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1. RESUMEN

El género neotropical de lagartijas Anolis es uno de los grupos de vertebrados terrestres
con mas especies en el planeta. Con cerca de 400 especies descritas, es ademas un grupo
biogeograficamente complejo y ecologicamente muy diverso. El género Anolis ha sido
ampliamente estudiado en el Caribe ya que representa un modelo para estudios de radiacién
adaptativa; sin embargo, en Sudamérica los estudios son escasos. Aqui se presenta la
reconstruccion de la historia evolutiva mediante analisis filogenéticos y filogeograficos de dos
especies simpatricas de Anolis de las estribaciones occidentales de la Cordillera de los Andes
del Ecuador: A. gemmosus y A. aequatorialis, asi como un analisis de modelamiento de nicho

para comparar su patron de distribucion presente y futuro.

La reconstruccién filogenética y filogeografica en base al analisis de secuencias del gen
mitocondrial ND2 y seis ARNt (~1700 pb) se llevé a cabo bajo criterios de maxima
verosimilitud, inferencia bayesiana y red de haplotipos de méaxima parsimonia. Para el
modelamiento de nicho se utiliz6 un método correlativo basado en Maxima Entropia para

modelar el nicho ecoldgico en el presente y para el afio 2050.

Los andlisis filogenéticos y filogeograficos muestran que ambas especies tienen
poblaciones geograficamente concordantes a pesar de que la divergencia de las poblaciones A.
aequatorialis es anterior a la divergencia de las poblaciones de A. gemmosus. Se sugiere que
en ambas especies, similares en morfologia y ecologia, las mismas barreras geogréaficas han
limitado el flujo génico entre sus poblaciones, a pesar de que los tiempos de colonizacion

parecen ser distintos para cada especie.



El modelamiento de nicho de estas dos especies muestra que son ambientalmente muy
similares y el modelo para el afio 2050 predice un ligero ascenso a zonas mas altas en su
distribucion. También se observa que el rango de distribucion de estas especies es muy amplio
y para el afio 2050 el éarea predicha de distribucion no se va a restringir de manera

considerable.

Palabras clave: Filogeografia, Anolis, modelamiento de nicho, Cordillera de los Andes Norte,

tiempos de divergencia.



2. ABSTRACT

With nearly 400 described species, the Neotropical genus Anolis is one of the most diverse,
biogeographically complex, and ecologically diverse terrestrial vertebrate groups on the
planet. The genus has been extensively studied in Caribbean region as it represents a model for
adaptive radiation, but studies in South America are scarce. To fill this gap, we present the
evolutionary history and phylogeographic reconstruction of two sympatric Anolis species of
the western foothills of Ecuadorian Andes: A. gemmosus and A. aequatorialis. Additionally,
we present the results of niche modeling analyses to compare their actual and future

distribution pattern.

The phylogenetic relationships and phylogeographic reconstruction were based on sequence
analysis of mitochondrial gene ND2 and six tRNA (~ 1700 bp), and was carried out under the
criteria of maximum likelihood and Bayesian inference (haplotype maximum parsimony
network). To produce niche models, was used a correlative method based on Maximum

Entropy to estimate the ecological niche in the present and in 2050.

Phylogenetic and phylogeographic analyzes show that both species have geographically
coherent populations, although the ecological radiation of A. aequatorialis predates the
radiation of A. gemmosus. We suggest that both species, which are similar in morphology and
ecology, are constrained by the same geographic barriers, although colonization events appear

to be species-specific.

The niche modeling shows that these two species are very similar environmentally and 2050
model predicts a slight climb to higher ground in distribution. It is also observed that the

distribution range of these species is very wide and 2050 predicted distribution area will not



significantly restrict.

Keywords: Phylogeography, Anolis, niche modeling, Northern Andes, divergence times.



3. INTRODUCCION

La filogeografia estudia los principios y procesos que gobiernan la distribucion geografica
de linajes genealdgicos, enfatiza los aspectos historicos de la distribucion geogréfica
contemporanea de dichos linajes (Avise, 1998) y es crucial para entender la variacion de los

organismos (Campbell-Staton et al., 2012).

Esta disciplina integrativa fue anunciada como un puente de unién entre los estudios
macro y micro evolutivos, por sus profundas bases en biogeografia y genética de poblaciones
(Bermingham y Martin, 1998). Se fundamenta en analisis del ADN mitocondrial (ADNmt) ya
que este permite seguir rastros genealogicos a través de las fronteras genéticas entre
poblaciones (Bermingham y Martin, 1998). EIl ADNmt es utilizado en mas del 70% de los
analisis filogeogréaficos y tiene un valor especial como marcador filogenético microevolutivo
debido a su herencia maternal tipicamente sin recombinacion genética, rapida evolucion a

nivel de secuencias nucleotidicas y gran polimorfismo intraespecifico (Avise, 2000).

Los estudios filogeograficos intraespecificos buscan concordancias geogréficas entre
especies en la distribucién de los linajes dentro de cada especie, lo que indicaria la influencia
de un factor historico comun. Estos analisis han sido posibles gracias al desarrollo de métodos
moleculares que nos permiten investigar la variacion geografica usando marcadores

moleculares y deducir estructuras filogeograficas intraespecificas (Taberlet et al., 1998).

En Sudamérica, la Cordillera de los Andes ofrece un rico laboratorio natural para el
estudio de la biogeografia, variacion geogréafica y especiacion. El levantamiento de los Andes
jugé un papel importante en la diversificacion de los organismos Neotropicales, tanto por el

aislamiento de los organismos en ambos lados de las montafias, como por la produccion de un



mosaico de hébitats montanos y valles interandinos, en los que habria una potencial

colonizacion y diferenciacion (Brumfield y Edwards, 2007).

El levantamiento de los Andes en el Nedgeno ha tenido un profundo impacto en la historia
del continente sudamericano. Cambi6 el curso del sistema del Amazonas hacia el Atlantico y
afectd el clima de la region mediante la formacion de la Unica barrera a la circulacion

atmosférica en el Hemisferio Sur (Antonelli et al., 2009).

En trabajos anteriores la gran diversidad de herpetofauna de los Andes ha sido agrupada en
27 zonas fisiograficas divididas en 6 unidades; (1) Andes de Venezuela, (2) Sierra Nevada de
Santa Marta, (3) Andes del Norte, (4) Depresion de Huancabamba, (5) Andes Centrales y (6)
Andes del Sur (Duellman, 1979). El presente estudid filogegrafico de lagartijas del género
Anolis se realiz6 en la zona de los Andes Occidentales del Ecuador que forma parte de la

divisién Andes del Norte.

3.1. ANDES DEL NORTE

Los Andes del Norte o Andes tropicales son un escenario ideal para ejecutar estudios de
filogeografia, forman parte de una cordillera joven que alcanzo su elevacion actual dentro de
los ultimos cinco millones de afios (Gregory-Wodzicki, 2000), lo cual facilita rastrear la
historia de los linajes geneticos.

Los Andes del Norte abarcan 1800 km de largo desde las zonas bajas del Caribe hasta la
Depresion de Huancabamba y poseen la mayor riqueza de herpetofauna; aqui se encuentra el

57% de las especies de la zona andina con un endemismo del 83% (Duellman, 1979).



La alta diversidad de los Andes tropicales puede atribuirse al bajo rango de tolerancia
térmica de las especies tropicales (no hay estacionalidad) y a la mayor estratificacion climética
de las montafias tropicales, que crean mayores oportunidades de especiacion parapéatrica o
alopétrica asociadas al clima (Cadena et al., 2012). En el Ecuador los Andes se dividen en
Cordillera Occidental, Cordillera Oriental y Valles Interandinos.

La Cordillera Occidental diverge al norte a partir del Nudo de Pasto, y se extiende 500 km
al sur. El levantamiento de la ladera Occidental de la cordillera empezé en el Plioceno (~5.3
Ma. atras) y termind su levantamiento después del ultimo glacial méximo (~20.000 afios
atrés), por tanto la cordillera Occidental de los Andes en el Ecuador es mas reciente que la
cordillera Oriental que termino su levantamiento a finales del Plioceno (Duellman, 1979).

La Cordillera Occidental del Ecuador se divide en tres regiones: (1) desde el norte del Rio
Chota hasta el Nudo de Pasto, (2) del sur del valle seco del Chota al valle seco del Rio Jubones
(3) desde el sur de Rio Jubones hasta el norte del Per (Lynch y Duellman, 1997).

El clima en la zona occidental del Ecuador est& altamente influenciado por dos corrientes
oceanicas, la corriente fria de Humboldt y la corriente calida del Nifio (Lynch y Duellman,
1997). Los vientos himedos provenientes del mar se condensan sobre las tierras bajas y esta
masa de aire continda hasta los Andes generando precipitaciones (Lynch y Duellman, 1997;
Garreaud, 2009). Por lo tanto, la diversidad de los Andes Occidentales se ha visto influenciada
por factores historicos, climaticos, bidticos y abiodticos. Ademas las condiciones de las tierras
adyacentes son muy importantes para determinar la diversidad en los Andes Tropicales (Bent
y Neils, 1998), por ejemplo los numerosos valles y rios que pueden actuar como barreras de

dispersion.



3.1.1. CAMBIO CLIMATICO EN LOS ANDES DEL NORTE

En la actualidad el clima esta experimentando cambios cada vez mas radicales debido al
calentamiento del planeta. EI cambio climatico afecta y causa cambios en la distribucion (e.g.,
limites altitudinales), diversidad y abundancia de los organismos como anfibios, reptiles y
aves (Pounds et al., 1999; Seimon et al., 2007). Se atribuye gran parte de este cambio al
aumento de la temperatura de la superficie del océano, que a su vez altera el clima en la zona
montafiosa tropical (Pounds et al., 1999). EI modelamiento de nicho se ha convertido en un
método muy Util para entender y analizar el efecto del clima en la distribucion de las especies,
permitiendo poner a prueba hipotesis ecologicas sobre la distribucion de los organismos
(Guisan y Hofer, 2003). Por ejemplo, se puede predecir la magnitud y la direccion del cambio
de distribucion en relacion a diferentes escenarios de calentamiento global (Aradjo et al.,
2006).

En los Andes Tropicales se proyecta un aumento de temperatura de 4,5-5 °C a finales de
este siglo, con lo cual se daran cambios heterogéneos en los regimenes de precipitacion, que
incrementaran la frecuencia de eventos extremos (Béez et al., 2011). Los modelos predictivos
para el afio 2090 demuestran que el aumento de temperatura sera mas drastico en las zonas
montafiosas de Ecuador, Peri y Bolivia (Rabatel et al.,, 2013). Consecuentemente la
biodiversidad de los Andes Tropicales sera afectada por tales alteraciones climaticas (Baez et
al., 2011). Las especies de los Andes Tropicales podrian verse especialmente afectadas por
los cambios en el clima debido a su historia evolutiva reciente, su alta especializacion
ecologica y climatica, y a que tienden a estar en densidades poblacionales bajas (Baez et al.,
2011).

En el Ecuador, estudios basados en fotografia satelital muestran que la superficie de los

glaciares en el volcan Chimborazo han disminuido un 57% (1,6% por afio) durante el periodo



1962-1997, y en los volcanes Cotopaxi y Antisana la pérdida de superficie fue del 37% vy el
33%, respectivamente, para el periodo 1979-2007 (Rabatel et al., 2013). En las zonas de
bosques montanos del Ecuador (entre 2000 y 3000 msnm) también se han registrado
disminuciones en la precipitacion promedio anual en la década de 1980 y 1990, e incrementos
en la temperatura media anual que varian entre 0,6 y 1,9°C al comparar la década de 1990 con
la de 1960 (Merino-Viteri et al., 2005).

En la region de los Andes Tropicales el impacto del cambio climéatico se resume en
disminuciones en la densidad poblacional, extinciones locales de especies, y aumento en la
tasa de contagio de enfermedades (Béez et al., 2011). Por lo tanto es importante realizar mas

estudios que generen mas informacion del cambio climético en la region.

3.2. OBJETO DE ESTUDIO

Las lagartijas son organismos modelo para estudios ecoldgicos y evolutivos, ya sea a nivel
de individuo o comunidad, en multiples escalas temporales y espaciales. Esto se debe a la
amplia distribucion geogréfica, gran diversidad de habitats, y amplio rango de morfologia y
tamanio de algunas especies (Camargo et al., 2010).

El género neotropical de lagartijas Anolis es uno de los grupos de vertebrados terrestres
mas diverso, con cerca de 400 especies descritas (Ayala-Varela y Torres-Carvajal, 2010;
Nicholson et al., 2012), ademas es un grupo biogeograficamente complejo y ecolégicamente
muy diverso (Poe, 2004). En Ecuador se encuentran 37 especies distribuidas en la zona
tropical, subtropical y templada del oriente y occidente (Torres-Carvajal, 2011; Torres-
Carvajal y Salazar-Valenzuela, 2013).

En la region del Caribe, Anolis es un grupo ampliamente conocido y estudiado, porque

representa un modelo para estudios de radiacion adaptativa (Losos, 2009). En Sudamérica
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ocurre lo contrario, este grupo ha sido poco estudiado, lo cual se refleja en los hallazgos de
varias especies nuevas en los ultimos afios (Poe et al., 2009; Ayala-Varela y Torres-Carvajal,
2010; Avyala-Varela y Velasco, 2010). Consecuentemente, las relaciones filogenéticas y
filogeogréficas de las especies de Anolis de Sudamérica son poco conocidas.

El presente estudio estd enfocado en comparar la filogeografia y los modelos de
distribucion de dos especies de lagartijas del género Anolis: A. gemmosus O’Shaughnessy,
1875 y A. aequatorialis Werner, 1894. Estas especies son simpatricas en la mayor parte de su
distribucion y segun el estudio filogenético llevado a cabo por Castafieda y de Queiroz (2011)
A. gemmosus y A. aequatorialis son especies cercanamente emparentadas, que estan dentro del
clado Dactyloa del oeste, junto con A. anuoriensis, A. ventrimaculatus, A. festae, A. chloris y
A. peraccae.

Ambas especies habitan en las estribaciones occidentales de los Andes Tropicales: en
la zona subtropical y templada del suroeste de Colombia (departamento de Narifio) y en la
region occidental del Ecuador (provincias de Carchi, Imbabura, Santo Domingo de los
Tsachilas, Pichincha, Cotopaxi y Bolivar) entre los 1000 y 2300 msnm (Ayala-Varela y
Carvajal-Campos, 2010; Ayala-Varela et al., 2011).

Son especies abundantes que ocupan ecosistemas boscosos himedos y sombreados,
estan activas durante el dia y son animales insectivoros que no forrajean. A. gemmosus esta
activa a temperaturas de 16-20,4 °C en ramas de 30—700 cm sobre el suelo, mientras que A.
aequatorialis esta activa a temperaturas de 18,5-22 °C en vegetacion de 50-350 c¢cm sobre el

suelo (Arteaga. 2012; Bustamante-Enriquez y Arteaga. 2012).
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3.1. TRABAJOS ANTERIORES

En los dltimos afios, varios estudios de filogeografia de las lagartijas del género Anolis
se han llevado a cabo y han revelado altos niveles de divergencia entre poblaciones en
especies con amplia distribucion, la mayoria de estos trabajos son realizados con especies del
género Anolis en el Caribe; en las islas de las Antillas Mayores (Jackman et al., 2002; Glor et
al., 2003, 2004, 2005; Kolbe et al., 2004; Rodriguez-Robles et al., 2007; Campbell-Staton et
al., 2012) y en las Antillas Menores (Malhotra y Thorpe, 2000; Ogden y Thorpe, 2002; Thorpe
et al., 2005). Esto contrasta con los pocos estudios de este tipo realizados en Sudamérica. No
se tiene datos de trabajos realizados con lagartijas Anolis en las estribaciones de los Andes
Tropicales, la mayoria de trabajos han sido realizados en la cuenca Amazonica.

Glor et al. (2001) presentan una filogenia basada en ADN mitocondrial de las especies
amazénicas A. fuscoauratus, A. nitens, A. ortonii y A. punctatus, y rechazan la hipétesis de que
las especies amazonicas de Anolis son un grupo monofilético excluyendo las especies del
Caribe y Centroamérica, sugiriendo multiples intercambios faunisticos entre estas regiones.
Ademas la divergencia haplotipica entre las poblaciones de A. nitens, cuya variacién fue
influyente en la formulacion de la hipotesis de los refugios del Pleistoceno, es muy grande
(13—22% de diferencia de secuencia), lo que sugiere que estas poblaciones se separaron mucho
antes del Pleistoceno. La divergencia haplotipica entre las poblaciones de A. fuscoauratus
(3-4%), A. punctatus (4-9%) y A. ortonii (6-8%) también indican diferenciacion pre-
Pleistoceno dentro de cada especie. Finalmente se sugiere un patron temporalmente
incongruente de divergencia entre especies.

D’angiolella et al. (2011) trabajaron con el grupo de especies Anolis chrysolepis,
distribuido por toda la cuenca del Amazonas, compuesto por A. bombiceps y cinco

subespecies de A. chrysolepis para estimar las relaciones filogenéticas entre las subespecies
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del grupo A. chrysolepis y taxones cercanos. En ese estudio se analiz6 la congruencia entre
datos moleculares y morfoldgicos para evaluar el estado taxonémico de los miembros del
grupo, y como resultado se elevo taxonémicamente cada subespecie de A. chrysolepis a la
condicion de especie.

En cuanto al modelamiento predictivo de nicho, a pesar de ser una herramienta
bastante utilizada para evaluar hipotesis ecoldgicas acerca de la distribucion de los
organismos, se ha visto que son muy pocos los trabajos realizados en la prediccion de
distribucion de reptiles en el mundo (Owen, 1989; Guisan y Hofer 2003; Araljo et al. 2006,
2008, Rissler et al. 2006), y menos si hablamos de la region de los Andes Tropicales en
Sudamérica (Béez et al., 2011).

Es por esto que el presente trabajo sera un aporte al estudio de las lagartijas del género
Anolis en el tropico, reportando informacidn sobre patrones de distribucion y el posible efecto

del cambio climético.

3.4. OBJETIVOS
Objetivo general:

— Reconstruir la historia evolutiva de Anolis gemmosus y Anolis aequatorialis en base al
analisis de secuencias de ADN en espacio y tiempo, y comparar su patron de distribucion

presente y futuro.

Obijetivos especificos:
— Establecer la relacion entre la distribucion actual de los haplotipos de Anolis gemmosus y

A. aequatorialis con su filogenia.
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Comparar los patrones filogeogréficos inferidos en ambas especies, para determinar
diferencias y semejanzas en los patrones de distribucion actuales.

Estimar el tiempo de divergencia relativo para Anolis gemmosus y Anolis aequatorialis,
realizando un analisis cronofilogenético y analizar posibles eventos historicos de
divergencia.

Obtener el modelo predictivo de nicho de ambas especies al presente y futuro para
comparar las distribuciones y determinar la magnitud y direccion del cambio de sus rangos

de distribucion debido a los patrones de calentamiento global establecidos por los modelos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. ESPECIMENES UTILIZADOS

En este proyecto se utilizaron tejidos de individuos de Anolis gemmosus y A. aequatorialis
depositados en el Museo de Zoologia de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador
(QCAZ) provenientes de las provincias de Carchi, Santo Domingo de los Tsachilas, Imbabura,

Pichincha, Cotopaxi y Bolivar.

Adicionalmente se colectaron individuos en salidas de campo a las provincias de Bolivar e
Imbabura. Se tomaron muestras de tejido de musculo e higado, que fueron almacenadas en
etanol al 95% siguiendo el protocolo estandarizado del Laboratorio Molecular de
Herpetologia. Los especimenes fueron fijados con formol al 10% Yy depositados en etanol al

75% en el QCAZ.

Para los analisis se utilizaron 69 individuos (29individuos de A. aequatorialis y 40
individuos de A. gemmosus), registrados en varias localidades a lo largo de toda su
distribucion (Anexo 1). Para A. aequatorialis se utilizaron 11 localidades (Fig. 1) y para A.

gemmosus 14 localidades (Fig. 2).

4.2. EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION

El ADN fue extraido a partir de tejidos de higado y musculo (almacenados en etanol al
95% a -80 °C) del QCAZ. Se empled el protocolo de fenol-cloroformo de M. Fujita (no
publicado) con modificaciones realizadas por el personal del laboratorio de Biologia

Molecular de la seccion de herpetologia del QCAZ (Anexo 2).

A partir del ADN extraido se realizo la amplificacion del gen mitocondrial NADH

Deshidrogenasa 11 (ND2), ademas los genes que codifican para ARNt", ARNt®" ARNtM
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ARNt™, ARNt™® ARNt™", origen de la hélice ligera (L), ARNt®”® y ARNt™" mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las amplificaciones se realizaron con
un volumen final de 25 pl (2.5 pl de Buffer PCR 5X, 1.5 pl de MgCl, 50mM, 0.5 pl de cada
primer 10uM, 0.5 pl de dNTPs 10mM, 0.25 pl de Taq polimerasa, 1 unidad de ADN y 18.25

ul de H,0). Los cebadores empleados asi como los protocolos se detallan en la (Tabla 1).

Se realizaron geles de agarosa al 1% con controles negativos para visualizar mediante
electroforesis los productos de PCR. El kit de purificacion ExoSap-IT (GE healthcare) se
utilizé para eliminar los residuos de primer y dNTPs no incorporados. La secuenciacion se
Ilevo a cabo en la empresa Macrogen en Corea (Macrogen Inc., Seul, Corea). Las extracciones

de ADN se depositaron en el banco de genoma del Museo del QCAZ.
4.3. ALINEAMIENTO Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE ADN

El fragmento completo de ADN utilizado para los analisis se obtuvo a partir del ensamble
de cuatro secuencias obtenidas con los cebadores derecho y reverso respectivos (Tabla 1). El
ensamble de las secuencias se lo realiz6 en el programa Geneious Pro 5.4.6 (Drummond et al.,
2011) y el alineamiento se lo realiz6 utilizando la aplicacion MAFFt Multiple Alignment
(Katoh et al., 2002) en Geneious Pro 5.4.6. Posteriormente las secuencias fueron ajustadas

manualmente en el programa Mesquite 0.1 (Maddison y Maddison, 2010).

Los analisis filogenéticos se realizaron bajo los criterios de maxima verosimilitud MV
(Felsenstein, 1985) e inferencia Bayesiana IB (Ronquist y Huelsenbeck, 2003). Como grupo
externo para los analisis se utilizé a Anolis fitchi, distribuida en las estribaciones Orientales de
los Andes y en la Cordillera del Cutucu, desde el sur de Colombia hasta la provincia de

Morona Santiago en Ecuador (Ayala-Varela y Carvajal-Campos, 2010). Anolis fitchi esta
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dentro de las especies que tienen relacion incierta segin Castafieda y de Queiroz (2011) ya que
no fue inferida una posicion constante para esta especie a través de los anélisis filogenéticos.
El clado de A. fitchi junto con A. podocarpus es el grupo hermano del clado formado por el
grupo Dactyloa del Oeste de los Andes con la especie A. huilae (Castafieda y de Queiroz,

2011).

Se utilizaron tres estrategias de particion (Tabla 2). Debido a que cada gen evoluciona bajo
diferentes mecanismos éste proceso implementa modelos més complejos y reales de evolucion
de las secuencias de ADN, permitiendo establecer distintas tasas de sustitucién de los

nuecleotidos (Brandley et al., 2005).

Los modelos de evolucion para cada particion de ADN fueron seleccionados con el
programa jModelTest 0.1.1 bajo el criterio de informacién Akaike (AIC) (Posada, 2008)
(Tabla 2), que evita algunas limitaciones de la prueba de la tasa de verosimilitud (LRT), en
particular la imposibilidad de comparar modelos no anidados (Torres-Carvajal y de Queiroz,

2009).
4.3.1. MAXIMA VEROSIMILITUD (MV)

Los algoritmos de maxima verosimilitud examinan diferentes arboles y estiman la mejor
topologia que se ajuste mejor a los datos observados, dado un modelo de evolucion especifico
(Schmidt y von Haeseler, 2009). Para inferir los arboles bajo el criterio de MV se utilizo el
programa GARLI 2.0 (Zwickl, 2006), se corrié un analisis para cada estrategia de particion

(Tabla 2) con el modelo de evolucion correspondiente.

Se realizaron diez analisis independientes buscando obtener el mejor arbol, es decir el que

produzca los mayores valores de verosimilitud (Schmidt y von Haeseler, 2009), y para evaluar
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el soporte nodal se utilizd la técnica de bootstrap no paramétrico (Felsenstein, 1985)
realizando 100 pseudo-réplicas del set de datos, obteniendo un arbol por cada réplica. El arbol
consenso fue calculado en el programa Mesquite v 2.74 (Maddison y Maddison, 2010) bajo la
regla de mayoria al 50% (50% Majority—Rule Consensus) y se consideré como un clado con

alto soporte aquel con un valor mayor o igual al 70% (Hillis y Bull, 1993).

4.3.2. INFERENCIA BAYESISANA (1B)

El método bayesiano es un analisis de probabilidades que se basan en un criterio de
optimalidad. Es conceptualmente distinto al criterio de MV porque no busca un Unico mejor
arbol, sino que busca las probabilidades posteriores de los arboles en base a la verosimilitud y

probabilidades a priori de los pardmetros del modelo (Ronquist et al., 2009).

Estas probabilidades posteriores presentan una estimacion confiable de las relaciones
evolutivas y son obtenidas a partir de la exploracion del espacio de los arboles usando la
técnica de muestreo llamada Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC), la cual genera
pardmetros al azar, hasta encontrar la mejor distribucion probable de arboles (Ronquist et al.,

2009).

Para el presente analisis se utilizo el programa MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist,
2001). Se generaron tres arboles, uno con cada estrategia de particion (Tabla 2) y utilizando el
modelo de evolucion obtenido para cada estrategia de particién. Las basquedas se realizaron

mediante un algoritmo MCMC con los valores predeterminados de temperatura.

Para cada arbol se corrieron cuatro busquedas bayesianas independientes (nruns = 4)
usando el algoritmo de la cadena Markov de Monte Carlo, para optimizar la busqueda se

corrid el analisis con cuatro cadenas (nchains = 4), y diez millones de generaciones para los
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andlisis con una y tres particiones, y 20 millones de generaciones para el analisis con cinco
particiones. Utilizando el programa TRACER v1.3 (Rambaut y Drummond, 2007), se reviso la
convergencia de las busquedas, examinando los valores de probabilidad (-InL) por generacion,
y ademas se reviso el tamafio efectivo de la muestra (ESS). Se utilizd la opcidn que descarta
los primeros arboles generados (burn in) ya que suelen tener probabilidades muy bajas. Se
prescindio del primer 10% de las generaciones utilizadas en cada analisis (relburnin = yes

burninfrac = 0,10).

Se evaluaron las tres estrategias de particion mediante el factor bayesiano que es un valor
que nos permite comparar las estrategias de particion utilizadas. El valor de factor bayesiano
entre la estrategia a y la estrategia b (FBab) representa la relacion entre las probabilidades
marginales (Castafieda y de Queiroz, 2011). Las probabilidades marginales pueden ser
estimadas por el célculo de la media arménica de las probabilidades posteriores de las cadenas
convergentes obtenidas del analisis bajo el algoritmo MCMC, la estimacién de la media
armonica puede ser inestable en algunos casos pero es suficientemente precisa al interpretarla
como logaritmo (2Ln-FBab). Este valor logaritmico de comparacion se obtuvo mediante el
programa TRACER v1.3, utilizando los archivos .p generados con el comando sump
disponible en MrBayes 3.1.2, valores superiores a 10 (2Ln-FBab > 10) significan un fuerte
soporte para la estrategia a sobre la estrategia b (Torres-Carvajal et al., 2006; Castafieda y de

Queiroz, 2011).

4.3.3. TIEMPO DE DIVERGENCIA

El analisis cronofilogenético fue realizado bajo un marco bayesiano en el programa

BEAST v1.7.4 (Drummond et al, 2012; Drummond et al., 2007). Se utiliz6 un individuo por
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cada clado inferido en el arbol de IB, ya que las secuencias son muy similares dentro de cada
clado y un analisis preliminar con todas las secuencias originales (69) no lleg6 a converger. Se
utilizé el modelo “uncorrelated lognormal” con tasas de sustitucién no-correlacionadas entre
las ramas y la tasa para cada rama obtenida independientemente a partir de una distribucién

log-normal subyacente (Drummond et al., 2007; Torres-Carvajal y de Queiroz, 2009).

Se utilizaron los pardmetros predeterminados a excepcién del parametro ucld.mean de la
tasa de las ramas, el cual fue fijado a un valor de 1.0. Esto hace que el tiempo estimado sea
medido en unidades arbitrariamente escogidas (una unidad de tiempo corresponde al tiempo
medio necesario para la acumulacién de una sustitucion por sitio), y es util en casos en los
cuales no se cuenta con puntos de calibracion (Drummond et al., 2007; Torres-Carvajal,

2009).

Se realizaron cuatro corridas independientes de 40 millones de generaciones, muestreando
cada 1000 generaciones. Los resultados fueron analizados en el programa TRACER v1.3, se
evalué la convergencia y tamafio efectivo de la muestra (ESSs) para todos los parametros. El
arbol consenso (Maximum Clade Credibility Tree) se elabord en el programa TreeAnnotator,

parte del paquete BEAST, eliminando el 10% inicial de los arboles resultantes de cada corrida.

Ademas se llevd a cabo un analisis cronofilogenético con la tasa de evolucion del
fragmento mitocondrial igual a 1,3% de cambios / millon de afios (0,65% de cambios / linaje /
millon de afios), ya que este valor ha sido utilizado en varios trabajos sobre filogeografia de
reptiles donde se analiza el fragmento de ADN utilizado en el presente estudio (Campbell-
Staton et al., 2012; Glor et al., 2004, 2005; Macey et al., 1998; Torres-Carvajal y de Queiroz,

2009). Se utilizé la matriz completa con cinco particiones y los mismos protocolos descritos
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en el andlisis sin tasa de evolucion pero aqui el parametro ucld.mean de la tasa media de las
ramas fue establecido en 0,0065 con limite superior de 0,007 e inferior de 0,006 y para los
demas pardmetros se mantuvieron los valores predeterminados (Torres-Carvajal y de Queiroz,

2009).

4.4. DIVERSIDAD GENETICA

4.4.1. POLIMORFISMO Y DISTANCIAS GENETICAS

El analisis comparativo de la variacion de las secuencias de ADN dentro de especies
(polimorfismo) y entre especies (divergencia) es un enfoque poderoso para comprender el
proceso evolutivo, y representa una idea de la importancia funcional de regiones genémicas

(Hutter et al., 2006).

Con el programa DnaSP v5.10.01 (Librado y Rozas, 2009) se identificaron los sitios
polimérficos del set de secuencias obtenidas, estos sitios representan alelos que difieren en la
secuencia de nucle6tidos (Rozas et al., 2003). Ademas se determind cuéantos de estos sitios
polimarficos son parsimonicamente informativos, es decir, sitios que tienen un minimo de dos
nucleotidos que estan presentes al menos dos veces en el set de datos (Librado y Rozas, 2009).
Se realizd un Analisis Molecular de Varianza estandar (AMOVA) en el programa
ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al., 2006). Estos analisis fueron realizados con el objetivo de
comparar el polimorfismo genético y entender la estructura genética de las poblaciones

comparando la variacion inter e intrapoblacional.

Para cuantificar la divergencia entre las secuencias se calculé la matriz de distancias
genéticas p corregidas del gen ND2, en base al modelo de sustitucién obtenido en el programa

jModelTest 0.1.1 bajo el criterio de informacién Akaike (AIC) (Posada, 2008) (Tabla 2). Este
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andlisis se llevd a cabo en el programa PAUP 4.0 (Swofford, 2003), varios autores sugieren
que es mejor presentar las distancias corregidas en base al modelo de sustitucion ya que
consideran la posibilidad de que las bases nitrogenadas pueden sufrir multiples eventos de

sustitucion (Lemey et al., 2009).

4.4.2. RED DE HAPLOTIPOS

La red de haplotipos se entiende como un diagrama o arbol que muestra las relaciones
entre los haplotipos presentes (Bloomquist et al., 2010). Este analisis nos permite estimar las
relaciones intraespecificas, que generalmente presentan un tiempo de divergencia mucho
menor que las relaciones interespecificas, e identificar grupos haplotipicos y observar el

namero de substituciones que los separan (Templeton et al., 1992).

Los haplotipos inferidos de los andlisis de variacion del ADNmt pueden ser representados
en un gréafico evolutivo denominado red o arbol haplotipico, el mismo que muestra la
acumulacion de mutaciones en linajes de ADN a lo largo del tiempo (Templeton, 2004). Estos
arboles de haplotipos son sobrepuestos o comparados con mapas geograficos para hacer

inferencias filogeograficas.

Aunque esta superposicion visual de los arboles de haplotipos sobre mapas geograficos
puede sugerir eventos o procesos filogeograficos, no constituye una estimacién formal o
marco de hipébtesis. No existe una determinacién de si los individuos y sitios geograficos
muestreados son suficientes para asegurar que los patrones observados no podrian haber
surgido al azar. Incluso cuando uno acepta estos patrones como reales, no existe un marco

formal, explicito e interpretativo para llegar a conclusiones biolégicas de los patrones
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observados (Templeton, 2004). Es por esto que la construccion de la red de haplotipos es una

herramienta que complementa los demas analisis realizados en el presente trabajo.

Utilizando el programa DnaSP v5.10.01 (Librado y Rozas, 2009) se calcul6 la cantidad y
estructura de los haplotipos para cada especie. Ademas se estimaron los valores de diversidad
haplotipica (Hd) (Nei, 1987), nimero medio de diversidad nucleotidica (K) (Tajima, 1983) y
diversidad nucleotidica (pi) (Nei, 1987). Se diagramé y edito la red de haplotipos con el
programa Networks 4.6.0.0 (Bandelt et al., 1999) usando el algoritmo “Median-Joining”

basado en maxima parsimonia.

4.5. MODELAMIENTO DE NICHO PRESENTE Y FUTURO

El modelamiento predictivo de hébitat representa una herramienta importante en la
biogeografia, evolucion, ecologia, conservacion y manejo de especies invasivas. Este analisis
combina datos de presencia y/o ausencia con variables ecoldgicas y ambientales, para generar
un modelo de requerimientos de la especie para las variables examinadas (Anderson et al.,

2003).

Se realiz6 el modelo predictivo de nicho en el presente y la proyeccién al afio 2050 de
cada especie, mediante un método correlativo de modelamiento basado en Maxima Entropia
en el programa Maxent (Phillips et al., 2004), el mismo que tiene una alta capacidad predictiva

y utiliza unicamente datos de presencia (Phillips et al., 2006).

A mas de las localidades utilizadas en los analisis previos, se conté con localidades de toda
la distribucion de las especies compiladas por Arteaga y Bustamante (2012) en base a
literatura cientifica y datos de museo (Anexo 3). Es importante tener la mayor cantidad de

informacién de presencia de las especies ya que se tendra mas parametros de restriccion e
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informacion para el modelo. Los andlisis fueron realizados con un total de 66 localidades para
A. gemmosus y 66 localidades para A. aequatorialis, de las cuales el programa eliminé las

localidades que se solapan en menos de 1 km.

Las capas ambientales usadas corresponden a 11 variables de temperatura y 8 de
precipitacion (Tabla 3) de la base de datos WorldClim, en formato ASCII (Hijmans et al.,
2005), con un ancho de pixel equivalente a 30 segundos (~1 km?). Las capas fueron cortadas

para trabajar a nivel de Ecuador.

Se utilizoé el umbral “Maximum training sensitivity plus specificity (G)” obtenido en el
modelo MaxEnt, con el objetivo de generar un mapa binario de presencia a partir de un mapa
de probabilidades de presencia. Este umbral de sensibilidad a més de ser uno de los mas
utilizados en la literatura, estadisticamente es uno de los mejores para predecir la distribucion

(Liu et al., 2005).

Para el modelo proyectado al afio 2050 se utilizaron las condiciones climéticas definidas
por el modelo HadCM3 bajo el escenario de emision de gases de efecto invernadero A2
generado por el modelo general de circulacion (AOGCM) (Gordon et al., 2000; Nakicenovic y
Swart, 2000). El escenario A2 muestra las mayores emisiones de gases de efecto invernadero y
describe un crecimiento poblacional alto y desarrollo econémico y tecnoldgico lentos (Arnell
et al., 2004). Se utiliz6 este modelo por fines comparativos ya que es uno de los més utilizados

en trabajos con anfibios y reptiles.

Para evaluar el modelo obtenido en MaxEnt, se usé el area bajo las curvas ROC

denominada AUC. EI AUC representa una medida global de la exactitud o rendimiento de la
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prueba, el valor 6ptimo de rendimiento predictivo es 1, pero de acuerdo a la literatura los

valores en un rango de 0,85-1 son considerados de alto soporte (Elith et al., 2006).

Se dividio los datos originales de presencia en dos conjuntos; el grupo de entrenamiento
con 75% que fue seleccionado al azar y un conjunto de pruebas con el 25% restante, con el
objetivo de evaluar la capacidad predictiva del modelo encontrado (Menéndez-Guerrero y

Graham, 2013).
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5. RESULTADOS

5.1. RELACIONES FILOGENETICAS

Se obtuvo las secuencias de 69 individuos (29 de Anolis aequatorialis y 40 de A.
gemmosus), correspondientes a 12 localidades (Anexo 1). Se secuencio el fragmento de ADN
compuesto por el gen mitocondrial ND2 (~ 1030 pb) y los genes que codifican para ARNt",
ARN®" ARNt® ARNt™, ARNt"? ARNt™" OL, ARNt“*® y ARNt™" (~ 680 pb) (Anexo

4).

En base al analisis del factor bayesiano, la estrategia con cinco particiones resulto ser la
mejor, frente a las estrategias de tres y una particion. Ademas se obtuvieron valores del factor
bayesiano mayores a 10, lo que brinda confiabilidad al modelo (Tabla 4). La topologia del
arbol obtenido tanto en el analisis de maxima verosimilitud como en el de inferencia bayesiana

es idéntica, pero varian los valores de soporte de las ramas dependiendo del andlisis (Fig. 3).

Para A. aequatorialis el analisis bajo el criterio de Inferencia Bayesiana identifica cinco
clados con ramas largas y un alto soporte de probabilidad posterior (> 0,95): (a) Norte del Rio
Chota, (b) Noreste del Rio Toachi, (c) Suroeste del Rio Toachi A, (d) Suroeste del Rio Toachi
B, (e) Norte del Rio Chimbo (Fig. 4). El arbol de Méaxima Verosimilitud identifica los mismos
clados que el arbol bayesiano con un alto soporte (> 0,75) para las ramas, con excepcion de la
rama donde divergen el clado a de los demas clados b, c, d, e y la rama donde divergen los

clados c, d de e (Fig. 5) las mismas que presentan soporte bajo (<0,75).

Para A. gemmosus el arbol de Inferencia Bayesiana presenta una tritomia basal. Se

identifican los siguientes clados con alto soporte (> 0,95): (I) Norte del Rio Chota, (1)



26

Suroeste del Rio Toachi B, (IV) Noreste del Rio Toachi y (V) Suroeste del Rio Toachi A.
Mientras que las ramas con valores de probabilidad posterior < 0,95 son: (II) Norte del Rio
Guayllabamba, la rama donde diverge el clado formado por 1, 11, 111 del clado formado por 1V,
V, la rama donde divergen los clados I, Il del clado 111 y la rama donde diverge el clado | del
clado Il (Fig. 4). El &rbol de Maxima Verosimilitud identifica los mismos clados y presenta la
misma tritomia basal, las ramas presentan un buen soporte (> 0,75) a excepcion de la rama

donde diverge el clado I del 11 (< 0,75) (Fig. 5).

Para A.aequatorialis la topologia de los arboles indica que el clado méas septentrional
“Norte del Rio Chota” es el grupo hermano de los clados del sur. Mientras que en A.
gemmosus por la falta de soporte de las ramas no se puede inferir un patrén de divergencia a

partir de la topologia de los arboles.

5.2. TIEMPO DE DIVERGENCIA

Se realizaron dos arboles cronofilogenéticos, uno que infiere tiempos relativos de
divergencia (Fig. 6) y otro que infiere tiempos de divergencia calibrados con la tasa de
evolucion molecular de 1,3% divergencia / millones de afios (0,65% de cambios / linaje /
millon de afos). El arbol en base a la tasa de evolucion nos da una estimacion de que la

separacién de ambas especies fue hace aproximadamente 37 millones de afios (Fig. 7).

Los analisis cronofilogenéticos muestran que A. gemmosus y A. aequatorialis son
similares en su estructura poblacional, la separacién mas notable es la de la poblacion del
Norte del Rio Chota. Ademas muestran que las poblaciones de A. aequatorialis empiezan a

divergir antes que las poblaciones de A. gemmosus.
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De acuerdo con el arbol cronofilogenético calibrado, en A. aequatorialis el clado (a)
diverge del clado (b, c, d, e) hace ~18 Ma., el clado (b) diverge de (c, d, €) hace ~15 Ma., el
clado (c, d) diverge de (e) hace ~13 Ma., y finalmente el clado (c) diverge de (d) hace ~5 Ma.
(Fig. 7). En A. gemmosus el clado (1) diverge de (I, Il1, IV, V) hace ~7 Ma., el clado (I, 1)
diverge de (IV, V) hace ~4,4 Ma., el clado (Il) diverge de (111) hace ~3,8 Ma. y finalmente el

clado (IV) diverge de (V) hace ~2,5 Ma. (Fig. 7).

5.3. POLIMORFISMO GENETICO Y DISTANCIAS GENETICAS

Las 29 secuencias de A. aequatorialis analizadas muestran 190 sitios variables
polimorficos y 172 sitios informativos parsimoénicos y las 40 secuencias de A. gemmosus

analizadas muestran 79 sitios variables polimorficos y 64 sitios informativos parsiménicos.

El AMOVA indica para A. aequatorialis que la variacion entre grupos o interpoblacional
(86,87%) es mayor que la variacién dentro de grupos o intrapoblacional (13,13%) (Tabla 5) y
para A. gemmosus de igual manera indica que la variacion entre grupos (59,8%) es mayor que
la variacion dentro de grupos (40,23%) (Tabla 6); los analisis en ambas especies arrojaron
resultados altamente significativos (p < 0.001). Ademas la variaciéon de A. aequatorialis es
mucho mayor que en A. gemmosus, lo que sugiere que la radiacion de A. aequatorialis es
anterior que la radiacion de A. gemmosus (Glor et al., 2001). Finalmente la variacion
intrapoblacional en A. gemmosus es mucho mayor que la de A. aequatorialis, es decir que las
poblaciones de A. gemmosus no han acumulado una diferenciacion haplotipica tan marcada
como A. aequatorialis. Es por esto que en A. gemmosus es poca la diferencia entre variacion

interpoblacional y variacion intrapoblacional (59,8% vs. 40,23%).
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La matriz de las distancias genéticas corregidas para cada especie se obtuvo a partir del
gen ND2. Se obtuvo valores muy bajos para A. gemmosus, donde la mayor variacion se
encuentra en el clado del Norte del Rio Chota (3—4%) (Tabla 7). En A. aequatorialis las
distancias genéticas fueron mayores que en A. gemmosus, igualmente el clado del Norte del
Rio Chota es el que presenta una distancia genética mayor (9—-11%) en relacion a los demas

clados (Tabla 8).

5.4. RED DE HAPLOTIPOS

La red de haplotipos inferida para A. aequatorialis concuerda con los resultados obtenidos
en la filogenia. Se obtuvieron 18 haplotipos (h) con una diversidad haplotipica (Hd) de 0,95 y
una diversidad nucleotidica (pi) de 0,044. Se observaron grupos haplotipicos bien
diferenciados, que concuerdan con los clados de los arboles filogenéticos inferidos (Fig. 8;

Anexo 5).

Para A. gemmosus se obtuvieron 17 haplotipos (h) con una diversidad haplotipica (Hd) de
0,93 y una diversidad nucleotidica (pi) de 0,014. Igualmente se observaron grupos
haplotipicos que concuerdan con los clados obtenidos en los arboles filogenéticos. Pero aqui, a
diferencia de la tritomia inferida con los analisis filogenéticos, todos los individuos del

Noreste del Rio Toachi forman parte del mismo haplotipo (Fig. 9; Anexo 6).

5.3. MODELAMIENTO DE NICHO PRESENTE Y FUTURO

El AUC obtenido del modelo de ambas especies indica un alto rendimiento predictivo, por
lo tanto los modelos pueden considerarse validos. En A. aequatorialis el AUC fue de 0,95 y
las variables que mas contribuyeron al modelo fueron la temperatura media del cuatrimestre

mas calido y la estacionalidad de precipitacion. Para A. gemmosus el AUC fue de 0,97 y la
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variables que més aportaron al modelo fueron la temperatura media del cuatrimestre mas

calido y la estacionalidad de temperatura.

En la figura 10 se observa en color azul la zona de distribucion predicha por el modelo
para ambas especies, basados en los puntos de presencia de cada especie (puntos de color en
los mapas) y en las variables climaticas asociadas. EI mapa de A. aequatorialis muestra
evidentemente una distribucion en las estribaciones de la Cordillera Occidental, pero también
muestra zonas ambientalmente idoneas que no pertenecen a la distribucion real de la especie:
Las estribaciones de la cordillera Oriental y La zona sur a la altura de la provincia de Loja y
Zamora (Fig. 10A). Un panorama similar muestra el modelo para A. gemmosus ya que se
distribuye en las estribaciones de la Cordillera Occidental, pero el area modelada en el sur a
partir de la provincia de Bolivar hasta Per( y la zona de las estribaciones orientales de la

cordillera no concuerdan con la distribucion real de la especie (Fig. 10B).

En el caso de la proyeccion al afio 2050 los mapas presentados en la figura 11 nos indican
los lugares donde se cumplirian los requerimientos de cada especie en el afio 2050, basado en

el escenario de cambio climatico explicado anteriormente.

En A. aequatorialis el modelo futuro se proyectd ligeramente al este del modelo presente
(Fig. 12) lo que indica un desplazamiento hacia zonas mas altas de la Cordillera Occidental.
No hay cambios en la distribucion de norte a sur y aun se predicen zonas climaticamente
idoneas para la especie en la Cordillera Oriental, pero la colonizacion de estas areas es poco
probable debido a que la cordillera es una barrera muy significativa y actualmente estas

especies no se encuentran en el lado Oriental de la cordillera.
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En A. gemmosus de igual manera observamos un ligero desplazamiento hacia zonas mas
altas en la Cordillera Occidental sobre todo al norte de la distribucion (Fig. 13). La
distribucion de norte a sur no cambia y se predicen zonas de hébitat idéneo en la Cordillera
Oriental. Al igual que en A. aequatorialis se sabe que esta especie no habita en la Cordillera

Oriental.
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6. DISCUSION

El clado que abarca A. gemmosus y A. aequatorialis estd conformado de tal manera que A.
gemmosus es el taxdn hermano del clado que agrupa a A. aequatorialis y A. anoriensis,
especie colombiana que se distribuye al norte del Nudo de Pasto (Velasco et al., 2010;
Castafieda y de Queiroz, 2011). Ademas se sugiere que A. otongae, especie recientemente
descrita, podria estar cercanamente relacionada con A. gemmosus (Ayala-Varela y Velasco,

2010).

La estimacién del tiempo de divergencia entre A. gemmosus y A. aequatorialis es de ~37
Ma atras (Fig. 7) con un intervalo de confianza de ~20-50 Ma, lo que sugiere que este evento
probablemente se dio conjuntamente con el levantamiento de los Andes del Norte (hace ~23-
34 Ma.) en el Oligoceno (Duellman, 1979; Hoorn et al., 2010), o que las barreras geogréaficas

se formaron poco tiempo antes del evento de divergencia.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo aportan informacion del patréon de
divergencia de las poblaciones méas no del estatus filogenético del grupo Dactyloa ya que no se

trabajo con todas las especies que lo conforman.
6.1. FILOGEPGRAFIA DE A.GEMMOSUS Y A. AEQUATORIALIS

Los analisis filogeograficos realizados en el presente estudio revelan altos niveles de
divergencia poblacional dentro de A. aequatorialis, como se ha visto en los trabajos realizados
para otras especies con un rango de distribucién amplio (Campbell-Staton et al., 2012). Sin
embargo, pese a tener también una distribucién amplia A. gemmosus muestra un nivel de

divergencia poblacional bajo.
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Intraespecificamente A. aequatorialis ha acumulado mayor diferenciacion genética que A.
gemmosus, sin embargo en ambas especies encontramos clados estructurados de manera
similar, es decir con poblaciones geograficamente concordantes y que tienen restringido flujo
génico entre si. El ejemplo mas visible de esto es el alto nivel de divergencia del clado del
Norte de Rio Chota en relacion al clado del sur en ambas especies, ademas es el clado con
mayores distancias genéticas en ambos casos. EI marcador molecular utilizado en los analisis
filogenéticos y cronofilogenéticos devel6 ramas mas largas, clados mas definidos y mayor
soporte en A. aequatorialis. Una posible explicacién es que A. aequatorialis ha tenido mas
tiempo de divergencia, en el cual se pudo llegar a acumular una mayor diferenciacion genética
entre los linajes y haplotipos (Avise, 2000; Hickerson et al., 2010). En A. gemmosus el
marcador molecular mostr6 clados con ramas cortas y con un soporte no muy bueno,
probablemente el tiempo de divergencia de esta especie alin es muy corto para acumular

diferencias que definan los clados.

Los valores encontrados de diversidad haplotipica y diversidad nucleotidica para ambas
especies sugieren un crecimiento rapido de la poblacién a partir de una poblacién efectiva
ancestral pequerfia, teniendo el tiempo suficiente para recuperar la variacion haplotipica, via
mutaciones, pero no para acumular una gran diferenciacién a nivel de secuencias (Avise,
2000), es decir, encontramos en ambas especies haplotipos y clados definidos, pero la mayoria

no llegan a un nivel de divergencia que nos permita inferir un linaje completamente separado.

Se sabe que la compleja historia topogréfica y climatica de los Andes tuvo y tiene un
profundo efecto sobre la especiaciéon y distribucién de los organismos a lo largo de la
Cordillera Occidental del Ecuador y las regiones adyacentes (Lynch y Duellman, 1997). Las

barreras altitudinales, los rios, los valles secos y la estructura heterogénea del bosque pueden
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desencadenar procesos evolutivos que promuevan la diversificacion (Avila-Pires, 1995;
Moritz et al., 2000), factores que podria explicar la estructura de los linajes poblacionales de
A. aequatorialis y A. gemmosus. Los limites geograficos inferidos para los clados hallados en
el presente estudio son: (1) El clado denominado “Norte del Rio Chota” probablemente tiene
sus limites al norte en el nudo de Pasto donde se encuentra el Valle seco del Rio Patia y al sur
por el valle seco del Rio Chota (no se tiene datos moleculares de individuos de las localidades
colombianas). Este clado es muy marcado en ambas especies, pero en A. aequatorialis alcanza
una distancia genética del 11% lo cual es un valor considerable e indica una diferenciacion
marcada de esta poblacion. (2) Siguiendo hacia el sur clado denominado ‘“Norte del Rio
Guayllabamba” limita con el Valle seco del Rio Guayllabamba. Este es un clado bien
representado en A. gemmosus, diverge a partir del clado del norte, pero para A. aequatorialis
no se tienen datos moleculares de esta poblacion. (3) Un caso particular ocurre entre el clado
“Noreste del Rio Toachi” con los clados “Sur Oeste del Rio Toachi A” y “Sur Oeste del Rio
Toachi B” ya que son poblaciones muy cercanas geograficamente, pero que en todos los
analisis moleculares resultaron en clados separados, esto probablemente se deba a la barrera
que proporciona el Rio Toachi, que separa a las poblaciones del noreste de las poblaciones del
suroeste. A pesar de que este rio no ha sido descrito previamente como una barrera para la
herpetofauna (Duellman, 1979; Lynch y Duellman, 1997), existe el caso de Anolis otongae,
una especie recientemente descrita, que se restringe a la region del bosque nublado al suroeste
del Rio Toachi entre las provincias de Cotopaxi y Pichincha a 1800 y 2500 msnm (Ayala-
Varela y Velasco, 2010), por lo que se pensaria que este rio es una barrera geografica para
Anolis. (4) Entre los clados “Sur Oeste del Rio Toachi A” y “Sur Oeste del Rio Toachi B” no
existe una barrera geogréafica evidente y la distancia genética entre estos clados es baja, por lo

tanto posiblemente se necesite mayor esfuerzo de muestreo entre la distribucion de las dos
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poblaciones o exista un proceso de divergencia que no se deba a factores geograficos sino
ecoldgicos. (5) Finalmente el clado “Norte del Rio Chimbo” sélo esta representado en A.
aequatorialis, pero en esta region existe una especie aun no descrita que es muy similar
morfolégicamente a A. gemmosus que probablemete sea la razon por la que A. gemmosus no
esta presente en esta zona geografica. El limite norte de esta poblacion no esta marcado ya que
no existe una barrera significaticativa, como en el caso del Rio Toachi y el valle seco asociado
al mismo, sino que son varios rios que separan a esta poblacién de la de las poblaciones Sur
Oeste del Rio Toachi Ay Sur Oeste del Rio Toachi B. Por lo tanto la distribucion de A.

aequatorialis se extiende mas hacia el sur que A. gemmosus.

Los limites geogréficos establecidos anteriormente también se sustentan en el hecho que A.
gemmosus y A. aequatorialis son especies similares morfolégicamente (Castafieda y de
Queiroz, 2011), con requerimientos climaticos muy parecidos (Fig. 10 y Fig. 11),
genéticamente muy cercanas (Castafieda y de Queiroz, 2011) y posiblemente con un poder de

dispersion muy similar.

Si las mismas barreras geogréaficas limitan las poblaciones actuales de ambas especies y
estas poblaciones no surgieron al mismo tiempo o por el mismo evento de vicarianza se puede
sugerir que la radiacion de las poblaciones de A. aequatorialis ha sido por dispersion y
colonizacién, y A. gemmosus repitid el proceso varios millones de afios después. Lo
importante es reconocer el papel de estas barreras en la estructura poblacional de ambas

especies.

Las poblaciones de A. aequatorialis debido a su mayor tiempo de divergencia han

acumulado mayor diferenciacion que A. gemmosus y por esto los linajes poblacionales son
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mas definidos, pero es evidente que en ambas especies el valle del Rio Chota es una barrera
poblacional importante aun cuando no tengan el mismo tiempo de divergencia. Se podria
esperar que las poblaciones de A. gemmosus tiendan a diferenciarse de igual manera que las de
A. aequatorialis, marcando asi la importancia de rios y valles secos como barreras efectivas en

la separacion poblacional de Anolis en los Andes Tropicales.

Se conoce que A. gemmosus y A. aequatorialis habitan los bosques humedos y que la
tolerancia de temperatura varia de 16-20,4 °C y 18,5-22 °C respectivamente, por lo tanto es
coherente pensar que las zonas secas y muy calientes puedan ser barreras que limiten el flujo
génico entre las poblaciones. Se sabe ademéas que para la herpetofauna los rios y valles secos

de los Andes pueden actuar como barreras geogréaficas (Duellman, 1979).
6.2. TIEMPOS DE DIVERGENCIA

Los tiempos de divergencia obtenidos en este trabajo nos dan una idea del proceso de
divergencia de las poblaciones. A. aequatorialis empieza su radiacion hace ~18 Ma.,
separando los clados del Norte del Rio Chota de los demés clados en el sur. Ademas se
observa que los clados mas recientes son los clados del Suroeste de Rio Toachi A y B que se
separaron hace ~5 Ma. Mientras que en A. gemmosus el clado del Norte del Rio Chota diverge
de los clados del sur hace hace ~7 Ma., y los clados mas recientes son los del Noreste y

Sureste del Rio Toachi que divergieron hace ~2,5 Ma.

Hay evidencia de que la tasa de evolucion molecular puede variar dependiendo de varios
factores, tales como la tasa metabodlica de los organismos (Gillooly et al., 2005). Ademas el
tiempo de divergencia puede ser menor al estimado, debido a que en nuestros datos no se uso

el fragmento entero que utilizé6 Macey et al, (1998), sino que se excluy6 el gen de evolucién
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mas lenta COI por lo tanto la tasa de evolucion molecular del fragmento analizado podria ser

mayor al 1,3% de cambios / millén de afios (Campbell-Staton et al., 2012).

Por lo tanto al igual que varios trabajos, aqui la hipotesis de refugios del pleistoceno no se
cumple (Moritz et al., 2000; Glor et al., 2005; D’angiolella et al., 2011), ya que el origen de
estas dos especies y la radiacion de sus clados son anteriores al Pleistoceno (~2-5 Ma.), pero
las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno pudieron acentuar la diferenciacion de las
poblaciones en ambas especies, debido a varios procesos de compresién y expansion
poblacional por el aumento de nivel del glaciar (Torres-Carvajal, 2007; Koscinski et al.,

2008).

6.3. CAMBIO CLIMATICO Y DISTRIBUCION

El clima y la fisiografia de los Andes son factores muy importantes en la diversidad de la
zona (Cadena et al., 2012); la magnitud y rapidez del cambio climatico es preocupante.
Durante el siglo pasado la temperatura global aument6 en 0,6 °C y las predicciones son que el
aumento de temperatura al final del presente siglo sera de 6 °C. Algunas especies ya han
respondido a un aumento de temperatura de 0,6 °C, pero es evidente que los efectos mas
importantes sobre las especies y los ecosistemas se produciran en el futuro (Beaumont et al.,

2005).

El cambio climatico es una de las hipdtesis que podria explicar la declinacion de anfibios y
reptiles durante las UGltimas décadas (Thuiller y Pearson, 2006), es por esto que el
modelamiento predictivo de nicho a mas de ser un aporte valioso para trabajos de ecologia,
evolucion y manejo de especies invasivas es una herramienta muy util para estudios de

conservacion (Phillips et al., 2006).



37

La distribucion actual de A. gemmosus y A. aequatorialis es bastante amplia en las
estribaciones occidentales del Ecuador y norte de Colombia y los analisis de modelamiento de
nicho muestran que su potencial distribucion en el afio 2050 permanece muy similar por lo que
no podemos catalogarlas como especies que tendrdn un cambio drastico en su hébitat o que
estén en riesgo de extinguirse. Cabe recalcar que el modelamiento de nicho no toma en cuenta
la capacidad de dispersion, la ecologia y la fisiologia de los organismos, asi como tampoco la

fragmentacion o deterioro del habitat por actividades antropocéntricas.

Observamos también que los mapas de modelamiento del nicho son muy parecidos y que
el mapa de la prediccion al afio 2050 presenta casi los mismos cambios de distribucion en
ambas especies, ademas la variable climéatica que mas influye en la distribucién de ambas
especies es la biol0: temperatura media del cuatrimestre mas calido, es decir que las presiones
ambientales para ambas especies son similares. Por lo tanto podemos decir que estas dos
especies simpatricas, A. gemmosus y A. aequatorialis, tienen requerimientos climaticos muy

similares.

Por otra parte como pudimos observar en los modelos presentados, tanto A. aequatorialis
como A. gemmosus muestran que las regiones idoneas para la supervivencia de las mismas se
desplazan ligeramente a sitios mas altos de la cordillera. Este desplazamiento altitudinal es una
de las respuestas de los organismos frente al cambio climatico que se ha documentado y que se
predice para los préximos afios (Shoo et al., 2006; Seimon et al., 2007; Lenoir et al., 2008;

Guizado-Rodriguez et al., 2012).



38

Es muy importante para tener una idea clara de respuesta de los organismos frente al
cambio climético y al posible cambio de su habitat idoneo, realizar trabajos mas profundos y

detallados de la ecologia, fisiologia y comportamiento de los organismos.
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7. CONCLUSIONES

El fragmento de ADN mitocondrial utilizado muestra que las ramas intraespecificas de
A. aequatorialis son mas largas y con mayor soporte que las de A. gemmosus debido a
que las poblaciones de Anolis aequatorialis divergen antes que las poblaciones de

Anolis gemmosus.

La estructura poblacional en A. gemmosus y A. aequatorialis es similar y al ser
especies morfoldgica, ecolégica y filogenéticamente similares posiblemente las

mismas barreras geogréaficas estarian limitando sus poblaciones.

La variacion genética dentro de A. aequatorialis es mayor que la variacion dentro de A.
gemmosus. La distancia genética de la poblacion al Norte del Rio Chota de A.
aequatorialis alcanza un 10% de distancia genética, lo que podria sugerir un proceso

de especiacion.

Las mismas barreras geogréaficas limitan las poblaciones actuales de ambas especies

aunque estas poblaciones no surgieron al mismo tiempo.

Las poblaciones de A. gemmosus y A. aequatorialis llegaron a su distribucion actual
por dispersion y colonizacién mas no por procesos simpatricos, ya que la divergencia

de las poblaciones en ambas especies no concuerdan temporalmente.
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8. RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar los andlisis filogenéticos, cronofilogenéticos y filogeograficos con
las especies A. anoriensis y A. otongae a mas de A. aequatorialis y A. gemmosus. De
esta manera se podra establecer la filogenia de todo el clado y un patréon filogeografico

més completo.

Se deben agregar datos moleculares de las localidades faltantes de cada especie, para

cubrir todo el rango de distribucion y asi tener analisis moleculares mas completos.

Cuantificar la magnitud y direccion del cambio del area predicha, excluyendo de los
andlisis las zonas predichas a los que se sabe que estas especies no pueden migrar, para

tener una estimacion acertada del cambio de area.

Se debe realizar trabajo en ecologia y comportamiento para establecer una posible
respuesta de las especies al cambio climatico, ya que los modelos sirven para saber el
cambio de las zonas iddneas para la presencia de las especie, pero no nos permiten

concluir cual sera la respuesta de los organismos al cambio.
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Figura 1: Mapa de localidades de los individuos de Anolis aequatorialis utilizados para los
analisis filogenéticos y cronofilogenéticos, los numeros hacen referencia al Anexo 1. Se

muestran los rios que separan las poblaciones.
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Figura 2: Mapa de localidades de los individuos de Anolis gemmosus utilizados para los

andlisis filogenéticos y cronofilogenéticos, los nimeros hacen referencia al Anexo 1. Se

muestran los rios que separan las poblaciones.
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Figura 3: Arbol filogenético bajo criterio de Inferencia Bayesiana. Se presentan los nimeros

QCAZ de cada espécimen, el grupo externo Anolis fitchi y los valores de probabilidades

posteriores/valores de bootstrap ya que la topologia es igual. La escala representa las

sustituciones por sitio.
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Figura 4: Arbol consenso del analisis de Inferencia Bayesiana. Se presentan los valores de probabilidades posteriores como soporte de

los nodos y el nombre asignado a cada clado.
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Figura 5: Filograma del analisis de Maxima Verosimilitud. Se presentan los valores de bootstrap de soporte de los nodos y el nombre

asignado a cada clado.



61

Norte del Rio Chota

A Noreste del Rio Toachi

Anolis aequatorialis rth—

=8 01Suroeste del Rio Toachi A

=03

Tre— Suroeste del Rio Toachi B

Norte del Rio Chimbo

e==iin()? Norte del Rio Chota

Suroeste del Rio Toachi B

Anolis gemmosus I_--S Norte de Rio Guayllabamba

03 Noreste del Rio Toachi

02

==8 01Suroeste del Rio Toachi A

0.05
T T T T T T T T 1

D4 0.3 02 0.1 oo

Figura 6: Filograma de andlisis de tiempo de divergencia relativo (sin tiempo de calibracidn). Se presentan los valores

relativos de tiempo de divergencia segun la escala inferior y el nombre asignado a cada clado. Las barras representan el error de

los nodos o intervalos de confianza del 95% HPD para cada tiempo de divergencia calculado.
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Figura 7: Filograma de andlisis de tiempo de divergencia con la tasa de evolucion del fragmento mitocondrial igual a 1,3% de

cambios / millén de afios (0,65% de cambios / linaje / millon de afios). Se presentan los valores que representan el tiempo de
divergencia en millones de afios y el nombre asignado a cada clado. Las barras representan el error de los nodos o intervalos de

confianza del 95% HPD para cada tiempo de divergencia calculado.
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Figura 8: Red de haplotipos de Anolis aequatorialis, basada en caracteres informativos de la

secuencia del gen ND2 y tRNAs. Los numeros corresponden al nimero de haplotipo mostrado

en el Anexo 5y los colores representan a los clados de la figura 4.
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Figura 9: Red de haplotipos de Anolis gemmosus, basada en caracteres informativos de la
secuencia del gen ND2 y tRNAs. Los numeros corresponden al nimero de haplotipo mostrado

en el Anexo 6y los colores representan a los clados en la figura 4.
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Figura 10: Mapas del modelamiento predictivo de habitat al presente, en base a las 19 variables climaticas (Tabla 3), para A.
aequatorialis (A) y A. gemmosus (B). Los puntos de color en cada mapa representan las localidades de presencia utilizadas en el

modelo.
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Figura 11: Mapas del modelamiento predictivo de habitat al afio 2050, en base a las 19 variables climaticas (Tabla 3) y el escenario de

emision de gases de efecto invernadero 2A2. (A) Modelo de A. aequatorialis y (B) Modelo de A. gemmosus.



67

Figura 12: Mapa de Anolis aequatorialis donde se muestra el modelo presente y futuro, se
observa el cambio de la distribucién potencial. Se muestra en azul el modelo presente y en

rojo el modelo al afio 2050.
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Figura 13: Mapa de Anolis gemmosus donde se muestra el modelo presente y futuro, se
observa el cambio de la distribucién potencial. Se muestra en azul el modelo presente y en

rojo el modelo al afio 2050.
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11. TABLAS

Regiones de ADN y cebadores utilizados en este estudio.
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Gen Cebadores Secuencia 5'-3' Fuente Direccién Protocolo de amplificacion
Partel 12s16s42md
ND1 ND1b CGATTCCGATATGACCARCT Kumazawa y Nishida Derecho 1 ci.cIo: 2min 94°C, 30s 42°C, 1m‘in 72°C
(1993) 5 ciclos: 30s 94°C, 30s 42°C, 1min 72°C
22 ciclos: 30s 94°C, 30s 50°C, 1min 72°C
ND2 ND2r.6 ATTTTTCGTAGTTGGGTTTGRTT Macey et al. (1997) Reverso 1 ciclo: 5min 72°C
Parte 2 RepND1COIb25
ND2 14758  TCTACAACCCCYTCCCACATTC Derecho 1 ciclo: 2min 94°C
25 ciclos: 30s 94°C, 30s 52°C, 2min 30s
72°C
Cco1 COlr.1a AGRGTGCCAATGTCTTTGTG Macey et al. (1997) Reverso

1 ciclo: 10min 72°C
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Tabla 2: Estrategias de particion del fragmento de ADN (ND2 y tRNAS) utilizadas en los
andlisis y modelos de evolucion respectivos.

Estrategia de

o, Particiones Modelo Criterio | G
particion
1 (sin particion) tRNAs-ND2-OL TIM1+I+G AIC 0,55 1,121
tRNAS TPM2uf+G AlIC 0 0,137
2 (3 particiones) ND2 GTR+I+G AlC 0,53 1,844
oL k80 AIC 0 0
tRNAs TPM2uf+G AIC 0 0,137
ND2 posicionl TIM1+I AIC 0,664 0
3 (5 particiones) ND2 posicion2  TRN+I+G AIC 0,492 0,295
ND2 posicion3 GTR+I AIC 0,094 0

oL k80 AIC 0 0




Tabla 3: 19 variables climaticas obtenidas de Worldclim.

NUmero

Descripcion

BIO1
BIO2
BIO3
BI04
BIO5
BIO6
BIO7
BIO8
BIO9
BIO10
BIO11
BIO12
BIO13
BIO14
BIO15
BIO16
BIO17
BIO18
BIO19

Temperatura media anual

Rango de temperatura mensual

Isotermalidad

Estacionalidad de temperatura

Temperatura maxima del mes mas caliente
Temperatura minima del mes mas frio

Rango de temperatura anual

Temperatura media del cuatrimestre mas humedo
Temperatura media del cuatrimestre mas seco
Temperatura media del cuatrimestre mas célido
Temperatura media del cuatrimestre mas frio
Precipitacién anual

Precipitacién del mes mas humedo
Precipitacion del mes més seco

Estacionalidad de precipitacion

Precipitacién del cuatrimestre mas humedo
Precipitacién del cuatrimestre mas seco
Precipitacion del cuatrimestre mas calido

Precipitacién del cuatrimestre mas frio

71
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Tabla 4: Estimacion del factor bayesiano de las estrategias de particién (ver Tabla 2) del
fragmento de ADN utilizado en los analisis filogenéticos. 1: sin particiones 2: tres particiones
y 3: cinco particiones. Se muestra Ln P(model/data), E.S (error estandar) y los valores de
factor bayesiano. Los valores de factor bayesiano para la estrategia >10 lo que indica un buen
soporte y el valor més alto fue para la estrategia de cinco particiones (color rojo).

Estrategia de Ln P (model ES 1 2 3
particion /data)
1 (sin particion) 5951779 +/-0,224 - 63,138 -279,813
2 (3 particiones) -5888,642  +/-0,301 63,138 - -216,676

3 (5 particiones) 5671966 +/-0191 279,813 216,676 -




73

Tabla 5: Resultado del AMOVA para las poblaciones de Anolis aequatorialis.

Sumade Componentes Porcentaje

Fuente de variacion df cuadrados de Varianza de variacion
Entre poblaciones 3 724,296  35,77355 Va 86,87
Dentro de poblaciones 25 135,221 5,40885 Vb 13,13
Total 28 859,517 41,18239
indice de fijacién FST: 0,86866
P: 0.000 **

** Altamente Significativo
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Tabla 6: Resultado del AMOVA para las poblaciones de Anolis gemmosus.

Sumade Componentes Porcentaje

Fuente de variacion df cuadrados de Varianza de variacion
Entre poblaciones 12 12,85 0,28892 Va 59.77
Dentro de poblaciones 27 5,25 0,19444 Vb 40,23
Total 39 18,1 0,48336
indice de fijacién FST: 0,59773
P. 0.000 **

** Altamente Significativo



Tabla 7: Distancias genéticas de las poblaciones de Anolis gemmosus, estimadas en base al

gen ND2.

1 2 3 ) 5
1 Norte del Rio
Chota oo
2 Suroeste del Rio 0,041-0.045 0

Toachi B

3 Suroeste del Rio
Toachi A

4 Norte del Rio
Guayllabamba

5 Noreste del Rio
Toachi

0,035-0,044 0,028-0,037 0-0,01

0,033-0,045 0,023-0,024 0,015-0,022 0

0,030-0,035 0,028-0,29 0,006-0,015 0,013-0,029  0-0,010
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Tabla 8: Distancias genéticas de las poblaciones de Anolis aequatorialis, estimadas en base al

gen ND2.

1 2 3 4 5
1 Norte del Rio Chota 0-0,009
2 Suro_este del Rio 0,092-0,103  0-0,001
Toachi B
3Suroeste del Rio 1070118 0024-0027  0-0,015
Toachi A
4 Norte del Rio 0,091-0,103 0,092-0,10 0,096-0,113 0,001-0,003
Chimbo
> Noreste del Rio 0-0,085 0,082-0,096 0,092-0,109 0,077-0,096 0-0,048

Toachi




12. ANEXOS

7

Anexol: Lista de individuos empleados en el estudio. Se muestra el nimero de coleccion (QCAZ), provincia, localidad y
coordenadas. Los nimeros de las localidades corresponden a los nimeros de las figurasly 2.

# |QCAZ Especie Provincia Localidad Coordenadas
Mapa Latitud Longitud
4402 A. aequatorialis Carchi Maldonado, Sendero Ecoldgico Teldibi 0,9130100 -78,107820
4403 A. aequatorialis Carchi Maldonado, Sendero Ecoldgico Teldibi 0,9130100 -78,107820
4404 A. aequatorialis Carchi Maldonado, Sendero Ecoldgico Teldibi 0,9130100 -78,107820
1 4405 A. aequatorialis Carchi Maldonado, Sendero Ecoldgico Teldibi 0,9130100 -78,107820
4411 A. aequatorialis Carchi Maldonado, Sendero Ecoldgico Teldibi 0,9130100 -78,107820
4365 A. aequatorialis Carchi Maldonado, Sendero Ecoldgico Teldibi 0,9130100 -78,107820
4384 A. aequatorialis Carchi Rio San Pablo, cerca a Chical 0,9030200 -78,162840
4380 A. aequatorialis Carchi Rio San Pablo, cerca a Chical 0,9030200 -78,162840
2 [4381 A. aequatorialis Carchi Rio San Pablo, cerca a Chical 0,9030200 -78,162840
4387 A. aequatorialis Carchi Rio San Pablo, cerca a Chical 0,9030200 -78,162840
4375 A. aequatorialis Carchi Rio San Pablo, cerca a Chical 0,9028900 -78,163590
8665 A. aequatorialis Carchi Finca de Anibal Pozo, Chilma Bajo 0,8653585 -78,049354
3 8666 A. aequatorialis Carchi Finca de Anibal Pozo, Chilma Bajo 0,8653585 -78,049354
4 |FHGO6757 A. aequatorialis Imbabura Urbina 0,745861  -78,3008
FHGO6815 A. aequatorialis Imbabura Urbina 0,745861  -78,3008
5 | MECN3528 A. aequatorialis Imbabura Junin 0,2754 -78,660300
10680 A. aequatorialis Pichincha Santa Lucia de Nanegal 0,11275 -78,603361
6 |6863 A. aequatorialis Pichincha Mindo Garden, Senderos Interpretativos -0,069017 -78,801667
6855 A. aequatorialis Pichincha Mindo Garden -0,0716170 -78,758133
9835 A. aequatorialis SDT Palmeras, Estacion Cientifica Rio Guajlito -0,223333 -78,821675
7 11405 A. aequatorialis SDT Palmeras, Estacion Cientifica Rio Guajlito -0,22676  -78,82171
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7821 A. aequatorialis limite Cotopaxi/SDT Naranjito, Reserva Bosque Integral Otonga (RBIO) -0,4147830 -79,000733
8 7823 A. aequatorialis limite Cotopaxi/SDT Naranjito, Reserva Bosque Integral Otonga (RBIO) -0,4147830 -79,000733
5653 A. aequatorialis Cotopaxi Sigchos -0,4237100 -78,967650
9 |5652 A. aequatorialis Cotopaxi Sigchos -0,4237100 -78,967650
6890 A. aequatorialis Pichincha Rio Chisinche -0,4480000 -78,764167
8839 A. aequatorialis Cotopaxi A 18,2 km de Quillutufia, via a Pucayacu -0,6784330 -79,015650
10 [8841 A. aequatorialis Cotopaxi A 18,2 km de Quillutufia, via a Pucayacu -0,6784330 -79,015650
8840 A. aequatorialis Cotopaxi A 18,2 km de Quillutufia, via a Pucayacu -0,6784330 -79,015650
3443 A. aequatorialis Bolivar Telimbela (rio arriba) -1,6584400 -79,157150
11 | 6779 A. aequatorialis Bolivar Telimbela, Escuela Elisa Marifio de Carvajal -1,6658570 -79,172096
6778 A. aequatorialis Bolivar Telimbela, Escuela Elisa Marifio de Carvajal -1,6658570 -79,172096
4408 A. gemmosus Carchi Maldonado, Sendero Ecoldgico Teldibi 0,9130100 -78,107820
1 |[4406 A. gemmosus Carchi Maldonado, Sendero Ecoldgico Teldibi 0,9130100 -78,107820
4360 A. gemmosus Carchi Maldonado, Sendero Ecoldgico Teldibi 0,9130100 -78,107820
4385 A. gemmosus Carchi Rio San Pablo, cerca a Chical 0,9030200 -78,162840
4382 A. gemmosus Carchi Rio San Pablo, cerca a Chical 0,9030200 -78,162840
2 4386 A. gemmosus Carchi Rio San Pablo, cerca a Chical 0,9030200 -78,162840
4388 A. gemmosus Carchi Rio San Pablo, cerca a Chical 0,9030200 -78,162840
8681 A. gemmosus Carchi Finca de Anibal Pozo, Chilma Bajo 0,8653585 -78,049354
3 [8683 A. gemmosus Carchi Finca de Anibal Pozo, Chilma Bajo 0,8653585 -78,049354
8682 A. gemmosus Carchi Finca de Anibal Pozo, Chilma Bajo 0,8653585 -78,049354
4 FHGO6816 A. gemmosus Imbabura Urbina 0,745861 -78,3008
4352 A. gemmosus Imbabura 6 de Julio de Cuellaje 0,4010700 -78,518100
4349 A. gemmosus Imbabura 6 de Julio de Cuellaje 0,4010700 -78,518100
4346 A. gemmosus Imbabura 6 de Julio de Cuellaje 0,4010700 -78,518100
> 4347 A. gemmosus Imbabura 6 de Julio de Cuellaje 0,4010700 -78,518100
4348 A. gemmosus Imbabura 6 de Julio de Cuellaje 0,4010700 -78,518100
9450 A. gemmosus Imbabura 6 de Julio de Cuellaje 0,4001900 -78,525020
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4353 A. gemmosus Imbabura Reserva Alto Choco 0,3760300 -78,458570
4354 A. gemmosus Imbabura Reserva Alto Choco 0,3760300 -78,458570
6 7330 A. gemmosus Imbabura Reserva Alto Choco 0,3693900 -78,449420
8837 A. gemmosus Imbabura Reserva Alto Choco 0,3676950 -78,417084
7 | MECN3539 A. gemmosus Imbabura Junin 0,2754 -78,660300
9462 A. gemmosus Pichincha Nanegalito, Finca El Cedral 0,1141000 -78,570070
9463 A. gemmosus Pichincha Nanegalito, Finca El Cedral 0,1141000 -78,570070
8 10501 A. gemmosus Pichincha Nanegalito, Finca El Cedral 0,1140000 -78,569930
10502 A. gemmosus Pichincha Nanegalito, Finca El Cedral 0,1140000 -78,569930
5494 A. gemmosus Pichincha Pachijal (via la Nanegalito los Bancos) -0,0234670 -78,746750
9 5497 A. gemmosus Pichincha Pachijal (via la Nanegalito los Bancos) -0,0234670 -78,746750
6852 A. gemmosus Pichincha Mindo Garden -0,0675330 -78,753500
10 6851 A. gemmosus Pichincha Mindo Garden -0,0675330 -78,753500
6413 A. gemmosus SDT Palmeras, Estacidn Cientifica Rio Guajlito -0,2440000 -78,794000
11 6414 A. gemmosus SDT Palmeras, Estacion Cientifica Rio Guajlito -0,2440000 -78,794000
8412 A. gemmosus Pichincha Naranjito, Reserva Bosque Integral Otonga (RBIO) -0,4186940 -78,795056
10393 A. gemmosus Cotopaxi Naranjito, Reserva Bosque Integral Otonga (RBIO) -0,4193280 -78,993960
12 10438 A. gemmosus Cotopaxi Naranjito, Reserva Bosque Integral Otonga (RBIO) -0,4194000 -79,003450
3864 A. gemmosus Cotopaxi Naranjito, Reserva Bosque Integral Otonga (RBIO) -0,4194000 -79,003450
6882 A. gemmosus Pichincha Tandapi -0,4247170 -78,789050
6884 A. gemmosus Pichincha Rio Chisinche -0,4480000 -78,764233
13 6885 A. gemmosus Pichincha Rio Chisinche -0,4486000 -78,764417
6886 A. gemmosus Pichincha Rio Chisinche -0,4486000 -78,764417
8845 A. gemmosus Cotopaxi A 18,2 km de Quillutufia, via a Pucayacu -0,6784330 -79,015650
14 8847 A. gemmosus Cotopaxi A 18,2 km de Quillutufia, via a Pucayacu -0,6784330 -79,015650
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Anexo 2: Protocolo de extraccion de ADN usando Tiocinato de Guanidina

Metodologia

Lisis celular

1. Calentar la solucién de lisis a 55°C hasta que el precipitado vuelva a estar en solucion.

2. Colocar 10 mg de tejido macerado en un tubo de 1.5ml que contenga 300ul de la solucion

de lisis de células.

3. Afiadir 3-5ul e proteinasa K (20mg/ml), dar un vortex rapido e incubar de 3-6 horas (dejarlo

durante toda la noche si fuera necesario) a 55°C hasta que el tejido se haya digerido.

4. Durante el proceso de lisis, las muestras deben ser agitadas por lo menos cada 30 minutos.

5. Dar un vortex suave para homogenizar.

6. Enfriar las muestras a temperatura ambiente.

Precipitacion proteica

1. Afadir 100ul de Solucion de precipitacion de proteinas en cada tubo con células lisadas y

dar un voértex de 10-20 segundos para mezclar el contenido.

2. Centrifugar a una velocidad de 13.000 rpm durante 10 minutos.

3. Trasladar el sobrenadante, que contiene ADN a un tubo nuevo de 1.5ml previamente

rotulado. El pellet formado en el fondo del tubo contiene proteinas y es descartado.

Precipitacion de ADN
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1. Anadir 300ul de Isopropanol frio (-20°C) y mezclarlo invirtiendo el tubo varias veces.

2. Centrifugar a una velocidad de 13.000 rpm durante 10 minutos.

3. Descartar el sobrenadante con mucho cuidado para no perder el pellet, que en este caso

contiene el ADN.

4. Anadir 300l de etanol 70% e invertir varias veces el tubo para lavar el pellet de ADN.

5. Centrifugar a una velocidad de 13.000 rpm durante 10 minutos.

6. Descartar una vez mas el sobrenadante.

7. Para evitar los residuos de etanol en el tubo, dejarlo con la tapa abierta durante una hora

aproximadamente de manera que se evapore, teniendo cuidado de que el pellet no se

deshidrate demasiado.

Hidratacion de ADN y almacenamiento

1. Anadir 50ul de 10mM TrisCl, pH 8.0, Resuspender el ADN dando golpes suaves a la base

del tubo.

2. Almacenar hasta el dia siguiente a -20°C.



Anexo 3: Localidades

futuro.

de presencia utilizadas para el Modelamiento de nicho presente y

Coordenadas Coordenadas
Especie - - Especie - -
Longitud Latitud Longitud Latitud
A. gemmosus -78,107820 0,913010 | A. aequatorialis  -78,766010 -0,028770
A. gemmosus -78,162840 0,903020 | A. aequatorialis  -78,754230 -0,073350
A. gemmosus -78,049354  0,865359 | A. aequatorialis  -78,821770 -0,230620
A. gemmosus -78,300800 0,745861 | A. aequatorialis  -78,107820 0,913010
A. gemmosus -78,518100 0,401070 | A. aequatorialis  -78,757240 -0,043930
A. gemmosus -78,458570 0,376030 | A. aequatorialis  -78,733810 -0,006150
A. gemmosus -78,449420 0,369390 | A. aequatorialis  -78,160670  0,904080
A. gemmosus -78,417084 0,367695 | A. aequatorialis  -78,768170 -0,024620
A. gemmosus -78,660300 0,275400 | A. aequatorialis  -79,003330 -0,419440
A. gemmosus -78,570070 0,114100 | A. aequatorialis  -78,783300 0,150000
A. gemmosus -78,569930 0,114000 | A. aequatorialis  -78,867905 -0,289578
A. gemmosus -78,746750 -0,234670 | A. aequatorialis  -78,797200 -0,415220
A. gemmosus -78,753500 -0,675330 | A. aequatorialis  -78,772330 -0,050950
A. gemmosus -78,794000 -0,244000 | A. aequatorialis  -79,000000 -0,419440
A. gemmosus -78,795056 -0,418694 | A. aequatorialis  -78,674000 0,006000
A. gemmosus -78,993960 -0,419328 | A. aequatorialis  -78,766780 -0,080890
A. gemmosus -79,003450 -0,419400 | A. aequatorialis  -78,689323 -0,108796
A. gemmosus -78,789050 -0,424717 | A. aequatorialis  -79,170130 -1,663350
A. gemmosus -78,764417 -0,448600 | A. aequatorialis  -78,731944 -0,078056
A. gemmosus -79,015650 -0,678433 | A. aequatorialis  -79,074710 -2,122980
A. gemmosus -78,471000 0,834000 | A. aequatorialis  -78,048200 0,869120
A. gemmosus -78,731944 -0,078056 | A. aequatorialis  -79,015650 -0,678433
A. gemmosus -78,162010 0,903270 | A. aequatorialis  -78,756170 -0,031160
A. gemmosus -78,765980 -0,028880 | A. aequatorialis -78,611389 0,113222
A. gemmosus -78,753560 -0,043550 | A. aequatorialis  -78,784640 0,046260
A. gemmosus -78,754230 -0,073350 | A. aequatorialis -78,516662 0,183333
A. gemmosus -78,758850 -0,023870 | A. aequatorialis  -78,632077 0,027570
A. gemmosus -78,821660 -0,230700 | A. aequatorialis  -78,684390 0,005441
A. gemmosus -78,764290 -0,078370 | A. aequatorialis  -78,718869 -0,180730
A. gemmosus -78,784640 0,046260 | A. aequatorialis  -78,754371 -0,128906
A. gemmosus -78,516662  0,183333 | A. aequatorialis  -78,162010 0,903270
A. gemmosus -78,632077 0,027570 | A. aequatorialis  -78,750000 0,150000
A. gemmosus -78,684390 0,005440 | A. aequatorialis  -78,680278 0,127222
A. gemmosus -78,718869 -0,180730 | A. aequatorialis  -78,765000 -0,228330
A. gemmosus -78,754371 -0,128906 | A. aequatorialis  -78,660300 0,275400
A. gemmosus -78,611389 0,113222 | A. aequatorialis  -78,721730 -0,174130



>>>>>2>X>>>X>>>X2>X>>X>X>>>2X>>>X>X>>X>X>>>>D>

. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. gemmosus
. aequatorialis

-78,768170
-78,562600
-78,966667
-78,966944
-79,000000
-79,003330
-79,056816
-78,421868
-78,765000
-78,726409
-78,764167
-78,797200
-78,666700
-78,750000
-78,867905
-78,629951
-78,848064
-78,689323
-78,660300
-78,463510
-78,048200
-79,015650
-78,570070
-78,756346
-78,896027
-78,848064
-78,199996
-78,600000
-78,719902
-78,766667
-78,763400

-0,024620
0,477500
-0,405833
-0,366944
-0,419440
-0,419440
-0,702730
0,371674
-0,228330
0,016089
-0,448333
-0,415220
0,066700
0,150000
-0,289578
0,009613
-0,245195
-0,108796
0,275400
0,420270
0,869120
-0,678433
0,114100
-0,030793
-0,296630
-0,245195
0,900002
0,400000
-0,422283
-0,266667
-0,079150

>>>>>>>>2>2>2>>>>X>X2>2X>>>>>X>X>X>>>>>D>

. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis
. aequatorialis

-78,761950
-78,666700
-78,666700
-79,046000
-78,750000
-78,830032
-78,760330
-78,846634
-78,999982
-78,749857
-78,884333
-78,800000
-79,145737
-78,107820
-78,162840
-78,049354
-78,300800
-78,660300
-78,603361
-78,801667
-78,758133
-78,821675
-78,821710
-79,000733
-78,967650
-78,764167
-79,015650
-79,157150
-79,172096

-0,069120
0,016700
0,066700

-2,088480
0,150000

-0,257002

-0,457004

-0,264802

-0,417235

-0,379197

-0,305139

-0,033300

-0,887111
0,913010
0,903020
0,865359
0,745861
0,275400
0,112750

-0,690170

-0,716170

-0,223333

-0,226760

-0,414783

-0,423710

-0,448000

-0,678433

-1,658440

-1,665857
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Anexo 4: Imagen del fragmento de ADN amplificado

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

ic-c-cwhc—mc GG&G-G.GM—G;OGG_G BAMAGOA AQUY ARCCY CAGTAAAA AQUCAAAACGIIIN VAGANCATIATAGTACEITETA UAAX TCA CUAACTAA $IATE  CCCATAECEE AK

360

_clc“c_c-c_c _c-a—c-cha-cﬂcs—c_c“

[T T ———

—Z—un‘—ééz—c—u_c_c“_zo—cr ut-IGC-L-GG lcu_m

<codones;

1,270 1,280 1,290 1,300 1,310 1,320 1,330 1,340 1,350 1.3I60 1,370 1,380 1,390 1,400 1,410 1,420 1,430 1,440
1
: o C I N ;
1,450 1,460 1,470 1,480 1,490 1,500 1,510 1,520 1,530 1,540 1,550 1,560 1,570 1,580 1,590 1,600 1,610 1,618

geotoTrA  Crd NOUNCANAGTY @ATIND'AG I AACAGCNOX AGH M N AN A A AAIUARACCCCCHOTAATNA ACUAGA CETACE GETACCATNE '
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Anexo 5: Composicion haplotipica de Anolis aequatorialis, se muestra el numero que corresponde al haplotipo de la Figura 8, el

namero QCAZ y la secuencia del haplotipo.

Haplotipo QCAZz Secuencia de Haplotipo

1 5653 ACCATGATTTTAACATATATATTATGCCATCGTACGTAATAATAAAGTATAAATCCTGCAATGTCCTAAAA
ACCAAGTATTGACGATGGCAACTGAAACAATAAACCAGTAATATCTAGATAATCAAGTAAAACAAACGAG
CATATGACTTACTTGACCTTGACAAGATACCCCTAAACACAATCCCCCC

) 5652: 7821 7823 ACCATGATTTTAACGTATATATTATGCCGTCGTACGTAATAGTAAAGTATAAACCCTGCAATATCCTAAAA

! ! ACCAAGTATTGAAGATAACAGCTAAAACAGTAAACCAATAATATCTAGATAATCAAGTAAAGCAAACGAG

CATATGACTTACTTGACTCTGACAAGATACCCCTAAACACAATCCCCCC

3 3443 ACCGCAATTTTAACATGCACGTCTTACCACGATGTACAATAATAAAGTATGAGTATCATACTGCCCCAAG
AATCAGGTATTGCAACTAGTAACCAAAATCGCAAGTTAGCAGCACTTAAGTAGCCAGATAAAACCAGCAA
GTCTGTGGTCCGCCCAACCTCAACCGGATACCTCTCAGTGAAATACTCTT

4 4384 AAAACAATTTTTTTACACACATTTGACTACAACACATGGCAACGGGTTACAAGCACCATGATACACCAAA

CGCCAAGTATTGCAACTAGTAATGAAATTCACGAACAAATAGCATTTTAATAACTAAATCAGACCAATGC
GCCCATGACTTACCCAATTTTAGTAAAGCGCTTCCCAATAAAACACCTCT

4380; 4381, 4387,

4402; 4403; 4404

AAAACAATTTTTTTACACACATTTGACTACAACACATGGCAACGAGTTACAAGCACCATGATACACCAAAC
GCCAAGTATTGAAACTAGTAATGAAATTCACGAACAAATAGCATTTTAATAACTAAATCAGACCAATGCG
CCCATGACTTACCCAATTTTAGTAAAGCGCTTCCCAATAAAACACCTCT




8665

AAAACAATCTTTTTACACACATTTGACTACAACACATGGTAACGAGTTACAAGCACCATGATACACCAAAC
GCCAAGTATTGAAACTAGTAATGAAATTCACGAACAAATAGCATTTAAATAACTAAACCAGACCAATGCG
CCCATGACTTACCCAATTTTAGTAAAGCGCCTCCCAATAAAATACCTCT

8666

AAAACAATCTTTTTACACGCATTTGACTACAACACATGGTAACGAGTTACAAGCACCATGATACACCAAA
CGCCAAGTATTGAAACTAGTAATGAAATTCACGAACAAATAGCATTTAAATAACTAAACCAGACCAATGC
GCCCATGACTTACCCAATTTTAGTAAAGCGCCTCCCAATAAAATACCTCT

4405

AAAACAATCTTTTTACACACATTTGACTACAACACATGGTAACGAGTTACAAGCACCATGATACATCAAAC
GCCAAGTATTGAAACTAGTAATGAAATTCACGAACAAATAGCATTTAAATAACTGAATCAGACCAATGCG
CCCATGACTTACCCAATTTTAGTAAAGCGTCTCCCAATAGAGTACCTCT

4365; 4411

AAAACAATCTTTTTACACACATTTGACTACAACACATGGTAACGAGTTACAAGCACCATGATACATCAAAC
GCCAAGTATTGAAACTAGTAATGAAATTCACGAACAAATAGCATTTAAATAACTAAATCAGACCAATGCG
CCCATGACTTACCCAATTTTAGTAAAGCGCCTCCCAATAAAGTACCTCT

10

4375

AAAACAATCTTTTTACACACATTTGACTACAACACATGGTAACGAGTTACAAGCACCATGATACATCAAAC
GCCAAGTATTGAAACTAGTAATGAAATTCACGAACAAATAGCACTTAAATAACTAAATCAGACCAATGCG
CCCATGACTTACCCAATTTTAGTAAAGCGCCTCCCAATAAAGTACCTCT

1

10680

ACCGTAACTTTAACATATACGTTTGATCACAGTACATAATAACAAGTTATAAATACCATGACACACCAAAA
ACCGGACCTTGAAACTAGCTACTAAGCTCGCAAACTAATGGCGTCTAAATGGCCAAATCAAATCAACGGG
TCTGCAACTTGCCCGGCTTTAATGGAGTACCTCCCAACGAAATACCCCT

12

11405; 9835

GCCGTAGTTCCAACACATACACTTGATTACAGTACATAATAACAAATCATAAATACCACGATACACCGTAA
ACCAGGTCTTGAAACCAGTTACTAAACTCGCAAACTGATAGCACCCAAATAGCCGAATAGAACCAACGGC
TCTCCAACTTACTCAACTTTGATAAGATACCTTCCAACGAAACACCCCT

86



13

6863; 6855

GCCGTAATTCCAACACATACACTTGATTACAATACATAATAACAAATCGTAGATACCATGATACACCGTAA
ACCAGGTCTGAAAACCAGTTACTAAACTCGCAGACTAATAGCACCCAAATAGCCGAATAGAACCAACGGC
TCTCCAACTTATTCAACTTTGATAAGATACCTTCCAACGAGACACCCCT

14

6779

ACCGCAATTTTAACATGCACGTCTTACCACGATGTACAATAATAAAGTATGAGTATCATACTGCCCCAAA
AATCAGGTATTGCAACTAGTAACCAAAATCGCAAGTTAGCAGCACTTAAGTAGCCAGATAAAACCAGCAA
GTCTGTGGTCTGCCCAACCTCAACCGGATACCTCTCAGTGAAATACTCTT

15

6778

ACCGCAATTTTAACATGCACGTCTTACCACGATGTACAATAATAAAGTATGAGTATCATACTGCCCCAAG
AATCAGGTAATGCAACTAGTAACCAAAATCGCAAGTTAGCAGCACTTAAGTAGCCAGATAAAACCAGCAA
GTCTGTGGTCCGCCCAACCTCAACCGGATACCTCTCAGTGAAATACTCTT

16

8839, 8841

ACCATGATTTTAACATATATATTATGCCATGGTACGTAATGATAAAGTATAAACCCCACAATATCCTAAAA
ACAAAGTATTGAAGATAGCAACTACAATCGTAAACCAGTAACATCTAGACAATCAAGTAAAACAGACGAG
CCTATAACTTACTCGACTTTGACAAGGTACCCCTCCACACAATCTCCCC

17

6890

ACCATGATTTTAACATATATATTATGCCATTGTACGTAATAGTAAAGTATAAACCCTGCAATATCCTAAAA
ACCAAGTATTGAAGATAACAGCTAAAACAGTAAACCAATAATATCTAGATAATCAAGTAAAACAAACGAA
CATATGACTTACTTGACTCTGACAAGATACCCCTAAACACAATCCCCCC

18

8840

ACCATGATTTTAACATATATATTATGCCATGGTACGTAATGATAAAGTATAAACCCCACAATATCCTAAAC
ACAAAGTATTGAAGATAGCAACTACAATCGTAAACCAGTAACATCTAGACAATCAAGTAAAACAGACGAG
CCTATAACTTACTCGACTTTGACAAGGTACCCCTCCACACAATCCCCCC

87
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Anexo 6: Composicion haplotipica de Anolis gemmosus, se muestra el numero que corresponde al haplotipo de la Figura 9, el nimero

QCAZ y la secuencia del haplotipo.

Haplotipo QCAz Secuencia de Haplotipo

1 4385 TGACGTACCTGCATCTAACAACTTAGAACCCATATCATCAAAGATTTCGATGCCAAGCCAT
ATTATAAGACCCCAGAAC

2 8681; 4386; 4360; 4406; TGACGTACTTGCATTTAATAACTTGGAACCCATATCATCAAAGATTTTGATGCCAAGCCAT
4408; 4382; 8683; ATTATGAGACCTCAGAAT

3 4388 TGACGTACTTGCATTTAATAACTTGGAACCCATATCATCAAAGATTTTGATGCCAAGTCAT
ATTATGAGACCTCAGAAT

. . . . TAACGTACTTGCATTTGATGCTCCAAGCCCCACACTCCCAGCAGTTTCGATACTGAACTAT
4 8837; 7330; 4354; 4352; 4353 ACTATGGAATTTTCGAAT

5 4346; 9450; 4347; 4348; TAACGTACTTGCATTTGATGCTCCAAGCCCCACACTCCCAGCGGTTTCGATACTGAACTAT
4349; ACTATGGAATTTTCGAAT

6 10438 TGACGTACTTGTACTGGATAATTCAGGCTGCGCATTCCTGAAAGTCCCGACATTGAACTA

TACTATAGAGTTTTCGAGT




TGGCGTACTTGTGTTTGATAATTCAGGCTCCGCATTCCCAAAAGTCCCGATACTGAACTAT

7 . ACTATGGAGCTTTCGGGT

8 3864 TGGTGTACTTGTGTTTGATAATTCAGGCTCCGCATTCCCAAAAGTCCCGATACTGAACTAT
ACTATGGAGCTTTCGGGT

_ _ _ TGACGTACTTGTGTTTGATAATTCAGGCTCCGCATTCCCAAAAGTCCCGATACTGAACTAT
’ 6884; 6885; 6882; 6886 ACTATGGAGCTTTCGAGT

10 6413: 6414 CGACGTACTTGCATTTGATAATTCAGGCCCCGCATTCCCAAAAGTCCCGATACTGAACTAT
' ACTCTGGAACTTTCGAGT

11 5494 6852 TGACGTACTTGCATTTGATAATTCAGGCCCCGCGTTCCCAAAAGTCCCAATACTGAACTCT
' ACTATGGAACTTTCGAGT

1 c497 TGACGTACTTGCATTTGATAATTCAGGCCCCGCATTCCCAAAAGTCCCAATACTGAACTCT
ACTATGGAACTTTCGAGT

13 6851 TGACATACTTGCATTTGATAATTCAGGCCCCGCATTCCCAAAAGTCCCAATACTGAACTCT

ACTATGGAACTTTCGAGT

14

10501; 9463; 10502; 9462

TGACGTGCTTGCATTTAATAATCCAGGCCCCGCATTCCCAAAAGTCCCGATACTGAACTAT
ACTCTGGAACTTTCGAGT

15

8682

TAACGTACTTGCATTTGATGCTCCAAGACCCATACCATCAAAGATTTTGATGCCAAGCCAT
ATTATGAGACCTCAGAAT

89
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8412

TGACGTACTTGTGTTTGATAATTCAGGCTCCGCATTCCCAAAAGTCCCGATACTGGACTAT
ACTATGGAGCTTTCGAGT

17

8845, 8847

TAACGCATTCACGTTTGGCAACCCAAGCCCTACATTCCCAAAGGCTTCGGTACTAAACTAG
GCCGCGGAATTTTCAAAT

90



