies no incluidas en la Lista Roja de los Reptiles
del Ecuador (Carrillo et al., 2001) y posibles especies candidatas se muestran en la

Tabla 19. En algunos casos donde los datos no fueron suficientes para la categorizacion
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se tomo en cuenta su distribucién geografica actual, e estado del habitat e influencia
antropogénica, para dar una categorizacion momentanea hasta que otros estudios sean
realizados y puedan ser mejor evaluadas. Las probabilidades de extincion obtenidas a

partir del Método Pesimista igualmente se presentan en la Tabla 19.

Los valores obtenidos a partir de las medidas ED, EDGE, EDc, EDcGE,
ExpEDcGE, HED y HEDGE se presentan en la Tabla 20. A partir de la medida ED, la
especie con mayor “distincion evolutiva’ fue Riama vieta, seguida por las especies R.
vespertina de Loja, R. vespertina de El Oro, R. balneator, R. vespertina de Azuay, R.
crypta de Cotopaxi, R. orcesi, R. oculata de Pichincha, R anatoloros de Zamora
Chinchipey R. oculata de Cotopaxi. Al ponderar la distincién evolutiva por € riesgo
de extincion, el orden de prioridad cambia para R. vespertina de Azuay, con una menor
prioridad; mientras R. oculata de Cotopaxi esta entre los primeros diez lugares de
prioridad para esta medida. Por otra parte, con las medidas de EDc y EDcGE, las
especies mas prioritarias son R. vieta, R. balneator, R. orcesi, R. vespertina de Azuay y
R. vespertina de Loja (Tabla 20). En € arbol filogenético (Figura 15) se indican por
medio de colores en las ramas terminales, que especies en base a la medida de EDGE
son las mas prioritarias para la conservacion. Las ramas con colores rojo-verde,
evidencian las especies mas prioritarias frente a resto de especies. Seguidas a estas
especies, estan las especies que presentan ramas con diferentes matices de color azul,

los cuales reflgjan valores de EDGE que van desde 0.072 —0.11 (Figura 15).

Asimismo, para la medida del HED las especies prioritarias son las mismas que
para la medida ED, a excepcion de R. anatoloros de Zamora Chinchipe. Para la medida
de EDGE, las cinco especies mas prioritarias son R. vieta, R. vespertina de Loja, R

vespertina de El Oro, R. oculata de Cotopaxi y R. crypta de Cotopaxi (Tabla 20). De
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igual forma, los colores de las ramas terminales indican las especies que son mas
prioritarias, en este caso para la medida HEDGE (Figura 16). Las especies que
presentan ramas con diferentes matices de color azul, los cuaes reflgjan valores de

EDGE que van desde 0.10 —0.15 (Figura 15).
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6. DISCUSION

6.1. RELACIONESFILOGENETICASY LIMITESENTRE ESPECIES

Los andlisis realizados bajo los criterios de optimalidad, Maxima Verosimilitud
e Inferencia Bayesiana, de las regiones de los genes mitocondriales (12S, 16Sy ND4) y
nuclear (CMOS), en diferentes estrategias de particion (ADNmt y ADNmt+ADNnN), son
congruentes con andlisis previos en la familia Gymnophthalmidae (Castoe et al., 2004;
Doan y Castoe, 2005), por lo cual se apoya la monofilia de las especies de Riama del
Ecuador. Sin embargo, solamente una filogenia que incluya especies de Riama de
Colombia y Venezuela y un mayor niumero de taxa del clado Cercosaurini podria
revelar cuaes son realmente las relaciones filogenéticas de Riama en relacion al resto
de cercosaurinos. Por otro lado, las filogenias obtenidas a partir de los andlisisde MV e
IB, muestran una division basal que revela la presencia de dos grandes Clados (A y B),
con buen soporte cada uno (Figuras 3-14). Las relaciones dentro de estos Clados
muestran poca variacion entre los diferentes andlisis filogenéticos como entre genes 'y

estrategias de particion.

La primera filogenia basada en caracteres morfoldgicos (Doan, 2003), que
incluye a varios miembros de Riama, es relativamente congruente con las filogenias del
presente trabajo, ya que ambas presentan dos clados en los cuales se agrupan cas las
mismas especies. Sin embargo, en mis resultados las relaciones en e Clado A no son
tan congruentes con las relaciones de uno de los clados formados en la filogenia
morfolégica. Algunas diferencias son la relacidn entre Riama balneator y R. oculata,
que se muestran como especies hermanas en la filogenia morfol6gica; mientras en el

presente estudio R. oculata es especie hermana de R. crypta (BP =97, PP=1) en €
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Clado A, y R. balneator es especie hermanade R. orcesi (BP =100, PP = 1) en el Clado
B (Figura 13 y 14). Por otra parte, hay una mayor congruencia con el Clado B con las
relaciones del subclado formado por R. simotera y R. colomaromani y € subclado
formado por R. labionis, R. meleagris y R. unicolor, las cuales son muy similares con
las relaciones en @ clado formado en la filogenia morfoldgica. Una explicacion para
algunas diferencias en las relaciones filogenéticas es la presencia de altos niveles de
homoplasia en los caracteres morfoldgicos (Wiens y Etheridge, 2003), a diferencia de
los caracteres moleculares que son més informativos (Torres—Carvgja y de Queiroz,
2009). Otro factor que pudo haber causado diferencias en las relaciones de estas
filogenias, son errores en la identificacion taxondémica de los individuos utilizados en la

filogenia morfol 6gica (Sanchez—Pacheco et al., 2011).

La filogenia molecular presentada por Castoe et al. (2004), que incluyd
solamente a cinco miembros del género Riama, solo evidencié las relaciones de las
especies dentro del Clado B, conforme mis resultados. Por un lado, la filogenia de
Castoe et al. (2004) concuerda con las relaciones entre R. colomaromani y R. simotera
como especies hermanas. Sin embargo, en el presente estudio, las relaciones en R.
colomaromani no estdn muy claras, dado que existe buen soporte solo para un subclado
formado por individuos de la provincia del Carchi, mientras las relaciones del resto de
individuos de Pichincha, Imbabura y Cotopaxi permanecen inciertas. Por otro lado,
Castoe et al. (2004) ubica a R. cashcaensisy R. unicolor dentro de un mismo clado que
es hermano de R. orcesi, lo cual concuerda con mis resultados, pese a que las relaciones
de R. cashcaensis con € resto de especies de este clado no estan muy claras. En los
andlisis de MV de los genes combinados (ADNmt + ADNN), R. cashcaensis es taxén
hermano de R. labionis (BT < 50), mientras que con €l andlisis de IB es & taxon

hermano del clado ((R. labionis, R. spl), (R. meleagris, R. stigmatoral)) (PP = 1).
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A pesar de la construccién de una filogenia bastante completa, en el presente
trabgjo aln estan muy claras algunas relaciones filogenéticas. Las relaciones entre
Riama anatoloros y R. raneyi no presentan buen soporte como especies hermanas
(Figuras 13 y 14). Cuando existe un poco numero de individuos muestreados esto
resulta en filogenias con clados que tienen poco soporte (Padial et al., 2008), por lo cual
es probable que una muestra mas amplia para R. raneyi de Sucumbiosy R. anatoloros
de Zamora Chinchipe, de las cuales se muestreo un solo individuo, permita esclarecer
las relaciones entre estas. Por otra parte, las relaciones de R. hyposticta y R. petrorum
aln son inciertas, por lo cual su inclusién en posteriores trabajos filogenéticos es
necesaria, ya que puede proveer de mayor informacion sobre las relaciones evolutivas y
origen del género Riama. Es probable que estas especies estén mas relacionadas con los
miembros del Clado A, como se evidencia en la filogenia de Doan (2003); ademés,
anteriormente R. hyposticta ya ha sido relacionada con R. crypta en base a ciertas

caracteristicas que presentan sus hemipenes (Sanchez—Pacheco et al., 2011).

Los arboles del gen nuclear presentan |os més bajos soportes para ambos clados,
lo cual igualmente se comprueba en los calculos de distancias genéticas, con los valores
mas bagos tanto para las distancias intraespecificas (0-0.008) como para las
interespecificas (0-0.05). El gen nuclear CMOS ha sido considerado ideal para revelar
las relaciones filogenéticas de grandes grupos como la familia Gymnophthalmidae
(Pellegrino et al., 2001; Castoe et al., 2004), debido a su tiempo de divergencia (Saint et
al., 1998) y porque provee de buen soporte a nodos basales, |o cua se ha evidenciado en
el presente trabgjo. Sin embargo, las relaciones entre especies en €l clado B no tienen
buena resolucion, como también se ha evidenciado en Pholidobolus, donde este gen
tiene poca variacion y resulta en filogenias con mala resolucion (Mafla, 2011). Asi, a

pesar de las sugerencias del uso de genes nucleares para corroborar y delimitar especies,



28

debido a su mayor tiempo de coal escencia frente a los genes mitocondriales (Geurgas y
Rodrigues, 2010; Oliver et al., 2009), CMOS no aporté con suficiente informacion

respecto ala divergencia genética dentro del clado Riama.

Las filogenias en conjunto con las distancias genéticas proveen de lineas de
evidencia para apoyar la existencia de posibles especies candidatas; por lo cua es
relevante su comparacion en especies con amplia distribucion o con poblaciones
aisladas (Geurgas y Rodrigues, 2010; Bickford et al., 2007; Fouquet et al., 2007;
Vargas—Ramirez et al., 2010; Funk et al., 2011). Por un lado, dentro del Clado A, la
formacion de tres subclados y los altos valores de distancias intraespecificas para los
genes mitocondriales y nuclear (Tablas 7-10), sugieren la existencia de posibles
especies candidatas en Riama vespertina. Ademés las distancias interespecificas revelan
que entre estos subclados los valores son significativamente altos para los genes
mitocondriales y gen nuclear, siendo mayores a los presentados por especies
consideradas diferentes (Tablas 11-18). De esta forma, se sugiere que las posibles
especies candidatas corresponderian a las poblaciones de Azuay y ElI Oro, mientras las
poblaciones de Loja permaneceria como R. vespertina, debido a que es lalocalidad tipo
de esta especie. De igual forma, en R. oculata la presencia de dos sublclados y los altos
valores en las distancias genéticas (intraespecifica e interespecifica) (Tablas 7-10)
sugieren la existencia de una posible especie candidata. Asi, 1a poblacion mas cercana a
lalocalidad tipo (Imbabura) en Pichincha corresponderia probablemente a R. oculata, y
los individuos de las estribaciones de Cotopaxi corresponderian a la posible especie
candidata. Por otra parte, € pequefio tamafio de muestra de R. crypta de Pichincha, no
permite conocer claramente sus relaciones filogenéticas, aunque las distancias
intraespecificas (Tablas 7-10) revelan una gran divergencia genética con las

poblaciones de Cotopaxi. Sin embargo, es posible que los altos valores de divergencia
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se deban a que probablemente las poblaciones de Pichincha estén hibridizandose con
especies de R. oculata en zonas de simpatria, lo cua se revela en los arboles resultantes
de los andlisis del gen 12S (Figuras 3 y 4), mas no en las distancias interespecificas
calculadas entre R. crypta de Pichinchay R. oculata (de Pichinchay Cotopaxi) (Tablas

13y 14).

En e Clado B, las relaciones entre R. colomaromani y R. ssimotera estén claras
en los arboles filogenéticos, presentandose como especies hermanas, 1o cual concuerda
con €l hecho de ser descritas como especies diferentes en base a sus caracteres
morfolégicos (Kizirian, 1996). Sin embargo, en las distancias genéticas interespecificas
muestran los valores més bajos para |os tres genes mitocondriales y € gen nuclear, los
cuales son menores a los presentados entre posibles especies candidatas y entre especies
reconocidas. La presencia de bajos valores en las distancias genéticas en algunos casos
es e resultado de una divergencia morfologica muy reciente, con baos niveles de
divergencia genética entre estas especies hermanas (Padia et al., 2008); por lo cua
diferencias entre estos andlisis no implica que estas sean especies diferentes; por lo cua
esto solo podria ser comprobado con un mejor estudio morfologico y ecologico de

ambas especies.

Por otro lado, la presencia de tres subclados en Riama anatoloros y los atos
valores de distancias genéticas (Tablas 7—18) sugieren que esta especie es posiblemente
un complegjo de especies, 1o cua ya habia mencionado Kizirian (1996) en base a
caracteres morfoldgicos. Sin embargo, a igua que en Kizirian (1996), la fata de
muestreo en las diferentes cadenas montafiosas donde ha sido registrada esta especie, no
permite concluir cuantas posibles especies candidatas realmente existen. Ademéas hay

gue tomar en cuenta que no se incluyeron muestras de Morona Santiago en el presente
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trabajo, localidad en la cua también se han registrado individuos con varias diferencias
morfologicas (Kizirian, 1996). Por ahora solo se ha evidenciado que en R. anatoloros
los individuos de Napo, de Pastazay de Zamora Chinchipe son probablemente especies
candidatas, en base a lo observado en los arboles filogenéticos (Figuras 13y 14) y en

los valores de distancias interespecificas (Tablas 7-18).

Otro posible compleg o de especies se observa en Riama unicolor, mostrando tres
subclados bien soportados en las filogenias, aunque las distancias genéticas
intraespecificas no son tan atas como en R. anatoloros. Los tres subclados
corresponden a diferentes poblaciones localizadas en las estribaciones de Pichincha,
estribaciones de Cotopaxi y en los valles interandinos de Pichincha, Imbaburay Carchi.
En esta especie es dificil concluir cudl de las tres poblaciones perteneceria a R. unicolor
y cuales serian las posibles especies candidatas, dado que los datos de su localidad tipo
(Guayaquil) son erréneos. Segun Kizirian (1996), a pesar de existir una variacion en €l
nimero de escamas de los supraoculares, esta no esta relacionada con su distribucion
geogréfica. Sin embargo, a partir de la evidencia provista por mi estudio se podria
sugerir que su amplia distribucion si ha influenciado en su divergencia. La adaptacion a
los diferentes habitats presentes en los bosques nublados de las estribaciones
occidentales y los bosgues interandinos y subparamo de los vales interandinos
probablemente han influenciado en la divergencia de estas poblaciones. Debido a esto,
las poblaciones pueden divergir genéticamente a la vez que van adaptandose a habitats

diferentes (Adams et al., 2009; Smith y Grether, 2008).

La existencia de posibles especies nuevas de Riama en Ecuador es de gran
relevancia para la conservacién de la biodiversidad. Es importante que estudios

moleculares en conjunto con estudios de distribucion, ecologia y morfologia,
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corroboren la existencia de las posibles especies nuevas (Geurgas y Rodrigues, 2010;
Bickford et al., 2007; Fouquet et al., 2007; Vargas—Ramirez et al., 2010; Funk et al.,
2011), las cuales muchas veces debido a su distribucion restringida podrian encontrarse

en peligro de extincion (Bickford et al., 2007).

Por otro lado, a pesar de la informacion inferida a partir de este trabajo y la
revision taxondémica de Proctoporus sensu lato, aln son cuestionables las relaciones
evolutivas de Riama de los Andes del Norte, Riama laudahnae, Proctoporus s.s. y
Petracola. Ademas, aln es cuestionable si R. laudahnae realmente pertenece a Riama,
ya que esté separada del resto de especies por una gran barrera geografica, la Depresion
de Huancabamba. No obstante, segin Doan y Castoe (2005) sus caracteres
morfol 6gicos la ubican dentro de Riama, y no en Petracola o Proctoporus s. s. que se

encuentran a sur de la Depresion de Huancabamba.

6.2. BIOGEOGRAFIA

El estudio llevado a cabo evidencia que la compleja historia de los Andes del
Norte (Simpson, 1975; Simpson, 1979; Duellman, 1979; Hoorn y Wesselingh, 2010), ha
influenciado el origen de la gran diversidad de las lagartijas del género Riama de
Ecuador. En primer lugar, se puede notar como e Clado A se encuentra solamente
distribuido en la Cordillera Occidental y cadenas montafiosas del suroccidente del
Ecuador, mientras € Clado B tiene una distribucion mucho més amplia, en las
Cordilleras Occidental y Oriental, valles interandinos y cadenas montafiosas de Los
Guacamayos, Cutucu y Coéndor. Estos dos clados son simpétricos en la Cordillera

Occidental, especiamente en Cotopaxi, donde se registra el mayor nimero de especies



32

(R. vieta, R oculata, R. crypta, R. labionis y R. unicolor) en una misma localidad

(Anexo 1).

Al noroccidente del Ecuador, R. unicolor y R. colomaromani, presentan una
amplia distribucién en la Cordillera Occidental y valles interandinos, atravesando €l
valle del Rio Chota, lo cual sugeriria que este valle no es una barrera geografica para
Riama, contrario a lo observado en algunos organismos (eg., ranas, Paez—M 0scoso,
2010; lagartijas, Mafla, 2011; escarabajos, Moret, 2005). Por otro lado, la amplia
distribucion de R. unicolor en las estribaciones de la Cordillera Occidental y en los
valles interandinos pudo haber influenciado en su divergencia genética, como se
observa en la formacion de tres subclados bien diferenciados en las filogenias (Figuras
13y 14). Lo contrario sucede en R. colomaromani, que a pesar de presentar una amplia
distribucion en las estriaciones de la Cordillera Occidental, no presenta una clara

divergencia genética entre poblaciones (ver seccion 6.1).

Hacia el sur del Ecuador, €l nudo de Cajas considerado como ultimo eslabdn de
la Cordillera Occidental, presenta un gran endemismo para algunos organismos (Moret,
2005; Mafla, 2011), aunque en esta &rea no es muy conocida la diversidad de Riama. El
limite sur de la Cordillera Occidental es el valle del Rio Jubones, a partir del cual la
cordillera es reemplazada por un rango de nudos y cimas de mas de 4000 m de altura,
que van de norte a sur o de noreste a sureste, y estén relacionadas con la Depresion de
Huancabamba (Neil, 1999; Lynch y Duellman, 1997). En esta region, es probable que el
vale del Rio Jubones ha jugado un importante rol en la diversificacién de Riama, a
presentarse como una barrera que haimpedido el flujo genético entre poblaciones, como
en Pholidobolus (Mafla, 2011) y probablemente en R. vespertina. Igualmente, es

probable gque este valle haya sido una barrera para la dispersion de otras especies del
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Clado B, como R. cashcaensis. Por otro lado, la presencia dd gran valle de la Depresion
de Huancabamba, ha sido una gran barrera que separa a Proctoporus y Petracola de

Riama del Ecuador.

A diferencia de la Cordillera Occidental, la Cordillera Oriental presenta un rango
montafioso mas continuo, que va desde € nudo de Pasto hasta la depresion de
Huancabamba, a excepcion de algunas interrupciones como €l vale del Rio Pastaza
(Duellman, 1979). En esta cordillera, Riama balneator y R. meleagris a pesar de estar
en parapatria no estédn cercanamente relacionadas, lo que sugeriria que cada una
colonizo esta érea por migraciones de diferentes poblaciones que se han diferenciando
independientemente y en habitats diferentes. Un similar caso se daentre R. orcesi y R.
raneyi que no son especies hermanas, pero se encuentran en simpatria. Por otro lado, R.
stigmatoral anteriormente solo registrada para la parte sureste de la Cordillera Oriental,
se ha encontrado también al otro lado en e valle interandino. La distribucion de esta
especie se puede deber a que en este tramo sur la Cordillera Oriental es relativamente

baja (< 3700m) (Moret, 2005).

Desde las estribaciones de la Cordillera Oriental se originan las cadenas
montafiosas de Los Guacamayos, Cutuct y Coéndor (Duellman, 1979), las cuaes
presentan un habitat de tierras altas ideal parala ocurrencia de Riama. En estaregion, R.
anatoloros se encuentra ampliamente distribuida, lo cua ha influenciado en su
divergencia genética (Figuras 13 y 14) y morfolégica (Kizirian, 1996). Asi, la mayor
influencia para la divergencia entre poblaciones de R. anatoloros ha estado influenciada
tanto por el vale del Rio Pastaza, como se ha evidenciado en algunos anfibios (Garcia,

2010; Paez—Moscoso, 2010), como por la gran variacion montafiosa de esta region.



La distribucién altitudinal (1200-3400m) y geogréfica de Riama del Ecuador es
mas amplia que la de otros taxa hermanos, como Pholidobolus que es exclusivamente
andino y se distribuye de 18004000 m (Mafla, 2011). Finalmente, la propuesta de
Doan (2003) de una distribucién Sur—Norte conforme se fueron elevando los Andes no
explica completamente su influencia en la diversidad de Riama. En Riama €l patron de
distribucion es mas variado en las Cordilleras del Ecuador y no solo en esta direccion.
Ademas, la elevacion de las cordilleras no fue simultanea, primero empez6 a elevarse la
Cordillera Oriental y posteriormente la Cordillera Occidental, cada una con procesos de
mayor elevacion en periodos diferentes (Simpson 1975; Duellman, 1979). Asimismo,
hay que tomar en cuenta que las fluctuaciones climéticas en los periodos glaciales e
interglaciales del Pleistoceno, han producido eventos repetitivos de expansion y
compresion de varios habitats (Simpson, 1975; Duellman, 1979; Hughes y Eastwood,
2006; Koscinski et al., 2008), lo cual ha influido también en la especiacion de otros

organismos (Torres-Carvaal, 2009).

6.3. PRIORIDADES DE CONSERVACION

A partir de un &rbol filogenético se puede conocer la magnitud de la pérdida de
una especie y de su historia evolutiva s esta llegase a extinguirse (Faith, 2008a).
Especies que tienen altos valores para la medida ED presentan acumulacion de
caracteristicas que las hacen distintivas entre otras especies, como es el caso de Riama
vieta, R. vespertina de Loja, R. vespertina de El Oro, R. balneator y R. vespertina de
Azuay. Por otra parte, el ED a tomar en cuenta el largo de la rama compartida con su
especie hermanay ponderada por las probabilidades de extincion, coloca a las mismas

cinco primeras especies como prioritarias, a excepcion de R. crypta de Cotopaxi que
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esta en lugar de R. vespertina de Azuay. Este cambio se debe a que R. crypta de

Cotopaxi presenta un mayor riesgo de extincion adiferencia de R. vespertina de Azuay.

La ventaja de medidas de diversidad filogenética como el HED es que esta toma
en cuenta tanto su riesgo de extincion como € de sus especies hermanas mas cercanas
(Stedl et al., 2007). De esta forma, las especies mas prioritarias no solo serian aquellas
gue conservan una larga historia evolutiva, sino aquellas que tienen un alto riesgo de
extincion. En los resultados obtenidos, R, vieta, R. vespertina de Loja, R. vespertina de
El Oro, R. vespertina de Azuay y R. crypta de Cotopaxi son consideradas como las méas
prioritarias, lo cual esta influido especialmente por sus riesgos de extincion (Tabla 19).
Es probable que los resultados obtenidos cambien s una nueva revision de las
categorias de riesgo de extincion se lleva a cabo, dado que en este trabajo, muchas de
estas no han sido evaluadas con muy poca informacion geografica méas no ecologica.
Asi, medidas como el HEDGE que son sensibles a los cambios de probabilidades de
extincion (Mooers et al., 2007), revelarian cambios en las especies prioritarias para la
conservacion. Ademas, esta medida (HEDGE) provee también informacion de las
especies que serian prioritarias se viesen amenazadas por una extincion. En los célculos
realizados con esta medida se reflgja que las especies prioritarias para HED son
igualmente prioritarias para HEDGE. De esta forma, estas especies deberian ser
tomadas en cuenta como prioritarias para la conservacion dada su larga historia
evolutivay riesgo de extincion; por lo cual protegerlas representaria una ganancia para

ladiversidad (Mooers et al., 2007).

Por otro lado, es notorio que la mayoria de las especies que se encuentran como
las maés prioritarias estan dentro del Clado A, a excepcion del R. balneator del Clado B.

Una causa de esto puede deberse a que estas medidas toman en cuenta el largo terminal
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de la rama de |la especie evaluada mas la porcién equitativa de la rama compartida con
su especie hermana; por lo cual al presentarse las ramas mas largas en €l Clado A estas
presentan |os mayores valores. En los arboles (Figuras 15 y 16) se puede notar que las
especies con las ramas terminales mas largas son las del Clado A, incluyendo a clado
formado por R. balneator y R. orcesi del Clado B. En € Clado A, estdn R. vietay R.
vespertina de Loja que son consideradas como las mas prioritarias para la conservacion
en Riama del Ecuador. Al encontrarse R. vieta distribuida en un area protegida, como la
Reserva del Bosque Integral Otonga, le provee de una gran ventga que aporta a su
conservacion. Sin embargo, es probable que también se distribuya més hacia e sur
donde muchas areas no estan protegidas y existe gran actividad antropogénica que
afectaria su estado de conservacion. Por otra parte, R. vespertina de Loja se encuentra
distribuida en pocas areas protegidas (e.g., Parque Nacional Cgjas, Parque Nacional
Podocarpus y probablemente Parque Nacional Y acuri) y gran parte de su distribucion se
encuentra en zonas de gran deforestacion, producto de actividades agricolas vy

explotacion minera.

En el Clado B se puede notar que las especies més prioritarias son R. balneator,
R. orcesi, los miembros del probable complgjo R. anatoloros y R. spl. Por un lado, R.
balneator se ve afectada por e proceso de erupcion del volcan Tungurahua e cua
probablemente afecte significativamente a sus poblaciones. Mientras, R. orces se
encuentra distribuida en el Parque Nacional Sumaco y Reserva Ecolégica Antisana, 10
cual apoya significativamente a su conservacion. El complgjo de R. anatoloros, se
encuentra ampliamente distribuido especiamente en zonas protegidas como la Reserva
de Biosfera Sumaco, pero debido a su gran distribucion aln se desconoce verdadera
diversidad dentro del complejo, lo cual podria tener efectos en sus prioridades de

conservacion. Iguamente, en €l caso de R. spl es necesario su pronta descripcion, no



37

solo por ser considerada prioritaria para la conservaciéon en base a estas medidas, sino
también porque es una especie extrafia en las estribaciones de la Cordillera Occidental,

lo cual se ha demostrado por sucesivas busquedas en lugares cercanos a esta region.

En consecuencia es necesario que las areas donde se encuentran presentes las
especies prioritarias para la conservacion, sean tomadas en cuenta para la creacion de
reservas 0 bosgues protectores, donde como ya se ha revelado en el presente trabgjo,

existe gran diversidad que podria estar amenazada.

6.4. CONCLUSIONES

El género Riama es un grupo monofilético en base a los andlisis realizados,
aunque esto debe corroborarse con andlisis filogenéticos que incluyan un muestreo
taxondémico de Cercosaurini mas amplio. En Ecuador las especies de Riama estén
distribuidas alo largo de los Andes y cadenas montafiosas adjuntas, con la presencia de
dos grandes Clados (A y B) bien soportados. El Clado A se encuentra distribuido solo
en la Cordillera Occidental y cadenas montafiosas a suroccidente del Ecuador; mientras
gue € Clado B ocupa la Cordillera Occidental y Oriental, vales interandinos y las

cadenas montafiosas aisladas (Guacamayos, Cutucl y Condor).

La existencia de posibles especies candidatas para el Ecuador es de gran interés
para la conservacion de la biodiversidad, dado que aumentaria el nimero de especies
endémicas. Por tal motivo es necesaria una extensiva revision morfol6gica, ecologicay
de distribucidn de Riama vespertina, R. oculata, R. crypta, R. anatolorosy R. unicolor,

que permitan revelar si dentro de estas existen especies cripticas.
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Deigual manera, las medidas de Prioridad de Conservacion apoyan que especies
como R. vieta y R. vespertina de Loja deben ser consideradas de gran interés para la

conservacion, no solo por su riesgo de extincion sino por su historia evolutiva.
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Figura 1. Especies de Riama de Ecuador. En paréntesis se reconoce el autor delafotoy
la provincia de origen del individuo. A. R. anatoloros (Eduardo Toral, Napo). B. R.
balneator (Omar Torres-Carvagjal, Tungurahua). C. R. cashcaensis (Luis A. Coloma,
Bolivar). D. R. colomaromani (Luis A. Coloma, Carchi). E. R. crypta (Luis A. Coloma,
Cotopaxi). F. R. labionis (Luis A. Coloma, Cotopaxi). G. R. meleagris (Omar Torres-
Carvgal, Tungurahua). H. R. oculata (Omar Torres-Carvajal, Pichincha).
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Figura 1. Continuacién. |. Riama oculata (Luis A. Coloma, Cotopaxi). J. R. orces
(Omar Torres-Carvagjal, Napo). K. R. raneyi (Luis A. Coloma, Sucumbios). L. R.
stigmatoral (Luis A. Coloma, Tungurahua). M. R. simotera (Omar Torres-Carvajal,
Carchi). N. R. spl (Lucas Bustamante, Pichincha). O. R. unicolor (Luis A. Coloma,
Cotopaxi). P. R. unicolor (Luis A. Coloma, Pichincha).



Figura 1. Continuacion. Q. Riama vespertina (Silvia Aldés-Alarcon, Loja). R. R
vespertina (Omar Torres-Carvajal, Azuay). S. R. vieta (Luis A. Coloma, Cotopaxi).
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Figura 2. Mapa de Distribucion de las localidades de coleccion de las especies de
Riama utilizadas en los andlisis del presente trabgjo. A. Distribucién de las especies
muestreadas del Clado A. B. Distribucién de las especies muestreadas del Clado B.
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Figura 3. Arbol filogenético del andlisis de Méxima Verosimilitud del gen 12S. Las
letras A y B indican las raices de los dos grandes Clados. Se muestran los valores de
bootstrap sobre las ramas, e nimero de coleccion QCAZ para cada individuo y €
nombre de la localidad de coleccion. Junto a cada clado se indica e nombre de la
especie con barras verticales. La lineay el valor abagjo indican las substituciones por

sitio.



QCAZ4317 Petracola

QCAZ8056 Pholidobolus

1~ QCAZ10456 Naranjito I : :
L QCAZ5287 Naranijito Riama vieta

! [——————QCAZ9607Girn
QCAZ9667 San Antonio
1

QCAZ9649 EI Panecillo

QCAZ9650 El Panecillo
QCAZ10286 Guachaurco
QCAZ10306 Guachaurco
QCAZ10311 Guachaurco

1 - QCAZ10455 Naranjito

QCAZ6154 Rio Pilald

1 QCAZ6155 Rio Pilald

0.89

I 0.98 [

1 QCAZ11101 San Antonio de Puntzan
1 QCAZ11099 San Antonio de Puntzan

QCAZ9035 P. N. Sumaco

QCAZ9036 P. N. Sumaco
QCAZ10569 R. E. Antisana
QCAZ10570 R. E. Antisana

0.97

! QCAZ9201 Santa Rosa

QCAZ9203 Santa Rosa

QCAZ9169 Las Orquideas

QCAZ9957 Ingard

QCAZ9987 San Rafael
QCAZ10503 Calacali

1 QCAZ9224 Intag

QCAZ11058 Sigchos

, QCAZ11020 El Frailejon 3 3

95 —E QCAZ4120 El Angel Riama simotera

QCAZ11019 El Frailejon

096 [ QCAZ8753 Moran i
_LLQCAZ4250 Tulcan I Kla 1 colon
QCAZ8752 Moran

Riama anatoloros

0.79 QCAZ10090 Sucumbios
_E'_— QCAZ9033 P. N. Sumaco
QCAZ9034 P. N. Sumaco

1 EQCAZ10822 Nanegal | ;.
QCAZ10827 Nanegalf|f = "

Riama raneyi

0.97

QCAZ9840 Mucubi
QCAZ9846 El Triunfo
QCAZ9845 El Triunfo
QCAZ9841 Mucubi
QCAZ9842 Mucubi

1 QCAZ10504 Calacali
—EQCAZ1 0673 Nanegal
QCAZ10675 Nanegal

1 1 QCAZ5475 Naranijito
4E QCAZ10422 Naranjito
QCAZ10459 Naranjito
QCAZ9689 La Esperanza
QCAZ9464 Cotacachi
QCAZ9662 Tulcan
QCAZ9663 Tulcan
QCAZ8411 Tumbabiro
QCAZ8409 Tumbabiro
QCAZ8405 Intag
QCAZ8800 Quito
QCAZ8407 Intag
QCAZ9664 Huaca
QCAZ9684 Cotacachi
QCAZ9681 Cotacachi
QCAZ9682 Cotacachi

0.99

0.2

57

Riama vespertina

Riama crypta

QCAZ6397 La Victoria
—09'7 1_— QCAZ10410 Naranjito
1 [ I: QCAZ5474 Naranjito

QCAZ10668 Nanegal
QCAZ10676 Nanegal

I Riama balneator

! QCAZ10411 Naranjito - & sl
093 QCAZ10412 Naranjito I Riama labionis
QCAZ10686 La Moyal Piar chraancic
QCAZ10754 La Moya ik i
095 QCAZ7374 Mazar
_‘—_]L(ECAZ”MZ San Vicente | Riama stigmatoral
QCAZ11415 San Vicente
! QCAZ9946 Biblian

Riama unicolor

Figura 4. Filograma de consenso del andlisis de Inferencia Bayesiana del gen 12S. Las
letras A y B indican las raices de los dos grandes Clados. Se muestran los valores de
probabilidad posterior sobre las ramas, e numero de coleccion QCAZ para cada
individuo y € nombre de la localidad de coleccién. Junto a cada clado se indica el
nombre de la especie con barras verticales. La linea y el valor abgjo indican las
substituciones por sitio.



58

Figura 5. Arbol filogenético del andlisis de Méxima Verosimilitud del gen 16S. Las
letras A y B indican las raices de los dos grandes Clados. Se muestran los valores de
bootstrap sobre las ramas, € nimero de coleccion QCAZ para cada individuo y €
nombre de la localidad de coleccion. Junto a cada clado se indica e nombre de la
especie con barras verticales. La lineay el valor abagjo indican las substituciones por

sitio.
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Figura 6. Filograma de consenso del anadlisis de Inferencia Bayesiana del gen 16S. Las
letras A y B indican las raices de los dos grandes Clados. Se muestran los valores de
probabilidad posterior sobre las ramas, e nimero de coleccion QCAZ para cada
individuo y € nombre de la localidad de coleccién. Junto a cada clado se indica €l
nombre de la especie con barras verticales. La linea y e vaor abgjo indican las
substituciones por sitio.
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Figura 7. Arbol filogenético del andlisis de Méxima Verosimilitud del gen ND4. Las
letras A y B indican las raices de los dos grandes Clados. Se muestran los valores de
bootstrap sobre las ramas, € nimero de coleccion QCAZ para cada individuo y €
nombre de la localidad de coleccion. Junto a cada clado se indica e nombre de la
especie con barras verticales. La lineay el valor abgjo indican las substituciones por
sitio.
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Figura 8. Filograma de consenso del andlisis de Inferencia Bayesiana del gen ND4. Las
letras A y B indican las raices de los dos grandes Clados. Se muestran los valores de
probabilidad posterior sobre las ramas, e nuimero de coleccion QCAZ para cada
individuo y el nombre de la localidad de coleccién. Junto a cada clado se indica €l
nombre de la especie con barras verticales. La linea y e valor abajo indican las
substituciones por sitio.
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Figura 9. Arbol filogenético del andisis de Méxima Verosimilitud de la matriz
combinada ADNmt. Las letras A y B indican las raices de los dos grandes Clados. Se
muestran los valores de bootstrap sobre las ramas, € nimero de coleccion QCAZ para
cadaindividuo y € nombre de lalocalidad de coleccién. Junto a cada clado se indica el
nombre de la especie con barras verticales. La linea y e valor abgjo indican las
substituciones por sitio.



63

Figura 10. Filograma de consenso del andlisis de Inferencia Bayesiana de |la matriz
combinada ADNmt. Las letras A y B indican las raices de los dos grandes Clados. Se
muestran los valores de probabilidad posterior sobre las ramas, €l nimero de coleccion
QCAZ para cadaindividuo y el nombre de la localidad de coleccion. Junto a cada clado
se indica el nombre de la especie con barras verticales. Lalineay el valor abgjo indican
las substituciones por sitio.



Figura 11. Arbol filogenético del andlisis de Méxima Verosimilitud del gen CMOS.
Las letras A y B indican las raices de los dos grandes Clados. Se muestran los valores
de bootstrap sobre las ramas, € nimero de coleccion QCAZ para cada individuo y €l
nombre de la localidad de coleccion. Junto a cada clado se indica e nombre de la
especie con barras verticales. La linea'y el valor abgjo indican las substituciones por
sitio.
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Figura 12. Filograma de consenso del andlisis de Inferencia Bayesiana del gen CMOS.
Las letras A y B indican las raices de los dos grandes Clados. Se muestran los valores
de probabilidad posterior sobre las ramas, € nimero de coleccion QCAZ para cada
individuo y € nombre de la localidad de coleccién. Junto a cada clado se indica el
nombre de la especie con barras verticales. La linea y el valor abgjo indican las
substituciones por sitio.
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Figura 13. Arbol filogenético del andisis de Maxima Verosimilitud de la matriz
combinada ADNmt+ADNnN (ocho particiones). Las letras A y B indican las raices de los
dos grandes Clados. Se muestran los valores de bootstrap sobre las ramas, el nimero de
coleccion QCAZ para cada individuo y el nombre de la localidad de coleccion. Junto a
cada clado se indica el nombre de la especie con barras verticales. Lalineay e valor
abajo indican las substituciones por sitio.
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Figura 14. Filograma de consenso del andlisis de Inferencia Bayesiana de la matriz
combinada ADNmt+ADNnR (ocho particiones). Lasletras A y B indican las raices de los
dos grandes Clados. Se muestran los valores de probabilidad posterior sobre las ramas,
el nimero de coleccion QCAZ para cada individuo y € nombre de la localidad de
coleccion. Junto a cada clado se indica el nombre de la especie con barras verticales. La
lineay €l valor abgjo indican las substituciones por sitio.
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Figura 15. Arboles filogenéticos y Prioridades de conservacion, ED y EDGE. Se
muestran las prioridades de conservacion basadas en los célculos del indice de la
distincién evolutiva (ED) ponderada por € riesgo de extincion actua (EDGE). La
leyenda indica que cada color representa un rango de prioridad de conservacion, por o
cual colores de rojo—verde muestran las especies més prioritarias para la conservacion.
En las ramas terminales, los nimeros después de la especie indica la localidad de la
posible especie candidata, en R. anatoloros, 1 = Napo, 2 = Pastaza, 3 = Zamora
Chinchipe; en R. crypta, 1 = Cotopaxi, 2 = Pichincha; en R. oculata, 1 = Cotopaxi, 2 =
Pichincha; en R. unicolor, 1 = Pichincha, 2 = Cotopaxi, 3 = valles interandinos; en R.
vespertina, 1 = Loja, 2= Azuay, 3 = El Oro.
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Figura 16. Arboles filogenéticos y Prioridades de conservacion, HED y HEDGE. Se
muestran las prioridades de conservacion basadas en los céculos de la longitud
esperada de la rama terminal (HED) ponderada por e riesgo actual de extincién
(HEDGE). La leyenda indica que cada color representa un rango de prioridad de
conservacion, por lo cual colores de rojo—verde muestran las especies més prioritarias
parala conservacion. En las ramas terminales, |os nimeros después de la especie indica
lalocalidad de la posible especie candidata, en R. anatoloros, 1 = Napo, 2 = Pastaza, 3
= Zamora Chinchipe; en R. crypta, 1 = Cotopaxi, 2 = Pichincha; en R. oculata, 1 =
Cotopaxi, 2 = Pichincha; en R. unicolor, 1 = Pichincha, 2 = Cotopaxi, 3 = valles
interandinos; en R. vespertina, 1 = Loja, 2 = Azuay, 3 = El Oro.
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Tabla 1. Listade genesy cebadores utilizados en el estudio.

GEN CEBADOR

SECUENCIA CEBADOR (5-3)

Fuente

12S 12Sa
12Sh

16S 16SL
16SH

16SF.0
16SR.0

ND4 NDA4F
ND4R

ND412931L
Leu

CMOS G73
G74

CTGGGATTAGATACCCCACTA
TGAGGAGGGTGACGGGCGGT

CGCCTGTTTAACAAAAACAT
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT

CTGTTTACCAAAAACATMRCCTYTA
TAGATAGAAACCGACCTGGATT

CACCTATGACTACCAAAAGCTCATGT
CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA

CACCTATGACTACCAAAAGCTCATGTAGAAGC
CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA

GCGGTAAAGCAGGTGAAGAAA
TGAGCATCCAAAGTCTCCAATC

Harriset al., 1998

Harriset al., 1998

A. S. Whiting

Arevalo et al., 1994

Blair et al., 2009
Arevalo et al., 1994

Saint et al., 1998

TL



Tabla 2. Protocolos de PCR utilizados en €l presente trabgjo.

GEN CEBADOR DESNATURALIZACION DESNATURALIZACION ALINEAMIENTO ELONGACION ELONGACION
INICIAL FINAL
Derecha Reversa
12S 12Sa 12Sb 96.0°C (3 min) 95.0°C (30 seg) 50-55°C (1min) 72.0°C(1min) 72.0°C (10min)
lciclo 40 ciclos 40 ciclos 40 ciclos lciclo
16S 16SL 16SH 96.0°C (3 min) 95.0°C (30 seg) 52.0°C(1 min) 72.0°C (1 min) 72.0°C (10min)
lciclo 40 ciclos 40 ciclos 40 ciclos lciclo
16S 16SF.0 16SR.0 96.0°C (3 min) 95.0°C (30 seg) 50.0°C(1 min) 72.0°C (1 min) 72.0°C (10min)
lciclo 45 ciclos 45 ciclos 45 ciclos lciclo
ND4 ND4F ND4R 96.0°C (3 min) 95.0°C (25 seg) 52.0°C(1 min) 72.0°C (2min) 72.0°C (10min)
lciclo 35ciclos 35ciclos 35ciclos lciclo
ND4 ND4 Leu 94.0°%¢c 42.0°C 68.0°C 94.0°C (30seg) 52.0-54.0°C(1 min) 72.0°C (1min) 72.0°C (15min)
(330 (@ min) (2:30min) 40 ciclos 40 ciclos 40 ciclos lciclo
min) lciclo lciclo
1lciclo
CMOS G73 G74 96.0°C (3 min) 95.0°C (30 seg) 54-55.0°C(1 min) 72.0°C (1 min) 72.0°C (10min)
lciclo 45 ciclos 45 ciclos 45 ciclos lciclo

cL



Tabla 3. Estrategias de particion de genes y matrices combinadas usadas en los analisis fil ogenéticos.

Conjunto de datos NUmero de Particiones
particiones
12S 1 -
16S 1 -
ND4 3 Posicion de codones (1era, 2day 3era).
CMOS 3 Posicion de codones (lera, 2day 3erd).
125-16S5-ND4 3 Particionado por cada gen.
1 —
2 Particionado: ADNmt+ADNN.
125-16S-ND4-CMOS 4 Particionado por cada gen.
8 Particionado por cada gen no codificante y por posicion de codones (1lera, 2day 3era) de
ND4y CMOS.

€L



Tabla 4. Estrategias de particién, numero de nucledtidos y modelos evolutivos obtenidos en JModel Test. AIC se refiere a Criterio de
Informacién de Akaike; Freq se refiere ala frecuencia de nucledtidos (A=adenina, C=citosina, G=guaninay T= timina); p-inv, es la proporcion
de sitios invariables, Gamma se refiere ala forma de distribucién gamma.

Conjunto de datos/Particion  nuclettidos Modelo FregqA FreqC FregG FreqT p-nv Gamma
seleccionado (AIC)
12S 414 TIM2+1+G 0.3748 0.2111 0.1535 0.2606 0.4550 0.6750
16S 547 TIM2+1+G 0.3378 0.2275 0.1817 0.2530 05940 0.4560
ND4 623 TIM2+1+G 0.3602 0.3041 0.0700 0.2658 0.4190 0.7010
CMOS 387 TPM1uf+G 0.3078 0.1888 0.2141 0.2893 - 0.4790
12S5-16S-ND4 (ADNmt) 1584 TIM2+1+G 0.3644 0.2595 0.1178 0.2583 05320 0.7330
125-26S-ND4-CMOS 1971 TIM2+1+G 0.3494 0.2492 0.1426 0.2588 05620 0.6330
(ADNmt+ADNNR)

CMOS codon 1 129 HKY 0.3377 01727 0.2954 0.1943 - -
codon 2 129 TPM1uf+ 0.3435 0.1474 0.2131 0.2961 0.8300 -
codon 3 129 TPM3uf 0.2540 0.2235 0.1409 0.3817 - -

ND4 codon 1 207 GTR+I+G 0.3432 03087 0.1815 0.1666 0.0000 0.2230
codon 2 208 TIM3+1+G 0.1518 0.2699 0.1443 04341 0.7270 0.6670
codon 3 208 TIM2+1+G 0.3998 0.3004 0.0502 0.2496 0.0000  2.3300

172



Tabla 5. Modelos de substituciéon de nucledtidos de los genes 12S, 16S, ND4 y CMOS obtenidos en MEGA 5. En la segunda columna los
modelos TN93 y T92 son las abreviaturas de los modelos Tamura-Nei y Tamura 3-parametros respectivamente; se muestran los valores mas
bajos del Criterio de Informacion Bayesiana (BIC) resultado de la evaluacion de cada gen, los cuales describen los mejores patrones de
sustitucion, p—inv: proporcién de sitios invariables; Gammaindica los valores de la distribucion gamma; R indica los valores de las tendencias de
transicién/transversion para cada modelo; y Freq indicala frecuencia de los nucledtidos adenina (A), timina (T), citosina (C) y guanina (G).

Gen Model BIC p—inv Gamma R Freg A FregT Freq C Freq G

12S

16S

ND4

CMOS

TNI3+GHI

TNI3+GHI

TNO3+GHI

T92

6728.4795 0.48804424 0.81979339

6054.54633 0.51041784 0.29423515

16868.4412 0.4516027 1.20464599

3232.67873 - -

3.05083047

3.03217086

3.38074736

2.12395722

0.36926541

0.33525446

0.30020555

0.29077574

0.22702646 0.22734309

0.24274141 0.23567312

0.2969634 0.28414316

0.29077574 0.20922426

0.17636504

0.18633101

0.11868789

0.20922426

<74



Tabla 6. Ln de los Factores Bayesianos. En la primera columna se indican € nimero de particiones de la matriz de ADNmt+ADNNR; en la
segunda columna los valores de la media armonica obtenidos en MrBayes con el comando sump; en latercera columnael E.E. indicalos valores
del error estandar; en laa 4ta-7ma columnas se indican los valores del Ln (Bab), los valores > 10 indican que el modelo a fue favorecido por el
modelo b en los célculos de los factores bayesianos (BF).

Media E.E. 12S16SNDACMOS  12S16SND4ACMOS 12S16SND4ACMOS 12S16SNDACMOS
armoénica 1p 2p 4p 8p
12S16SNDACMOS  -14707.971 +/-0.395 - —-130.634 —-195.271 —671.961
1p
12S16SNDACMOS  -14577.337 +/-0.381 130.634 - —64.636 —541.327
2p
12S16SND4ACMOS -14512.7 +/-0.306 195.271 64.636 - —476.691
4p
12S16SNDACMOS  —14036.01 +/-0.428 671.961 541.327 476.691 —
8p

9/
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Tabla 7. Distancias genéticas intraespecificas del gen 16S, calculadas en MEGA 5. En
la primera columna se muestra las especies, en la segunda columna € numero de
secuencias por especie, la tercera la distancia genética intraespecifica corregida (DGC),
en la cuarta columna €l error estéandar calculado de la DGC, en la quinta columna la
distancia genética no corregida intraespecifica (DGNC) y en la sexta columna del error
esténdar delaDGNC.

Especie n Distancia Error Distancia Error
genética estandar genéticano  estandar
corregida (DGC) corregida (DGNC)

(DGC) (DGNC)

R. anatoloros 5 0.0203 0.0049 0,0207 0,0048
R. balneator 2 0.0021 0.002 0,002 0,002

R. cashcaensis 2 0 1E16 0 0
R. colomaromani 6 0.0121 0.0031 0,0123 0,0031
R. crypta 4 0.0147 0.0038 0,0142 0,0038

R. labionis 2 2E*° 1E10 0 0
R. meleagris 5 0.0008 0.0008 0,0008 0,0007
R. oculata 4 0.0183 0.0051 0,018 0,0047
R. orces 4 0.0035 0.0019 0,0034 0,0018
R. raneyi 3 0.0056 0.0028 0,0054 0,0026
R. ssmotera 3 0.0014 0.0013 0,0014 0,0012

R spl 2 0 1E™° 0 0
R. stigmatoral 4 0.0042 0.0021 0,0051 0,0021
R. unicolor 19 0.0106 0.0027 0,0102 0,0025
R. vespertina 7 0.0278 0.0055 0,0275 0,0049
R. vieta 2 0.0021 0.002 0,002 0,0019
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Tabla 8. Distancias genéticas intraespecificas del gen 12S, calculadas en MEGA 5. En
la primera columna se muestra las especies, en la segunda columna € numero de
secuencias por especie, la tercera la distancia genética intraespecifica corregida (DGC),
en la cuarta columna €l error estéandar calculado de la DGC, en la quinta columna la
distancia genética no corregida intraespecifica (DGNC) y en la sexta columna del error
esténdar delaDGNC.

Especie n Distancia  Error Distancia Error
genética estandar genéticano estandar
corregida (DGC) corregida (DGNC)

(DGC) (DGNCQC)
R. anatoloros 5 0.0462 0.0087 0.0448 0.0075
R. balneator 2 0 0 0 0
R. cashcaensis 2 0.0027 0.0026 0.0026 0.0026
0-0.003 0-0.0026
R. colomaromani 6 0.0189 0.0047 0.0205 0.0046
R. crypta 4 0.023 0.0058 0.0245 0.0055
R. labionis 2 0 0 0 0
R. meleagris 5 0 0 0 0
R. oculata 4 0.0196 0.0059 0.0188 0.0054
R. orces 4 0 0 0 0
R. raneyi 3 0.0144 0.0048 0.0157 0.0053
R. simotera 3 0 0 0 0
R spl 2 0.0027 0.0026 0.0026 0.0026
R stigmatoral 4 0.0155 0.0045 0.0149 0.0041
R. unicolor 19 0.0153 0.0039 0.0148 0.0036
R. vespertina 7 0.0475 0.0081 0.0441 0.0068
R. vieta 2 0 0 0 0
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Tabla 9. Distancias genéticas intraespecificas del gen ND4, calculadas en MEGA 5. En
la primera columna se muestra las especies, en la segunda columna € numero de
secuencias por especie, la tercera la distancia genética intraespecifica corregida (DGC),
en la cuarta columna €l error estéandar calculado de la DGC, en la quinta columna la
distancia genética no corregida intraespecifica (DGNC) y en la sexta columna del error
esténdar delaDGNC.

Especie n Distancia Error Distancia Error
genética  estandar genéticano  estandar
corregida (DGC) corregida (DGNC)

(DGC) (DGNC)
R. anatoloros 5 0.1329 0.01296 0.1181 0.0098
R. balneator 2 3e1° 1.5E7%° 0 0
R. cashcaensis 2 0.0021 0.0021 0.0016 0.0015
R. colomaromani 6 0.0534 0.00715 0.0547 0.0064
R. crypta 4 0.0909 0.01127 0.0795 0.0079
R. labionis 2 o™’ 1.5 0 0
R. meleagris 5 0.0012 0.00125 0.001 0.0009
R. oculata 4 0.0655 0.01057 0.0575 0.0076
R. orces 4 0.0059 0.00254 0.0051 0.0022
R. raneyi 3 0.0397 0.00755 0.0449 0.0063
R. simotera 3 0.0027 0.0019 0.0021 0.0014
R spl 2 0 1.6E% 0 0
R. stigmatoral 4 0.0253 0.005 0.0284 0.0046
R. unicolor 19 0.0471 0.00619 0.0497 0.005
R. vespertina 7 0.1383 0.01533 0.1186 0.009
R. vieta 2 0 1.5E%° 0 0
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Tabla 10. Distancias genéticas intraespecificas del gen CMOS, calculadas en MEGA 5.
En la primera columna se muestra las especies, en la segunda columna e nimero de
secuencias por especie, la tercera la distancia genética intraespecifica corregida (DGC),
en la cuarta columna €l error estéandar calculado de la DGC, en la quinta columna la
distancia genética no corregida intraespecifica (DGNC) y en la sexta columna del error
esténdar delaDGNC.

Especie n Distancia Error Distancia Error
genética  estdndar  genéticano estandar
corregida  (DGC) corregida  (DGNC)

(DGC) (DGNCQ)
R. anatoloros 5 0.0028 0.002 0.0027 0.0019
R. balneator 2 0 0 0 0
R. cashcaensis 2 0 0 0 0
R. colomaromani 6 0 0 0 0
R. crypta 4 0.0043 0.0023 0.004 0.0023
R. labionis 2 0 0 0 0
R. meleagris 5 0 0 0 0
R. oculata 4 0 0 0 0
R. orcesi 4 0 0 0 0
R. ssmotera 3 0 0 0 0
R. spl 2 0 0 0 0
R. stigmatoral 4 0.0014 0.0014 0.0013 0.0012
R. unicolor 19 0.0016 0.0011 0.0015 0.001
R. vespertina 7 0.0082 0.0033 0.0076 0.0031
R. vieta 2 0 0 0 0




Tabla 11. Distancias genéticas interespecificas corregidas del genl6S calculadas en MEGA 5. En la primera columna se indican los niUmeros que
corresponden a las especies de la segunda columna. En la primera fila se muestran los nimeros gque corresponden a las especies de la segunda
columna. Bajo ladiagona se muestrael valor de ladistanciay sobre ladiagonal el error estandar.

© 00 N O O b W NP

N NN NN R R R 2 2R R R
EONRPLO®O©WO®NO O™ WRN R O

R. raneyi

R. anatoloros Nap
R. colomaromani
R. simotera

R. anatoloros Ptz
R. labionis

R. cashcaensis

R. stigmatoral

R spl

R. melegaris

R. unicolor Cot
R. unicolor

R. unicolor Pch
R. anatoloros ZCh
R. orces

R. balneator

R. vespertina

R. cf vespertina
R. vespertina Az
R. oculata Cot

R. oculata

R. crypta Cot

R. crypta Pch

R. vieta

0.029
0.023
0.018
0.033
0.029
0.031
0.028
0.039
0.030
0.038
0.030
0.036
0.024
0.046
0.047
0.117
0.112
0.111
0.093
0.105
0.110
0.094
0.103

2

0.008

0.025
0.019
0.029
0.033
0.031
0.032
0.040
0.038
0.038
0.038
0.045
0.020
0.048
0.059
0.121
0.128
0.108
0.105
0.106
0.108
0.096
0.098

3

0.006
0.006

0.008
0.030
0.034
0.036
0.025
0.041
0.031
0.037
0.034
0.042
0.027
0.053
0.061
0.116
0.122
0.107
0.105
0.109
0.110
0.098
0.109

4

0.006
0.006
0.002

0.026
0.031
0.035
0.023
0.039
0.031
0.035
0.032
0.043
0.022
0.048
0.057
0.119
0.123
0.108
0.105
0.108
0.107
0.096
0.108

5

0.008
0.008
0.007
0.007

0.050
0.055
0.044
0.060
0.051
0.050
0.048
0.055
0.021
0.058
0.065
0.130
0.131
0.116
0.119
0.116
0.114
0.100
0.108

6

0.008
0.008
0.008
0.008
0.011

0.013
0.014
0.017
0.013
0.024
0.025
0.023
0.039
0.049
0.058
0.115
0.121
0.114
0.101
0.107
0.122
0.112
0.103

0.008
0.008
0.008
0.009
0.012
0.005

0.014
0.013
0.013
0.021
0.024
0.023
0.041
0.049
0.058
0.120
0.126
0.114
0.101
0.107
0.118
0.108
0.105

8

0.007
0.008
0.007
0.007
0.010
0.005
0.005

0.016
0.010
0.023
0.028
0.026
0.033
0.047
0.055
0.117
0.120
0.113
0.096
0.103
0.110
0.099
0.104

9

0.009
0.009
0.009
0.010
0.012
0.006
0.005
0.005

0.012
0.022
0.027
0.033
0.049
0.053
0.059
0.115
0.121
0.114
0.096
0.107
0.114
0.108
0.100

10
0.008
0.009
0.007
0.008
0.011
0.005
0.005
0.004
0.005

0.024
0.028
0.029
0.040
0.050
0.054
0.121
0.124
0.112
0.102
0.108
0.116
0.103
0.103

11
0.009
0.008
0.008
0.008
0.010
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007

0.010
0.021
0.044
0.063
0.065
0.115
0.118
0.108
0.105
0.108
0.109
0.098
0.106

12
0.007
0.008
0.007
0.008
0.010
0.007
0.007
0.007
0.008
0.008
0.004

0.021
0.043
0.061
0.065
0.114
0.117
0.113
0.102
0.109
0.114
0.099
0.107

13
0.008
0.009
0.009
0.010
0.011
0.007
0.007
0.007
0.009
0.008
0.006
0.006

0.046
0.066
0.066
0.124
0.127
0.120
0.110
0.107
0.125
0.109
0.113

14
0.007
0.006
0.007
0.007
0.006
0.009
0.010
0.008
0.011
0.009
0.009
0.009
0.010

0.049
0.056
0.123
0.124
0.111
0.099
0.102
0.115
0.095
0.108

15
0.009
0.010
0.010
0.010
0.011
0.010
0.009
0.009
0.010
0.010
0.011
0.011
0.012
0.010

0.021
0.114
0.117
0.121
0.107
0.120
0.126
0.120
0.106

16
0.009
0.011
0.011
0.011
0.012
0.011
0.011
0.010
0.011
0.010
0.012
0.012
0.012
0.011
0.006

0.121
0.119
0.125
0.115
0.122
0.124
0.119
0.106

17
0.017
0.017
0.017
0.017
0.019
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.018
0.018
0.016
0.017

0.029
0.042
0.075
0.073
0.082
0.071
0.102

18
0.016
0.018
0.017
0.018
0.019
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.018
0.018
0.016
0.017
0.007

0.037
0.063
0.069
0.077
0.065
0.106

19
0.016
0.015
0.015
0.015
0.016
0.017
0.016
0.016
0.016
0.016
0.015
0.016
0.017
0.016
0.017
0.018
0.009
0.008

0.077
0.067
0.070
0.058
0.093

20
0.014
0.015
0.015
0.016
0.018
0.015
0.015
0.014
0.014
0.015
0.016
0.015
0.016
0.016
0.016
0.017
0.013
0.012
0.014

0.027
0.050
0.045
0.087

21
0.016
0.015
0.015
0.016
0.017
0.016
0.015
0.015
0.016
0.015
0.016
0.016
0.016
0.015
0.017
0.018
0.013
0.013
0.012
0.008

0.053
0.043
0.091

22
0.017
0.015
0.016
0.016
0.016
0.018
0.017
0.016
0.016
0.017
0.016
0.016
0.018
0.017
0.018
0.017
0.014
0.014
0.011
0.010
0.010

0.024
0.091

23
0.015
0.014
0.014
0.015
0.015
0.016
0.016
0.015
0.016
0.015
0.015
0.015
0.016
0.015
0.018
0.018
0.013
0.013
0.011
0.010
0.010
0.007

0.091

24
0.015
0.015
0.016
0.016
0.016
0.015
0.016
0.015
0.015
0.015
0.015
0.016
0.016
0.016
0.015
0.015
0.016
0.016
0.014
0.014
0.015
0.014
0.014
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Tabla 12. Distancias genéticas interespecificas no corregidas del genl6S calculadas en MEGA 5. En la primera columna se indican 1os nimeros
gue corresponden a las especies de la segunda columna. En la primera fila se muestran 1os nimeros que corresponden a las especies de la

segunda columna. Bajo la diagonal se muestra el valor de ladistanciay sobre ladiagonal €l error estandar.

© 00 N O O b~ WON PP

N NNNNRRRR R R P B B R
A W NP OO 0O ~NO O WDN P O

R. raneyi

R. anatoloros Nap
R. colomaromani
R. simotera

R. anatoloros Ptz
R. labionis

R. cashcaensis

R. stigmatoral

R. spl

R. meleagris

R. unicolor Cot
R. unicolor VI

R. unicolor Pch
R. anatoloros ZCh
R. orces

R. balneator

R. vespertina Loj
R. vespertina EIO
R. vespertina Az
R. oculata Cot

R. oculata Pch

R. crypta Cot

R. crypta Pch

R. vieta

0.029
0.025
0.020
0.035
0.028
0.030
0.027
0.036
0.030
0.035
0.028
0.034
0.027
0.050
0.050
0.111
0.107
0.106
0.094
0.102
0.105
0.092
0.100

0.007

0.024
0.018
0.029
0.032
0.031
0.032
0.040
0.040
0.038
0.038
0.044
0.021
0.053
0.063
0.113
0.121
0.105
0.101
0.101
0.102
0.092
0.094

0.006
0.006

0.008
0.031
0.033
0.036
0.027
0.040
0.034
0.037
0.034
0.041
0.028
0.057
0.064
0.108
0.116
0.105
0.101
0.103
0.104
0.094
0.103

0.006
0.005
0.002

0.027
0.029
0.035
0.024
0.038
0.033
0.035
0.033
0.041
0.023
0.053
0.061
0.110
0.116
0.105
0.101
0.102
0.101
0.092
0.102

0.008
0.007
0.007
0.007

0.049
0.055
0.046
0.059
0.053
0.051
0.049
0.055
0.020
0.062
0.068
0.118
0.122
0.111
0.111
0.108
0.107
0.096
0.104

0.007
0.008
0.007
0.007
0.010

0.012
0.014
0.016
0.015
0.022
0.024
0.022
0.039
0.052
0.060
0.108
0.114
0.109
0.099
0.102
0.112
0.104
0.099

0.007
0.007
0.007
0.008
0.010
0.005

0.014
0.012
0.015
0.020
0.023
0.022
0.043
0.052
0.060
0.114
0.118
0.109
0.100
0.104
0.112
0.104
0.102

0.007
0.007
0.006
0.007
0.009
0.005
0.005

0.016
0.012
0.022
0.027
0.025
0.036
0.050
0.057
0.111
0.113
0.108
0.096
0.101
0.105
0.097
0.100

0.008
0.009
0.008
0.009
0.011
0.005
0.005
0.005

0.014
0.021
0.025
0.030
0.049
0.055
0.060
0.110
0.114
0.109
0.096
0.104
0.108
0.104
0.098

10

0.007
0.008
0.007
0.008
0.010
0.005
0.005
0.004
0.005

0.024
0.028
0.029
0.043
0.054
0.058
0.112
0.114
0.105
0.099
0.105
0.108
0.098
0.100

11

0.008
0.008
0.008
0.008
0.010
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006

0.010
0.020
0.045
0.064
0.065
0.109
0.111
0.104
0.102
0.104
0.104
0.096
0.103

12

0.007
0.008
0.007
0.008
0.009
0.006
0.006
0.006
0.006
0.007
0.004

0.020
0.044
0.062
0.065
0.109
0.111
0.108
0.101
0.105
0.109
0.097
0.104

13

0.008
0.009
0.008
0.009
0.010
0.007
0.007
0.006
0.008
0.007
0.006
0.006

0.047
0.066
0.066
0.116
0.118
0.113
0.106
0.104
0.116
0.104
0.109

14

0.007
0.006
0.006
0.006
0.006
0.008
0.009
0.008
0.010
0.009
0.009
0.009
0.009

0.052
0.058
0.112
0.116
0.106
0.095
0.096
0.106
0.090
0.103

15

0.009
0.010
0.010
0.010
0.010
0.009
0.009
0.009
0.010
0.010
0.011
0.010
0.011
0.009

0.020
0.107
0.106
0.109
0.101
0.108
0.116
0.110
0.104

16

0.009
0.010
0.010
0.010
0.011
0.010
0.010
0.009
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.006

0.113
0.109
0.113
0.108
0.111
0.116
0.111
0.106

17

0.013
0.013
0.013
0.013
0.014
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.014

0.029
0.042
0.068
0.068
0.075
0.065
0.097

18

0.013
0.014
0.013
0.013
0.014
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.014
0.013
0.014
0.007

0.034
0.060
0.066
0.073
0.061
0.102

19

0.012
0.013
0.012
0.012
0.013
0.013
0.013
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.013
0.013
0.013
0.013
0.008
0.007

0.071
0.064
0.067
0.056
0.092

20

0.012
0.012
0.012
0.012
0.013
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.013
0.012
0.012
0.013
0.011
0.011
0.011

0.026
0.047
0.042
0.085

21

0.012
0.012
0.012
0.012
0.013
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.013
0.013
0.013
0.011
0.011
0.010
0.007

0.051
0.042
0.087

22

0.013
0.013
0.013
0.013
0.014
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.014
0.013
0.013
0.013
0.011
0.010
0.010
0.009
0.009

0.023
0.087

23

0.012
0.012
0.012
0.012
0.013
0.013
0.013
0.012
0.013
0.012
0.012
0.012
0.013
0.012
0.013
0.014
0.011
0.010
0.009
0.009
0.009
0.007

0.086

24

0.012
0.012
0.012
0.012
0.013
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
0.013
0.013
0.012
0.012
0.013
0.013
0.012
0.012
0.012
0.012
0.012
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Tabla 13. Distancias genéticas interespecificas corregidas del gen12S calculadas en MEGA 5. En la primera columna se indican los niUmeros que
corresponden a las especies de la segunda columna. En la primera fila se muestran los nimeros gque corresponden a las especies de la segunda
columna. Bajo ladiagona se muestrael valor de ladistanciay sobre ladiagonal el error estandar.

© 00 N o 0o B~ W DN P

N NNNDNRRR R R R R R R P
A W N P O O 0O N O O W DN P O

Rraneyi
R.labionis
R.unicolor Pch
R.unicolor Cot
R.unicolor VI
R.cashcaensis
Rmeleagris
R.spl

R stigmatoral
R.colomaromani
R.simotera

R. anatoloros ZCh
R.anatoloros Ptz
R.anatoloros Nap
R.orcesi

R balneator
R.vespertina Loj
R.vespertina Az
R.oculata Cot
R.oculata Pch
R.crypta Cot

R. crypta Pch
Rvieta

R. vespertina EIO

0.075
0.062
0.071
0.063
0.052
0.066
0.062
0.072
0.049
0.055
0.064
0.070
0.063
0.105
0.118
0.141
0.151
0.154
0.169
0.128
0.141
0.155
0.144

2
0.014

0.065
0.074
0.066
0.037
0.062
0.055
0.055
0.085
0.090
0.071
0.080
0.082
0.115
0.128
0.166
0.139
0.172
0.185
0.156
0.156
0.163
0.152

3
0.012
0.013

0.030
0.021
0.046
0.056
0.073
0.063
0.086
0.083
0.080
0.099
0.085
0.112
0.132
0.166
0.158
0.187
0.196
0.174
0.170
0.174
0.156

4
0.014
0.014
0.009

0.031
0.061
0.071
0.082
0.079
0.093
0.099
0.090
0.105
0.097
0.132
0.139
0.170
0.167
0.187
0.192
0.172
0.166
0.174
0.159

5

0.012
0.013
0.007
0.009

0.053
0.063
0.055
0.073
0.079
0.081
0.074
0.094
0.079
0.107
0.115
0.157
0.156
0.176
0.181
0.156
0.152
0.163
0.157

6

0.011
0.010
0.011
0.013
0.012

0.040
0.044
0.040
0.079
0.082
0.073
0.082
0.083
0.107
0.127
0.158
0.147
0.177
0.194
0.161
0.165
0.165
0.154

7
0.013
0.012
0.012
0.014
0.013
0.010

0.067
0.046
0.082
0.086
0.074
0.080
0.076
0.112
0.132
0.156
0.159
0.175
0.192
0.163
0.166
0.159
0.156

8

0.012
0.011
0.014
0.015
0.012
0.011
0.013

0.056
0.068
0.073
0.082
0.079
0.086
0.101
0.114
0.168
0.158
0.185
0.205
0.161
0.165
0.179
0.175

9

0.013
0.011
0.012
0.014
0.014
0.009
0.010
0.012

0.093
0.093
0.091
0.090
0.091
0.104
0.123
0.165
0.159
0.178
0.202
0.165
0.170
0.166
0.169

10

0.010
0.015
0.015
0.015
0.014
0.014
0.015
0.013
0.015

0.024
0.081
0.078
0.065
0.109
0.105
0.159
0.148
0.163
0.176
0.149
0.155
0.171
0.149

11

0.012
0.017
0.016
0.017
0.015
0.016
0.016
0.014
0.016
0.007

0.083
0.083
0.074
0.105
0.105
0.159
0.144
0.165
0.174
0.152
0.156
0.177
0.149

12

0.013
0.015
0.015
0.016
0.014
0.015
0.015
0.015
0.016
0.015
0.016

0.042
0.059
0.115
0.122
0.152
0.137
0.151
0.156
0.133
0.132
0.156
0.135

13

0.013
0.015
0.017
0.017
0.016
0.015
0.016
0.014
0.015
0.014
0.015
0.011

0.061
0.118
0.118
0.166
0.154
0.165
0.174
0.153
0.156
0.166
0.156

14

0.012
0.015
0.015
0.016
0.014
0.015
0.014
0.015
0.015
0.012
0.014
0.012
0.013

0.096
0.096
0.159
0.146
0.144
0.158
0.132
0.137
0.151
0.152

15

0.017
0.018
0.018
0.020
0.018
0.018
0.018
0.017
0.017
0.017
0.018
0.019
0.019
0.016

0.036
0.156
0.139
0.158
0.166
0.152
0.152
0.181
0.166

16

0.018
0.019
0.019
0.020
0.018
0.020
0.020
0.018
0.019
0.017
0.018
0.020
0.019
0.016
0.010

0.159
0.147
0.161
0.163
0.156
0.152
0.185
0.174

17

0.021
0.022
0.022
0.023
0.021
0.022
0.022
0.023
0.023
0.023
0.023
0.022
0.023
0.023
0.023
0.024

0.076
0.088
0.090
0.075
0.090
0.096
0.044

18

0.022
0.021
0.022
0.023
0.022
0.022
0.022
0.022
0.022
0.021
0.021
0.020
0.022
0.021
0.020
0.022
0.014

0.096
0.094
0.095
0.091
0.127
0.064

19

0.022
0.024
0.026
0.026
0.024
0.025
0.025
0.025
0.025
0.024
0.024
0.022
0.024
0.022
0.023
0.023
0.017
0.017

0.029
0.071
0.064
0.109
0.094

20

0.024
0.025
0.027
0.027
0.025
0.027
0.026
0.027
0.026
0.025
0.025
0.024
0.024
0.023
0.024
0.024
0.017
0.017
0.008

0.075
0.068
0.115
0.093

21

0.019
0.022
0.023
0.023
0.021
0.023
0.023
0.023
0.023
0.022
0.023
0.020
0.023
0.021
0.022
0.023
0.014
0.016
0.014
0.015

0.042
0.100
0.087

22

0.021
0.023
0.024
0.023
0.021
0.023
0.024
0.023
0.024
0.023
0.023
0.021
0.024
0.022
0.022
0.022
0.016
0.015
0.013
0.013
0.010

0.096
0.099

23

0.022
0.023
0.024
0.024
0.022
0.024
0.023
0.026
0.024
0.024
0.025
0.023
0.024
0.022
0.025
0.025
0.017
0.019
0.019
0.019
0.017
0.017

0.102

24

0.021
0.022
0.022
0.023
0.022
0.022
0.022
0.024
0.023
0.022
0.023
0.020
0.022
0.022
0.024
0.025
0.010
0.013
0.017
0.017
0.016
0.017
0.017
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Tabla 14. Distancias genéticas interespecificas no corregidas del gen12S calculadas en MEGA 5. En la primera columna se indican |os nUmeros

gue corresponden a las especies de la segunda columna. En la primera fila se muestran los nimeros gque corresponden a las especies de la
segunda columna. Bajo la diagonal se muestra el valor de ladistanciay sobre ladiagonal €l error estandar.

© 00 N O O~ W NP

N NN NDNER R R 2 B B R
EONRPO®O©MM~NOOOH™WNRBNR O

R. raneyi

R. labionis

R. unicolor Pch
R. unicolor Cot
R. unicolor VI

R. cashcaensis

R. meleagris

R. spl

R. stigmatoral

R. colomaromani
R. simotera

R. anatoloros ZCh
R. anatoloros Ptz
R. anatoloros Nap
R. orcesi

R. balneator

R. vespertina Loj
R. vespertina Az
R. oculata Cot

R. oculata Pch

R. crypta Cot

R. crypta Pch

R vieta

R. vespertina EIO

0.073
0.061
0.069
0.062
0.052
0.065
0.061
0.070
0.048
0.055
0.063
0.065
0.060
0.101
0.109
0.126
0.133
0.146
0.157
0.122
0.136
0.137
0.129

0.012

0.060
0.068
0.061
0.035
0.058
0.051
0.051
0.080
0.081
0.066
0.077
0.078
0.108
0.121
0.142
0.121
0.156
0.165
0.142
0.147
0.142
0.131

0.011
0.011

0.029
0.020
0.043
0.052
0.067
0.058
0.081
0.076
0.074
0.093
0.080
0.105
0.123
0.142
0.135
0.167
0.173
0.155
0.157
0.150
0.134

0.011
0.012
0.008

0.030
0.056
0.066
0.075
0.073
0.086
0.089
0.082
0.098
0.091
0.121
0.129
0.144
0.142
0.167
0.171
0.154
0.155
0.150
0.136

0.011
0.011
0.007
0.008

0.049
0.059
0.052
0.067
0.075
0.074
0.069
0.089
0.075
0.101
0.110
0.135
0.134
0.159
0.163
0.142
0.144
0.143
0.135

0.010
0.009
0.010
0.010
0.010

0.038
0.042
0.038
0.074
0.075
0.067
0.078
0.079
0.101
0.119
0.135
0.127
0.160
0.172
0.146
0.154
0.144
0.133

0.011
0.011
0.011
0.012
0.011
0.010

0.062
0.043
0.077
0.079
0.069
0.077
0.072
0.105
0.123
0.134
0.136
0.159
0.171
0.147
0.155
0.140
0.134

0.011
0.010
0.012
0.012
0.010
0.009
0.012

0.052
0.065
0.067
0.075
0.076
0.081
0.096
0.109
0.143
0.135
0.165
0.180
0.146
0.154
0.154
0.148

0.011
0.010
0.011
0.012
0.011
0.008
0.009
0.010

0.087
0.085
0.083
0.085
0.085
0.098
0.117
0.140
0.136
0.161
0.178
0.148
0.157
0.144
0.144

10

0.009
0.012
0.012
0.012
0.012
0.011
0.012
0.011
0.013

0.025
0.077
0.073
0.062
0.104
0.100
0.139
0.130
0.151
0.161
0.137
0.147
0.149
0.131

11

0.011
0.013
0.012
0.013
0.013
0.012
0.013
0.012
0.013
0.006

0.077
0.080
0.071
0.100
0.102
0.136
0.125
0.151
0.157
0.139
0.147
0.153
0.129

12

0.012
0.012
0.013
0.013
0.012
0.012
0.012
0.012
0.013
0.013
0.014

0.042
0.058
0.106
0.114
0.132
0.120
0.134
0.138
0.123
0.122
0.138
0.119

13

0.012
0.013
0.014
0.014
0.013
0.013
0.013
0.013
0.013
0.012
0.014
0.010

0.057
0.109
0.106
0.146
0.137
0.145
0.151
0.136
0.138
0.144
0.138

14

0.011
0.012
0.012
0.013
0.012
0.012
0.012
0.012
0.013
0.011
0.012
0.012
0.011

0.095
0.092
0.139
0.129
0.138
0.148
0.124
0.133
0.133
0.134

15

0.014
0.014
0.015
0.015
0.014
0.014
0.014
0.013
0.013
0.014
0.015
0.015
0.015
0.013

0.037
0.139
0.126
0.143
0.150
0.142
0.144
0.155
0.147

16

0.014
0.015
0.016
0.016
0.015
0.015
0.015
0.014
0.014
0.013
0.014
0.015
0.015
0.013
0.009

0.144
0.135
0.148
0.150
0.144
0.144
0.158
0.155

17

0.016
0.017
0.017
0.018
0.017
0.016
0.016
0.017
0.016
0.016
0.016
0.016
0.017
0.016
0.017
0.017

0.070
0.091
0.092
0.077
0.094
0.090
0.042

18

0.015
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.015
0.017
0.016
0.015
0.015
0.016
0.016
0.015
0.016
0.016
0.012

0.097
0.096
0.094
0.096
0.115
0.059

19

0.017
0.017
0.018
0.018
0.017
0.017
0.017
0.018
0.017
0.016
0.017
0.017
0.016
0.017
0.017
0.017
0.014
0.014

0.028
0.076
0.064
0.105
0.096

20

0.017
0.017
0.018
0.019
0.018
0.018
0.018
0.018
0.018
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.018
0.017
0.014
0.014
0.008

0.080
0.068
0.111
0.094

21

0.015
0.016
0.017
0.017
0.016
0.016
0.016
0.017
0.016
0.015
0.016
0.015
0.016
0.015
0.017
0.017
0.014
0.014
0.012
0.013

0.045
0.096
0.087

22

0.016
0.016
0.017
0.017
0.017
0.016
0.016
0.017
0.017
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.017
0.017
0.015
0.014
0.011
0.012
0.010

0.097
0.102

23

0.016
0.017
0.017
0.017
0.016
0.016
0.016
0.017
0.017
0.016
0.017
0.017
0.017
0.016
0.018
0.017
0.014
0.015
0.015
0.016
0.014
0.014

0.095

24

0.016
0.017
0.017
0.017
0.016
0.017
0.016
0.018
0.017
0.016
0.016
0.016
0.017
0.017
0.017
0.017
0.010
0.011
0.014
0.015
0.013
0.014
0.015




Tabla 15. Distancias genéticas interespecificas corregidas del gen ND4 calculadas en MEGA 5. En la primera columna se indican |os nimeros
gue corresponden a las especies de la segunda columna. En la primera fila se muestran 1os nimeros que corresponden a las especies de la

segunda columna. Bajo la diagonal se muestra el valor de ladistanciay sobre ladiagonal €l error estandar.
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21
22

23
24

R.vespertina Loj
R. vespertina Az
R. vespertina

R. crypta Cot

R. crypta Pch

R. oculata Pch
R. oculata Cot
R vieta

R. labionis

R. unicolor Cot
R. unicolor Pch
R. unicolor VI

R. stigmatoral

R. cashcaensis
R. meleagris

R. spl

R. colomaromani
R. simotera

R. raneyi

R. anatoloros
Nap

R. anatoloros Ptz
R. anatoloros
ZCh

R. orces

R. balneator

0.192
0.179
0.274
0.270
0.295
0.282
0.250
0.344
0.300
0.323
0.305
0.327
0.304
0.316
0.313
0.305
0.299
0.316
0.311

0.293
0.287

0.317
0.318

2
0.025

0.157
0.222
0.242
0.255
0.253
0.234
0.279
0.260
0.278
0.264
0.309
0.278
0.307
0.294
0.289
0.271
0.290
0.303

0.263
0.278

0.293
0.308

3
0.023
0.020

0.254
0.264
0.284
0.266
0.287
0.326
0.313
0.320
0.312
0.321
0.296
0.307
0.296
0.294
0.311
0.338
0.340

0.312
0.344

0.314
0.325

4
0.032
0.026
0.029

0.153
0.237
0.240
0.275
0.326
0.276
0.293
0.295
0.309
0.290
0.339
0.319
0.287
0.258
0.297
0.325

0.309
0.314

0.283
0.281

5

0.032
0.029
0.030
0.021

0.205
0.221
0.244
0.274
0.273
0.283
0.295
0.256
0.261
0.314
0.255
0.253
0.251
0.276
0.266

0.295
0.282

0.263
0.248

6

0.034
0.030
0.032
0.028
0.026

0.098
0.248
0.284
0.279
0.282
0.279
0.312
0.314
0.297
0.319
0.300
0.299
0.266
0.265

0.269
0.297

0.270
0.267

7

0.032
0.029
0.030
0.028
0.027
0.016

0.262
0.322
0.301
0.295
0.292
0.333
0.320
0.326
0.307
0.296
0.276
0.284
0.293

0.269
0.331

0.275
0.281

8

0.029
0.027
0.033
0.030
0.027
0.028
0.029

0.298
0.273
0.271
0.263
0.286
0.285
0.281
0.267
0.263
0.263
0.284
0.312

0.264
0.268
0.282
0.315

9

0.036
0.031
0.036
0.035
0.029
0.031
0.036
0.035

0.128
0.146
0.149
0.122
0.114
0.141
0.110
0.161
0.163
0.175
0.178

0.202
0.190

0.257
0.257

10

0.032
0.029
0.035
0.031
0.030
0.030
0.033
0.032
0.020

0.078
0.082
0.114
0.113
0.132
0.162
0.135
0.124
0.144
0.164

0.172
0.189

0.217
0.219

11

0.035
0.031
0.035
0.031
0.032
0.031
0.032
0.032
0.022
0.014

0.062
0.120
0.107
0.139
0.157
0.167
0.160
0.142
0.162

0.164
0.183

0.216
0.235

12

0.032
0.028
0.032
0.031
0.032
0.030
0.031
0.030
0.021
0.014
0.011

0.140
0.113
0.154
0.153
0.177
0.175
0.146
0.174

0.150
0.189

0.226
0.220

13

0.032
0.032
0.033
0.032
0.027
0.033
0.036
0.033
0.017
0.017
0.016
0.018

0.093
0.106
0.128
0.148
0.151
0.168
0.181

0.200
0.207

0.229
0.229

14

0.031
0.030
0.032
0.032
0.029
0.034
0.035
0.032
0.017
0.018
0.016
0.016
0.014

0.117
0.124
0.161
0.158
0.161
0.198

0.180
0.204

0.229
0.225

15

0.032
0.032
0.032
0.034
0.034
0.031
0.034
0.033
0.020
0.019
0.019
0.021
0.014
0.017

0.152
0.163
0.175
0.175
0.212

0.209
0.226

0.239
0.247

16

0.032
0.030
0.031
0.036
0.029
0.034
0.033
0.031
0.017
0.023
0.022
0.020
0.018
0.019
0.021

0.181
0.182
0.169
0.202

0.206
0.201

0.254
0.263

17

0.030
0.031
0.029
0.030
0.026
0.032
0.030
0.028
0.020
0.017
0.021
0.022
0.018
0.020
0.019
0.022

0.058
0.136
0.170

0.167
0.172

0.214
0.229

18

0.032
0.031
0.034
0.029
0.029
0.035
0.030
0.030
0.022
0.018
0.022
0.024
0.020
0.022
0.022
0.025
0.009

0.137
0.158

0.151
0.175

0.213
0.237

19

0.032
0.031
0.036
0.031
0.030
0.028
0.029
0.030
0.023
0.020
0.020
0.019
0.021
0.021
0.022
0.021
0.017
0.019

0.157

0.136
0.168

0.258
0.236

20

0.032
0.032
0.037
0.035
0.028
0.029
0.031
0.033
0.021
0.021
0.019
0.021
0.020
0.024
0.024
0.025
0.021
0.021
0.020

0.155
0.187

0.248
0.264

21

0.032
0.028
0.034
0.033
0.032
0.030
0.030
0.030
0.027
0.023
0.022
0.019
0.024
0.023
0.026
0.025
0.021
0.020
0.018
0.020

0.146

0.240
0.241

22

0.031
0.031
0.037
0.034
0.031
0.031
0.036
0.028
0.023
0.024
0.024
0.024
0.025
0.025
0.028
0.025
0.021
0.023
0.022
0.022

0.020

0.256
0.244

23

0.034
0.031
0.033
0.030
0.028
0.031
0.031
0.029
0.031
0.026
0.026
0.026
0.026
0.028
0.028
0.030
0.023
0.025
0.028
0.027

0.029
0.027

0.133

24

0.034
0.033
0.036
0.030
0.028
0.031
0.031
0.032
0.031
0.026
0.028
0.027
0.027
0.027
0.031
0.031
0.026
0.028
0.028
0.029

0.029
0.026

0.019

a8



Tabla 16. Distancias genéticas interespecificas no corregidas del gen ND4 calculadas en MEGA 5. En la primera columna se indican los
numeros que corresponden a las especies de la segunda columna. En la primera fila se muestran los nimeros que corresponden a las especies de

la segunda columna. Bajo la diagonal se muestra el valor de ladistanciay sobre ladiagonal €l error estandar.
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R. vespertina Loj
R. vespertina Az
R. vespertina EIO
R. crypta Cot

R. crypta Pch

R. oculata Pch

R. oculata Cot

R vieta

R. labionis

R. unicolor Cot
R. unicolor Pch
R. unicolor VI

R. stigmatoral

R. cashcaensis

R. meleagris

R. spl

R. colomaromani
R. simotera
Rraneyi

R. anatoloros Nap
R. anatoloros Ptz
R anatoloros ZCh
R. orces

R. balneator

0.165
0.146
0.206
0.204
0.222
0.208
0.210
0.258
0.235
0.247
0.245
0.258
0.248
0.246
0.252
0.240
0.235
0.253
0.248
0.233
0.234
0.247
0.249

0.014

0.143
0.190
0.193
0.191
0.188
0.196
0.229
0.220
0.222
0.221
0.245
0.222
0.243
0.238
0.227
0.219
0.232
0.239
0.216
0.225
0.225
0.229

0.014
0.014

0.205
0.199
0.207
0.197
0.220
0.250
0.241
0.246
0.243
0.252
0.235
0.242
0.233
0.227
0.230
0.256
0.251
0.239
0.255
0.237
0.236

0.016
0.016
0.016

0.130
0.186
0.184
0.207
0.245
0.226
0.238
0.240
0.244
0.235
0.254
0.239
0.230
0.216
0.236
0.245
0.234
0.235
0.219
0.215

0.017
0.016
0.017
0.013

0.164
0.174
0.204
0.223
0.224
0.233
0.242
0.223
0.224
0.245
0.218
0.214
0.208
0.226
0.222
0.230
0.223
0.213
0.204

0.018
0.016
0.017
0.016
0.016

0.086
0.204
0.231
0.234
0.230
0.238
0.247
0.248
0.245
0.246
0.237
0.234
0.229
0.226
0.225
0.239
0.219
0.209

0.017
0.016
0.016
0.016
0.015
0.011

0.210
0.238
0.231
0.227
0.229
0.242
0.239
0.246
0.237
0.228
0.214
0.231
0.237
0.216
0.245
0.219
0.214

0.016
0.016
0.017
0.016
0.016
0.017
0.017

0.231
0.224
0.217
0.218
0.228
0.234
0.229
0.215
0.222
0.220
0.233
0.250
0.223
0.226
0.216
0.234

0.018
0.017
0.017
0.018
0.018
0.017
0.017
0.017

0.120
0.135
0.133
0.112
0.102
0.116
0.108
0.144
0.134
0.151
0.159
0.165
0.161
0.197
0.191

10

0.017
0.016
0.017
0.017
0.018
0.018
0.018
0.017
0.013

0.082
0.082
0.108
0.107
0.117
0.139
0.122
0.111
0.134
0.145
0.156
0.163
0.183
0.193

11

0.018
0.017
0.017
0.018
0.018
0.018
0.018
0.016
0.014
0.011

0.072
0.123
0.114
0.127
0.151
0.146
0.141
0.129
0.150
0.156
0.159
0.179
0.199

12

0.017
0.016
0.017
0.017
0.017
0.018
0.017
0.016
0.013
0.010
0.010

0.127
0.102
0.133
0.144
0.147
0.143
0.138
0.159
0.147
0.165
0.179
0.187

13

0.018
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.012
0.011
0.012
0.012

0.097
0.105
0.122
0.141
0.133
0.152
0.172
0.177
0.179
0.189
0.193

14

0.018
0.017
0.017
0.018
0.018
0.018
0.018
0.017
0.012
0.012
0.013
0.012
0.011

0.106
0.116
0.139
0.132
0.150
0.168
0.158
0.171
0.180
0.181

15

0.018
0.017
0.017
0.018
0.018
0.018
0.018
0.018
0.013
0.013
0.014
0.014
0.012
0.013

0.127
0.143
0.142
0.154
0.179
0.174
0.176
0.189
0.190

16

0.018
0.017
0.017
0.018
0.017
0.018
0.017
0.017
0.013
0.013
0.014
0.013
0.012
0.013
0.013

0.146
0.142
0.144
0.173
0.167
0.164
0.197
0.196

17

0.018
0.016
0.016
0.017
0.016
0.017
0.017
0.016
0.013
0.012
0.013
0.013
0.013
0.014
0.014
0.013

0.055
0.122
0.148
0.143
0.141
0.176
0.187

18

0.018
0.017
0.017
0.017
0.017
0.018
0.017
0.017
0.014
0.013
0.015
0.014
0.014
0.014
0.015
0.014
0.007

0.115
0.140
0.135
0.138
0.177
0.187

19

0.017
0.016
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.017
0.014
0.013
0.013
0.013
0.014
0.014
0.014
0.014
0.011
0.012

0.143
0.120
0.135
0.201
0.194

20

0.018
0.017
0.017
0.017
0.016
0.017
0.018
0.018
0.015
0.014
0.014
0.014
0.015
0.015
0.016
0.015
0.012
0.013
0.013

0.145
0.155
0.204
0.201

21

0.017
0.016
0.017
0.017
0.017
0.018
0.017
0.017
0.015
0.014
0.015
0.013
0.015
0.015
0.015
0.015
0.013
0.013
0.012
0.014

0.122
0.190
0.191

22

0.017
0.016
0.017
0.017
0.017
0.018
0.018
0.017
0.015
0.015
0.015
0.015
0.016
0.016
0.017
0.015
0.013
0.014
0.013
0.014
0.013

0.200
0.193

23

0.018
0.017
0.017
0.017
0.017
0.016
0.017
0.016
0.016
0.016
0.015
0.015
0.015
0.016
0.016
0.016
0.015
0.016
0.016
0.016
0.016
0.017

0.117

24

0.018
0.016
0.017
0.016
0.017
0.017
0.016
0.017
0.016
0.016
0.016
0.015
0.015
0.015
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.016
0.012

98



Tabla 17. Distancias interespecificas genéticas corregidas del gen CMOS calculadas en MEGA 5. En la primera columna se indican los
numeros que corresponden a las especies de la segunda columna. En la primera fila se muestran los nimeros que corresponden a las especies de

la segunda columna. Bajo la diagonal se muestra el valor de la distanciay sobre ladiagonal el error estandar.
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Rmeleagris
R.unicolor Pch
R.unicolor Cot
R.unicolor VI
R.labionis
R.stigmatoral
R.cashcaensis
R.colomaromani
R.anatoloros Nap
R.spl

R. simotera
R.anatoloros Ptz
R.anatoloros ZCh
R.orces

R balneator
R.crypta Cot
R.vespertina Loj
R. vespertina EIO
R.oculata Cot

R. crypta Pch
R.oculata Pch
R.vespertina Az
Rvieta

0.011
0.006
0.006
0.003
0.004
0.006
0.009
0.011
0.006
0.009
0.014
0.014
0.029
0.029
0.032
0.038
0.035
0.032
0.029
0.032
0.039
0.044

2
0.006

0.006
0.006
0.009
0.009
0.011
0.014
0.017
0.011
0.014
0.020
0.020
0.035
0.035
0.038
0.038
0.035
0.038
0.029
0.038
0.039
0.050

3
0.004
0.004

0.000
0.003
0.004
0.006
0.009
0.011
0.006
0.009
0.014
0.014
0.029
0.029
0.032
0.038
0.035
0.032
0.023
0.032
0.039
0.044

4
0.004
0.004
0.000

0.003
0.004
0.006
0.009
0.011
0.006
0.009
0.014
0.014
0.029
0.029
0.032
0.038
0.035
0.032
0.023
0.032
0.039
0.044

5

0.003
0.005
0.003
0.003

0.001
0.003
0.006
0.009
0.003
0.006
0.011
0.011
0.026
0.026
0.029
0.035
0.032
0.029
0.026
0.029
0.036
0.041

6

0.003
0.005
0.003
0.003
0.001

0.004
0.006
0.009
0.004
0.006
0.012
0.012
0.027
0.027
0.030
0.036
0.033
0.030
0.027
0.030
0.037
0.041

7

0.004
0.006
0.004
0.004
0.003
0.003

0.009
0.011
0.006
0.009
0.014
0.014
0.029
0.029
0.032
0.038
0.035
0.032
0.029
0.032
0.039
0.044

8

0.005
0.006
0.005
0.005
0.004
0.004
0.005

0.003
0.009
0.000
0.006
0.006
0.020
0.020
0.023
0.029
0.026
0.023
0.020
0.023
0.030
0.035

9

0.006
0.007
0.006
0.006
0.005
0.005
0.006
0.003

0.011
0.003
0.003
0.003
0.023
0.023
0.026
0.032
0.029
0.026
0.023
0.026
0.033
0.038

10

0.004
0.006
0.004
0.004
0.003
0.003
0.004
0.005
0.006

0.009
0.014
0.014
0.029
0.029
0.032
0.038
0.035
0.032
0.029
0.032
0.039
0.044

11

0.005
0.006
0.005
0.005
0.004
0.004
0.005
0.000
0.003
0.005

0.006
0.006
0.020
0.020
0.023
0.029
0.026
0.023
0.020
0.023
0.030
0.035

12

0.006
0.008
0.006
0.006
0.005
0.006
0.006
0.004
0.003
0.006
0.004

0.006
0.026
0.026
0.023
0.029
0.026
0.023
0.020
0.023
0.030
0.035

13

0.006
0.007
0.006
0.006
0.006
0.006
0.006
0.004
0.003
0.006
0.004
0.004

0.026
0.026
0.029
0.035
0.032
0.029
0.026
0.029
0.036
0.041

14

0.009
0.010
0.009
0.009
0.008
0.008
0.009
0.007
0.008
0.009
0.007
0.008
0.008

0.006
0.032
0.038
0.035
0.032
0.029
0.032
0.040
0.044

15

0.009
0.010
0.009
0.009
0.008
0.008
0.009
0.008
0.008
0.009
0.008
0.009
0.008
0.004

0.032
0.038
0.035
0.032
0.029
0.032
0.040
0.044

16

0.010
0.010
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.008
0.009
0.009
0.008
0.008
0.009
0.010
0.010

0.017
0.014
0.011
0.009
0.011
0.019
0.029

17

0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.009
0.010
0.010
0.009
0.009
0.010
0.011
0.010
0.007

0.009
0.017
0.014
0.017
0.013
0.029

18

0.010
0.010
0.010
0.010
0.009
0.009
0.010
0.008
0.009
0.010
0.008
0.009
0.009
0.010
0.010
0.006
0.005

0.014
0.011
0.014
0.010
0.026

19

0.009
0.010
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.008
0.009
0.009
0.008
0.008
0.009
0.009
0.009
0.006
0.006
0.006

0.009
0.000
0.019
0.029

20

0.009
0.009
0.008
0.008
0.008
0.008
0.009
0.007
0.008
0.009
0.007
0.008
0.009
0.009
0.009
0.005
0.006
0.005
0.005

0.009
0.016
0.026

21

0.009
0.010
0.009
0.009
0.009
0.009
0.009
0.008
0.009
0.009
0.008
0.008
0.009
0.009
0.009
0.006
0.006
0.006
0.000
0.005

0.019
0.029

22

0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.009
0.009
0.010
0.009
0.009
0.010
0.011
0.011
0.007
0.006
0.005
0.007
0.006
0.007

0.028

23

0.011
0.011
0.011
0.011
0.010
0.010
0.011
0.010
0.010
0.011
0.010
0.010
0.010
0.011
0.011
0.009
0.009
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
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Tabla 18. Distancias genéticas interespecificas no corregidas del gen CMOS calculadas en MEGA 5. En la primera columna se indican los
numeros que corresponden a las especies de la segunda columna. En la primera fila se muestran los nimeros que corresponden a las especies de
la segunda columna. Bajo la diagonal se muestra el valor de la distanciay sobre ladiagonal el error estandar.

© 00 N O O~ WDN P

NN NDNRRRRR R R B B R
W NP O ©O©OWw-~NOU ™ WDN L O

R. meleagris

R. unicolor Pch
R. unicolor Cot
R. unicolor VI

R. labionis

R. stigmatoral

R. cashcaensis

R. colomaromani
R. anatoloros Nap
R. spl

R. simotera

R. anatoloros Ptz
R. anatoloros ZCh
R. orcesi

R. balneator

R. crypta Cot

R. vespertina Loj
R. vespertina EIO
R. oculata Cot

R. crypta Pch

R. oculata Pch

R. vespertina Az
R. vieta

0.011
0.005
0.005
0.003
0.003
0.005
0.008
0.011
0.005
0.008
0.013
0.013
0.027
0.027
0.029
0.034
0.032
0.029
0.027
0.029
0.036
0.042

0.005

0.005
0.005
0.008
0.009
0.011
0.013
0.016
0.011
0.013
0.019
0.019
0.032
0.032
0.034
0.034
0.032
0.034
0.027
0.035
0.036
0.048

0.004
0.004

0.000
0.003
0.003
0.005
0.008
0.011
0.005
0.008
0.013
0.013
0.027
0.027
0.029
0.035
0.032
0.029
0.021
0.029
0.036
0.043

0.004
0.004
0.000

0.003
0.003
0.005
0.008
0.011
0.005
0.008
0.013
0.013
0.027
0.027
0.029
0.034
0.032
0.029
0.021
0.029
0.036
0.042

0.002
0.005
0.003
0.003

0.001
0.003
0.005
0.008
0.003
0.005
0.011
0.011
0.024
0.024
0.027
0.032
0.029
0.027
0.024
0.027
0.033
0.040

0.003
0.005
0.003
0.003
0.001

0.003
0.006
0.009
0.003
0.006
0.011
0.011
0.025
0.025
0.027
0.032
0.030
0.027
0.025
0.027
0.034
0.040

0.004
0.005
0.004
0.004
0.003
0.003

0.008
0.011
0.005
0.008
0.013
0.013
0.027
0.027
0.029
0.034
0.032
0.029
0.027
0.029
0.036
0.042

0.004
0.006
0.005
0.005
0.004
0.004
0.005

0.003
0.008
0.000
0.005
0.005
0.019
0.019
0.021
0.027
0.024
0.021
0.019
0.021
0.028
0.034

0.005
0.006
0.005
0.005
0.005
0.005
0.006
0.003

0.011
0.003
0.003
0.003
0.022
0.022
0.025
0.030
0.027
0.025
0.022
0.025
0.031
0.038

10

0.004
0.005
0.004
0.004
0.003
0.003
0.004
0.005
0.005

0.008
0.013
0.013
0.027
0.027
0.029
0.034
0.032
0.029
0.027
0.029
0.036
0.042

11

0.004
0.006
0.005
0.005
0.004
0.004
0.005
0.000
0.003
0.005

0.005
0.005
0.019
0.019
0.021
0.027
0.024
0.021
0.019
0.021
0.028
0.034

12

0.005
0.007
0.006
0.006
0.005
0.005
0.006
0.004
0.002
0.006
0.004

0.005
0.024
0.024
0.021
0.027
0.024
0.021
0.019
0.021
0.028
0.034

13

0.006
0.007
0.006
0.006
0.005
0.005
0.006
0.004
0.003
0.006
0.004
0.003

0.024
0.024
0.027
0.032
0.029
0.027
0.024
0.027
0.033
0.040

14

0.008
0.009
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.007
0.008
0.008
0.007
0.008
0.008

0.005
0.029
0.034
0.032
0.029
0.027
0.029
0.036
0.042

15

0.008
0.009
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.007
0.008
0.008
0.007
0.008
0.008
0.004

0.029
0.034
0.032
0.029
0.027
0.029
0.036
0.042

16

0.008
0.009
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.007
0.008
0.008
0.007
0.007
0.008
0.009
0.009

0.016
0.013
0.011
0.008
0.011
0.017
0.029

17

0.009
0.009
0.009
0.009
0.008
0.008
0.009
0.008
0.008
0.009
0.008
0.008
0.008
0.009
0.009
0.006

0.008
0.016
0.013
0.016
0.012
0.029

18

0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.007
0.008
0.008
0.007
0.007
0.008
0.008
0.009
0.006
0.004

0.013
0.011
0.013
0.009
0.027

19

0.008
0.009
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.007
0.008
0.008
0.007
0.007
0.008
0.008
0.008
0.005
0.006
0.005

0.008
0.000
0.017
0.029

20

0.008
0.008
0.007
0.007
0.007
0.007
0.008
0.006
0.007
0.008
0.006
0.006
0.007
0.008
0.008
0.005
0.006
0.005
0.005

0.008
0.015
0.027

21

0.008
0.009
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.007
0.008
0.009
0.007
0.007
0.008
0.008
0.008
0.005
0.006
0.006
0.000
0.005

0.017
0.028

22

0.009
0.009
0.009
0.009
0.008
0.009
0.009
0.008
0.008
0.009
0.008
0.008
0.008
0.009
0.009
0.006
0.005
0.005
0.006
0.006
0.006

0.028

23

0.010
0.010
0.010
0.010
0.009
0.009
0.010
0.009
0.009
0.010
0.009
0.009
0.009
0.010
0.010
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
0.008
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Tabla 19. Categorias de Riesgo de Extincion y Probabilidades de Extincion de Riama de Ecuador. En la primera columna se muestran las
especies de algunas especies 0 posibles especies candidatas, segunda columna se indican las categorias de riesgo de extincion, en la tercera
columna la probabilidad de extincion calculada en base a método Pesimista, en la cuarta columna los criterios utilizados para categorizar a las
especies y en la quinta columna se describen las observaciones de la categorizaciéon o la cita de donde se obtuvo la informacion. EOO =
extension de la ocurrencia, AOO = Area de ocupacion. Los nimeros después de la especie indica la localidad de la posible especie candidata, en
R. anatoloros, 1 = Napo, 2 = Pastaza, 3 = Zamora Chinchipe; en R. crypta, 1 = Cotopaxi, 2 = Pichincha; en R. oculata, 1 = Cotopaxi, 2 =
Pichincha; en R. unicolor, 1 = Pichincha, 2 = Cotopaxi, 3 = vallesinterandinos; en R. vespertina, 1 = Loja, 2 = Azuay, 3 = El Oro.

Especie/P.E.C. Categoria  P. extincién Criterios Observaciones/Cita
R. anatoloros 1 EN 0.9 Al no tener los valores de EOO y AOO seinfirio en base a estado del
habitat de las localidades de registro.
R. anatoloros 2 EN 0.9 Al no tener los valores de EOO y AOO seinfiri6 en base a estado del
habitat de las |ocalidades de registro.
R. anatolotos 3 VU 0.8 B2 ab(iii)
R. balneator EN 0.9 B2ab(iii) Segun Carrillo et al. (2005)
R. cashcaensis VU 0.8 Blab(iii) Seglin Carrillo et al. (2005)
R. colomaromani EN 0.9 Blab(iii) Seguin Carrillo et al. (2005)
R cryptal EN 0.9 B1 ab(iii)+2ab(iii)
R crypta2 EN 0.99 Al no tener los valores de EOO y AOO seinfiri6 en base a estado del
habitat de las |ocalidades de registro.
R. labionis EN 0.9 B2ab(iii) Seguin Carrillo et al. (2005)
R. meleagris EN 0.9 B2ab(iii) Segun Carrillo et al. (2005)
R. oculata 1 VU 0.99 Al no tener los valores de EOO y AOO seinfirio en base a estado del
habitat de las |ocalidades de registro.
R. oculata 2 VU 0.99 Al no tener los valores de EOO y AOO seinfirio en base a estado del

habitat de las localidades de registro.
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Tabla 19. CONTINUACION.

Especie/P.E.C. Categoria  P. extincién Criterios Observaciones/Cita
R. orces EN 09 Blab(iii)+D2 Segun Carrillo et al. (2005)
R. raneyi VU 0.8 B2ab(iii)+D2 Segun Carrillo et al. (2005)
R. simotera VU 0.8 Blab(iii) Seguin Carrillo et al. (2005)
R. stigmatoral EN 0.9 Blab(iii) Segun Carrillo et al. (2005)

R. spl CR 0.99 Al no tener e valor delaEOO y AOO por ausencia de datos de
localidad, se utilizé informacion del estado del hébitat y cuantos
individuos se han encontrado a pesar del esfuerzo de busqueda.

R. unicolor 1 VU 0.8 Al no tener los valores de EOO y AOO seinfirio en base a estado del
habitat de las localidades de registro.
R. unicolor 2 VU 0.8 Al no tener los valores de EOO y AOO seinfiri6 en base a estado del
habitat y registros en la zona.
R. unicolor 3 EN 0.9 B1 bcf(iii)+2 bc(iii)
R. vespertina 1 EN 0.99 B1 ab(iii)+2ab(iii)
R. vespertina 2 VU 0.8 B2 ab(iii)
R. vespertina 3 EN 0.9 B1 ab(iii)+2ab(iii)
R vieta CR 0.99 B2 ab(iii) En base alos Gltimos registros de esta especie y a estado del habitat

donde se encuentra se la coloc6 en una categoria de amenaza.
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Tabla 20. Medidas de Prioridades de Conservacion, calculadas en e médulo de Tuatara del programa Mesquite. En la primera columna se
encuentran los nombres de las especies ordenadas de mayor a menor en base al valor ED, en la segunda columnala distincion evolutiva (ED), en
la tercera columna la distincion evolutiva ponderada por €l riesgo de extincion actual (EDGE), en la cuarta la distincion evolutiva de los clados
(EDc), en la quinta columna la distincion evolutiva de los clados ponderada por €l riesgo de extincién (EDcGE), en la sexta columna las
diferencias evolutivas esperadas de los clados (EXpEDCGE), en la séptima columna la longitud esperada de la rama terminal (HED) y en la
octava lalongitud esperada de larama terminal ponderada por €l riesgo actual de extincién (HEDGE). L os nUmeros después de la especie indica
la localidad de la posible especie candidata, en R. anatoloros, 1 = Napo, 2 = Pastaza, 3 = Zamora Chinchipe; en R. crypta, 1 = Cotopaxi, 2 =
Pichincha; en R. oculata, 1 = Cotopaxi, 2 = Pichincha; en R. unicolor, 1 = Pichincha, 2 = Cotopaxi, 3 = valles interandinos; en R. vespertina, 1
=Loja, 2 =Azuay, 3 =El Oro.

Especie ED EDGE EDc EDcGE Exp.EDcGE HED HEDGE
R. vieta 0.28257281  0.27974709  0.32689435  0.32362541  0.36124171 0.32496863 0.32171894
R vespertinal 0.180215899 0.17841374  0.16406340  0.16242277  0.36966636 0.30939393  0.30629999
R vespertina3  0.15547316  0.13992585  0.13932067 0.125388599 0.32555462 0.30584219  0.27525797
R. balneator 0.14777333  0.13299600  0.18623663  0.16761297  0.28304041 0.20855203 0.18769683
R vespertina2  0.14425497  0.11540397  0.16884518  0.13507614  0.27055646 0.29204709  0.23363767
R. crypta 1 0.14346309 0.129116/8  0.13646001  0.12281401  0.29123008 0.27754742  0.24979268
R. orces 0.13835373  0.12451835  0.17681702  0.15913532  0.27456276 0.19913242 0.17921918
R. oculata 2 0.12721855 0.12594636  0.12021547  0.11901331  0.32255778 0.27504015 0.27228975
R. anatoloros3 0.12283949 0.098271595 0.11118778  0.08895023  0.23264795 0.18081099  0.14464879
R. oculata 1 0.12159531 0.12037936  0.11459224  0.11344631  0.31699078 0.26941692 0.26672275
R. anatoloros2 0.12076806  0.10869126  0.10911635  0.09820472  0.24917474 0.16588655 0.14929789
R. anatoloros1 0.11565426  0.10408883  0.12726892  0.11454203  0.22907471 0.14710026  0.13239023
R. crypta 2 0.11513826  0.11398688  0.10813519  0.10705384  0.28167801 0.23181787 0.22949969
R spl 0.10642922  0.10536493  0.08815948  0.08727789  0.24877024 0.14209709 0.14067612
R. labionis 0.09369778  0.084327998  0.07542804  0.06788523  0.22244571  0.13662429  0.12296186
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Tabla 20. CONTINUACION.

Especie ED EDGE EDc EDcGE Exp.EDcGE HED HEDGE
R. raneyi 0.08772236  0.07017789  0.09508924  0.07607139  0.17575928 0.11437187 0.09149749
R. meleagris 0.08559556  0.07703600  0.06732582  0.06059324  0.21524269 0.12847665 0.11562899
R. stigmatoral 0.08413095 0.07571786  0.06586121  0.05927509  0.21392454 0.127/01205 0.11431084
R. unicolor 1 0.07573374  0.06058699  0.06535683  0.05228546  0.18821577 0.12202594  0.09762075
R. colomaromani  0.071664896  0.06449841  0.06213708  0.05592337  0.19019664 0.10509043  0.09458139
R. unicolor 3 0.06691024  0.06021922  0.05653332  0.05087999  0.19430982 0.10352043  0.09316839
R. unicolor 2 0.06819832  0.05455866  0.08325973  0.06660779  0.17945812 0.11046601 0.08837280
R. simotera 0.06441417  0.05153134  0.05488635  0.04390908  0.17158349 0.10796091 0.08636872
R. cashcaensis  0.06129447  0.04903557  0.07792233  0.06233786  0.17271671 0.10325481 0.08260384
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10. ANEXOS
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Anexo 1. Listade especimenes utilizados en € presente estudio.

QCAZ Especie Provincia L ocalidad Altitud  GeolL atitud  GeolL ongitud
9201 R. anatoloros Napo Santa Rosa, Reserva de Biosfera Sumaco 1321 -0.13404 -77.46709
9203 R. anatoloros Napo Santa Rosa, Reserva de Bidsfera Sumaco 1321 -0.13404 -77.46709
9957 R. anatoloros Pastaza Comunidad Ingaru, Reserva Comunitaria Ankaku 1668 -1.26764 -78.04797
9987 R. anatoloros Pastaza Comunidad San Rafael, Reserva comunitaria Ankaku 1668 -1.26764 -78.04797
9169 R. anatoloros Zamora Las Orquideas, Tepuy, 4 km desde €l rio Nangaritza 1247 -4.25428 -78.66903

Chinchipe
11099 R. balneator Tungurahua San Antonio de Puntzan (montafias) 3071 -1.43619 -78.40828
11101 R. balneator Tungurahua San Antonio de Puntzan (montafias) 3036 -1.43706 -78.40133
10686 R. cashcaensis Bolivar Camino Guanujo - Salinas, LaMoya 3273 -1.49601 -79.01630
10754 R. cashcaensis Bolivar Camino Guanujo - Salinas, LaMoya 3273 -1.49601 -79.01630
4250 R. colomaromani Carchi Tulcan, 58km Oeste 2900 0.81200 -78.02100
8752 R colomaromani Carchi El Goatal, Moran, Escuelade Moran 2825 0.77294 -78.05597
8753 R colomaromani Carchi El Goatal, Moran, Escuelade Moran 2825 0.77294 -78.05597
9224  R. colomaromani Imbabura Intag, Santa Rosa, cerca alaReserva Siempre Verde 2460 0.26667 -78.58333
10503 R. colomaromani Pichincha Calacali, Cooperativa El Porvenir, finca El Cedra 2297 0.11400 -78.56993
11058 R. colomaromani Cotopaxi Sigchos -0.70124 -78.88795
6397 R. crypta Pichincha LaVictoria 2104 -0.47747 -79.05336
6154 R. crypta Cotopaxi Rio Pilalo 2527 -0.94815 -78.98963
6155 R. crypta Cotopaxi Rio PFilalé 2527 -0.94815 -78.98963
10455 R. crypta Cotopaxi Naranjito, Reserva de Bosgue Integral Otonga (BIO) 1923 -0.41478 -79.00073
10411 R. labionis Cotopaxi Naranjito, Reserva de Bosgue Integral Otonga (BIO) 1985 -0.41940 -79.00345
10412 R. labionis Cotopaxi Naranjito, Reserva de Bosgue Integral Otonga (B10O) 1985 -0.41940 -79.00345
9840 R. meleagris Tungurahua Mucubi 2770 -1.43010 -78.52058
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Anexo 1. CONTINUACION

QCAZ Especie Provincia L ocalidad Altitud  GeolL atitud  GeolL ongitud
9841 R. meleagris Tungurahua Mucubi 2770 -1.43010 -78.52058
9842 R. meleagris Tungurahua Cotal 6, sendero a Comunidad Mucubi 2626 -1.42951 -78.51743
9845 R. meleagris Tungurahua El Triunfo, Zona El Calvario 2406 -1.31327 -78.40776
9846 R. meleagris Tungurahua El Triunfo, Zona El Calvario 2406 -1.31327 -78.40776
5474 R. oculata Cotopaxi Naranjito, Reserva de Bosgue Integral Otonga (BIO) -0.41478 -79.00073
10410 R. oculata Cotopaxi Naranjito, Reserva de Bosgue Integral Otonga (BIO) 1985 -0.41940 -79.00345
10668 R. oculata Pichincha Nanegal, Reserva Comunitaria Santa L ucia 1735 0.11322 -78.61139
10676 R. oculata Pichincha Nanegal, Reserva Comunitaria Santa L ucia 1911 0.11928 -78.59647
9035 R. orces Napo Pargue Nacional Sumaco 2479 -0.56964 -77.59412
9036 R. orces Napo Parque Nacional Sumaco 2479 -0.56964 -77.59412
10569 R. orces Napo Reserva Ecol 6gica Antisana, Virgen de Guacamayos 2254 -0.62881 -77.84053
10570 R. orces Napo Reserva Ecol 6gica Antisana, Virgen de Guacamayos 2254 -0.62881 -77.84053
9033 R. raneyi Napo Parque Nacional Sumaco 2479 -0.56964 -77.59412
9034 R. raneyi Napo Pargue Nacional Sumaco 2479 -0.56964 -77.59412
10090 R. raneyi Sucumbios  Carreteraque vade pueblo hacia el rio de lafrontera 2555 0.65546 -77.51935

con Colombia
4120 R. simotera Carchi Reserva Ecol 6gica El Angel 0.73000 -77.94700

11019 R. simotera Carchi Comunidad El Frailgjon 3313 0.71840 -77.67427
11020 R. simotera Carchi Comunidad El Frailgjon 3313 0.71840 -77.67427
10822 R. spl Pichincha Nanegal, Reserva Comunitaria Santa L ucia 1591 0.11778 -78.60756
10827 R. spl Pichincha Nanegal, Reserva Comunitaria Santa L ucia 1591 0.11778 -78.60756
7374 R. stigmatoral Cailar Mazar, Reserva Mazar, LaLibertad 2895 -2.54659 -78.69838
9946 R. stigmatoral Caiar Biblian, iglesia 2798 -2.71784 -78.88160
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QCAZ Especie Provincia L ocalidad Altitud  GeoL atitud  GeoL ongitud
11412 R. stigmatoral Azuay San Vicente, Camino viaa San Vicente en lacruz 2715 -2.80600 -78.68367
11415 R. stigmatoral Azuay San Vicente, Camino viaa San Vicente en lacruz 3044 -2.79531 -78.71478

5475 R. unicolor Cotopaxi Naranjito, Bosque Integral Otonga (BIO) -0.41478 -79.00073
8405 R. unicolor Imbabura Intag 3279 0.31939 -78.39847
8407 R. unicolor Imbabura Intag 3311 0.33108 -78.40419
8409 R. unicolor Imbabura Tumbabiro, Hacienda ecol 0gica via a Pifian 3411 0.40366 -78.32716
8411 R. unicolor Imbabura Tumbabiro, Hacienda ecol 6gica via a Pifian 3411 0.40366 -78.32716
8800 R. unicolor Pichincha Quito, Av 12 de Octubre 1076 y Roca (PUCE) -0.20878 -78.49158
9464 R. unicolor Imbabura Cotacachi, Laguna de Cuicocha 2600 0.31468 -78.36776
9662 R. unicolor Carchi Tulcan, Barrio Carchi 2945 0.82692 -77.70641
9663 R. unicolor Carchi Tulcan, afueras de Tulcan, viaa Tufifio 2930 0.81596 -771.72677
9664 R. unicolor Carchi Huaca, afueras de Huaca 2925 0.64421 -77.72302
9681 R. unicolor Imbabura Reserva Cotacachi-Cayapas 3101 0.29297 -78.35184
9682 R. unicolor Imbabura Reserva Cotacachi-Cayapas 3101 0.29297 -78.35184
9684 R. unicolor Imbabura Reserva Cotacachi-Cayapas 3082 0.29282 -78.35150
9689 R. unicolor Imbabura La Esperanza, Afueras de la Esperanza 2616 0.29049 -78.12212
10422 R. unicolor Cotopaxi Naranjito, Reserva de Bosgue Integral Otonga (B10O) 1985 -0.41940 -79.00345
10459 R. unicolor Cotopaxi Naranjito, Reserva de Bosgue Integral Otonga (BIO) 1985 -0.41940 -79.00345
10504 R. unicolor Pichincha Calacali, Cooperativa El Porvenir, fincaEl Cedral 2297 0.11400 -78.56993
10673 R. unicolor Pichincha Nanegal, Reserva Comunitaria Santa L ucia 1950 0.11647 -78.60536
10675 R. unicolor Pichincha Nanegal, Reserva Comunitaria Santa L ucia 1900 0.11683 -78.59906
10286 R. vespertina Loja Guachaurco 2824 -4.04252 -79.86121
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QCAZ Especie Provincia L ocalidad Altitud  GeolL atitud Geol ongitud
10306 R. vespertina Loja Guachaurco 2841 -4.04237 -79.86280
10311 R. vespertina Loja Guachaurco 2841 -4.04237 -79.86280

9607 R. vespertina Azuay Giron, El Chorro de Girén 2546 -3.12993 -79.16594
9667 R. vespertina Azuay San Antonio 1900 -2.89495 -79.40528
9649 R. vespertina El Oro El Panecillo 2775 -3.46753 -79.48249
9650 R. vespertina El Oro El Panecillo 2775 -3.46753 -79.48249
4317 Petracola

ventrimacul ata
8056 Pholidobolus
montium

L6
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Anexo 2. Protocolo de extraccion de ADN con Tiacianato de Guanidina

a. Lisisde célulasy desnaturalizacion de laRNASA

1. Calentar el Buffer de lisis a 55°C para que €l SDS vuelva a estar en solucién (colocar

en el microondas o en la estufa por 15 seg).

2. Macerar arededor de 10 mg de tgjido (musculo o higado) en un porta objetos con un

bisturi esteril.

3. Colocar 300ul de Buffer delisis en un tubo de 1.5 ml.

4. Transferir € tejido macerado a tubo que contiene e Buffer de lisis, afadir 3ul de

Proteinasa K (20mg/ul) y dar un breve vortex.

5. Incubar la muestra a 55°C de 6-24 horas hasta que €l tejido este completamente

macerado. Agitar las muestras cada 30-60 minutos.

6. Posterior alaincubacion, homogenizar la muestra con un breve vortex.

7. Dgar enfriar la muestra a temperatura ambiente por algunos minutos.

b. Precipitacion de proteinas

8. Afiadir 100ul de Solucién de Precipitacion a la muestra de tejido macerado, y dar

vortex por 10-20 segundos.

9. Centrifugar a 1300 rpm por 20 minutos. Repetir si no se haformado un pelet firme.

10. Decantar o pipetear € sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5 ml, descartar el tubo con

el pellet que contiene proteinasy otros desechos.

c. Precipitacion de ADN
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11. Anadir 300ul de Isopropanol a 100% frio a la solucion con ADN, mezclar la

solucién cuidadosamente invirtiendo el tubo varias veces.

12. Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos.

13. Descartar € sobrenadante, teniendo cuidado de no perder €l pellet de ADN.

14. Anadir 300ul de Etanol al 70% e invertir el tubo varias veces paralavar €l pellet.

15. Centrifugar a 13000rpm por 10 minutosy descartar el etanol.

16. Dejar evaporar € remanente de etanol a temperatura ambiente por 20-30 minutos,
con €l tubo abierto. No sobrepasar los 30 minutos ya que el pellet se puede deshidratar y

es méas dificil rehidratarlo.

d. Tratamiento con NaOAc, rehidratacion y almacenamiento de ADN

17. Anadir 100ul de 10Mm TrissHCl ph8, a pellet y mezclar. Resuspender

completamente (24 horas) y guardar en larefrigeradora a 4°C.

18. Al siguiente dia afadir 10ul de 3SMNaOAc y 100 ul de Isopropanol a 100% frio.

invertir el tubo varias veces.

19. Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutosy descartar el sobrenadante.

20. Afadir 300ul de Etanol a 70% e invertir el tubo varias veces paralavar el pellet.

21. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutosy descartar €l etanol.

22. Dgjar evaporar el remanente de etanol a temperatura ambiente por 20-30 minutos,
con €l tubo abierto. No sobrepasar los 30 minutos ya que € pellet se puede deshidratar y

es mas dificil rehidratarlo.
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23. Resuspender el pellet anadiendo 50 ul de 0.1 TEph8.0 (1XTEphS).

24. Guardar este stock a -20°C. Alicuotas de mayor dilucion en dH20 se pueden

guardar a4°C.
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Anexo 3. Protocolo de electroforesis en gel de agarosay tincion de ADN con Sybr Safe

1. Pesar 1gr de Agarosa (en polvo).

2. Colocar laagarosa en un Erlen meyer y afiadir 100ml de Buffer TBE 0.5X. mezclar.

3. Cdentar la solucién en e microondas por 1 minuto hasta que se disuelva

completamente.

4. Dgjar enfriar la solucién por algunos minutos.

5. Armar €l recipiente de tincion y colocar la peinilla adecuada en uno de los extremos.

6. Anadir e gel en e recipiente desde un extremo, teniendo cuidado de no formar
burbujas. Dejar enfriar y solidificar el gel por 20 minutos, luego se puede colocar en la

refrigeradora a 4°C por 10 minutos.

7. Unavez solido € gel. retirar lapeinilla.

8. Recortar un trozo de parafinay colocar 1.5ul de tinte blue/orange (refrigerado a 4°C)

por cada muestra.

9. Mezclar cuidadosamente el tubo que contiene el ADN vy extraer 2.0 de ADN con una
pipeta, afadir a tinte y mezclar con la misma pipeta. Recoger con la pipeta la gota

formaday colocar cuidadosamente en el pocillo del gel.

10. Repetir el paso anterior con el resto de muestras. en el pocillo posterior colocar 2.5ul

de 100pb de ADN ladder.

11. Colocar € recipiente con el gel (previamente quitar los cauchos) en la maguina de

electroforesis que contiene Buffer TBE 0.5X y correr por 40 minutos a 90V .
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12. Al terminar la corrida recortar la parte del gel que contiene las muestras con la
espatulay colocar en el recipiente que contiene Sybr Safe (10ul) y Buffer TBE 0.5X. El
recipiente debe estar cubierto con papel aluminio y dentro de una caja que impida €l

contacto con laluz y la desnaturalizacion del Sybr Safe.

13. El resto de gel guardar en el Erlen Meyer y tapar con papel aluminio para evitar la

deshidratacion.

14. Colocar lacajaen el Mezclador por 25 minutos a 15rpm.

15. Finamente observar €l gel en el transiluminador de luz UV.

16. Se puede reutilizar el gel hasta 5 veces.
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