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1. RESUMEN

Andlisis ecologicos, rasgos geograficos y caracterizacion genética son herramientas
utiles para analizar la evolucion, distribucion y limites de especies. Esta investigacion
utilizo este tipo de evidencias para conocer la influencia de la cordillera de los Andes en la
historia natural, rango geografico y diversificacion de las lagartijas andinas del género
Pholidobolus (Squamata: Gymnophthalmidae). Andlisis de maxima parsimonia revelaron
que la especie P. macbrydei es un grupo parafilético. Analisis filogenéticos de inferencia
bayesiana y mdaxima verosimilitud resultaron en topologias similares, en las que se
identifican dos grandes clados dentro del género Pholidobolus. Uno de los clados contiene
dos especies (P. affinis y P. montium), su distribucion abarca los valles centrales y norte
del Ecuador respectivamente. El otro clado contiene tres especies (P. annectens, P.
prefrontalis y P. macbrydei), su distribucion abarca los valles centrales, areas del sur y
crestas y laderas de las Cordilleras Oriental y Occidental del Ecuador. Ademas, la filogenia
basada en ADN mitocondrial revelé que poblaciones de P. macbrydei estan divididos en
dos grupos reciprocamente monofiléticos (unidades evolutivas significativas); asimismo,
esta filogenia reflejo un posible caso de introgresion entre poblaciones de P. macbrydei y
P. prefrontalis. Por otro lado, se encontré que los patrones de divergencia genética estan
asociados con los patrones de divergencia morfologica y nicho ecoldgico. En otro aspecto,
los resultados sugieren que la evolucion de Pholidobolus estuvo influenciada por el
reciente levantamiento de los Andes del norte. Finalmente se concluye que los mecanismos
de especiacion ecoldgica y parapatrica son los modelos de diversificacion mas consistentes
en Pholidobolus.

Palabras clave: Andes, Ecuador, datos ecoldgicos, unidades evolutivas
significativas, divergencia genética, hibridacidon introgresiva, patrones morfologicos,

especiacion, Pholidobolus.



2. ABSTRACT

Ecological analyses, geographic approach and genetics characterization, are useful
tools for the analyses of species evolution, distribution and delimitation. This study uses
this kind of evidences in order to know how The Andes mountain range has influenced the
natural history, geographic range and diversification of the Andean lizards of the genus
Pholidobolus (Squamata: Gymnophthalmidae). Maximum parsimony analyses indicate that
P. macbrydei belongs to a paraphyletic group. Bayesian inference and maximum
likelihood analysis resulted in similar topologies, which indicate that species of
Pholidobolus are nested within two major clades. One of these clades contains two species
(P. affinis y P. montium) occurring between valleys in the central and northern ranges of
Ecuador, whereas the other clade contains three species (P. annectens, P. prefrontalis y P.
macbrydei) occurring between valleys in the central and southern ranges, and along the
crests and slopes of the Western and Eastern Cordilleras of Ecuador. Furthermore, it was
found that patterns of genetic divergence are associated with radiation in the morphological
patterns and ecological niche. In addition, the phylogeny based on mtDNA revealed that P.
macbrydei populations are divided into two reciprocally monophyletic groups
(evolutionarily significant units); moreover, it revealed a probably case of introgressive
hybridization between P. macbrydei and P. prefrontalis populations. In the other hand, the
results suggest that the evolution of Pholidobolus was influenced with the recent uplift of
the northern Andes. Finally, I conclude that ecological and parapatric speciation as the
most consistent models of diversification in Pholidobolus.

Keywords: Andes, Ecuador, ecological niche, evolutionarily significant units,
divergence genetic, introgressive hybridization, morphological patterns, speciation,

Pholidobolus.



3. INTRODUCCION

Por su compleja topografia y heterogeneidad de ambientes, la Cordillera de los
Andes es una region ideal para estudios biogeograficos, genéticos, ecoldgicos y de
especiacion (e.g., Chesser, 2000). Esta complejidad es el resultado tanto de eventos
tectonicos, por ejemplo la subduccion de las placas de Nazca bajo la placa sudamericana
(formacion de los Andes) en el Mesozoico tardio, como de fluctuaciones climaticas, por
ejemplo las glaciaciones del Pleistoceno (Duellman, 1979; Moret, 2005; Veblen et al.,
2007).

En base a su origen geoldgico se pueden distinguir tres regiones andinas: australes,
centrales y septentrionales. Ecuador pertenece a los Andes septentrionales, los cuales se
caracterizan por poseer cadenas montafiosas relativamente jovenes que empezaron a
elevarse en el Mioceno (25 millones de afios atrds) y mantuvieron una intensidad volcanica
relativamente alta hasta el Cuaternario, 2,5 millones de afios atras (Moret, 2005).

El levantamiento de estas cadenas montafiosas tuvo un fuerte impacto en la
composicion bidtica, debido principalmente a dos factores: (1) la imposicion de barreras
fisicas y (2) las constricciones altitudinales (Veblen ef al., 2007). La formacion de barreras
fisicas redujo contacto potencial y flujo génico entre organismos (Albert y Crampton,
2010); ademas, la posicion de la barrera norte-sur de los Andes afectd la circulacion
atmosférica y oceanica, generando diferencias macro y microclimaticas entre las laderas
orientales y occidentales, asi como en las tierras bajas adyacentes (Gomez y Little, 1981;
Gregory-Wodzicki, 2000). Por otro lado, las constricciones altitudinales cambiaron la
distribucion y migracion de la flora y fauna como resultado de la sucesion vertical unica de
ecozonas, las cuales van desde bosques lluviosos hasta desiertos (Goémez y Little, 1981;

Graham, 2009).



Otros factores que influenciaron la composicion biotica actual fueron la actividad
volcénica y las fluctuaciones climaticas durante el Pleistoceno, los cuales causaron la
fragmentacion y aislamiento de poblaciones (Howes ef al., 2006; Koscinski ef al., 2008).
Durante los periodos glaciares del Pleistoceno, los cinturones altitudinales de paramo y
bosque montano se desplazaron hacia altitudes menores, cambiando la composicion
floristica y faunistica de los pisos altitudinales. Por otro lado, en los periodos interglaciares
hubo reducciéon de tamafio poblacional, aislamiento y diferenciacion de poblaciones
altoandinas (Simpson, 1979; Moret, 2005).

En este escenario se dio origen a una gran diversidad de organismos (Koscinski, et
al., 2008). Esto se puede observar en muchos clados de anfibios y reptiles que se
distribuyen longitudinalmente en la Cordillera de los Andes (e.g., Montanucci, 1973;
Doan, 2003; Navas, 2006). Sin embargo, no existe un patron de especiaciéon Unico que
explique la distribucion de las especies; tomando en cuenta, ademads, que la delimitacion de
especies es compleja (Wiens, 2004; de Queiroz, 2005). Por este motivo, es importante
integrar evidencias tales como hipotesis filogenéticas, informacion geografica y datos
ecologicos, con el fin de determinar los factores que influencian la evolucion y distribucion
de especies (Graham, et al., 2004). Las hipoétesis filogenéticas son herramientas bdasicas
para estudiar relaciones evolutivas entre los organismos (Lemey et al., 2009). La
informacion geografica permite conocer espacialmente la distribucion de los organismos,
que podria explicar el limite de tolerancia fisiologica o etoldgica en un determinado
ambiente, ademas de que puede proveer datos sobre barreras que impiden la migracion y
flujo génico (Bull, 1991; Veblen et al., 2007). Datos ecoldgicos como los nichos permiten
identificar las condiciones ambientales y recursos necesarios para que un organismo
mantenga su poblacion viable (Graham et al., 2004). A través del modelamiento de nicho

se puede obtener la proyeccion geografica del area potencial que ocupa la especie (nicho



fundamental), el cual analiza solamente la interaccion de factores abioticos, por lo que el
organismo no necesariamente ocupa toda el 4rea predicha. Para determinar el area que
realmente ocupa el organismo (nicho realizado), se incluye también las interacciones
bioticas, como la depredacion, competencia, etc. (Peterson, 2001).

Bajo estos pardmetros, los representantes de la familia Gymnophthalmidae
constituyen un buen grupo para el estudio de patrones de especiacion y distribucion de
especies, ya que se encuentran exclusivamente en la zona Neotropical, desde el sur de
México hasta Argentina, ocupando areas abiertas desde los altos Andes hasta los bosques
tropicales de tierras bajas (Pellegrino et al., 2001). Comprenden aproximadamente 38
géneros y mas de 160 especies (Castoe et al., 2004; Vitt y Caldwell, 2009), de los cuales
13 géneros y 49 especies ocurren en Ecuador (Torres-Carvajal, 2000-2009), con un alto
porcentaje de endemismo (54,1%), superado tan s6lo por Tropidurinae (59,2%) en lo que
concierne al orden Squamata (Valencia et al., 2008). Entre los taxa ecuatorianos, el género
Pholidobolus (Figura 1) constituye un grupo ideal de estudio, ya que su distribucion
longitudinal en los Andes (sur de Colombia, los Andes del Ecuador, norte de Pert y el
Cusco) entre los 1 800 y 4 000 msnm, desde valles interandinos hasta los paramos (Reeder,
1996), sugiere que su especiacion tuvo origen con el levantamiento de la Cordillera de los
Andes. En total se han descrito siete especies, siendo cuatro (P. affinis, P. annectens, P.
macbrydei y P. prefrontalis) endémicas del Ecuador; P. montium ha sido reportada para el
sur de Colombia y Ecuador (Reeder, 1996), y las dos especies restantes son endémicas del
Perti; P. anomalus ha sido reportada en el Cusco y P. huancabambae se distribuye en la
depresion de Huancabamba (Reeder, 1996). Este género se caracteriza por ser de tamafio
pequefio, no mds de 190 mm de longitud total, con extremidades cortas pero bien
desarrolladas, escamas dorsales y ventrales imbricadas, forma del cuerpo aplanada y

franjas longitudinales de color crema o marron. Se distingue de otros géneros de la familia



Gymnophthalmidae por la combinacion de los siguientes caracteres: (1) longitud rostro-
cloacal maxima de 66 mm; (2) la cola representa el 69% o menos de la longitud total del
cuerpo; (3) extremidades pentadactilas y garras en los digitos; (4) cuerpo y cola cilindricas,
cuello no muy constrenido; (5) cabeza distintivamente aplanada; (6) timpano
profundamente ahuecado; (7) hocico obtusamente puntiagudo; (8) fosas nasales agudas; (9)
escamas dorsales imbricadas y débilmente quilladas a estriadas con algunas escamas
placoideas; (10) escamas dorsales en series transversales; (11) escamas dorsales mas largas
que anchas, con formas cuadrangulares a subhexagonales; (12) escamas gulares lisas,
imbricadas, mas largas posteriormente; (13) dos filas medias amplias de escamas gulares
anterior al pliegue gular; (14) escamas ventrales lisas e imbricadas; (15) escamas ventrales
rectangulares, dispuestas en series transversales y longitudinales; (16) lengua con papilas
en forma de escamas imbricadas; (17) hemipenes con diminutos espinos calcareos; (18)
26-27 vértebras presacrales; (19) 21-23 costillas; (20) 5-6 pares de costillas unidas a la
cintura pectoral; (21) un par de costillas abdominales unidas unas a otras en la parte media
ventral, posterior al cifiesternéon (Montanucci, 1973).

Las especies de Pholidobolus ocupan preferentemente areas abiertas, tanto himedas
como daridas, bajo rocas, troncos y en pastizales (Montanucci, 1973). Las caracteristicas
morfoldgicas principales que permiten la diferenciacion entre especies del género
Pholidobolus se observan en las escamas de la cabeza (nimero de escamas prefrontales y
supraoculares), escamas en el parpado inferior, forma de escamas dorsales, presencia de
granulos laterales y pliegue lateral, presencia de poros femorales y coloracion. Otras
caracteristicas que contribuyen a la delimitacion de estas especies son su distribucion y
nicho ecologico.

Sin embargo, estos rangos geograficos pueden variar, como es el caso de la especie

P. affinis, cuya distribucion ha cambiado en los ultimos anos. En 1973, la zona de Mulal6



(provincia de Cotopaxi) fue reportada como zona de simpatria para las especies P. affinis y
P. montium, siendo P. affinis la especie con mayor densidad poblacional (Montanucci,
1973). Hillis y Simmons (1986) en 1984 reportaron unicamente la presencia de P. montium
en Mulalo, ademas sefialaron que esta localidad habia sido alterada por la accion del ser
humano. Dado estos dos eventos, dedujeron que el cambio dramético inducido por el ser
humano (eliminacién de rocas, plantaciones e intensa irrigacion) le confirio mayor ventaja
adaptativa a P. montium, cuya tolerancia a la humedad es mayor, desplazando a P. affinis
hacia el sur.

Por otro lado, Montanucci (1973) reportd posibles casos de hibridacion en la zona
simpatrica de Tixan, entre las especies P. affinis y P. prefrontalis. A pesar de que los
investigadores observaron tan solo interacciones sexuales intraespecificas, encontraron dos
individuos que, pese a tener la respectiva coloracion y escamacion cefélica caracteristicas
de una especie, poseian caracteres meristicos de la otra especie. Finalmente, se concluy6
que en caso de existir hibridacion, ésta era infrecuente segiin Montanucci (1973). Ademas,
a pesar de no haber encontrado evidencias sobre una posible hibridacién entre P.
macbrydei y P. prefrontalis, se sugiere que estas dos especies podrian estar en contacto
(posible zona de simpatria) en el valle sur de Cutchil, ya que se encontr6 individuos de P.
macbrydei y P. prefrontalis ocupando areas separadas tan sélo por 2 km (Montanucci,
1973).

Dadas estas circunstancias, se esperaria que tanto los aspectos morfologicos como
los ecologicos varien intraespecificamente. Como consecuencia, los limites entre especies

establecidos por estos criterios no son siempre claros.



3.1 ANTECEDENTES

Estudios previos de relaciones de parentesco en Pholidobolus fueron realizados por
Montanucci (1973), quien emple6 el método de Prim Network para construir un diagrama
de Wagner en base a caracteres morfologicos. Este método utiliza el criterio de Wagner
que identifica varios componentes para estimar caracteres ancestrales, como: (1) caracteres
presentes en numerosos representantes de grupos cercanamente relacionados; (2)
caracteres ampliamente distribuidos dentro de un grupo mas que cualquier otro caracter
derivado, y (3) caracteres asociados con otros caracteres que se conocen son primitivos.
Algunos de los problemas al utilizar estos métodos es que tienen limitaciones al tratar con
especies cercanamente relacionadas que pertenecen a un solo género (Montanucci, 1973).
Actualmente, existen nuevas técnicas que delimitan los estados de los caracteres de manera
mas precisa, ademas de que permiten la inclusion de caracteres polimorficos y
morfométricos (Smith y Gutberlet, 2001; Wiens, 2001). A pesar de esto, la contribucion de
Montanucci (1973) en delimitar estas especies (basandose en caracteristicas morfologicas y
distribucion geografica) y proponer los posibles eventos que favorecieron la especiacion de
Pholidobolus (Montanucci, 1973), constituyen una base fundamental para un estudio
evolutivo moderno de este género.

Otro estudio para esclarecer las relaciones evolutivas en Pholidobolus fue realizado
por Hillis (1985), quien utilizé datos de aloenzimas para construir arboles de distancias de
Wagner y fenogramas UPGMA. En el cladograma se indica que la especie con mas
caracteres primitivos es P. affinis y la especie con mas caracteres derivados es P.
annectens, ademas ubica a este ultimo como taxon hermano de P. montium. Por otro lado,
senala que los caracteres morfoldgicos estudiados por Montanucci (1973) son mas
congruentes con su cladograma. Sin embargo, uno de los problemas con estos analisis fue

que se limitan a calcular una matriz de semejanzas o distancias entre pares de taxones, lo



cual representa un analisis bastante incompleto de la informacion genética de un organismo
(Hillis et al., 1996); ademas de que las aloenzimas revelan poca variacion en comparacion
con la informacién obtenida de genes mitocondriales (Eguiarte et al., 2007).

A pesar de que el género Pholidobolus esta representado por pocas especies, no
existe atin un estudio filogenético con datos de secuencias de ADN analizados con
metodologias modernas (méxima parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia
bayesiana). Una vez obtenido un arbol filogenético robusto y un andlisis morfolégico
adecuado, se pueden realizar analisis filogeograficos, los cuales permiten investigar la
interaccion de los procesos genealdgicos con la dinamica de los procesos geoldgicos y
climaticos (Avise, 2000; Eguiarte et al., 2007), ademas de que contribuyen a la
delimitacion de las especies e identificacion de unidades prioritarias de conservacion

(Eguiarte et al., 2007).

3.2 OBJETIVOS
e General:

- Inferir la historia evolutiva y radiacion del género Pholidobolus en Ecuador.

* Especificos:
- Inferir las relaciones filogenéticas entre las especies del género
Pholidobolus que habitan en Ecuador.
- Determinar la variabilidad genética entre especies y poblaciones.
- Determinar la variabilidad morfoldgica entre especies.
- Evaluar los limites entre especies de Pholidobolus

- Identificar patrones de diversificacion y origen del género Pholidobolus.
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4. MATERIALES Y METODOS

El area de estudio abarco varias localidades visitadas por Montanucci (1973) y
algunas localidades situadas cerca de la carretera Panamericana en la Cordillera de los
Andes del Ecuador entre los 1800 y 4200 m (Figura 2). El trabajo de campo se realizo
desde el mes de julio del 2009 hasta el mes de abril del 2010. Los individuos colectados
fueron depositados en la Seccion de Reptiles del Museo de Zoologia de la Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador (QCAZ), bajo el permiso de coleccion No. 008-09 1C-
FAU-DNB/MA emitido por el Ministerio del Ambiente. Los tejidos extraidos (higado o
musculo) fueron conservados en etanol al 95% y depositados en ultracongeladoras a -80 °C

en la misma institucion.

41  ANALISIS FILOGENETICOS

Para los andlisis filogenéticos se escogieron 91 tejidos de especimenes
representativos de las localidades visitadas (Figura 2, Anexo 1) y se usaron las secuencias
de un individuo de la especie P. macbrydei (GenBank: AY507886, AY507896 y
AY507867) y un individuo de la especie P. montium (GenBank: AF420884, AF420756 y
AF420701). Como grupos externos se escogieron a Cercosaura ocellata y Potamites
ecpleopus, pertenecientes a la tribu Cercosaurini de la familia Gymnophthalmidae. Cabe
seflalar que se excluyd al gen nuclear c-mos, utilizado previamente en estudios
filogenéticos de gimnoftalmidos (e.g., Castoe et al, 2004), ya que analisis preliminares

demostraron que este gen es bastante conservado en Pholidobolus.
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4.1.1 EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIAMIENTO DEL
ADN

En primera instancia, se extrajo ADN de los tejidos (higado o musculo) mediante el
protocolo de M. Fujita (no publicado), con cambios realizados por M. Ordofez del
Laboratorio Molecular de Herpetologia (Anexo 2).

Una vez extraido el ADN, se utilizo la técnica de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) y los cebadores 12Sa, 12Sb, 16SL, 16SH, 16SF.0, 16SR.0, ND4F y ND4R
para la amplificacion de segmentos de los genes mitocondriales 12S (~ 394 pares de
bases), 16S (~ 514 pb) y ND4 (~ 623 pb) respectivamente (Tabla 1). Se preparé el mix de
reaccion de PCR con 25ul de volumen final, el cual contenia 18,25 pul de dH»O, 2,5 pul de
bufer 10X, 1,5 ul de MgCl, 50 mM, 0,5 ul de ANTPs 10 mM, 0,5 pl de cebador directo 10
uM, 0,5 ul de cebador inverso 10 uM, 0,25 pl de polimerasa Taq 5 U/ul y 1 ul de ADN
(concentracion aproximada de 20 — 25 ng/ pl).

Los protocolos para cada amplificacion se basaron en Pellegrino (2001), con
algunas modificaciones basadas en los protocolos estandarizados del Laboratorio
Molecular de Herpetologia (Tabla 2). Posteriormente se construyeron geles de agarosa al
1% para comprobar mediante electroforesis los productos positivos del PCR (Anexo 3).
Estos productos positivos fueron purificados (eliminacion de desoxinucledtidos vy
cebadores) con ExoSAP-IT (GG Healthcare) en el termociclador. El protocolo para esta
reaccion fue de un ciclo de 37°C por 30 minutos, seguido de otro ciclo de 80°C por 15
minutos. Finalmente los productos de PCR fueron enviados a Macrogen de Seoul, Korea,

para su secuenciamiento.
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4.1.2 ENSAMBLAJE, EDICION Y ALINEAMIENTO DE LAS
SECUENCIAS DE ADN

Las dos secuencias (forward y reverse) para cada muestra, fueron ensambladas en
el software Geneious Pro v.5.1.4 (Biomatters, 2005-2010). Se cortaron los extremos con
mala resolucion y se editaron manualmente las incongruencias, para asi obtener secuencias
de consenso, las cuales fueron alineadas en el mismo software. Las secuencias de 12S y
16S fueron alineadas con el programa MAFFT, ya que facilita el alineamiento de
estructuras secundarias (Katoh et al., 2002; Katoh y Toh, 2008). Las secuencias de ND4
fueron alineadas con el programa MUSCLE por su precision muy alta y gran rendimiento
(Edgar, 2004; Edgar y Batzoglou, 2006). Se utiliz6 el programa Mesquite 2.74 (Maddison
y Maddison, 2010) para traducir las secuencias de ND4 a aminoécidos para corroborar que

estén bien alineadas. Las 91 secuencias seran depositadas en Genbank.

4.1.3 ANALISIS FILOGENETICOS

Se utilizaron los métodos de maxima parsimonia, maxima verosimilitud, e
inferencia bayesiana para los analisis filogenéticos de las secuencias de ADN. En primera
instancia se realizé un arbol para cada gen para evaluar la consistencia entre las topologias.
Luego se gener6 un arbol con los tres genes combinados (dos genes mitocondriales
ribosomales (12S+16S) y un gen mitocondrial codificador de proteinas ND4) para cada
uno de los criterios de optimalidad. Para los analisis de mdéxima verosimilitud y
bayesianos, los modelos de evolucion fueron seleccionados en JModelTest v.0.1.1 (Posada,
2008) bajo el criterio de Informacion de Akaike (AIC), el cual tiene la ventaja de comparar

modelos anidados y no anidados (Lemey et al., 2009).
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4.1.3.1 ANALISIS DE MAXIMA PARSIMONIA

Los arboles de maxima parsimonia fueron estimados usando PAUP 4.0 (Swofford,
2002). En el analisis de méxima parsimonia para los genes combinados se consideraron a
todos los caracteres de tipo no-ordenado con igual peso. Los gaps fueron tratados como
datos faltantes. La posicion de la raiz fue marcada por los grupos externos Cercosaura
ocellata y Potamites ecpleopus. Se realiz6 una busqueda heuristica con 10 000 réplicas
aleatorias de secuencia aditiva, utilizando el algoritmo de barrido de ramas (branch-
swapping) por biseccion y reconexion de arboles (tree bisection and reconnection, TBR).
Ademas se empleo la técnica de bootstrap no paramétrico para evaluar el soporte de cada
nodo, con 1 000 réplicas de bootstrap y 5 réplicas aleatorias de secuencia aditiva,
empleando asimismo el algoritmo de barrido de ramas por biseccién y reconexion de
arboles. El consenso de los arboles fue obtenido en PAUP 4.0 (Swofford, 2002) utilizando

la regla mayoritaria del 50%.

4.1.3.2 ANALISIS DE MAXIMA VEROSIMILITUD

Los arboles de maxima verosimilitud fueron estimados con el programa GARLI
v.0.951 (Zwickl, 2006), sin particion de datos. Se escogid el modelo de substitucion
nucleotidica estimado en JModeltest; los valores de los demds pardmetros no fueron
modificados por recomendacion del autor (Zwickl, 2006). Se realizaron 50 analisis
independientes para asegurar que los valores de likelihood sean consistentes. Ademas se
empled la técnica de bootstrap no paramétrico para evaluar el soporte de cada nodo, con
500 réplicas. El consenso de los arboles fue obtenido en Mesquite 2.74 (Maddison y

Maddison, 2010), utilizando la regla mayoritaria al 50%.
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4.1.3.3 ANALISIS DE INFERENCIA BAYESIANA Y
ESTIMACIONES DE TIEMPOS DE DIVERGENCIA

Los arboles de inferencia bayesiana fueron estimados usando el programa BEAST
v.1.6.1 (Drummond y Rambaut, 2007). Se realizaron cinco particiones con sus respectivos
modelos de evolucion: (1) gen 128, (2) gen 16S, (3) primera posicion de los codones del
gen ND4, (4) segunda posicion de los codones del gen ND4, y (5) tercera posicion de los
codones del gen ND4. Entre los parametros que BEAST estima obligatoriamente consta el
tiempo de divergencia, el cual puede (con calibracién) o no (sin calibracion) ser medido en
unidades de tiempo. Para estimar este pardmetro se escogié el modelo uncorrelated
lognormal, un tipo de “reloj molecular relajado” que asume tasas independientes en las
diferentes ramas del arbol, y no asume una correlacion a priori entre la tasa del linaje y la
de su ancestro (Drummond, et al., 2007). Al no tener puntos de calibracion, se utilizaron
calibraciones arbitrarias, las cuales no especifican fechas exactas, pero proveen de
informacion util acerca de eventos pasados, como por ejemplo, determinan si dos eventos
de radiacion se suscitaron al mismo tiempo o si un evento de radiacion es mas antiguo que
otro. Se corrieron cuatro analisis independientes por 10 000 000 generaciones cada uno. Se
descartan las primeras generaciones porque representan muestras sucesivas no
independientes que forman una cadena de Markov, en este caso el primer millon (10%) de
generaciones (burn-in) de cada andlisis, luego de analizar convergencia y valores
adecuados de tamafio efectivo de la muestra (ESS) en el programa TRACER (Drummond,
et al., 2007). Asi, el arbol final (Maximum Clade Credibility Tree) se elabor6 en

TreeAnnotator a partir de 36 000 arboles (9 000 de cada anélisis).
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4.1.4 DISTANCIAS GENETICAS

Se empled el programa PAUP 4.0 (Swofford, 2002) para calcular mediante el
criterio de maxima verosimilitud, las distancias genéticas no corregidas del gen
mitocondrial 16S. Al obtener estas distancias, se pueden comparar con los umbrales de
divergencia genética entre clados hermanos propuestos para este gen (Brown et al., 2002;

Fouquet et al, 2007).

42  ANALISIS MORFOLOGICOS Y MORFOMETRICOS

Para la diagnosis de las cinco especies de Pholidobolus se utilizaron los caracteres
cualitativos empleados por Montanucci (1973), los cuales estan basados en Ia
conFiguracion de las escamas de la cabeza y del parpado inferior, forma de las escamas
dorsales, presencia de granulos laterales y pliegue lateral, presencia de poros femorales y
coloracion. Se revisaron 210 individuos adultos (109 hembras y 101 machos), 40
pertenecen a P. affinis (19 hembras y 21 machos), 40 a P. annectens (24 hembras y 16
machos), 86 a P. macbrydei (38 hembras y 48 machos), 40 a P. montium (25 hembras y 15
machos), y 4 a P. prefrontalis (3 hembras y 1 macho). Se consideraron machos adultos
aquellos individuos que presentaban madurez sexual, es decir, hemipenes bien formados
(SVL 41,3 mm) y hembras adultas si los oviductos estaban circunvalados o poseian huevos
(SVL 41,6 mm), basado en lo propuesto para el género Ptychoglossus (Harris, 1994). La
diferenciacion entre sexos estuvo determinada por la presencia de hemipenes en machos y

por la coloracion de los flancos.
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4.2.1 ANALISIS MORFOLOGICOS CUALITATIVOS

Se examinaron 11 variables morfologicas cualitativas categoricas (Figura 3) en base
a los caracteres empleados en la diagnosis de las 5 especies de Pholidobolus. Las variables
examinadas fueron: (1) LG = Escamas granulares laterales, 0 = ausencia, 1 = presencia; (2)
DSA = Arreglo de escamas dorsales, 0 = imbricadas, 1 = sub-imbricadas, (3) DST = Tipo
de escamas dorsales, 0 = quillada o unicarinada, 1 = ligeramente quillada, 2 = estriada, 3 =
lisa; (4) DSS = Forma de escamas dorsales, 0 = redondeada, 1 = triangular, 2 = pentagonal,
3 = irregular; (5) DLP = Extension anterior de la franja dorsolateral, 0 = hasta punta de
hocico, 1 = hasta orbita ocular; (6) SL = Franjas en los flancos del cuerpo, 0 = ausencia, 1
= presencia; (7) LEL = Escamas del parpado inferior, 0 = transparente, 1 = opaca; (8) FP =
Poros femorales, 0 = ausencia, 1 = presencia; (9) LF = Pliegue lateral, 0 = ausencia, 1 =
presencia; (10) OR = Reticulaciones, 0 = ausencia, 1 = presencia; (11) NPF = Escamas
prefrontales, 0 = ausencia, 1 = presencia. Se realiz6 un andlisis discriminante en el
programa SPSS 17.0 (SPSS, Inc. 2009). Este analisis es un método multivariado que
permite discriminar un conjunto de datos, el cual predice y explica la pertenencia de un
individuo a un grupo (Pedroza y Dicovsky, 2006), y se realizo con el fin de identificar las

variables mas importantes y las mas problematicas en la diferenciacion de especies.

4.2.2 ANALISIS MORFOLOGICOS CUANTITATIVOS

Se examinaron 16 caracteres morfologicos cuantitativos correspondientes a conteos
de escamas. Las variables examinadas fueron: (1) NSO = Numero de escamas
supraoculares; (2) SUJ = Numero de escamas de la mandibula superior, desde el borde
anterior del timpano hasta la punta del hocico; (3) SLJ = Numero de escamas de la
mandibula inferior, desde el borde anterior del timpano hasta la punta del hocico; (4) SGJ

= Numero de escamas gulares y mandibulares, desde la base del pliegue gular hasta la
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punta del hocico; (5) SGV = Numero de escamas ventrales, desde la base del pliegue gular
hasta el borde anterior de la cloaca; (6) DEL = Numero de escamas dorsales, desde el
borde posterior del timpano en linea recta hasta la pata posterior; (7) NTS = Numero de
escamas temporales, desde el borde posterior de la orbita ocular hasta el borde anterior del
timpano; (8) SAB = Numero de escamas alrededor del cuerpo, a la altura de la escama
ventral 13; (9) SAT = Numero de escamas alrededor de la cola a la altura de la novena
escama; (10) SAF = Numero de escamas a lo largo de la pata anterior, desde la base del
himero hasta la punta del cuarto dedo; (11) SF3 = Numero de escamas del tercer dedo de
la pata anterior; (12) SF5 = Numero de escamas del quinto dedo de la pata anterior; (13)
ST3 = Numero de escamas del tercer dedo de la pata posterior; (14) ST4 = Numero de
escamas del cuarto dedo de la pata posterior; (15) ST5 = Numero de escamas del quinto
dedo de la pata posterior; (16) LES = Numero de escamas del parpado inferior. Los analisis
se realizaron en el programa SPSS 17.0 (SPSS, Inc. 2009) y en el programa PAST 2.07
(Hammer et al., 2001). Se evalué la distribucion normal univariada de los datos con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov, y la distribuciéon normal multivariada con la prueba de
Skewness y Kurtosis, con el fin de cumplir con los requisitos para realizar un MANOVA.
Como los datos no se ajustaron a una distribucion normal, fueron sometidos a una
transformacion logaritmica. Sin embargo, luego de la transformacion tampoco se ajustaron
a una distribuciéon normal. Por ello, en lugar del MANOVA se realizé un andlisis de
ANOVA no paramétrico (NPMANOVA). Este andlisis indica las diferencias significativas
entre especies y sexos, pero no cudles son las variables que influyen en esta diferenciacion;
para ello se hizo un andlisis discriminante. Asimismo, se realizo la prueba de Kruskal-
Wallis, un método que permite comparar k muestras con el fin de probar si las unidades
experimentales son idénticas o no (Anderson et al., 2008; Sanchez, 2010). Esta prueba no

paramétrica se realizd con el objetivo de evaluar las relaciones entre cada clado y cada
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variable. En estos andlisis se excluyo a la especie P. prefrontalis ya que al poseer una
muestra pequefia (N = 4), las pruebas estadisticas tendrian poca potencia para identificar
resultados significativos (Fernandez, 2009). Para visualizar la correlaciéon entre las
variables de P. prefrontalis y las variables de los demds clados se hizo un analisis de
componentes principales (ACP), un método que permite conocer la maxima variacion
entre las entidades individuales de muestreo (McGarigal et al., 2000). Finalmente, se
realizaron diagramas de caja para los caracteres meristicos: SUJ, SLJ, SGJ, SGV, DEL,
NTS, SAB, SAT, SAF y ST4, con el propoésito de visualizar la distribucion de un conjunto

de datos por clado.

4.2.3 ANALISIS MORFOMETRICOS

Se examinaron 17 variables morfométricas, para ello se utilizo un calibrador digital
con precision de 0.01 mm. Las medidas fueron tomadas dos veces en cada espécimen, y de
esos valores se calculd un promedio, con el fin de reducir el error humano. Las variables
examinadas fueron: (1) SVL = Longitud desde la punta del hocico hasta la base de la
cloaca; (2) HW = Ancho de la cabeza a nivel de la articulacion mandibular; (3) HT = Alto
de la cabeza a nivel de la articulaciéon mandibular; (4) OSL = Longitud desde el borde
anterior de la 6rbita ocular hasta la punta del hocico; (5) OTL = Longitud desde el borde
posterior de la 6rbita ocular hasta el borde anterior del timpano; (6) TTL = Longitud del
timpano; (7) NL = Longitud entre las dos aberturas nasales; (8) FTL = Longitud desde el
pliegue gular hasta el borde posterior del timpano. (9) HL = Longitud de la cabeza desde el
borde anterior del timpano hasta la punta del hocico; (10) A1 = Longitud del himero,
desde la unioén del humero con el cuerpo hasta la union del humero con la ulna; (11) A2 =
Longitud de la ulna, desde la unién de la ulna con el humero hasta la union de la ulna con

la palma; (12) A3 = Longitud de la palma, desde la unién de la palma con la ulna hasta la
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union de la palma con el cuarto dedo; (13) A4 = Longitud del cuarto dedo de la pata
anterior, desde la union del dedo con la palma hasta la punta del dedo; (14) B1 = Longitud
del fémur, desde la union del fémur con el cuerpo hasta la uniéon del fémur con la tibia;
(15) B2 = Longitud de la tibia, desde la union de la tibia con el fémur hasta la unién de la
tibia con la planta; (16) B3 = Longitud de la planta, desde la unién de la planta con la tibia
hasta la unién de la palma con el cuarto dedo; (17) B4 = Longitud del cuarto dedo de la
pata posterior, desde la union del dedo con la planta hasta la punta del dedo. Los anélisis se
realizaron en los programas SPSS 17.0 (SPSS, Inc. 2009) y PAST 2.07 (Hammer et al.,
2001). Las pruebas de distribucion normal y de diferenciacion entre sexos fueron
efectuadas como se explicé anteriormente. Al transformar los datos y cumplir con la
distribuciéon normal, se obtuvieron los residuales mediante regresiones lineales entre la
variable SVL y el resto de variables, con el fin de eliminar el efecto de tamafio. Con esos
datos se realiz6 un analisis multivariado de variancia (MANOVA) para evaluar diferencias
significativas entre sexos y clados. Asimismo, se excluyo de estos andlisis a la especie P.
prefrontalis ya que al poseer una muestra pequefia (N = 4), las pruebas estadisticas
tendrian poca potencia para identificar resultados significativos (Fernandez, 2009). Por lo
tanto, para visualizar la correlacion entre las variables de P. prefrontalis y las variables de
los demas clados, se realizd un andlisis de componentes principales.

Finalmente, se realiz6 un ANOVA con la variable SVL para determinar si existen
diferencias significativas entre sexos para los cuatro clados (P. affinis, P. annectens, P.
montium 'y P. macbrydei). Al encontrar diferencias significativas entre sexos, se realizaron

otros analisis de ANOVA para hembras y machos adultos por separado.
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43  ANALISIS FILOGEOGRAFICOS

4.3.1 CONSTRUCCION DE RED DE HAPLOTIPOS

Se emple6 el programa TCS 1.21 (Clement ef al., 2000) para estimar la genealogia
de los genes mitocondriales ND4, 12S y 16S de la especie P. macbrydei, con el objetivo de
analizar y comparar geograficamente su estructura poblacional. Se realizo esta red de
haplotipos s6lo para esta especie, ya que posee la mayor distribucion frente a los demas
clados y posee sub-clados, de los que se desea obtener datos acerca de su aislamiento. La
construccion de la red de haplotipos se baso en el algoritmo de Parsimonia Estadistica, que
estima el nimero méaximo de diferencias entre haplotipos como resultado de substituciones

simples (Crandall y Templeton, 1993; Posada y Crandall, 2001).

4.3.2 TEST DE MANTEL

Se realiz6 el test estadistico de la correlacion entre dos matrices en el programa
Mantel v 1.19 (Cavalcanti, 2008) con el fin de determinar si existe correlacion positiva
entre las distancias genéticas del gen mitocondrial 16S y las distancias geograficas. De esta
manera se puede inferir si las diferencias genéticas se deben al aislamiento por distancia de

las poblaciones o existen otros procesos que explican la fragmentacion de las poblaciones

(Avise, 2000; Palsson, 2004).

4.3.3 MODELAMIENTO DE NICHOS

El modelamiento de nicho ecoldgico es una herramienta que permite analizar la
asociacion entre factores ambientales y distintas poblaciones o especies, de manera que se
generan proyecciones geograficas del area potencial que podria ocupar la especie. A partir
de eso, es posible calcular el tamafo relativo de las poblaciones, rangos geograficos, sitios

idoneos para la supervivencia e identificacion de posibles impactos al cambiar los habitats
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(Fielding y Bell, 1997). Para llevar a cabo este andlisis, primero se obtuvieron las
coordenadas geograficas de las especies identificadas del QCAZ. De igual forma, se
obtuvieron datos de localidades de fuentes bibliograficas, al no tener coordenadas
geograficas, éstas fueron georeferenciadas en el programa ArcGIS. En el caso de la especie
P. macbrydei no se tomaron en cuenta los datos de coordenadas de las poblaciones
problematicas. Se escogieron como datos ecoldgicos las 19 variables bioclimaticas (Tabla
3), las cuales se obtuvieron de Worldclim, con una resolucion de 30 arc/sg.

Una vez obtenidas las coordenadas geograficas (173 localidades en total) y las 19
variables bioclimaticas, se empled el método de maxima entropia en el programa Maxent
v.3.3, el cual posee una alta capacidad de prediccion y solo se necesitan los datos de
presencia del organismo (Phillips, ef al., 2004). El programa Maxent no tomé en cuenta los
datos de coordenadas geograficas muy cercanas para la generacion de modelos (164
localidades utilizadas). Una vez obtenidos los cinco modelos se escogid el umbral de
prediccion mas bajo asociado a alglin dato de presencia, en este caso el umbral percentil
10, ya que identificé el area minima posible del modelo predicho, lo cual podria
considerarse como una aproximacion del nicho realizado. Se realizé el analisis del Area
Bajo la Curva ROC (AUC), el cual se basa en el remuestreo del total de localidades de
coleccidn en grupos de entrenamiento y evaluacidn, para evaluar la capacidad predictiva de
los cinco modelos encontrados. (Tabla 4). Esta prueba determina la habilidad del modelo
para predecir las localidades excluidas, donde se calcula un valor de probabilidad p para
cada especie. Ademas por medio de la prueba de Jacknife se pueden estimar las variables
climaticas mas importantes para la presencia de las especies (Pearson ef al., 2007).

Este modelamiento de nichos se realiz6 con el objetivo de localizar los lugares propicios

para la supervivencia y los limites geograficos de las especies del género Pholidobolus.
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4.3.3.1 ANALISIS DISCRIMINANTE
En el programa ArcView GIS v.3.2 se seleccionaron 1 000 puntos al azar de cada
modelo predicho para asi obtener los datos de las 19 variables bioclimaticas de cada punto.
Se realizd un andlisis discriminante en el programa SPSS 17.0 (SPSS, Inc. 2009), para
estimar las variables que més aportan con la separacion de habitats y rangos geograficos de

las cinco especies de Pholidobolus.
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S. RESULTADOS

5.1 RELACIONES FILOGENETICAS

Se obtuvieron secuencias de 95 individuos con un total de 1531 pares de bases de
los genes mitocondriales: 12S (394 pb), 16S (514 pb), y ND4 (623 pb). De los 95
individuos, dos corresponden a los grupos externos: Cercosaura ocellata y Potamites
ecpleopus, pertenecientes a la tribu Cercosaurini de la familia Gymnophthalmidae. De los
1531 caracteres moleculares, 1052 son constantes, 105 son variables no informativos y 374
son variables informativos. El modelo de evolucion que se obtuvo para el gen 12S fue
Tim3 + 1 + G, para el gen 16S fue Tim2 + [ + G y para el gen ND4 fue GTR + I + G (Tabla

3).

5.1.1 ANALISIS DE MAXIMA PARSIMONIA

El analisis de maxima parsimonia para cada gen mitocondrial distingue cuatro
grupos monofiléticos correspondientes a Pholidobolus affinis, P. annectens, P. montium y
P. prefrontalis, y un grupo parafilético perteneciente a P. macbrydei. Al existir topologias
relativamente congruentes, se combinaron los tres genes mitocondriales (Figura 4).

El arbol filogenético que se obtuvo presenta un valor de soporte de bootstrap de
100 para el clado de Pholidobolus. Se distinguen cuatro grupos monofiléticos que
corresponden a Pholidobolus affinis, P. annectens, P. montium'y P. prefrontalis y un grupo
parafilético correspondiente a P. macbrydei. Un clado representado unicamente por P.
annectens presenta alto soporte de bootstrap (BP = 100), y es el taxon hermano de un
segundo clado representado por las demés especies (P. affinis, P. montium, P. prefrontalis
y P. macbrydei), el cual presenta también un alto soporte de bootstrap (BP = 91). Dentro

del segundo clado, existen dos subclados. El primer subclado esta compuesto por el grupo
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parafilético P. macbrydei, que presenta bajo soporte de bootstrap (BP = 65%). Los
individuos encontrados en Jimbura (Loja) son similares morfolégicamente a P. macbrydei,
sin embargo este grupo estd fuera de este subclado y se ubica dentro de un segundo
subclado con bajo soporte (BP < 50%) compuesto por las especies restantes (P. affinis, P.
montium y P. prefrontalis).

En las topologias se pueden observar ademas delimitaciones geograficas. P. affinis
se distribuye en las provincias de Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo, en los valles
centrales del Ecuador. P. montium se distribuye en las provincias de Imbabura, Pichincha y
Cotopaxi, es decir desde el limite norte de los valles centrales hasta los valles del norte del
Ecuador. P. prefrontalis se distribuye en la provincia de Chimborazo, en los valles
centrales del Ecuador. P. macbrydei se ubica en las provincias de Tungurahua,
Chimborazo, Cafiar, Azuay, Loja, Zamora Chinchipe y El Oro. Finalmente, P. annectens

se encuentra restringido a la provincia de Loja, en los valles del sur del Ecuador.

5.1.2 ANALISIS DE MAXIMA VEROSIMILITUD

El andlisis de maxima verosimilitud para cada gen mitocondrial identifica cinco
clados correspondientes a Pholidobolus affinis, P. annectens, P. montium, P. prefrontalis,
y P. macbrydei. Al existir topologias similares, se combinaron los tres genes
mitocondriales.

El arbol filogenético con el mayor valor de verosimilitud para los genes
combinados sefiala en primer lugar que el valor de bootstrap que da soporte a la monofilia
de Pholidobolus es menor al 50%. Se distinguen cinco clados que corresponden a
Pholidobolus affinis, P. annectens, P. montium, P. prefrontalis y P. macbrydei. La raiz

estuvo dada por Cercosaura ocellata 'y Potamites ecpleopus (Figura 5).
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La topologia del arbol obtenido sugiere nuevamente que las especies de
Pholidobolus estan agrupadas en dos clados. Sin embargo, en contraste con el analisis
anterior, ambos clados presentan bajo soporte de bootstrap (BP < 50%). La diferencia més
notable entre ambos arboles radica en la topologia de los clados. El primer clado esta
representado por dos especies (P. affinis y P. montium). El segundo clado estd compuesto
por dos subclados. El primer subclado esta representado por dos especies (P. annectens y
P. prefrontalis), el cual presenta bajo soporte de bootstrap (BP < 50%). El segundo
subclado estd conformado Unicamente por P. macbrydei, también con bajo soporte de
bootstrap (BP < 50%). Ademas, los individuos pertenecientes a Jimbura se ubican dentro
del clado P. macbrydei y ya no se encuentran anidados con P. affinis y P. montium. A
diferencia del arbol de parsimonia, todas las especies de Pholidobolus forman grupos

monofiléticos cuando los datos son analizados bajo el criterio de maxima verosimilitud.

5.1.3 ANALISIS DE INFERENCIA BAYESIANA

El analisis bayesiano para cada gen mitocondrial identifica cinco clados
correspondientes a Pholidobolus affinis, P. annectens, P. montium, P. prefrontalis, y P.
macbrydei. Al existir topologias similares, se combinaron los tres genes mitocondriales.

El arbol filogenético obtenido del andlisis de inferencia bayesiana para los genes
combinados mitocondriales presenta un valor de soporte de bootstrap de 100 para la
monofilia del género Pholidobolus. Se identifican cinco clados que pertenecen a las cinco
especies del género estudiado. El programa BEAST estimé a Cercosaura ocellata y
Potamites ecpleopus como los grupos externos (Figura 6). La topologia inferida es bastante
similar a la observada en el analisis de maxima verosimilitud. Sin embargo, a diferencia

del anterior andlisis, el primer clado compuesto por P. affinis y P. montium presenta alto
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soporte de bootstrap (BP = 93%). Ademas, dentro del clado P. macbrydei se observa que la

poblaciéon de Guanazan es politomica (Figura 6).

5.1.4 ESTIMACIONES DE TIEMPO DE DIVERGENCIA

El 4rbol obtenido de este andlisis sefala que el primer evento de radiacion tuvo
lugar con el clado de P. macbrydei, en direccion de sur a norte, es decir, los eventos de
radiacion de las provincias de Azuay, Zamora-Chinchipe y Loja fueron mas antiguos que
los eventos de radiacion de las provincia de Cafiar, Chimborazo y Tungurahua. El segundo
evento de radiacion estuvo dado por el clado de P. affinis seguido del clado P. montium.
Finalmente el evento de radiacion mas reciente estuvo dado por los clados de P.

prefrontalis y P. annectens (Figura 7).

5.1.5 DISTANCIAS GENETICAS

En la Tabla 6 se presentan las distancias genéticas del gen mitocondrial 16S entre
los cinco clados. El promedio de distancias genéticas entre especies es del 4,6%, siendo P.
annectens la que en promedio presenta las mayores distancias genéticas con las otras
especies (6,8%), donde P. annectens y P. affinis son las mas distantes (7,7%).

Los individuos de P. amnectens poseen distancias genéticas entre 0 y 3,9%, la
mayor distancia genética se debe al aislamiento entre los individuos con QCAZ-R 5528 y
5539 que tienen distribucion hacia el lado oriental con el resto de individuos que tienen su
distribucion hacia el lado occidental de los Andes.

Los individuos de P. affinis poseen distancias genéticas pequefias, entre 0 y 0,6%.
Los individuos de Colta (Chimborazo) con QCAZ-R 9899, 9900 y 9901, que se encuentran
en el limite sur de la distribucion de la especie, presentan en promedio la mayor distancia

genética con respecto a las demas poblaciones de P. affinis.
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Los individuos de P. montium poseen distancias genéticas pequefias entre 0 y 0.8%.
Los individuos de Cuicocha (Imbabura) con QCAZ-R 9683, 9685 y 9686, presentan en
promedio la mayor distancia genética con respecto a las deméas poblaciones de P. montium.

Los individuos de P. prefrontalis poseen distancias genéticas muy pequefias entre 0
y 0,6%, debido a su rango geografico reducido.

Finalmente, se observa que en promedio, las distancias genéticas de P. macbrydei
son pequeias (1,9%). Sin embargo, al comparar entre poblaciones, por ejemplo, entre
Guanazan y Jimbura se observan distancias genéticas grandes de hasta 5,2% (equiparable a

la distancia genética entre dos especies distintas).

5.2. ANALISIS MORFOLOGICOS Y MORFOMETRICOS

5.2.1 ANALISIS MORFOLOGICOS CUALITATIVOS

En el analisis discriminante para las variables morfoldgicas cualitativas de machos
y hembras adultos, se obtuvieron dos funciones con Eigenvalue > 1, las cuales explican el
93,7% de la separacion entre grupos (Tabla 7). La primera funcion (F1) esta correlacionada
positivamente (68,6%) con la presencia o ausencia de granulos laterales (LG) y la
coloracion del parpado inferior (LEL); mientras que la segunda funcion (F2) esta
correlacionada positivamente (25,1%) con la presencia o ausencia de escamas prefrontales
(NPF) y el tipo de escamas dorsales (DST; Tabla 8). La proyeccion de los individuos sobre
las F1 y F2 (Figura 8) permite separar a P. annectens de los otros grupos, ya que es el
unico que tiene las escamas del parpado inferior transparentes y no posee granulos
laterales. Otro grupo que se separa es P. affinis ya que posee escamas prefrontales y sus
escamas dorsales son quilladas. Por el contrario, las otras tres especies presentan un gran
solapamiento, ya que poseen granulos laterales, las escamas del parpado inferior son

opacas y sus escamas dorsales pueden ser ligeramente quilladas, estriadas o lisas. Se
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observa ademds una separacion horizontal de los individuos de P. macbrydei, esto se debe
a la presencia de escamas prefrontales en las poblaciones que pertenecen a las provincias
de Caiar, Azuay y El Oro. Los circulos dispersos de P. montium 'y P. macbrydei se deben a
la variacion en el tipo de escamas dorsales. Las predicciones de grupo que se realizaron en
el andlisis discriminante (Tabla 9) son muy altas para P. affinis, P. annectens, P. montium y
P. prefrontalis; mientras que las predicciones para P. macbrydei son menores al 75%, lo

cual se debe a una alta variablidad intraespecifica.

5.2.2 ANALISIS MORFOLOGICOS CUANTITATIVOS

El ANOVA no paramétrico (NPMANOVA) no revel6 diferencias significativas
entre machos y hembras (Tabla 10), por lo cual ambos sexos fueron analizados en
conjunto. Se encontraron diferencias significativas entre los cinco clados (Tabla 11). El
analisis discriminante permiti6 identificar las variables que mas aportan con la
diferenciacion entre clados: numero de supraoculares (NSO), nimero de escamas alrededor
de la cola (SAT), numero de escamas alrededor del cuerpo (SAB), nimero de escamas del
parpado inferior (LES) y nimero de escamas a lo largo de la pata anterior (SAF; Tabla 12).
El andlisis de Kruskal-Wallis reveld que P. affinis es la especie que se diferencia mas de
las otras especies para casi todas las variables, excepto para la variable LES al comparar
con P. macbrydei y P. montium. Entre P. annectens y P. macbrydei se pueden observar
diferencias significativas entre casi todas las variales, excepto NSO, SUJ y SF3. Entre P.
annectens y P. montium no existen diferencias significativas para las variables NSO, SUJ,
SGV, DEL y NTS. Finalmente entre P. macbrydei y P. montium no existen diferencias
significativas para las variables NSO, SUJ, SLJ, SAT, SF5, ST4 y LES (Tabla 13)

En el andlisis de componentes principales para las variables morfologicas

cuantitativas de machos y hembras se obtuvieron dos componentes con Eigenvalue > 1.
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Ambos explican el 73,713% de la variacion total (Tabla 14). El primer componente (CP1)
estd correlacionado positivamente (63,241%) con el nimero de escamas alrededor de la
cola (SAT), el nimero de escamas gulares y mandibulares (SGJ), nimero de escamas a lo
largo de la extremidad anterior (SAF), numero de escamas del cuarto dedo de la pata
posterior (ST4), nimero de escamas alrededor del cuerpo (SAB) y nlimero de escamas del
tercer dedo de la pata posterior (ST3); mientras que el segundo componente esta
correlacionado positivamente (10,472%) con el numero de escamas del parpado inferior
(LES; Tabla 15). La proyecciéon de los individuos sobre el CP1 y CP2 (Figura 9) permite
separar a P. annectens y P. affinis de las demas especies. Se puede observar también que P.
annectens es la especie con mayor niumero de escamas frente a los demés clados (Figuras

10,11, 12, 13 y 14).

5.2.3 ANALISIS MORFOMETRICOS

El MANOVA revel6 diferencias significativas entre hembras y machos (Tabla 16),
por lo que se realizaron analisis por separado para cada sexo.

El MANOVA para hembras adultas no revel6 diferencias significativas entre clados
(Tabla 17). En el andlisis de componentes principales para las variables morfométricas de
hembras, se obtuvieron dos componentes con Eigenvalue > 1. Ambos explican apenas el
31,696% de la variacion total (Tabla 18). EI primer componente (CP1) esta correlacionado
positivamente (18,898%) con el largo de la cabeza desde el timpano hasta el hocico (HL) y
con el alto de la cabeza (HT); mientras que el segundo componente estd correlacionado
positivamente (12,798%) con el largo de la tibia-fibula (B2) y la longitud del humero (A1;
Tabla 19). La proyeccion de los individuos sobre el CP1 y CP2 (Figura 15) no separa a
ningin clado, por lo que las variables morfométricas no explican la variacion entre

especies.
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El MANOVA para machos adultos no revel6 diferencias significativas entre clados
(Tabla 20). En el andlisis de componentes principales para las variables morfométricas de
machos, se obtuvieron dos componentes con Eigenvalue > 1. Ambos explican apenas el
36,327% de la variacion total (Tabla 21). El primer componente (CP1) est4 correlacionado
positivamente (21,861%) con el largo de la cabeza desde el timpano hasta el hocico (HL) y
con el largo de la cabeza desde la drbita ocular hasta el hocico (OTL); mientras que el
segundo componente estd correlacionado positivamente (14,466%) con la longitud del
fémur (B1) y la longitud del himero (A1; Tabla 22). La proyeccién de los individuos sobre
el CP1 y CP2 (Figura 16) no separa a ningun clado, por lo que las variables morfométricas
no explican la variacion entre especies.

El ANOVA realizado para la variable morfométrica SVL revel6d diferencias
significativas entre sexos (Tabla 23). El andlisis del ANOVA para hembras adultas no
revel6 diferencias significativas entre clados (Tabla 24). Por otro lado, el andlisis de
ANOVA para machos adultos reveld diferencias significativas entre P. affinis y P.
montium (Tabla 25). La Figura 17 indica que las hembras tienden a ser mas grandes que
los machos y sefiala a su vez que los machos de P. affinis son mas grandes que los machos

de P. annectens y P. montium.

5.3 ANALISIS FILOGEOGRAFICOS

5.3.1 CONSTRUCCION DE RED DE HAPLOTIPOS PARA P. MACBRYDEI

En la Figura 18 se observa que el haplotipo con QCAZ-R 9626 tiene el mayor peso
(0,09) y junto al haplotipo con QCAZ-R 10133 poseen la mayor frecuencia (F=3) dentro
de la especie. La distribucion de los haplotipos no concuerda en su totalidad con la
distribucion geografica, como se puede observar en los haplotipos de Guallicanga (QCAZ-

R 10049) y Ozogoche (QCAZ-R 6006), asi como en los haplotipos de Pungald (QCAZ-R
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9626) y Tarqui (QCAZ-R 8512). Los haplotipos que pertenecen a Jimbura (6945, 6946,
10054), Canar (9947, 10051, 10052) y Guanazan (7891, 7894), son muy diferentes a los

haplotipos de las demas poblaciones.

5.3.2 TEST DE MANTEL

Se encontr6 una correlacion negativa (r = -0,007) y no significativa (p = 0,4513)
entre la matriz de distancias genéticas del gen mitocondrial 16S y la matriz de distancias
geograficas para las cinco especies (Figura 19). De igual manera se encontrd una
correlacion negativa (r = -0,359) y no significativa (p = 1,000) entre la matriz de distancias
genéticas del gen mitocondrial 16S y la matriz de distancias geograficas para la especie P.

macbrydei (Figura 20).

5.3.3 MODELAMIENTO DE NICHO

El analisis del Area Bajo la Curva ROC (AUC) indica un alto valor predictivo (p >
0,75) de los cinco modelos (Tabla 26), es decir, cada modelo tiene la capacidad de predecir
mejor de lo que se esperaria al azar (p < 0,5). Por lo tanto los modelos son véalidos para
cada especie. Se observa ademas en la Tabla 6 que la variable més importante para la
preferencia de habitat de tres especies (P. affinis, P. macbrydei y P. prefrontalis) es la
temperatura media del cuatrimestre mas calido

En la Figura 21 se observan las zonas geograficas idoneas para la subsistencia y
establecimiento de las especies, obtenidas con los modelos de prediccion de nicho. La
especie P. affinis se ubicaria en los valles centrales del Ecuador (Figuras 21 y 23). P.
annectens se ubicaria en la zona sur, flancos occidentales y zona norte (provincia de
Ibarra; Figura 21). P. macbrydei ocuparia la zona sur y centro del Ecuador y los flancos

orientales (Figuras 21 y 22). P. montium ocuparia los valles centrales y del norte del
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Ecuador (Figuras 21 y 22). Finalmente, P. prefrontalis ocurriria en los valles centrales y

zonas del sur (Figura 21).

5.3.3.1 ANALISIS DISCRIMINANTE

En el andlisis discriminante para las 19 variables bioclimaticas de las cinco especies
de Pholidobolus se obtuvieron dos funciones que explican el 82,8% de la separacion entre
grupos (Tabla 27). La primera funcion (F1) esta correlacionada positivamente (58,9%) con
la precipitacion del mes mas humedo (BIO13); mientras que la segunda funcion (F2) esta
correlacionada negativamente (23,9%) con la estacionalidad de precipitacion (BIO15). La
proyeccion de los individuos sobre las F1 y F2 (Figura 24) permite una separacion relativa
de tres especies (P. annectens, P. macbrydei y P. montium), en la que P. annectens se
caracteriza por la preferencia de habitats con mayor precipitacion, P. macbrydei por
hébitats menos estacionales, y P. montium por héabitats con menor precipitacion en el mes
mas humedo. Por otro lado, no existe separacidon entre P. affinis y P. prefrontalis, sus

preferencias de habitats se encuentran en su mayoria solapados.
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6. DISCUSION

6.1 RELACIONES FILOGENETICAS

El presente estudio es congruente con los limites entre especies de Pholidobolus de
Ecuador propuestos por Montanucci (1973), aunque P. macbrydei podria incluir mas de
una especie (ver abajo). En este estudio, las tres topologias obtenidas de los analisis de
maxima parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana identifican cuatro clados
con alto soporte estadistico, pertenecientes a Pholidobolus affinis, P. annectens, P.
montium y P. prefrontalis, y un clado con bajo soporte estadistico perteneciente a
Pholidobolus macbrydei (Figuras 4, 5 y 6). Cabe decir ademas que los arboles
filogenéticos obtenidos del andlisis de méxima parsimonia e inferencia bayesiana presentan
el maximo soporte para la monofilia de Pholidobolus (Figuras 4 y 6), lo cual es congruente
con una filogenia previa de la familia Gymnophthalmidae (Castoe et al., 2004).

Sin embargo, las relaciones de parentesco entre estas cinco especies, establecidas
por Hillis (1985) y el presente estudio revelan discrepancias. Hillis (1985) ubica a P.
montium como taxon hermano de P. annectens (Figura 26); ambas especies son las mas
distantes geograficamente. A pesar de esto, Hillis propone que este parentesco
probablemente se debe a que durante el proceso de especiacion se suscitaron cambios
ambientales abruptos, que afectaron la distribucion de las dos especies; como evidencia
sefiala la variacion en el rango geografico entre P. affinis y P. montium en tan solo una
década (Hillis y Simmons, 1986). La naturaleza de estos cambios ambientales abruptos atn
no esta esclarecida. En contraste, en este estudio, se encontré que P. montium es taxon
hermano de P. affinis (Figuras 5 y 6), este parentesco presenta concordancia geografica,
ambas especies se distribuyen desde los valles centrales hacia el norte del Ecuador (Figura

21).
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A pesar de las diferencias mencionadas, la hipotesis de Hillis (1985) y este estudio
presentan concordancia al ubicar a P. annectens y P. affinis como las especies mas
distantes del arbol filogenético (Figuras 5, 6 y 26). En esta investigacion se encontrd que
las dos especies poseen una divergencia genética de 7,7%. (Tabla 6), la mas alta entre los
cinco clados. No se conoce con claridad la causa de estas diferencias genéticas.

Cabe finalizar que la hipotesis de filogenia propuesta por Hillis (1985), se baso en
datos de aloenzimas, los cuales se conocen que revelan poca variacion, ademas de que

estudian solo una parte del ADN: el codificador (Hillis et al., 1996).

6.2 DIFERENCIACION MORFOLOGICA Y MORFOMETRICA

Inicialmente las especies de Pholidobolus fueron clasificadas en diferentes géneros,
debido a la gran variacion morfologica que presentan. P. montium (Peters, 1862)
constituia la Unica especie del género Pholidobolus, P. affinis (Peters, 1862) se consideraba
parte del género Aspidolaemus, y P. annectens (Parker, 1930) pertenecia al género
Macropholidus. Montanucci (1973) realizé una revision taxondmica detallada, en la cual
sinonimizd a varios géneros con Pholidobolus y describid dos nuevas especies: P.
macbrydei 'y P. prefrontalis. Se basé en caracteristicas cualitativas (coloracion y
caracteristicas discretas) para la identificacion de cada especie. Las caracteristicas
cualitativas que propuso para la identificacién de cada especie son de gran precision, como
se puede observar en los resultados del analisis discriminante (Figura 8); sin embargo, en
el presente estudio se encontré que la caracteristica DLP (extension anterior de la raya
dorsolateral), esencial para discriminar a las hembras de P. macbrydei de P. montium, no
tuvo suficiente peso (Tabla 8), ya que existen muchas hembras de P macbrydei con la
extension de la raya dorsolateral hasta la punta del hocico y no sélo hasta la orbita ocular

como lo sefiald6 Montanucci (1973). Esta es una de las primordiales razones por las que en
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el centro y sur del Ecuador se confunde a P. macbrydei con P. montium (e.g., ECOLAP Y
MAE, 2007); incluyendo la revision de Montanucci (1973) que identifica a un individuo de
Baios, provincia Tungurahua, como P. montium, cuando en realidad es P. macbrydei.

Las caracteristicas meristicas (NSO, SUJ, SLJ, SGJ, DEL, NTS, SAB, SAT, SAF,
SF5, ST4, STS5, LES) analizadas por Montanucci (1973) indican solapamiento entre
especies, se considera a P. affinis como la especie con mayor nimero de escamas por area
del cuerpo y a P. macbrydei y P. annectens como las especies con el menor nimero de
escamas por area del cuerpo (Figuras 10, 11, 12, 13 y 14). En los presentes andlisis se
encontraron diferencias significativas entre los clados (Tabla 11, 12 y 13); a pesar de esto,
aun se observd solapamiento. Por este motivo, posiblemente el conteo de escamas por si
solo no ayude en la diferenciacion de especies, pero puede servir como complemento de
las caracteristicas cualitativas mencionadas anteriormente. Por ejemplo, las hembras de P.
macbrydei y P. montium son aparentemente cripticas en relaciéon a las caracteristicas
cualitativas; pero, podemos diferenciar ambas especies, ya que P. montium posee mayor
nimero de escamas gulares (SGJ), escamas alrededor del cuerpo (SAB), escamas a lo largo
de la extremidad anterior (SAF) y escamas del tercer dedo de la extremidad posterior
(ST3).

Las diferencias en el numero de escamas reflejan una reduccion en el tamafo
relativo de las mismas. Asi especies como P. affinis, P. prefrontalis y P. montium que
poseen mayor numero de escamas mantienen el tamafio del cuerpo similar al de P.
macbrydei y P. annectens que poseen menos escamas. Esto podria tener un efecto en la
adaptacion de las especies al ambiente, como lo menciona Montanucci; especies como P.
affinis que viven en zonas mas secas, reducen el tamafo de las escamas para disminuir la
superficie cutdnea, de manera que exista menor pérdida de agua. Esto también se ha

observado en Anolis oculatus (Malhotra & Thorpe, 1991).
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Por otro lado, la mayoria de las caracteristicas morfométricas no presentaron
diferencias significativas entre especies, lo que nos sugiere que la forma y tamafio del
cuerpo no son rasgos adaptativos al ambiente, tomando en cuenta que tres de las cinco
especies (P. annectens, P. macbrydei y P. montium) ocupan un nicho ecolédgico diferente
(Figuras 21 y 22). La Unica diferencia significativa se encontr6 en la variable SVL entre P.

affinis y P. montium.

6.2.1 DIFERENCIACION SEXUAL

El dimorfismo sexual entre los clados estd dado por la coloracion (detallada por
Montanucci) y las caracteristicas morfométricas. Resulta interesante encontrar que la
forma y largo del cuerpo no presentan diferencias significativas entre clados y si entre
sexos. Las hembras tienden a ser mas largas que los machos (Figura 17). Estudios sefialan
que presiones selectivas que actuan sobre el tamafio corporal materno pueden estar
involucradas en aumentar la capacidad reproductiva, es decir, en la produccion de una
mayor cantidad de huevos (Stuart-Smith et al., 2007). Por otro lado, la forma de la cabeza
de los machos y las extremidades tienden a ser mas grandes que las de las hembras.
Algunas hipoétesis (Kratochvil et al., 2003) que se han propuesto estan relacionadas con la
seleccion sexual y/o la seleccion natural; en la que cabezas mas grandes y alargadas
pueden conducir a una divergencia en la obtencion de recursos alimenticios, o sirven en las
peleas entre machos para ganar y asi copular con la hembra; en el caso de las extremidades
largas, éstas podrian cambiar la posicion del centro de gravedad del cuerpo, confiriendo
una locomocién mas eficaz (Kratochvil et al., 2003). De esta manera, se pueden inferir dos
aspectos: el primero que sefiala que pueden actuar diferentes presiones selectivas para la

evolucion dimorfica del tamafio y forma del cuerpo, y el segundo que sefala que estas
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fuerzas selectivas reflejan adaptaciones para diferentes funciones ecoldgicas, etologicas o

reproductivas (Butler & Losos, 2002; Kratochvil et al., 2003).

6.3 FILOGEOGRAFIA

6.3.1 LIMITES DE ESPECIES

En el presente estudio se encontr6 que los datos filogenéticos, morfologicos y
ecoldgicos sirven como evidencias que permiten una mejor delimitacion de especies. Estos
tres grupos de datos permiten profundizar sobre procesos de especiacion y origen del
género Pholidobolus.

Los resultados filogenéticos y morfoldgicos nos indican en su mayoria que las
especies poseen distancias genéticas grandes (4,6% en promedio; Tabla 6) y suficiente
divergencia morfolédgica (Figuras 7 y 8), lo que las hace facilmente diferenciables.

Al analizar el resultado del analisis discriminante de los puntos extraidos del
modelo predictivo asociado a las 19 variables bioclimaticas (Figura 24), se identificaron
algunas preferencias de habitat especificas, como areas con poca precipitacion (P. affinis,
P. montium y P. prefrontalis) o éareas con mayor precipitacion (P.macbrydei y P.
annectens). Dentro del segundo grupo, P. macbrydei es la unica dentro del género con
poblaciones en habitats con menor estacionalidad, lo que representaria los flancos
orientales del Ecuador (Figura 24). Por otro lado, P. annectens se encuentra dividida en
dos grupos: poblaciones occidentales (hébitats con mayor estacionalidad) y poblaciones
orientales (habitats con menor estacionalidad), distintas genética y ambientalmente (Tabla
6; Figura 25), lo que nos sugiere diferenciacion ecoldgica que podria conferir en el
presente o en un futuro aislamiento reproductivo (Schluter, 2009).

Aun cuando los limites de estas especies parecen estar completamente resueltos, se

han encontrado algunas particularidades interesantes, ya sea por su similar apariencia o por
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su interaccion. Uno de estos casos se presenta entre P. montium 'y P. macbrydei, en la que
sus geograficos y requerimientos ambientales no son completamente claros, ambos
presentan poca diferenciacion morfolégica (hembras) y poca diferenciacion genética
(2,8%; Tabla 5), a pesar de no ser taxa hermanos (Figuras 5 y 6). A pesar de esto, ambas
especies poseen distintos rangos de distribucion segin los mapas de prediccion de nicho
(Figura 23). Asi, el limite sur del rango de distribuciéon de P. montium se encuentra se
encuentra en la provincia de Cotopaxi (Figura 23), y el limite norte del rango de
distribucion de P. macbrydei se ubica en la provincia de Tungurahua (Figura 23); de esta
manera el habitat que ocupan estas especies no se solapa.

Por otro lado, los limites de especies dentro del clado P. macbrydei tampoco estan
claros, ya que se evidencian tres grupos con haplotipos muy distintos (Figura 18), que a su
vez poseen distancias genéticas grandes. Por ejemplo, entre las poblaciones de Guanazan y
Jimbura se observan distancias genéticas grandes de hasta 5,2% (equiparable a la distancia
genética entre dos especies distintas; Tabla 6). Segiin Fouquet et al. (2007), un umbral de
divergencia de 3% para el gen mitocondrial 16S en anfibios es suficiente para separar
poblaciones en diferentes especies. Segun Brown et al. (2002), un umbral de divergencia
del 2,6% para el gen mitocondrial 16S en lagartijas podria ser suficiente para separar
poblaciones en diferentes especies, tomando en cuenta varias evidencias geograficas y
ecoldgicas. Bajo esta premisa, se podria considerar a la poblacion de Jimbura (distancias
genéticas con otras poblaciones entre 2.6-4.5%; Anexo 1, Figuras 2, 4, 5 y 6) como posible
nueva especie; sin embargo presenta conservativismo morfologico (Figura 27) y ocupa
habitats similares a las otras poblaciones de P. macbrydei (Figura 23). Por ello, se prefiere
designar a este grupo como una Unidad Evolutiva Significativa (UES), que se define como
un grupo de organismos que han estado aislados de otros grupos de la misma especie por

un periodo de tiempo suficiente para haber desarrollado divergencias genéticas
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significativas entre ellas (Eguiarte et al., 2007). El caso de la poblacion de Guanazan
(distancias genéticas con otras poblaciones entre 2.8-5.2%; Anexo 1, Figuras 2,4, 5y 6) es
similar al anterior, excepto que si existen diferencias morfologicas (Figura 27); de todas
maneras, en la topologia de inferencia bayesiana (Figura 6) se observa que no existe una
separacion evidente de esta poblacion con otras poblaciones de P. macbrydei. Por lo tanto,
este grupo podria considerarse también como una Evolutiva Significativa (UES). Ahora, el
caso mas complejo lo representan las poblaciones (QCAZ-R 9947, 10051, 10052) de la
provincia de Cafar (Anexo 1, Figuras 2, 4, 5 y 6). Genéticamente presentan distancias
menores (2.8-3.7%) con otras poblaciones de P. macbrydei que los grupos mencionados
anteriormente; sin embargo presenta grandes variaciones morfoldgicas con respecto a
otras poblaciones de P. macbrydei (Figura 27). De hecho, sus caracteristicas morfologicas
son idénticas a la de poblaciones de P. prefrontalis, ademas de que el habitat en donde se
les encontr6 es semiarido, zonas exclusivas en esa provincia de la especie P. prefrontalis.
Mas atn, a unos cuatro kilémetros aproximadamente, se encontr6 un individuo (QCAZ-R
10050) identificado como P. macbrydei que morfologica (Figura 27) y genéticamente
(Figuras 4, 5 y 6) es muy distinto de estas poblaciones sefialadas. Sumado a estos hechos,
se han reportado posibles zonas de simpatria entre estas dos especies (Montanucci, 1973),
lo que generaria una mayor probabilidad de interaccion entre ellas. Ante estas evidencias,
se sugiere que estas poblaciones de Cafar son resultado de eventos de introgresion, es
decir, dispersion natural de los genes de una especie a otra como consecuencia de un
proceso de hibridacion interesespecifica seguido de retrocruzamientos sucesivos con los
progenitores recurrentes (Eguiarte et al., 2007). Al mismo tiempo, se sugiere que al no
encontrarse la presencia de P. macbrydei o P. prefrontalis en esa area, estas poblaciones
probablemente generaron cierta estabilidad, donde si sus recombinantes presentan gran

viabilidad y fertilidad que les permita sobrevivir en ese ambiente, podrian ser capaces de
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aislarse reproductivamente de ambos padres y ser entidades distintas (Dowling & Secor,
1997). De todas maneras, se debe realizar un estudio con ADN nuclear, fundamental para
esclarecer estos patrones.

Otro caso peculiar, se observa en P. prefrontalis y P. affinis, las cuales poseen
sitios idoneos de supervivencia solapados en casi su totalidad. El modelo predicho para P.
prefrontalis ocurriria en el area donde habita actualmente P. affinis (Figura 22).
Probablemente, las poblaciones de P. affinis estan limitando la distribucion de P.
prefrontalis hacia el norte (provincia Tungurahua), impidiendo de esta manera que esta
especie ocupe todo su nicho fundamental.

Finalmente, otro caso especial se presenta entre P. affinis y P. montium en el area
de Mulalo, reportada como zona de simpatria en 1973 (Montanucci, 1973), que a su vez
representan los limites de distribucion para las especies P. affinis y P. montium (Figura
21); Hillis & Simmons (1986) en 1984 encontraron en esta localidad unicamente a P.
montium, por lo que dedujeron que el cambio dramatico inducido por el ser humano
(eliminacion de rocas, plantaciones e intensa irrigacion) le confirid6 mayor ventaja
adaptativa a P. montium, ya que tiene mayor tolerancia a la humedad, desplazando a P.
affinis hacia el sur. Sin embargo, en el afio 2009 que se visito el area, se encontrd tan sélo
un individuo de P. montium. La zona se encontraba fuertemente erosionada, las
plantaciones mayoritarias correspondian a eucaliptos y pinos que se sabe absorben gran
cantidad de agua y disminuyen la humedad de los suelos (Hofstede et al., 2002). En este
contexto, se deduce que las actividades antropogénicas alteran el habitat, lo que podria
causar una disminucion del rango geografico de la especie y en casos extremos su

extincion (Sala et al., 2000).
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6.3.2. PATRONES DE DIVERSIFICACION

Las relaciones filogenéticas y las distribuciones longitudinales en los Andes del
Ecuador del género Pholidobolus, sugieren un patrén de especiacion que se generd con el
levantamiento de la Cordillera de los Andes del Norte. Segun los datos de este estudio se
descarta que los eventos de especiacion puedan deberse al aislamiento por distancia de las
poblaciones (Figuras 19 y 20), y se propone mas bien eventos de especiacion parapatrica y
ecologica.

Los Andes comenzaron a elevarse en el Cretacico tardio hace 60 millones de afos,
la mayor orogénesis ocurrié en el Mioceno hace 14 millones de afios, en la que las regiones
lograron exceder los 1000 metros de altura (Koscinski et al., 2008). Una vez que las
montafias comenzaron a elevarse, los hédbitats de zonas altas estuvieron disponibles para la
colonizacioén y dado que el levantamiento de los Andes del Norte fue de sur a norte, se
esperaria que la disponibilidad de estos habitats tuviera el mismo patréon (Doan, 2003).

Segun las estimaciones de tiempo de divergencia, el primer evento de radiacion
tuvo lugar con el clado de P. macbrydei (Figura 7). Se sugiere que la adaptacion local
causo separacion altitudinal (actualmente ocupan los hébitats mas altos, hasta 3962 metros)
con el resto de poblaciones, y como consecuencia de acumulacion de diferencias genéticas,
pudo eventualmente dividirse en grupos reproductivamente aislados, generdndose asi,
especiacion parapatrica (Gavrilets ef al., 2000).

Por otro lado, poblaciones ancestrales que migraron mas hacia el norte, dieron
origen al segundo evento de radiacion, representado por P. affinis y P. montium (Figura 7).
Al no existir barreras geograficas evidentes y al encontrar que estas especies ocupan nichos
distintos (Figuras 21 y 24), se sugiere que el evento de especiacion es consecuencia de la
adaptacion a distintas condiciones ambientales de la época, por ejemplo en los periodos

intergalciales las zonas altoandinas eran aridas y las zonas mas bajas himedas (Simpson,
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1975). Esta especiacion ecologica pudo conducir a la evoluciéon de cualquier tipo de
aislamiento reproductivo, incluyendo aislamiento precigético, esterilidad del hibrido e
inviabilidad del mismo (Schluter, 2009). De esta manera, P. affinis permanecio en las
zonas secas de los valles centrales (Figura 21) y P. montium en zonas relativamente mas
humedas de los valles del norte (Figura 21). Se ha identificado ademas, que la posible
barrera geografica que impide la migracion de P. montium hacia el norte de la provincia de
Ibarra, esta dada por los profundos valles aridos del Rio Chota-Mira (Parsons, 1982). Se ha
visto que esta barrera también juega un rol importante en la diversificacion de
Osornophryne (Péez, 2010) y de cardbidos (Moret, 2005). Sin embargo, existe un registro
de P. montium en el sur de Colombia (Reeder, 1996) que ha sido el unico reporte desde
1975 hasta la fecha. Sin embargo, se observa en la Figura 23 que la zona sur de Colombia
posee los requerimientos adecuados para la supervivencia de esta especie. Por lo tanto
existen dos posibilidades, la primera que sea a un error de identificacion y la segunda que
la migracion hacia el norte de P. montium ocurri6 por los flancos orientales

Finalmente, el tercer evento de radiacion y el més reciente pertenece a los clados de
P. annectens y P. prefrontalis (Figura 7). Se esperaria que estos clados que actualmente se
distribuyen en el sur y valles centrales del Ecuador respectivamente (Figura 21),
divergieran primero que el resto de clados dado el patron de levantamiento de los Andes.
Sin embargo, los Andes no son una entidad simple que se elevd de forma instantanea,
existieron variaciones altitudinales y longitudinales (Torres-Carvajal & de Queiroz, 2009).
Ademas, las areas meridionales son poco conocidas (Moret, 2005), por lo que no se sabe
con certeza los eventos que se suscitaron en esta area. Se sugiere que poblaciones
ancestrales de P. annectens ocuparon zonas sub-humedas en los periodos interglaciales
(Simpson, 1975), donde se adaptd localmente a areas con rangos altitudinales de 2150 a

2335 metros y poblaciones ancestrales de P. prefrontalis ocuparon areas semidridas
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(Simpson, 1975) en areas con rangos altitudinales de 2400 a 2885 metros. Esta especiacion
parapatrica pudo ser influenciada a la vez por fluctuaciones climaticas del Pleistoceno, en
la que periodos interglaciares redujeron tamafio poblacional y propiciaron el aislamiento y
la diferenciaciéon de estas poblaciones (Koscinski et al., 2008; Simpson, 1979),
restringiendo a P. annectens a la provincia de Loja. Posibles migraciones posteriores
pudieron ser limitadas por la presencia de dos zonas 4ridas en la provincia de Loja, una en

el valle de Jubones y otra en el valle de Catamayo (Moret, 2005).

6.4 CONCLUSIONES

En base a todas las evidencias presentadas, se reconocen cinco especies dentro del
género Pholidobolus, congruente con lo propuesto por Montanucci (1973), las cuales
tienden a ocupar ambientes y rango geograficos relativamente distintos (excepto P. affinis
y P. prefrontalis). Sin embargo, se sugiere que el clado P. macbrydei probablemente es
parte de un complejo de especies, con poblaciones en proceso de especiacion, al
encontrarse evidencias genéticas y morfoldgicas. Ademas se reconoce poco aislamiento
reproductivo precigdtico entre las poblaciones de la zona centro-sur del Ecuador (provincia
de Canar) de las especies P. macbrydei y P. prefrontalis, al identificar un posible caso de
hibridacion. Se recomienda realizar estudios con ADN nuclear.

De acuerdo a los eventos de radiacion mencionados anteriormente, se considera la
especiacion parapatrica y ecoldgica como las formas dominantes de diversificacion del
género Pholidobolus, no la alopatrica como comiinmente se observa (Aguiar et al., 2009).
Ademas, se senala que los procesos de diversificacion son complejos y heterogéneos, que
dependen de factores geologicos, geograficos, climaticos y de interacciones bidticas. Por
ello, no se puede asumir una hipotesis simple que explique los patrones de especiacion en

los Andes (e.g. Doan, 2003; Torres-Carvajal, 2007).
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Por otro lado, la adecuada delimitacion de estas especies es elemental para la
conservacion de sus habitats. Ademas, con la obtencién de datos de rangos geograficos y

ecoldgicos se pueden estableces areas prioritarias para la supervivencia de este grupo.
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Figura 1. Fotografias de las cinco especies de Pholidobolus. P. affinis (A=hembra, QCAZ-
R 9849; B=macho, QCAZ-R 9998). P. annectens (C=hembra, QCAZ-R 10293; D=macho,
QCAZ-R 10316). P. macbrydei (E=hembra, QCAZ-R 10020; F=macho, QCAZ-R 9932).
P. prefrontalis (G=hembra, QCAZ-R 9909; H=macho, QCAZ-R 9908). P. montium
(I=hembra, QCAZ-R 8057). Fotografias: Omar Torres-Carvajal (A, C, D, E, F, G, H, ) y
Silvia Aldas (B).
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Figura 2. Mapa de las localidades visitadas en el presente estudio. Los nimeros hacen
referencia a las localidades de los 91 individuos secuenciados de las cinco especies de
Pholidobolus (Anexo 1). Los circulos verdes representan a P. montium, los circulos
tomates a P. affinis, los circulo azules a P. prefrontalis, los circulos rojos a P. macbrydei y

los circulos amarillos a P. annectens.
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Figura 3. Variables morfologicas cualitativas de Pholidobolus. (A) LG = Escamas
granulares laterales, 0 = ausencia, 1 = presencia; (B) DSA = Arreglo de escamas dorsales,
0 = imbricadas, 1 = sub-imbricadas, (C) DST = Tipo de escamas dorsales, 0 = quillada o
unicarinada, 1 = ligeramente quillada, 2 = estriada, 3 = lisa; (D) DSS = Forma de escamas
dorsales, 0 = redondeada, 1 = triangular, 2 = pentagonal, 3 = irregular; (E) DLP =
Extension anterior de la franja dorsolateral, 0 = hasta punta de hocico, 1 = hasta orbita; (F)
SL = Franjas en los flancos del cuerpo, 0 = ausencia, 1 = presencia; (G) LEL = Escamas
del parpado inferior, 0 = transparente, 1 = opaca; (H) FP = Poros femorales, 0 = ausencia, 1
= presencia; (I) LF = Pliegue lateral, 0 = ausencia, 1 = presencia; (J) OR = Reticulaciones,

0 = ausencia, 1 = presencia; (K) NPF = Escamas prefrontales, 0 = ausencia, 1 = presencia.
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Figura 4. Arbol consenso con regla de mayoria al 50% del analisis de méxima parsimonia

de las secuencias combinadas de los genes 12S, 16S y ND4. Se muestran los valores de

bootstrap y el nimero QCAZ-R unico para cada individuo. Los niimeros en paréntesis

hacen referencia a su respectiva localidad (Figura 2 y Anexo 1).
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Figura 5. Filograma del anélisis de méxima verosimilitud de las secuencias combinadas de

los genes 12S, 16S y ND4. Se muestran los valores de bootstrap y el nimero QCAZ-R

unico para cada individuo. Los niimeros en paréntesis hacen referencia a su respectiva

localidad (Figura 2 y Anexo 1).
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Figura 7. Arbol filogenético del analisis bayesiano que estima tiempo de divergencia entre

clados.
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Figura 8. Proyeccion de las variables morfoldgicas cualitativas sobre las funciones F1 y

F2 del andlisis discriminante de machos y hembras adultos, pertenecientes a las cinco

especies del género Pholidobolus.
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Figura 9. Proyeccion de las variables morfoldgicas cuantitativas sobre los componentes
principales CP1 y CP2 del andlisis de componentes principales de machos y hembras

adultos, pertenecientes a las cinco especies del género Pholidobolus.
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Figura 10. Diagrama de caja que ilustra la variacion intra e interespecifica en el nimero de
escamas a lo largo del margen de la mandibula superior (SUJ) y nimero de escamas a lo
largo de la mandibula inferior (SLJ) en cinco especies del género Pholidobolus. Se indica
el rango intercuartil (longitud de la caja) y los limites sobre los cuales se ubican los datos

atipicos (barras de error).
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Figura 11. Diagrama de caja que ilustra la variacion intra e interespecifica en el nimero de
escamas gulares y mandibulares (SGJ), nimero de escamas ventrales (SGV) y numero de
escamas dorsales (DEL) en cinco especies del género Pholidobolus. Se indica el rango
intercuartil (longitud de la caja) y los limites sobre los cuales se ubican los datos atipicos

(barras de error).
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Figura 12. Diagrama de caja que ilustra la variacion intra e interespecifica en el nimero de
escamas temporales (NTS) en cinco especies del género Pholidobolus. Se indica el rango
intercuartil (longitud de la caja) y los limites sobre los cuales se ubican los datos atipicos

(barras de error).
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Figura 13. Diagrama de caja que ilustra la variacion intra e interespecifica en el nimero de
escamas alrededor del cuerpo (SAB), nimero de escamas alrededor de la cola (SAT) y
numero de escamas alo largo de la extremidad anterior (SAF) en cinco especies del género
Pholidobolus. Se indica el rango intercuartil (longitud de la caja) y los limites sobre los

cuales se ubican los datos atipicos (barras de error).
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Figura 14. Diagrama de caja que ilustra la variacion intra e interespecifica en el nimero de
escamas del cuarto dedo de la pata posterior (ST4) en cinco especies del género
Pholidobolus. Se indica el rango intercuartil (longitud de la caja) y los limites sobre los

cuales se ubican los datos atipicos (barras de error).
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Figura 15. Proyeccion de las variables morfométricas de hembras adultos sobre los

componentes principales

pertenecientes a las cinco especies del género Pholidobolus.

CP1 y CP2 del andlisis de componentes principales,
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Figura 16. Proyeccion de las variables morfométricas de machos adultos sobre los

componentes principales CP1 y CP2 del andlisis de componentes principales,

pertenecientes a las cinco especies del género Pholidobolus.
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Figura 17. Diagrama de caja que ilustra la variacion intra e interespecifica en la variable
morfométrica longitud rostro-cloaca (SVL) en cinco especies del género Pholidobolus. Se
indica el rango intercuartil (longitud de la caja) y los limites sobre los cuales se ubican los

datos atipicos (barras de error).
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Figura 19. Matriz de correlacion de distancias geograficas y distancias genéticas del gen

mitocondrial 16S de los cinco clados de Pholidobolus. M1 representa las distancias

geograficas y M2 las distancias genéticas.
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Figura 20. Matriz de correlacion de distancias geograficas y distancias genéticas de los

genes mitocondriales ND4, 12S y 16S de P. macbrydei. M1 representa las distancias

geograficas y M2 las distancias genéticas.



TR
o ~ ?’.‘af
2, ..47\' o =y
3 ? 3§ “.
&

Figura 21. Modelo predictivo de nicho ecologico

Pholidobolus.
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Figura 22. Modelo predictivo de nicho ecologico de P. affinis (A), P. prefrontalis (B) y de
P. affinis y P. prefrontalis (C). Los cuadrados verdes representan las localidades de P.

affinis y los circulos morados las localidades de P. prefrontalis.
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Figura 23. Modelo predictivo de nicho ecologico de las especies P. macbrydei y P.
montium. Los cuadrados morados representan las localidades de P. montium y los circulos

tomates las localidades de P. macbrydei.
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Figura 24. Proyeccion de los puntos aleatorios extraidos de los modelos de nicho

asociados a las 19 variables bioclimdticas sobre las funciones F1 y F2 del analisis

discriminante, de las cinco especies del género Pholidobolus.
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Figura 25. Proyeccion geografica de los puntos aleatorios extraidos de los modelos de
nicho asociados a las 19 variables bioclimaticas, pertenecientes a la especie P. annectens.

(A) Poblaciones del occidente del Ecuador y (B) Poblaciones del oriente del Ecuador.
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Figura 26. Cladograma de Pholidobolus basado en aloenzimas (Hillis, 1985). Cambios en
los estados alélicos son indicados a lo largo de cada rama. Retencion de un alelo primitivo

es indicado por un circulo blanco. Pérdida completa de un alelo primitivo es indicado por

un circulo negro (véase Hillis, 1985).
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Figura 27. Fotografias de individuos machos adultos de P. macbrydei. Vista dorsal (A, C,
E, G), vista ventral (B, D, F, H). El Oro: Localidad Guanazan (A, B, QCAZ-R 7894). Loja:
Localidad Jimbura (C, D, QCAZ-R 10054). Canar: Localidad Juncal (E, F, QCAZ-R
10053). Cafar: Localidad Juncal-Panamericana (G, H, QCAZ-R 10050). Fotografias:
Silvia Aldas (C, D, E, F, G, H) y Luis Coloma (A, B).
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Tabla 1. Lista de genes con sus respectivos cebadores y secuencias (5' — 3") de ADN

citados por Pellegrino et al., 2001.

Gen | Cebador Secuencia

128 12Sa CTGGGATTAGATACCCCACTA
128 12Sb TGAGGAGGGTGACGGGCGGT
16S 16SL CGCCTGTTTAACAAAAACAT
16S 16SH CCGGTCTGAACTCAGATCACGT

16S 16SF.0 CTGTTTACCAAAAACATMRCCTYTAGC
16S 16SR.0 TAGATAGAAACCGACCTGGATT

ND4 | ND4F CACCTATGACTACCAAAAGCTCATGTAG
AAGC
ND4 | ND4R CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA




Tabla 2. Protocolos para la amplificaciéon de los

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

86

genes mitocondriales, utilizando la

Gen | Cebador | Desnaturalizacio | Desnaturalizacion | Alineamiento | Elongacion | Elongacion
n inicial final
12S | 12Say 96.°C(3min) 1 | 95°C (30 seg) 40- | 52°C (1 min) | 72°C (1 72°C (10
128b ciclo 45 ciclos 40-45 ciclos | min) 40-45 | min) 1
ciclos ciclo
16S | 16SLy | 96°C (3 min) 1 95 °C (30 seg) 40- | 52°C (1 min) | 72°C (1 72°C (10
16SH ciclo 45 ciclos 40-45 ciclos | min) 40-45 | min) 1
ciclos ciclo
16S | 16SF.0y | 96°C (3 min) 1 95 °C (30 seg) 40- | 52°C (1 min) | 72°C (1 72°C (10
16SR.0 | ciclo 45 ciclos 40-45 ciclos | min) 40-45 | min) 1
ciclos ciclo
ND4 | ND4Fy | 96°C (3 min) 1 95°C (25 seg) 35 52°C (1 min) | 72°C (2 72°C (10
ND4R ciclo ciclos 35 ciclos min) 35 min) 1
ciclos ciclo




Tabla 3. Variables bioclimaticas obtenidas de Worldclim.

Simbologia Descripcion

BIO1 Temperatura media anual

BIO2 Rango de temperatura mensual

BIO3 Isotermalidad

BIO4 Estacionalidad de temperatura

BIOS Temperatura maxima del mes mas caliente
BIO6 Temperatura minima del mes mas frio

BIO7 Rango de temperatura anual

BIO8 Temperatura media del cuatrimestre mas humedo
BIO9 Temperatura media del cuatrimestre mas seco
BIO10 Temperatura media del cuatrimestre mas céalido
BIOI11 Temperatura media del cuatrimestre mas frio
BIO12 Precipitacion anual

BIO13 Precipitacion del mes mas humedo

BIO14 Precipitacion del mes mas seco

BIOI15 Estacionalidad de precipitacion

BIO16 Precipitacion del cuatrimestre mas hiimedo
BIO17 Precipitacion del cuatrimestre mas seco

BIO18 Precipitacion del cuatrimestre mas calido
BIO19 Precipitacion del cuatrimestre mas frio

87
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Tabla 4. Parametros escogidos para la evaluacion de la capacidad predictiva de los cinco
modelos del género Pholidobolus.

Especie Grupode | Prueba | Numero de
datos aleatoria | repeticiones
P. affinis 32 33 % 4
P. annectens 14 10 % 10
P. macbrydei | 50 25 % 5
P. montium 49 25 % 5
P. prefrontalis | 19 15 % 10
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Tabla 5. Modelos de evolucion obtenidos del JModelTest en base al criterio de

informacion Akaike (AIC).

Gen Modelo | Freq A | FreqC | Freq G | FreqT p-inv | Gamma
128 Tim3+I+G | 0,2366 | 0,1674 | 0,2303 | 0,3658 | 0,4410 | 0,3820
16S Tim2+I+G | 0,3332 | 0,2411 | 0,1860 | 0,2398 | 0,59 0,464
ND4 GTR+I+G | 0,3467 | 0,2804 | 0,0944 | 0,2786 | 0,439 0,882
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Tabla 6. Comparacion de las distancias genéticas del gen mitocondrial 16s entre los 5

clados. Se presenta la media y la desviacion estandar, seguidas del rango en paréntesis.

affinis annectens macbrydei montium prefrontalis
affinis 0,0017 +£0,017
(0,000-0,006)
annectens 0,077 £0,0039 | 0,165+ 0,165
(0,070-0,086) | (0,000-0,039)
macbrydei 0,035 +0,006 | 0,061 +0,006 | 0,019+0,011
(0,020-0,052) | (0,045-0,091) | (0,000-0,052)
montium 0,033 +£0,003 | 0,070+ 0,006 | 0,028 0,005 | 0,002 + 0,002
(0,024-0,0401) | (0,059-0,078) | (0,017-0,028) (0,000-
0,0083)
prefrontalis 0,031 £0,002 | 0,064 + 0,005 | 0,034 +0,0037 | 0,036 + 0,001 | 0,002 + 0,002

(0,027-0,035)

(0,052-0,070)

(0,025-0,047)

(0,034-0,040)

(0,000-0,006)




91

Tabla 7. Resultados del andlisis discriminante que indica el porcentaje de variancia
aportado por cada funcion para las variables morfologicas cualitativas de machos y

hembras adultos

Funcion | Eigenvalue | % Variancia | % Acumulativo | Correlacion canonica

1 10,042 68,6 68,6 0,954
2 3,679 25,1 93,7 0,887
3 0,822 5,6 99,3 0,672
4 0,103 0,7 100,0 0,306
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Tabla 8. Resultados del andlisis discriminante que indica el porcentaje de correlacion de
cada variable cualitativa categorica de machos y hembras adultos de los cinco clados con

cada funcidn discriminante.

Funcion
Variables 1 ’ 3 4
Escamas granulares laterales 0,699 | 0,282 1-0,353 | 0,433
Escamas del parpado inferior 0,214 | 0,068 | -0,084 | 0,151
Escamas prefrontales 0,107 | 0,732 | 0,272 | -0,530
Tipo de escamas dorsales 0,050 | -0,504 | 0,014 | 0,424
Forma de escamas dorsales -0,105 | 0,286 | -0,228 | -0,021
Extension anterior de la franja dorsolateral | 0,138 | -0,173 | 0,462 | 0,357
Arreglo de escamas dorsales 0,175 | 0,259 | 0,403 | 0,107
Poros femorales -0,035 | -0,116 | 0,303 | 0,089
Franjas en los flancos del cuerpo 0,522 | -0,579 | -0,092 | -0,593
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Tabla 9. Resultados del andlisis discriminante que indica el nimero y el porcentaje de

individuos predichos por grupo para las variables morfoldgicas cualitativas de machos y

hembras adultos de las cinco especies del género Pholidobolus.

Prediccion de la pertenencia de grupos

Especie affinis |annectens |macbrydei |montium |prefrontalis | Total
Conteo | affinis 34 0 0 0 6 40
annectens 0 40 0 0 0 40
macbrydei 1 1 58 13 13 86
= montium 1 1 5 33 0 40
Eo prefrontalis 0 0 0 0 4 4
g % affinis 85,0 0,0 0,0 0,0 15,0 100,0
annectens ,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0
macbrydei 1,2 1,2 67,4 15,1 15,1 100,0
montium 2,5 2,5 12,5 82,5 ,0 100,0
prefrontalis 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0
Conteo | affinis 34 0 0 0 6 40
annectens 0 40 0 0 0 40
'g macbrydei 2 3 51 16 14 86
s montium 3 1 5 31 0 40
: prefrontalis 0 0 0 0 4 4
:§ % affinis 85,0 0,0 0,0 0,0 15,0 100,0
.’g annectens 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0
§ macbrydei 2,3 3,5 59,3 18,6 16,3 100,0
montium 7.5 2,5 12,5 77,5 0,0 100,0
prefrontalis 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0
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Tabla 10. Resultados de la prueba de andlisis de variancia no paramétrico que indica si
existen o no diferencias significativas entre machos y hembras de los cuatro clados para las

variables morfoldgicas cuantitativas.

affinis annectens | macbrydei | montium

affinis p=10,0681

annectens p=0,3742
macbrydei p=10,1806

montium p=0,9684
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Tabla 11. Resultados de la prueba de andlisis de variancia no paramétrico que indica si
existen o no diferencias significativas entre los cuatro clados para las variables

morfoldgicas cuantitativas.

Permutaciones 10 000

Suma de cuadrados totales 0,8591

Suma de cuadrados dentro de grupos | 0,2063
F 213
p <0,0001
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Tabla 12. Resultados del andlisis discriminante que indica el porcentaje que aporta cada

variable morfoldgica cuantitativa de machos y hembras adultos de los cuatro clados.

Funcion
Variables 1 ) 3
Numero de escamas supraoculares 0,934 | -0,136 -0,254
Numero de escamas de la mandibula superior -0,004 | -0,295 -0,090
Numero de escamas de la mandibula inferior 0,088 0,184 -0,327
Numero de escamas gulares y mandibulares -0,043 | -0,225 0,034
Numero de escamas ventrales 0,045 | -0,248 -0,074
Numero de escamas dorsales 0,102 | -0,337 0,283
Numero de escamas temporales -0,035 | -0,320 0,114
Numero de escamas alrededor del cuerpo 0,055 0,852 0,523
Numero de escamas alrededor de la cola 0,308 0,017 -0,418
Numero de escamas a lo largo de la pata anterior -0,071 0,028 0,408
Numero de escamas del tercer dedo de la pata anterior 0,104 | -0,053 0,273
Numero de escamas del quinto dedo de la pata anterior -0,045 0,097 -0,320
Numero de escamas del tercer dedo de la pata posterior -0,053 0,063 0,045
Numero de escamas del cuarto dedo de la pata posterior 0,101 | -0,060 -0,049
Numero de escamas del quinto dedo de la pata posterior 0,055 0,246 0,382
Numero de escamas del parpado inferior 0,130 0,678 -0,199
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Tabla 13. Resultados del andlisis de Kruskal-Wallis que indica las diferencias

estadisticamente significativas de cada variable morfoldgica cuantitativa entre cada clado.

NSO SUJ SLJ
aff | ann | mac | T aff | ann | mac| T aff | ann | mac| T
ann | p 0,00 0,00 0,00
mac | p 0,00 | 0,50 0,00 | 0,42 0,00 | 0,00
mon | p 0,00 | 1,00 | 0,49 0,00 | 0,74 | 0,27 0,00 | 0,00 | 0,50
T |p 0,00 0,00 0,00
SGJ SGV DEL
aff | ann | mac | T aff | ann | mac| T aff | ann | mac| T
ann_| p 0,00 0,00 0,00
mac | p 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
mon | p 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 [ 0,37 | 0,00 0,00 [ 0,37 | 0,00
T |p 0,00 0,00 0,00
NTS SAB SAT
aff | ann | mac | T aff | ann | mac| T aff | ann | mac| T
ann_| p 0,00 0,00 0,00
mac | p 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
mon | p 0,00 | 0,38 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 [ 0,00 | 0,36
T |p 0,00 0,00 0,00
SAF SF3 SF5
aff | ann | mac | T aff | ann | mac| T aff | ann | mac| T
ann_| p 0,00 0,00 0,00
mac | p 0,00 | 0,00 0,00 | 0,17 0,00 | 0,00
mon | p 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,01 0,00 | 0,00 | 0,49
T |p 0,00 ,000 0,00
ST3 ST4 ST5
aff | ann | mac | T aff | ann | mac| T aff | ann | mac| T
ann_| p 0,00 0,00 0,00
mac | p 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
mon | p 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,02 0,00 | 0,00 | 0,00
T |p 0,00 0,00 0,00
LES
aff | ann | mac | T
ann | p 0,00
mac | p 0,01 | 0,00
mon | p 0,40 | 0,00 | 0,119
T |p 0,00
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Tabla 14. Resultados del analisis de componentes principales que indica el porcentaje de

variancia aportado por cada componente para las variables morfoldgicas cuantitativas de

machos y hembras adultos de los cinco clados.

Componente Eigenvalues iniciales Extraccion de las sumas
% % % %
Total Variancia | Acumulativo | Total | Variancia | Acumulativo
1 9,486 63,241 63,241 | 9,486 63,241 63,241
2 1,571 10,472 73,713 | 1,571 10,472 73,713
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Tabla 15. Resultados del analisis de componentes principales que indica el porcentaje que

aporta cada variable morfologica cuantitativa de machos y hembras adultos de los cinco

clados.

Componentes
Variables 1 ’
Numero de escamas supraoculares 0,872 | -0,228
Numero de escamas de la mandibula superior 0,627 | -0,048
Numero de escamas de la mandibula inferior 0,528 | 0,510
Numero de escamas gulares y mandibulares 0,906 | -0,057
Numero de escamas ventrales 0,749 | -0,405
Numero de escamas dorsales 0,819 | -0,357
Numero de escamas temporales 0,820 | -0,293
Numero de escamas alrededor del cuerpo 0,896 | 0,252
Numero de escamas alrededor de la cola 0,914 | 0,127
Numero de escamas a lo largo de la pata anterior 0,892 | -0,038
Numero de escamas del tercer dedo de la pata anterior 0,872 | -0,147
Numero de escamas del quinto dedo de la pata anterior | 0,765 | 0,129
Numero de escamas del tercer dedo de la pata posterior | 0,863 | 0,071
Numero de escamas del cuarto dedo de la pata posterior | 0,885 | 0,054
Numero de escamas del quinto dedo de la pata posterior | 0,820 | 0,212
Numero de escamas del parpado inferior 0,339 | 0,845
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Tabla 16. Resultados de la prueba del analisis multivariado de variancia que indica si

existen o no diferencias significativas entre machos y hembras adultos de los cuatro clados

para las variables morfométricas.

Eta
Hipotesis | Error Cuadrado
Efecto Valor F df df p Parcial
Intercepcion | Pillai's Trace | 0,028 | 0,336 16,000 | 185,000 | 0,993 0,028
Wilks' 0,972 | 0,336 16,000 | 185,000 | 0,993 0,028
Lambda
Hotelling's 0,029 | 0,336 16,000 | 185,000 | 0,993 0,028
Trace
Roy's Largest | 0,029 | 0,336 16,000 | 185,000 | 0,993 0,028
Root
Sexo Pillai's Trace | 0,285 | 4,618 16,000 | 185,000 | 0,000 0,285
Wilks' 0,715 | 4,618 16,000 | 185,000 | 0,000 0,285
Lambda
Hotelling's 0,399 | 4,618 16,000 | 185,000 | 0,000 0,285
Trace
Roy's Largest | 0,399 | 4,618 16,000 | 185,000 | 0,000 0,285
Root
Especie Pillai's Trace | 0,064 | 0,191 64,000 | 752,000 | 1,000 0,016
Wilks' 0,937 | 0,190 64,000 | 726,518 | 1,000 0,016
Lambda
Hotelling's 0,066 | 0,190 64,000 | 734,000 | 1,000 0,016
Trace
Roy's Largest | 0,041 | 0,478 16,000 | 188,000 | 0,955 0,039
Root
Sexo * Pillai's Trace | 0,434 | 1,430 64,000 | 752,000 | 0,018 0,108
Especie
Wilks' 0,627 | 1,437 64,000 | 726,518 | 0,017 0,110
Lambda
Hotelling's 0,503 | 1,443 64,000 | 734,000 | 0,016 0,112
Trace
Roy's Largest | 0,235 | 2,765 16,000 | 188,000 | 0,001 0,190

Root
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Tabla 17. Resultados de la prueba del analisis multivariado de variancia que indica si

existen o no diferencias significativas entre las variables morfométricas de los cuatro

clados de hembras adultos.

Eta
Hipotesis | Error Cuadrado
Efecto Valor F df df p Parcial
Intercepcion | Pillai's Trace | 0,000 | 0,000 16,000 87,000 | 1,000 0,000
Wilks' 1,000 | 0,000 16,000 87,000 | 1,000 0,000
Lambda
Hotelling's 0,000 | 0,000 16,000 87,000 | 1,000 0,000
Trace
Roy's 0,000 | 0,000 16,000 87,000 | 1,000 0,000
Largest Root
Especie Pillai's Trace | 0,000 | 0,000 48,000 | 267,000 | 1,000 0,000
Wilks' 1,000 | 0,000 48,000 | 259,554 | 1,000 0,000
Lambda
Hotelling's 0,000 | 0,000 48,000 | 257,000 | 1,000 0,000
Trace
Roy's 0,000 | 0,000 16,000 89,000 | 1,000 0,000

Largest Root
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Tabla 18. Resultados del analisis de componentes principales que indica el porcentaje de

variancia aportado por cada componente para las variables morfométricas de hembras

adultas.
Componente Eigenvalues iniciales Extraccion de las sumas
% % % %

Total | Variancia | Acumulativo | Total | Variancia | Acumulativo
1 3,024 18,898 18,898 | 3,024 18,898 18,898
2 2,048 12,798 31,696 | 2,048 12,798 31,696
3 1,433 8,957 40,653 | 1,433 8,957 40,653
4 1,342 8,390 49,043 | 1,342 8,390 49,043
5 1,197 7,478 56,521 | 1,197 7,478 56,521
6 1,144 7,149 63,670 | 1,144 7,149 63,670
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Tabla 19. Resultado del andlisis de componentes principales que indica el porcentaje que

aporta cada variable morfométrica de hembras adultas de los cinco clados.

Variables Componentes
1 2

Ancho de la cabeza 0,603 | -0,350
Alto de la cabeza 0,611 | -0427
Longitud de la cabeza 0,772 | -0,125
Longitud del himero 0,142 0,562
Longitud de la ulna 0,301 0,531
Longitud de la palma 0,152 | 0,375
Longitud del cuarto dedo de la pata anterior 0,416 | 0,132
Longitud del fémur 0,298 0,503
Longitud de la tibia 0,331 0,598
Longitud de la planta 0,385 0,455
Longitud del cuarto dedo de la pata posterior 0,458 | -0,029
Longitud desde el borde anterior de la 6rbita ocular hasta la punta 0,552 | -0,342
del hocico

Longitud desde el borde posterior de la drbita ocular hasta el borde 0,606 | -0,088
anterior del timpano

Longitud del timpano 0,294 | -0,095
Longitud entre las dos aberturas nasales 0,262 | -0,080
Longitud desde el pliegue gular hasta el borde posterior del timpano -0,030 | 0,115
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Tabla 20. Resultados de la prueba del analisis multivariado de variancia que indica si

existen o no diferencias significativas entre las variables morfométricas de los cuatro

clados de machos adultos.

Eta
Hipotesis | Error Cuadrado
Efecto Valor | F df df p Parcial
Intercepcion | Pillai's 0,000 | 0,000 16,000 | 81,000 | 1,000 0,000
Trace
Wilks' 1,000 | 0,000 16,000 | 81,000 | 1,000 0,000
Lambda
Hotelling's 0,000 | 0,000 16,000 | 81,000 | 1,000 0,000
Trace
Roy's 0,000 | 0,000 16,000 | 81,000 | 1,000 0,000
Largest
Root
Especie Pillai's 0,000 | 0,000 48,000 | 249,000 | 1,000 0,000
Trace
Wilks' 1,000 | 0,000 48,000 | 241,708 | 1,000 0,000
Lambda
Hotelling's 0,000 | 0,000 48,000 | 239,000 | 1,000 0,000
Trace
Roy's 0,000 | 0,000 16,000 | 83,000 | 1,000 0,000
Largest
Root
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Tabla 21. Resultados del andlisis de componentes principales que indica el porcentaje de

variancia aportado por cada componente para las variables morfométricas de machos

adultos
Componente Eigenvalues iniciales Extraccion de las sumas
% % % %

Total | Variancia | Acumulativo | Total | Variancia | Acumulativo
1 3,498 21,861 21,861 | 3,498 21,861 21,861
2 2,315 14,466 36,327 | 2,315 14,466 36,327
3 1,487 9,294 45,621 | 1,487 9,294 45,621
4 1,249 7,806 53,427 | 1,249 7,806 53,427
5 1,111 6,943 60,370 | 1,111 6,943 60,370
6 1,041 6,506 66,876 | 1,041 6,506 66,876
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Tabla 22. Resultados del analisis de componentes principales que indica el porcentaje que

aporta cada variable morfométrica de machos adultos de los cinco clados.

Variables Componentes
1 2

Ancho de la cabeza 0,563 -0,335
Alto de la cabeza 0,683 -0,468
Longitud de la cabeza 0,821 -0,101
Longitud del humero 0,283 0,603
Longitud de la ulna 0,291 0,504
Longitud de la palma 0,230 0,165
Longitud del cuarto dedo de la pata anterior 0,408 0,504
Longitud del fémur 0,233 0,618
Longitud de la tibia 0,329 0,166
Longitud de la planta 0,218 0,345
Longitud del cuarto dedo de la pata posterior 0,292 0,498
Longitud desde el borde anterior de la 6rbita ocular hasta 0,610 0,139
la punta del hocico
Longitud desde el borde posterior de la orbita ocular hasta 0,710 -0,366
el borde anterior del timpano
Longitud del timpano 0,460 -0,304
Longitud entre las dos aberturas nasales 0,522 -0,155
Longitud desde el pliegue gular hasta el borde posterior del 0,039 0,170
timpano




107

Tabla 23. Resultados de la prueba de analisis de variancia que indica si existen o no

diferencias significativas entre sexos de la variable morfométrica longitud rostro-cloaca de

los cuatro clados.

Eta
Hipotesis Cuadrado
Efecto Valor | F df Errordf | p Parcial
Intercepcion | Pillai's Trace | 0,028 | 0,336 16,000 | 185,000 | 0,993 0,028
Wilks' 0,972 | 0,336 16,000 | 185,000 | 0,993 0,028
Lambda
Hotelling's 0,029 | 0,336 16,000 | 185,000 | 0,993 0,028
Trace
Roy's Largest | 0,029 | 0,336 16,000 | 185,000 | 0,993 0,028
Root
Especie Pillai's Trace | 0,064 | 0,191 64,000 | 752,000 | 1,000 0,016
Wilks' 0,937 | 0,190 64,000 | 726,518 | 1,000 0,016
Lambda
Hotelling's 0,066 | 0,190 64,000 | 734,000 | 1,000 0,016
Trace
Roy's Largest | 0,041 | 0,478 16,000 | 188,000 | 0,955 0,039
Root
Sexo Pillai's Trace | 0,285 | 4,618 16,000 | 185,000 | 0,000 0,285
Wilks' 0,715 | 4,618 16,000 | 185,000 | 0,000 0,285
Lambda
Hotelling's 0,399 | 4,618 16,000 | 185,000 | 0,000 0,285
Trace
Roy's Largest | 0,399 | 4,618 16,000 | 185,000 | 0,000 0,285
Root
Taxa* Pillai's Trace | 0,434 | 1,430 64,000 | 752,000 | 0,018 0,108
Especie
Wilks' 0,627 | 1,437 64,000 | 726,518 | 0,017 0,110
Lambda
Hotelling's 0,503 | 1,443 64,000 | 734,000 | 0,016 0,112
Trace
Roy's Largest | 0,235 | 2,765 16,000 | 188,000 | 0,001 0,190

Root
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Tabla 24. Resultados de la prueba del andlisis de variancia que indica si existen o no
diferencias significativas entre las variable morfométrica longitud rostro-cloaca de los

cuatro clados de hembras adultos.

Género Especie | Diferencia Std. ] 95% Intervalo de
media Error confianza
Limite Limite
inferior superior

affinis annectens 0,8058 | 1,20624 | 0,909 -2,3447 3,9564
macbrydei -0,1750 | 1,10370 | 0,999 | -3,0578 2,7078
montium 0,0048 | 1,19554 | 1,000 | -3,1178 3,1274
annectens affinis -0,8058 | 1,20624 | 0,909 -3,9564 2,3447
macbrydei -0,9808 | 1,02419 | 0,774 | -3,6559 1,6942
montium -0,8010 | 1,12255| 0,892 | -3,7330 2,1309
macbrydei affinis 0,1750 | 1,10370 | 0,999 | -2,7078 3,0578
annectens 0,9808 | 1,02419 | 0,774 | -1,6942 3,6559
montium 0,1798 | 1,01156 | 0,998 | -2,4623 2,8219
montium affinis -0,0048 | 1,19554 | 1,000 -3,1274 3,1178
annectens 0,8010 | 1,12255| 0,892 | -2,1309 3,7330
macbrydei -0,1798 | 1,01156 | 0,998 | -2,8219 2,4623
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Tabla 25. Resultados de la prueba del andlisis de variancia que indica si existen o no
diferencias significativas entre las variable morfométrica longitud rostro-cloaca de los

cuatro clados de machos adultos.

Género Especie | Diferencia Std. ] 95% Intervalo de
media Error confianza
Limite Limite
inferior superior

affinis annectens 32756 | 1,32073 | 0,069 -0,1776 6,7288
macbrydei 2,4900 | 1,04130 | 0,086 | -0,2326 5,2126
montium 4,0987 | 1,34548 | 0,016 0,5808 7,6166
annectens affinis -3,2756 | 1,32073 | 0,069 -6,7288 0,1776
macbrydei -0,7856 | 1,14892 | 0,903 | -3,7896 2,2184
montium 0,8230 | 1,43040 | 0,939 | -29169 4,5630
macbrydei affinis -2,4900 | 1,04130| 0,086 | -5,2126 0,2326
annectens 0,7856 | 1,14892 | 0,903 | -2,2184 3,7896
montium 1,6087 | 1,17730 | 0,523 | -1,4695 4,6868
montium affinis -4,0987 | 1,34548 | 0,016 | -7,6166 -0,5808
annectens -0,8230 | 1,43040 | 0,939 | -4,5630 2,9169
macbrydei -1,6087 | 1,17730 | 0,523 | -4,6868 1,4695
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Tabla 26. Resultados de la evaluacion del analisis del Area Bajo la Curva ROC de los
cinco modelos de prediccion de nicho del género Pholidobolus.

Especie )2 Variables bioclimaticas mas importantes Contribucion
de la variable
bioclimatica
P. affinis 0,986 | BIO13: Precipitacion del mes mas humedo 39,8 %
BIO10: Temperatura media del cuatrimestre 34,9 %
mas célido
P. annectens 0,972 | BIO6: Temperatura minima del mes mas frio 50,6 %
BIO4: Estacionalidad de temperatura 15,8 %
P. macbrydei | 0,966 | BIO10: Temperatura media del cuatrimestre 64,8 %
mas célido
BIO18: Precipitacion del cuatrimestre mas 18,9 %
calido
P. montium 0,987 | BIO8: Temperatura media del cuatrimestre mas | 19,4 %
himedo
BIO6: Temperatura minima del mes mas frio 17,8 %
P. prefrontalis | 0,981 | BIO10: Temperatura media del cuatrimestre 37 %
mas célido
BIO7: Rango de temperatura anual 17,3 %




111

Tabla 27. Resultados del analisis discriminante que indicar el porcentaje de variancia y

correlacion aportado por cada funcion para las 19 variables bioclimaticas.

Funcion | Variables | Eigenvalue | % % Correlacion
Variancia | Acumulativo | candnica

1 BIO13 1,791 58.9 58.9 0,801

2 BIO15 0,726 23,9 82,8 0,649
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10. ANEXOS
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Anexo 1. Lista de individuos colectados durante el estudio y depositados en el Museo de

Zoologia de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador. Los numeros en la primera

columna corresponden a los nimeros de las localidades ilustradas en la Figura 2.

QCAZ | Provincia Localidad LatGeo | LonGeo
1 5528 |Loja Camino Loja-Zamora -3,98417 | -79,16806
2 5539 Camino Loja-Zumbam 128 km al sur de -4,.42722 | -79,16833
Loja Yangana
3 6006 | Chimborazo | Ozogoche -2,36873 | -78,68871
4 6031 | Azuay Via Oiia la Paz -3,37833 | -79,18895
5 6945 | Loja Jimbura, Laguna de Jimbura -4,70947 | -79,43558
6 6946 | Loja Jimbura, Laguna de Jimbura -4,70947 | -79,43558
7 6949 | Loja Fierro Urco -3,71069 | -79,30864
8 6950 | Loja Fierro Urco -3,71069 | -79,30864
9 7266 | Tungurahua |Chamisa, Via a Guadalupe -1,36 78,51
10 7891 | El Oro Guanazéan -3,47421 | -79,47437
11 7894 | El Oro Guanazéan -3,47421 | -79,47437
12 8008 | Azuay Cuenca, Bosque Protector Mazan -2,87522| 79,12923
13 8010 | Azuay Parque Nacional El Cajas, sendero a la -2,74105 | -79,23479
poblacion de Patul
14 8013 | Azuay Cuenca, Bosque Protector Mazan -2,87522 | -79,12923
15 8053 | Cotopaxi Alrededores de San Juan de Pasto Calle -0,75101 | -78,64763
16 8054 | Cotopaxi Alrededores de San Juan de Pasto Calle -0,75101 | -78,64763
17 8056 | Cotopaxi 2 km S Chugchilan via al Quilotoa -0,80672 | -78,93626
18 8057 | Cotopaxi 2 km S Chugchilan via al Quilotoa -0,80672 | -78,93626
19 8058 | Cotopaxi 2 km S Chugchilan via al Quilotoa -0,80672 | -78,93626
20 8510 | Azuay Gir6n, Parroquia San Gregorio, Paramo de -3,10599| -79,21789
Quinsacocha
21 8511 | Azuay Giron, Parroquia San Gregorio, Paramo de -3,10599 | -79,21789
Quinsacocha
22 8512 | Azuay Tarqui -3,01588 | -79,04448
23 8646 | Zamora Piuntza, A los alrededores del rio Piuntza,
Chinchipe | Via a Sigsig - Gualaquiza -3,11 -78,80
24 8647 | Zamora Piuntza, A los alrededores del rio Piuntza,
Chinchipe | Via a Sigsig - Gualaquiza -3,11 -78,80
25 8651 | Loja Saraguro, km 26 Via Loja - Saraguro,
Bosque nativo Huashapamba -3,66 -79,27
26 8893 | Azuay Parque Nacional El Cajas, Cuenca y -2,69360 | -79,23219
alrededores (Provincia del Azuay y Cafar),
Rio Patul
27 8900 | Azuay Parque Nacional El Cajas, Cuenca y -3,04155| -79,21567
alrededores (Provincia del Azuay y Cafiar),
Quebrada rio Zhurcay
28 8906 | Azuay Gir6n, Parroquia San Gregorio, Paramo de -3,04155| -79,21567
Quinsacocha
29 9044 | Pichincha Tababela, Nuevo Aeropuerto Internacional
de Quito, sector linea de descarga -0,11015] -78,35971
30 9214 | Chimborazo | Atillo Grande, Laguna Magdalena, Paramo -2,18742 | -78,50686

de Pajonal
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31 9216 | Chimborazo | Atillo Grande, Laguna Frutitian -2,21584 | -78,50136

32 9218 | Chimborazo | Atillo Grande, Laguna Frutitian -2,21584 | -78,50136

33| 9605 | Azuay Sigsig Carretera, Pared a las afueras de Sigsig -3,05477| -78,78863
2574 msnm

34 9606 | Azuay Gualaceo, Afueras de Gualaceo -2,88216 | -78,77536

35 9612 | Chimborazo |Riobamba, Pungala, Culebrillas, Parque -1,96094 | -78,43199
Nacional Sangay

36 9616 | Chimborazo |Riobamba, Pungald, Comunidad Etén, Sector -1,92922 | -78,53718
Timbo

37 9619 | Chimborazo |Riobamba, Pungald, Comunidad Etén, Sector -1,92922 | -78,53718
Timbo

38 9621 | Chimborazo |Riobamba, Pungald, Comunidad Etén, Sector -1,92922 | -78,53718
Timbo

39 9626 | Chimborazo |Riobamba, Pungald, Comunidad Melan -1,87502 | -78,54773

40 9627 | Chimborazo |Riobamba, Pungald, Comunidad Melan -1,87502 | -78,54773

41 9628 | Chimborazo | Riobamba, Pungald, Comunidad Melan -1,87502 | -78,54773

42 9639 | Cotopaxi Mulalé -0,77648 | -78,57766

43 9641 | Cotopaxi San Mlguel de Salcedo, Rio Cutuchi, cerca de la -1,03586 | -78,59814
Urbanizacién Rumipamba

44| 9642 | Cotopaxi Latacunga -0,87410| -78,64055

45| 9683 | Imbabura Reserva Cotacachi-Cayapas Cerca de Laguna 0,29282| -78,35152
Cuicocha, camino de piedras al mirador

46| 9685 | Imbabura Reserva Cotacachi-Cayapas Cerca de Laguna 0,29347| -78,35215
Cuicocha, sendero

47| 9686 | Imbabura Reserva Cotacachi-Cayapas Cerca de Laguna 0,29312| -78,35486
Cuicocha, sendero

48 9691 | Pichincha Alambi Cerro de Alambi -0,07626 | -78,58083

49 9839 | Tungurahua | Cotalo, sendero a Comunidad Mucubi -1,42951| -78,51743

50| 9843 | Tungurahua |San Miguelito sendero a Pilla -1,21603 | -78,52841

51 9844 | Tungurahua | San Miguelito sendero a Pilla -1,22011 | -78,52526

52 9848 | Tungurahua | Patate, Loma centro de Patate -1,31161 | -78,50987

53 9849 | Tungurahua | Patate, Loma centro de Patate -1,31161 | -78,50987

54| 9850 | Tungurahua |Patate,Cerro cerca a gasolinera -1,31115| -78,51417

55 9895 | Tungurahua |400 m Panamericana - Santa Lucia, 6 km N -1,36683 | -78,65443
Mocha

56 9896 | Tungurahua |400 m Panamericana - Santa Lucia, 6 km N -1,36683 | -78,65443
Mocha

57 9897 | Tungurahua |400 m Panamericana - Santa Lucia, 6 km N -1,36683 | -78,65443
Mocha

58 9899 | Chimborazo | Colta (Cajabamba) -1,69897 | -78,77365

59 9900 | Chimborazo | Colta (Cajabamba) -1,69897 | -78,77365

60 9901 | Chimborazo | Colta (Cajabamba) -1,69897 | -78,77365

61 9908 | Chimborazo | Alausi -2,19839 | -78,84522

62 9909 | Chimborazo | Alausi -2,19839 | -78,84522

63 9911 | Chimborazo | Alausi -2,19839 | -78,84522

64 9914 | Azuay Guablid, 2 km via Guachapla - Sevilla de Oro -2,77488 | -78,69758

65| 9919 | Azuay Guablid, 2 km via Guachapla - Sevilla de Oro -2,77488 | -78,69758

66| 9920 | Azuay Guablid, 2 km via Guachapla - Sevilla de Oro -2,77488 | -78,69758
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67| 9932 | Azuay 20 km Cuenca - Cajas -2,77744 | -79,17001
68| 9936 | Azuay 20 km Cuenca - Cajas -2,77744 | -79,17001
69| 9938 | Azuay 20 km Cuenca - Cajas -2,77744 | -79,17001
70| 9947 | Cafiar Canar -2,56076 | -78,93078
711 9951 | Chimborazo | Tixan -2,15616 | -78,80090
72| 9952 | Chimborazo | Tixan -2,15616 | -78,80090
73 9953 | Chimborazo | Tixan -2,15616 | -78,80090
74| 9996 | Tungurahua | Caserio Poatug, Sector El Corral -1,27250 | -78,46805
75| 9997 | Tungurahua | Caserio Poatug, Sector Terremoto -1,27297| -78,49149
76| 9998 | Tungurahua | Caserio Poatug, Sector Terremoto -1,27297| -78,49149
77| 10016 | Tungurahua | Caserio Poatug, Sector Aya Samana -1,28285| -78,49128
78| 10049 | Cafiar Sector Quebrada Guallicanga -2,43211 | -78,90223
791 10050 | Cafiar A 1000 m de la Panamericana Juncal -2,47319 | -78,97290
80| 10051 | Canar Rio Guallicanga, quebrada Juncal -2,49000 | -78,97290
81| 10052 | Canar Rio Guallicanga, quebrada Juncal -2,49000 | -78,97290
82| 10054 |Loja Bosque Protector Colambo Yacuri, sendero a la -4,70947 | -79,43558
Laguna Simbura (Negra)
83| 10133 | Azuay Cochapamba -2,79712 | -79,41563
84| 10134 | Azuay Cochapamba -2,79712 | -79,41563
85| 10135 | Azuay Cochapamba -2,79712 | -79,41563
86| 10269 | Loja Base militar (Guachaurco) -4,03328 | -79,87350
87| 10281 |Loja Base militar (Guachaurco) -4,03524 | -79,87140
88| 10284 |Loja Guachaurco -4,03744 | -79,87006
89| 10330 | Loja Huajala -4,09480 | -79,97689
90| 10333 |Loja Huajala -4,09480 | -79,97689
91| 10335 |Loja Huajala -4,09480 | -79,97689
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Anexo 2. Protocolo de extraccion de ADN con tiocianato de guanidina

A. Lisis de células y desnaturalizacion del RNAsa

1. Calentar el Buffer de lisis a 55°C para que el SDS vuelva a estar en solucion
(poner en la estufa o microondas por aproximadamente 20 segundos).

2. Macerar 10mg de tejido (musculo o higado) en un portaobjetos con una guillete
estéril o bisturi.

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

4. Transferir el tejido macerado al tubo que contiene el buffer de lisis, afiadir 3ul
de proteinasa K (20mg/ul) y dar un breve vortex.

5. Incubar la muestra a 55°C de 3-6 horas (preferiblemente un dia) hasta que el
tejido esté completamente macerado. Se debe agitar la muestra cada 30-60
minutos.

6. A las 6 horas o al dia siguiente se debe homogenizar la muestra con un breve
vortex.

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

B. Precipitacion de proteinas
8. Afadir 100ul de Solucién de Precipitacion a la muestra de tejido macerado y
dar vortex por 10-20 segundos.
9. Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos (preferiblemente 15 minutos). Repetir
si es que no se ha formado un pellet firme.
10. Decantar o pipetear el sobrenadante a un tubo nuevo de 1,5ml (contiene ADN),

descartar el pellet que contiene proteinas y demés desechos.

C. Precipitacion de ADN

11. Afadir 300ul de Isopropanol frio al 100% a la solucién con ADN, mezclar el
tubo cuidadosamente invirtiéndole varias veces.

12. Centrifugar a 13000 rpm por Sminutos.

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

14. Anadir 300ul de etanol al 70% e invertir el tubo varias veces para lavar el
pellet.

15. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos y descartar el etanol.
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Anexo 2. Continuacion

16.

Dejar evaporar el remanente de etanol a temperatura ambiente por 20-30
minutos, con el tubo abierto. No dejar mas tiempo pues se puede deshidratar

demasiado el pellet y sera mas dificil rehidratarlo.

D. Tratamiento con NAoAc, rehidratacion y almacenamiento del ADN

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
24.

Anadir 100ul de 10mMTris-HCI, pHS, al pellet y mezclar. Debe resuspenderse
completamente (24 horas), guardar en la refrigeradora a 4°C.

Al siguiente dia afiadir 10ul de 3M NaOAc (previamente calentado por 10
minutos a 70°C en la incubadora) y 100ul de isopropanol frio al 100%, invertir
el tubo varias veces.

Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos y descartar el sobrenadante.

Anadir 300ul de etanol al 70% e invertir el tubo varias veces para lavar el
pellet.

Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos y descartar el etanol.

Dejar evaporar el remanente de etanol a temperatura ambiente por 20-30
minutos, con el tubo abierto. No dejar mas tiempo pues se puede deshidratar
demasiado el pellet y sera mas dificil rehidratarlo.

Resuspender el pellet afiadiendo 50ul de 1XTE pHS.

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

guardar a 4°C.
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Anexo 3. Protocolo de electroforesis en gel de agarosa y tincion de ADN con sybr safe

10.

11.

12.

13.
14.
15.

. Pesar 1gr de agarosa (en polvo).

Colocar la agarosa en un erlen meyer y afadir 100ml de Buffer TBE 0.5X, mezclar.
Calentar el erlen meyer en el microondas por 1 minuto aproximadamente hasta que
se disuelva bien.

Coger con guante el erlen meyer y dejar enfriar algunos minutos.

Armar el recipiente de tincion y colocar la peinilla adecuada en un extremo.
Anadir el gel en el recipiente desde un extremo, teniendo cuidado de no formar
burbujas y dejar aproximadamente una media hora a temperatura ambiente hasta
que se solidifique el gel. A la media hora puede guardarse el gel en la refrigeradora
a 4°C por 10 minutos.

Una vez solido el gel (tocar un extremo para comprobar), retirar la peinilla.
Recortar un trozo de parafina y colocar 1.5ul de tinte blue/orange (permanece en la
refrigeradora a 4°C) por cada muestra.

Mezclar cuidadosamente el tubo que contiene el ADN y extraer 2,5ul con la pipeta,
afiadir al tinte y mezclar con la misma pipeta. Recoger con la pipeta la gota
formada y colocar cuidadosamente en el pocillo del gel.

Realizar el paso 9 con las otras muestras, en un pocillo de al lado colocar 2,5ul de
100pb de ADN ladder.

Colocar el recipiente con el gel (previamente quitar los dos cauchos) en la méquina
de electroforesis que contiene buffer TBE 0.5X y correr por 40 minutos a 90V.
Posteriormente, recortar con la espatula el gel que contiene las muestras y colocarle
en un recipiente que contiene sybr safe (10 pl), el cual estd dentro de una caja
cubierta de aluminio que impide la desnaturalizacion del sybr safe por efecto de la
luz. El resto del gel guardar en el erlen meyer y tapar con aluminio para que no se
deshidrate.

Colocar la caja en el mezclador por 30 minutos a 15 rpm.

Finalmente observar el gel en el transiluminador de luz UV.

Reutilizar el gel hasta 5 veces.
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