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RESUMEN

La identificacion y descripcidon de nuevas especies de reptiles se ha basado
principalmente en caracteres morfolégicos, sin embargo, ésta estrategia tiene
limitaciones que pueden llevar a diagnoésticos errados. Particularmente, el
género de lagartijas Anolis Daudin 1802 posee una alta variacion morfolégica
intraespecifica, dificultando la seleccion de caracteres taxondmicos informativos.
Frente a este problema se propone la utilizacion de Codigos de Barras de ADN,
en donde secuencias genéticas actian como etiquetas Unicas para identificar
cada especie. No obstante solo ciertos genes funcionan exitosamente como
etiquetas Unicas y la efectividad de ésta aplicacion no ha sido evaluada en todos
los grupos. Anolis antonii Boulenguer 1908, A. tolimensis Werner 1916 y A.
mariarum Barbour 1932 son tres especies poco conocidas endémicas de
Colombia, distribuidas a lo largo de la cordillera de los Andes y valles
interandinos, que presentan alta similaridad morfologica, variacion
intraespecifica y sobrelapamiento parcial en sus rangos de distribucion,
haciéndolas excelentes candidatas para evaluar la efectividad de técnicas
moleculares en la identificacién de especies. Este estudio evalué la informacion
de un fragmento del gen mitocondrial Citocromo C oxidasa | (COIl) como Cdédigo
de Barras para delimitar estas tres especies de Anolis. Se obtuvieron 68
secuencias de ADN de un fragmento de ~605 pares de bases a partir de
individuos de las tres especies provenientes de 16 poblaciones. Para evaluar la
utilidad del fragmento se estimé la divergencia genética intra- e interespecifica
del gen COI de diferentes especies de Anolis y se aplicé un algoritmo (Automatic
Barcode Gap Discovery) para estimar el numero de grupos o “especies
potenciales”, encontrando que las especies de interés forman un solo grupo. Asi
mismo, se estimaron las relaciones filogenéticas entre las especies usando
métodos Bayesiano y Maxima Verosimilitud. Los arboles reconstruidos
mostraron que las tres especies de interés no son monofiléticas. A través de una

red de haplotipos se encontré que no hay estructura genética que corresponda
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con la geografia de los Andes y que hay haplotipos compartidos entre dos de las
especies. Las lineas de evidencia presentadas en este estudio, aplicacion del
algoritmo, inferencia filogenética y red de haplotipos, demuestran que el
fragmento del gen COI no es informativo para identificar especies de Anolis

estrechamente relacionadas.

Palabras clave: Anolis, Cédigo de Barras de ADN, COI, Especies cripticas
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INTRODUCCION

La cordillera de los Andes constituye uno de los mas importantes hotspots de
biodiversidad a nivel global por su riqueza en especies y endemismos de plantas
y vertebrados (Hutter et al., 2013). Sin embargo, para la zona Norte de la
cordillera (i.e. Colombia) el nUmero de especies descritas para estos grupos
parece estar subestimado (Guarnizo et al.,, 2015). Colombia posee uno de los
patrimonios naturales mas diversos del planeta al albergar cerca del 15% de las
especies descritas de flora y fauna (Paez et al., 2006) y es el cuarto pais en
cuanto a riqueza de reptiles a nivel mundial (Morales-Betancourt et al., 2017). A
pesar de ésta alta diversidad, aun se desconocen varios aspectos biologicos,
taxondmicos y genéticos de los reptiles colombianos, particularmente a nivel
genético, lo cual los hace candidatos ideales para investigaciones que generen
este tipo de datos (Andrade, 2011; Gémez et al., 2016).

Identificar y describir nuevas especies de reptiles a través de la diagnosis
morfologica (taxonomia clasica) tiene limitaciones importantes (Hebert et al.,
2003a; Smith et al., 2008; Koéhler, 2014). Por ejemplo, la variabilidad de
caracteres morfolégicos dentro de una especie (variabilidad intraespecifica)
puede hacerlos menos informativos para identificar especies (Goldstein y
DeSalle, 2011). A su vez, es frecuente encontrar un mismo caracter cuya
definicion difiere entre investigadores. Esto dificulta la comparacién entre
estudios dado que los métodos utilizados para la obtencién de datos también
difieren entre los mismos (Kohler, 2014). Ademas, la existencia de claves
morfoldgicas restringidas a un género en particular, a ciertos estadios de vida o a
regiones que no cubren el rango completo de distribucion de las especies
dificulta ain mas la identificacion, generando diagndsticos errados (Savolainen
et al., 2005; Smith et al., 2008; Laopichienpong et al., 2016) e impidiendo la
identificacion de especies cripticas (Hebert et al., 2003a; Bergsten et al., 2012;
Kohler et al., 2016).
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La dificultad de usar caracteres morfolégicos para identificar especies ha
motivado la busqueda de nuevos sistemas de diagnosis. Asi, se ha optado por
usar datos moleculares (i.e. segmentos del genoma) que faciliten la identificacion
(Hebert et al., 2003a, 2004; Paz y Crawford, 2012; Guarnizo et al., 2015). Estos
han permitido revelar especies que son muy parecidas en su morfologia,
fisiologia y comportamiento, pero que a nivel genético pueden ser consideradas
entidades distintas (i.e. especies cripticas; (Kohler et al., 2016). Asi, los analisis
moleculares han ayudado a fortalecer los estudios de biodiversidad y a resolver
en parte las dificultades en la identificacion de especies dado que la especiacion
no siempre manifiesta cambios morfologicos evidentes (Glor et al.,, 2003;
Bickford et al., 2007; Guarnizo et al., 2015). Uno de estos sistemas de diagnosis
es el Cddigo de Barras de ADN, que pretende identificar especies a través del
uso de secuencias cortas de una region particular del genoma (Hebert et al.,
2003a). De esta manera se pueden identificar individuos mas rapidamente en
comparacién a la forma tradicional, sin requerir experticia en el grupo estudiado
(Savolainen et al., 2005).

Inicialmente se propuso un fragmento corto de cientos de pares de bases del
gen Citocromo C Oxidasa | (COI) como etiqueta para identificar especies (Hebert
et al.,, 2003a, 2003b). Esta herramienta molecular ha sido utilizada para
identificar y delimitar especies en varios grupos animales como invertebrados
(Hebert et al., 2010), anfibios (e.g. Guarnizo et al., 2015), aves (e.g. Hebert et al.,
2004) y algunos reptiles (e.g. Nagy et al., 2012; Hawlitschek et al., 2016). En
multiples grupos se ha demostrado la utilidad del gen COI (Vences et al., 2005;
Yassin et al., 2010; Crawford et al., 2013), en otros se ha encontrado que no es
efectivo (Hebert et al., 2003a; Bucklin et al., 2011; Hawlitschek et al., 2016) y en

otros mas no se ha aplicado la técnica.

Uno de los grupos donde se desconoce aun la utilidad del gen COI como coédigo
de barras son las lagartijas del género Anolis Daudin 1802 (Kohler et al., 2014b).
Estas lagartijas se caracterizan principalmente por la presencia de un abanico

gular en los machos (excepto en dos especies) y en hembras de algunas
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especies (Fitch y Hillis, 1984), y de almohadillas plantares ensanchadas
cubiertas con lamelas subdigitales (Peterson, 1983). Particularmente los Anolis
presentan una alta variabilidad intraespecifica en varios caracteres morfolégicos
utilizados tradicionalmente en la delimitacion de especies, lo cual ha dificultado
su identificacién (Nicholson et al., 2007; Koéhler, 2014). Esto los hace un
excelente grupo candidato para evaluar técnicas moleculares que resulten en
una diagnosis especifica mas objetiva y precisa (Chambers y Hebert, 2016;
Kohler et al., 2016).

En Colombia, uno de los paises con mayor riqueza de especies de lagartijas
Anolis con 76 especies reportadas (Paez et al., 2006; Uetz et al., 2018), existen
tres especies endémicas y poco conocidas del grupo de especies de especies
fuscoauratus (Dactyloidae): Anolis antonii Boulenger 1908, A. tolimensis Werner
1926 y A. mariarum Barbour 1932, cuyas caracteristicas las hacen excelentes
candidatas para la aplicacion del cédigo de barras de ADN. Estas especies son
altamente similares en su lepidosis y coloracion corporal, y su coloracion gular,
uno de los caracteres principales para diferenciarlas, es altamente variable entre
poblaciones de la misma especie lo cual dificulta su identificacion. Bajo estas
condiciones resulta conveniente evaluar la independencia de cada linaje
utilizando informacion genética que corrobore el estatus o la posibilidad de estar
ante grupos de individuos de wuna misma especie con variaciones
interpoblacionales (Losos, 2009; Kohler et al., 2014b, 2016).

En este trabajo se utilizara una parte del gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa |
(COI) como Cddigo de Barras de ADN para determinar si este fragmento es
informativo para reconocer las especies Anolis antonii, A. tolimensis y A.
mariarum como clados independientes, lo cual validaria su estatus categorico de

especies.
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1. JUSTIFICACION

Ademas de identificar individuos rdpidamente sin requerir experticia en el grupo
estudiado, la aplicacion del Codigo de Barras de ADN tiene ventajas
econdémicas. A pesar de que la obtencion de datos moleculares puede ser
costosa, los cebadores (primers) universales y el bajo costo de secuenciar solo
una corta region del genoma permiten hacer esta metodologia cada vez mas
asequible y atil. En este sentido, el Codigo de Barras de ADN es una alternativa
altamente factible ya que propone el uso de una corta secuencia de ADN de un
solo gen capaz de actuar como etiqueta Unica para cada especie por separado
(Puillandre et al., 2011). Ademas, el fragmento genético se puede amplificar a
partir de un par de cebadores universales sin la necesidad de conocimiento

previo de las secuencias (Folmer et al., 1994).

Por otra parte, para Colombia existe poca informacion sobre la diversidad,
ecologia, sistematica, distribucibn y estado poblacional de la mayoria de
especies de pequeiios lagartos (e.g. lagartijas Anolis; (Castafio-Mora, 2002;
Paez et al., 2006; Morales et al., 2015). Parte de esta falta de informacién se
debe, entre otras cosas, a la falta de estudios taxondmicos detallados que
permitan identificar las especies; los estudios a nivel molecular constituyen una
linea de evidencia clave para la diagnosis especifica en grupos dificiles de
identificar. Asi, el problema de subestimar especies debido a identificaciones
erradas dificulta los esfuerzos por conocer, utilizar y conservar las especies
presentes en el pais (MADS, 2012). La apropiada identificacion de especies es
crucial en aspectos como la implementacibn de controles bioldgicos,
identificacion de especies invasoras e inventarios de fauna (Bickford et al.,
2007).

En Colombia el conocimiento de la Biodiversidad Nacional a nivel genético es

limitado y no se cuenta con cifras representativas de su estado actual (Mejia y

Hodson, 2006; Gémez et al., 2016). Sin embargo, la Politica Nacional para la
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Gestion Integral de la Biodiversidad y sus Servicios Ecosistémicos reconoce el
caracter estratégico del conocimiento de la biodiversidad en todos sus niveles
(diversidad genética, de especies y de ecosistemas) como fuente principal, base
y garantia del suministro de servicios ambientales, indispensables para el
desarrollo del pais, como base de competitividad y como parte fundamental del
bienestar de la sociedad colombiana (MADS, 2012; Andrade, 2011). En este
sentido, existe un requerimiento urgente de conocer y comprender mejor la
biodiversidad en términos de sus componentes fundamentales (genes y taxa),
sus interrelaciones y los factores que la amenazan (Mejia y Hodson, 2006). Asi,
ante la presion actual de extincion de especies, el analisis del ADN para la
identificacion es una herramienta muy 0til en el campo de la conservacién
(Savolainen et al., 2005). Por tanto, los estudios a nivel genético de la Diversidad
Biologica Nacional permiten fortalecer la comprension de los procesos evolutivos
responsables de la misma, proporcionando un importante recurso para lograr los
tres pilares de la Politica Nacional de Biodiversidad: Conocer, utilizar y conservar
(Mejia y Hodson, 2006).

Conociendo la falta de informacién sobre la diversidad biologica y la urgente
necesidad de desarrollar capacidades cientificas, técnicas e institucionales (Ley
165 de 1994), en este proyecto se plantea valorar la efectividad de la técnica
molecular Cadigo de Barras de ADN utilizando el gen COI, como herramienta de
apoyo en la diagnosis especifica de un grupo de reptiles poco estudiado en
Colombia (Castillo-Mora, 2002). El gen COI ha sido usado en estudios de Cédigo
de Barras de DNA en varios grupos animales, siendo efectivo en invertebrados
(e.g. Hebert et al., 2010), anfibios (e.g. Guarnizo et al., 2015), aves (e.g. Hebert
et al.,, 2004) y algunos reptiles (Jeong et al.,, 2013; Kohler et al., 2014a;
Hawlitschek et al., 2016). Para este ultimo grupo se ha encontrado que no

resulta util para ciertas especies (Hawlitschek et al., 2016).

Con este trabajo también se contribuira a incrementar las bases de datos de

informacion genética de las especies de reptiles presentes en el pais y se
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aumentara la informacion biolégica de Anolis antonii, A. tolimensis y A.
mariarum, que no estan catalogadas por la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN 2018). Esta informacion es util para inferir
procesos naturales importantes en la historia de vida de las especies y para
lograr un entendimiento basico que permita planificar y aplicar las medidas

adecuadas para la conservacion de las mismas (Morales et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GENERAL

Evaluar la informacion obtenida a través del gen mitocondrial Citocromo C
Oxidasa | (COI) como Cdédigo de Barras para la delimitacién de tres especies de

Anolis Daudin 1802 de los Andes Colombianos.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar la divergencia a nivel intra- e interespecifico entre secuencias del gen
COIl de Anolis antonii Boulenguer 1908, A. tolimensis Werner 1916 y A.

mariarum Barbour 1932.

Describir si las secuencias de individuos identificados como Anolis antonii
Boulenguer 1908, A. tolimensis Werner 1916 y A. mariarum Barbour 1932
forman grupos independientes (especies potenciales) al aplicar el algoritmo

Automatic Bacode Gap Discovery (ABGD).
Establecer si las tres especies de Anolis Daudin 1802 representan linajes

independientes a través de la reconstruccion de arboles filogenéticos utilizando

métodos de Maxima Verosimilitud y Bayesiano.
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3. MARCO TEORICO

3.1.Saurios en Colombia

Los Andes colombianos cuentan con una alta diversidad de ecosistemas y
especies. Esto resulta de la variedad geografica (amplio rango altitudinal y
variabilidad climética en los valles interandinos) originada por procesos
geoldgicos que determinan una heterogeneidad en cuanto a tipos de suelo,
clima, vegetacion, entre otros (Etter y van Wyngaarden, 2000). Colombia es el
cuarto pais mas rico en diversidad de reptiles a nivel mundial (Morales-
Betancourt et al.,, 2017) con 537 especies reportadas (Morales et al., 2015;
Gbomez et al.,, 2016). La mayoria de las especies se concentran en la region
andina y en el Choc6 biogeogréafico. Sin embargo, el estado de riesgo y
amenaza del 20% de los reptiles colombianos es desconocido (Morales et al.,
2015). Dado que en Colombia se distribuye aproximadamente el 5.2% de la
riqueza mundial de reptiles, es preciso fortalecer las estrategias de investigacion
y conservacion dirigidas a este grupo de vertebrados (Morales et al., 2015;
Morales-Betancourt et al., 2017).

Del total de especies de reptiles reportadas para Colombia, 233 especies son
lagartijas, distribuidas en 48 géneros y 11 familias, siendo los Andes
nuevamente la zona mas diversa con 87 especies, seguida por la region Pacifica
con 78 (Castafio-Mora, 2002). El género Anolis Daudin 1802 presenta la mayor
diversidad con 76 especies reportadas (Uetz et al., 2018). Recientemente,
Morales et al., (2015) han documentado dos especies en peligro critico, ocho
especies en peligro y seis especies vulnerables, incluyendo en las dos primeras
categorias a tres especies de Anolis. En parte, el desconocimiento sobre las
especies se debe a que los saurios colombianos no han sido suficientemente
estudiados como para conocer el estado de sus poblaciones y las amenazas a
las que se ven enfrentados, por lo que hay especies clasificadas en la categoria
de Datos insuficiente (DD), sin descartar la posibilidad de estar bajo una

categoria de amenaza (Paez et al., 2006; Morales et al., 2015).
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3.2.El género Anolis Daudin 1802

Anolis es el unico género de la familia Dactyloidae Fitzinger 1843 (Uetz et al.,
2018). Actualmente, se reconocen 424 especies de Anolis, distribuidas en las
islas del Caribe y desde la mitad norte de Sur América hasta México tropical, a
través de América Central (Poe et al., 2017; Uetz et al., 2018). Estas lagartijas
oscilan en Longitud Rostro-Cloacal (LRC) de 33-191 mm, tienen una cola que
puede alcanzar entre una y cuatro veces la longitud del cuerpo y tiene la
capacidad de realizar autotomia en la mayoria de especies. Muy pocas especies
tienen dieta especializada, la mayoria se alimenta de una amplia variedad de
insectos, aungue hay especies carnivoras y frugivoras (Marin et al., 2007; Losos,
2009). Mudltiples especies de Anolis pueden coexistir en un mismo lugar
(simpatricas) o ser solitarias, siendo la hibridacién una caracteristica rara en este
grupo (Losos, 2004). Producen un huevo a la vez, lo cual es un aspecto inusual
entre lagartijas (Andrews y Rand, 1974; Andrews, 1985). Dentro del papel que
juega este grupo de reptiles en la funcionalidad de los ecosistemas se destaca
ser presa de aves, mamiferos, serpientes, otras lagartijas (e.g. otros Anolis),
ranas e incluso arafias y otros invertebrados. Son también depredadores de

invertebrados, convirtiéndose en importantes reguladores de sus poblaciones.

3.3.Las especies de interés
3.3.1. Anolis antonii Boulenger 1908

Es una especie de lagarto pequefio, con una LRC reportada de 53-55 mm, de
color canela-marrén claro o amarronado parduzco, con manchas dispersas
oscuras en la espalda. Las hembras pueden presentar una linea vertebral clara
de color crema ausente en los machos (Losos, 2009) y un gular reducido
incoloro o anaranjado (Obs. pers.). Vientre color crema; abanico gular en los
machos adultos principalmente de dos colores: naranja encendido al frente y
rosado opaco en los ultimos dos tercios (Fig. 1A), con variaciones a lo largo de

su rango de distribucion (Fig. 1B y 1C), con 8-10 lineas longitudinales de
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escamas blancas. Cuerpo cilindrico con escamas pequefias y levemente
quilladas en el dorso y escamas aplanadas, redondeadas y lisas en el vientre,
patas alargadas, hembra ligeramente mas grande que el macho. Los juveniles
no presentan caracteristicas externas facilmente visibles que indiquen
dimorfismo sexual. Hemipenes con pronunciada bifurcacion distal. Hocico corto
pero con prominente canto rostral. Se distribuye en las Cordilleras Central y
Occidental (Fig. 4), entre los 800 - 2000 m s.n.m., en zonas templadas a ambos
lados del valle del Rio Cauca (Boulenger, 1908; Ayala y Castro, datos no

publicados).

Figura 1. Coloracion gular en machos de Anolis antonii Boulenger 1908. A,

Patrén de coloracién descrito en Ayala y Castro (no publ.), MRC287, Laguna de
Sonso, Valle del Cauca; B, MRC221, JericO, Antioquia; C, MRC176, El Cairo,
Valle del Cauca. Fotos en A, By C por M. del R. Castafieda.

3.3.2. Anolis tolimensis Werner 1916

Es una especie de lagarto pequefio con LRC reportado de 56-58 mm, de color
café-rojizo amarronado. Las hembras pueden presentar una linea vertebral clara
de color crema, ausente en los machos. Vientre color crema. Abanico gular
ausente en las hembras; en los machos es dos colores: naranja oxidado en la
parte anterior y rosado grisaceo opaco en los ultimos dos tercios (Fig. 2A), con
variaciones a lo largo de su rango de distribucion (Fig. 2B y 2C), presenta ocho a
diez lineas longitudinales blancas. El cuerpo es cilindrico, con escamas
pequefias, miembros relativamente largos y hocico corto. Hemipenes cilindricos

sin bifurcacion distal. A pesar de encontrarse ampliamente distribuida, siendo
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relativamente comun en las Cordilleras Central y Oriental de Colombia (Fig. 4)

entre los 100 y 2300 m s.n.m.. Poco se conoce sobre la historia natural de esta

especie (Werner, 1916; Marin et al., 2007); Ayala y Castro, datos no publicados).

iy e ! o s

Figura 2. Coloracion gular en machos de Anolis tolimensis Werner 1916. A,
Patrén de coloracién descrito en Ayala y Castro (no publ.), MRC236, Laguna de
Pedro Palo, Cundinamarca; B, TOL0O19, Falan, Tolima; C, MRC235, Laguna de

Pedro Palo, Cundinamarca. Fotos en A, By C por M. del R. Castafieda.

3.3.3. Anolis mariarum Barbour 1932

Es una especie de lagarto pequefio (LRC 56-58 mm) de color marrén, a veces
marrén-verdosa. Vientre color crema con manchas marron-gris a los costados.
Las hembras pueden presentar una linea vertebral clara de color crema, ausente
en los machos (Losos, 2009). El abanico gular en machos, descrito como grande
y grueso, se extiende hacia atras en el primer tercio del abdomen. De acuerdo a
Barbour (1932) la coloracion gular es rosado palido en el borde anterior, un
punto oscuro en el borde anterior del pliegue y el resto es blanco rosaceo.
También, el gular es de color amarillo Unicamente en la base posterior y naranja
oxidado hacia la parte anterior y a lo largo del borde (Fig. 3A) de acuerdo a
Ayala y Castro (sin publ.), con variaciones a lo largo de su rango de distribucion
(Fig. 3B y 3C). Gular ausente en las hembras. Gran cabeza y cuerpo robusto,
referido con una apariencia relativamente mas aspera que otras especies del
grupo. Escamas pequefias y quilladas en el dorso, y mas grandes, redondeadas

y lisas en el vientre. Hemipenes largos con bifurcacién terminal distintiva. Se
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encuentra en zonas templadas y frias de la Cordillera Central (Fig. 4), entre los

1300 y 2800 m s.n.m. (Barbour, 1932; Ayala y Castro, datos no publicados).

Figura 3. Coloracién gular en machos de Anolis mariarum Barbour 1932. A,

Patron de coloracién descrito en Ayala y Castro (no publ.), MAR012, Belmira,
Antioquia; B, MRC185, Carolina del Principe, Antioquia; C, MAR024, Alto de San
Miguel, Antioquia. Fotos en A, By C por M. del R. Castafieda.
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Figura 4. Distribucion tedrica de Anolis antonii, Anolis mariarum y Anolis

tolimensis. El mapa muestra los registros georeferenciados disponibles para las

27



tres especie en los portales de datos SIB Colombia (SIB Colombia, 2016) y
VertNet (Constable et al., 2010). Se observa la discrepancia entre la
identificacion de especimenes en colecciones bioldgicas (puntos en el mapa) y la
distribucion tedrica de las tres especies (regiones sombreadas en color rojo para

A. antonii, azul para A. mariarum y verde para A. tolimensis).

3.4.El Codigo de Barras de ADN

El cddigo de barras de ADN es una metodologia que utiliza una corta secuencia
de ADN para la identificacidon, reconocimiento y descubrimiento de especies. El
propésito inicial es reconocer especimenes desconocidos en términos de una
clasificacion conocida, complementando las practicas taxonémicas existentes.
Fue propuesta por (Hebert et al., 2003a) quienes hacen mencidén a un Sistema
de Cédigo de Barras para la vida animal basado en la diversidad de secuencias

del gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa subunidad | (COI).

El ADN mitocondrial se ha propuesto como Cdédigo de Barras para la vida
animal. Este ha sido ampliamente empleado en estudios filogenéticos de
animales, porque evoluciona mas rapido que el genoma nuclear, resultando en
la acumulacion de diferencias entre especies estrechamente relacionadas
(Hebert et al., 2004). Los analisis filogenéticos se centraban con frecuencia en
genes mitocondriales de ADN ribosomal (12S, 16S), pero su uso en andlisis
taxonomicos esta limitado por la prevalencia de inserciones y deleciones (indels
en inglés) que complican enormemente el alineamiento de las secuencias. Los
13 genes que codifican proteinas en el genoma mitocondrial animal resultaron
mas efectivos por la rareza de indels puesto que la ocurrencia de éstas en la
mayoria de los casos conducen a un cambio en el marco de lectura (Hebert et
al., 2003a).

Particularmente el gen Citocromo C Oxidasa | (COI) tiene dos importantes

ventajas: Primero, cebadores universales han sido descritos para esta region, los
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cuales permiten amplificar un fragmento de 710 pares de bases (pb; (Folmer et
al., 1994). Segundo, COI parece tener mayor rango de sefiales filogenéticas que
cualquier otro gen mitocondrial, la tercera posicidon nucleotidica en los codones
para aminoacidos muestra una alta incidencia de sustitucion de bases,
resultando en una tasa de evolucion molecular casi tres veces mayor que la de
los genes de ADN ribosomal 12S o 16S (Hebert et al.,, 2003a). Asi, es mas
probable que este gen permita evidenciar sefiales filogenéticas méas profundas
gue otros genes mitocondriales alternativos. De hecho, la evolucion de este gen
es lo suficientemente rapida para permitir la discriminacion de especies
estrechamente relacionadas y de grupos filogeograficos dentro de una misma

especie (Cox y Hebert, 2001).

3.5.El método Automatic Barcode Gap Discovery - ABGD

El Cédigo de Barras de ADN puede usarse como una herramienta exploratoria
en grupos no estudiados previamente. En estos casos, los resultados obtenidos
con las etiqguetas de ADN no pueden compararse directamente con otros datos
independientes (como especies descritas en la literatura existente). Asi, los
grupos propuestos a partir de las secuencias podrian usarse como especies

potenciales (Puillandre et al., 2011).

El Codigo de Barras de ADN es eficiente cuando la divergencia genética
intraespecifica para el gen utilizado es menor que la divergencia genética
interespecifica, es decir cuando las secuencias de una misma especie son mas
similares entre ellas en comparacion con las secuencias de especies diferentes
(Hebert et al., 2004; Puillandre et al., 2011). En este caso se puede observar un
espacio (gap) entre la diversidad intra- e interespecifica que se ha denominado
“‘Barcode gap” (Bucklin et al., 2011; Puillandre et al.,, 2011). Aunque se ha
intentado estandarizar un limite (umbral) entre la divergencia intra- e
interespecifica (e.g. Hebert et al., 2004), ese valor no se puede generalizar para
todos los grupos (Will y Rubinoff, 2004). Ademas, se ha encontrado
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sobrelapamiento entre estas distancias, por lo que no es facil definir este valor

umbral (Meyer y Paulay, 2005; Guarnizo et al., 2015).

El ABGD es un procedimiento que estima la distribucion de distancias genéticas
pareadas entre las secuencias de un alineamiento e infiere estadisticamente
multiples barcodes gaps para agrupar las secuencias de tal manera que la
distancia entre dos secuencias tomadas de distintos grupos sera siempre mayor
gue el barcode gap. Este procedimiento se aplica repetidamente para cada uno
de los grupos formados inicialmente hasta que no se formen mas grupos
(Puillandre et al., 2011). El procedimiento que sigue el algoritmo ABGD es el

siguiente:

Primero, se encuentra el primer barcode gap que ocurre en un valor distjmi
calculado en funcion de la tasa de mutacion poblacional estimada a partir del
conjunto de datos con un valor umbral P dado por el usuario (P es la maxima
divergencia intraespecifica). Segundo, se toma un valor igual al barcode gap
calculado en el paso uno y se calcula la “particion inicial” en la que los grupos
encontrados son los primeros candidatos a especies. Tercero, para considerar la
variabilidad de la tasa mutacional a través de los taxa y el sobrelapamiento de
divergencias intra- e interespecificas, el algoritmo aplica repetidamente los dos
primeros pasos a cada agrupaciéon de la particion inicial. Estas repeticiones
dividen las particiones primarias en particiones secundarias o “particiones
recursivas” hasta que los grupos no puedan ser divididos (Puillandre et al.,
2011).

3.5.1. Parametros y resultados del algoritmo ABGD

El método analiza un rango previo de divergencia intraespecifica desde Pmin
(valor minimo de divergencia intraespecifica) hasta Pmax (valor maximo de
divergencia intraespecifica) con Steps (nUmero de agrupamientos recursivos o
iteraciones). El valor X es un aproximado de la amplitud relativa minima del gap

(Puillandre et al., 2011). El resultado del algoritmo incluye una lista con las
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particiones y, para cada una, el numero de grupos encontrado, la composicion
de cada grupo y el valor previo P de distancia maxima intraespecifica (o valor
umbral) encontrado para hacer las particiones. Esta informacion puede
resumirse en dos figuras: un histograma de distribucion de frecuencias de
distancias genéticas pareadas con el que es posible determinar visualmente la
existencia un espacio (barcode gap) entre las distancias genéticas intra- e
interespecificas; y un diagrama que muestra como el numero de grupos
encontrados por el algoritmo (eje x) varia con respecto a diferentes valores de P
(eje y). La interfaz web del algoritmo se encuentra disponible en

http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/

3.6.Inferencia filogenética a partir de secuencias de ADN

Los andlisis filogenéticos se utilizan para determinar las relaciones evolutivas
entre especies a partir de caracteres que son compartidos entre ellas, por
ejemplo usando secuencias de ADN (Ridley, 2004; Futuyma, 2013; Holder,
2014). Otras posibilidades incluyen la utilizacion de datos morfolégicos,
diferencias en comportamiento, estructura celular, estructura cromosomica y
marcadores moleculares diferentes de las secuencias de ADN (aminoacidos,
microsatélites, aloenzimas, etc) (Carranza, 2002; Futuyma, 2013). En general el
proceso de analisis filogenético a partir de secuencias de ADN comprende
cuatro pasos basicos que se ejecutan en orden: 1) alineacion de secuencias, de
tal manera que los nucleétidos en una columna de la matriz estén relacionados
por descendencia de un residuo ancestral comun (i.e. caracteres homaologos); 2)
determinacion del modelo evolutivo que mejor describe la matriz, 3) inferencia
del arbol filogenético, el cual es considerado como la mejor de muchas hipétesis
(i.e. muchos arboles) posibles, y 4) evaluacion de la robustez de los diferentes

clados encontrados (Wheeler, 1996; Carranza, 2002; Futuyma, 2013).

Dentro de los métodos que se pueden usar para inferir filogenias a partir de
evidencia molecular estan las que se basan en 1) distancias moleculares, 2)

principio de parsimonia y 3) métodos probabilisticos como Maxima Verosimilitud
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y aproximacion Bayesiana. Los métodos de distancia usan una matriz de
distancias entre secuencias (ADN o aminoacidos) para representar la distancia
evolutiva (nUmero de cambios ocurridos entre dos secuencias). Sin embargo las
diferencias observadas entre secuencias no son un reflejo exacto de la distancia
evolutiva entre ellas (Holder y Lewis, 2003). En el ADN por ejemplo, a través de
un largo periodo de tiempo evolutivo, pueden ocurrir multiples sustituciones
nucleotidicas (i.e. “multiple hits”) en la misma posicion y esconder la verdadera
distancia entre secuencias, haciéndolas parecer errbneamente cercanas entre
si. Este problema puede ser corregido con un modelo de evolucion de
secuencias. Se han propuesto modelos generales de evolucién cuyos
parametros describen aspectos del proceso evolutivo, como la probabilidad
relativa de transiciones versus transversiones o el grado en el que difiere la tasa
de evolucion entre sitios. Ademas, la tasa de evolucion de secuencias no es
constante a través del tiempo, por lo que una simple medida de la diferencia
genética entre secuencias no es un indicador confiable de qué tan divergentes
son (Holder y Lewis, 2003; Ridley, 2004; Futuyma, 2013).

Si una rama en una filogenia inferida a partir de secuencias de ADN muestra
pocos cambios se asume que “multiple hits” son improbables en cualquier sitio.
Pero si una rama muestra muchos cambios en la secuencia entonces “multiple
hits” son mas probables por sitio y el numero de cambios detectados puede ser
menor al numero de cambios que en realidad ocurrieron. Ramas largas pueden
ser causadas por largos periodos de tiempo entre eventos de especiacion, por
una alta tasa de cambios nucleotidicos o por una combinacion de ambos
factores (Futuyma, 2013; Holder, 2014).

Parsimonia es uno de los métodos mas simples de analisis filogenético. La idea
general al usar parsimonia fue mencionada desde la primera vez que se
menciond en la literatura cientifica por Edwards y Cavalli-Sforza’s en 1963
(Felsenstein, 2004a). El principio de parsimonia plantea que la verdadera

filogenia estimada es la que requiere el menor numero de cambios evolutivos. Al
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aplicar este principio a secuencias de ADN, el arbol con el menor nimero de
pasos es el preferido y no se tienen en cuenta las longitudes de la ramas, pues
la longitud solo reflejard el numero de cambios que han ocurrido (muchos
cambios = ramas largas, pocos cambios = ramas cortas). Ademas, en
parsimonia no se puede incorporar un modelo evolutivo. Esto ultimo, en trabajos
con datos moleculares es una desventaja, pues no estaria incorporando
informacion que es importante a partir de parametros que intentan describir el

proceso evolutivo verdadero (Futuyma, 2013; Holder, 2014).

Si en dos ramas de un arbol han ocurrido muchos cambios no detectados
entonces la mayoria de caracteres (nucleétidos) que fueron compartidos con
otras ramas habran de perderse y nucleétidos que una vez fueron compartidos
habran sido reemplazados por nucleétidos que no dan informacion sobre las
relaciones o que pueden incluso ser mal interpretadas dado que hay una alta
probabilidad de que los cambios converjan hacia un mismo caracter
independientemente. Este problema es conocido como atraccion de ramas
largas y hace que se produzca un arbol filogenético errado. Joseph Felsenstein
fue el primero en describir este problema, por lo que adopt6 el conocido método
estadistico Maxima Verosimilitud para estimar filogenias con alto soporte
estadistico. La inferencia filogenética a partir de Maxima Verosimilitud e
inferencia Bayesiana son los métodos estadisticos mas ampliamente usados
para estimar filogenias a partir de datos de secuencias moleculares (Futuyma,
2013; Holder, 2014).

3.6.1. Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood — ML)

El método de maxima verosimilitud fue introducido por R. A. Fisher en
publicaciones sucesivas en los afios 1912, 1921 y 1922. El uso del método
aplicado a filogenias fue introducido por Edwards y Calvalli-Sforza en 1964 en
analisis de datos de frecuencia de genes y su aplicacion a secuencias
moleculares fue introducida por el estadistico Jerzy Neyman en 1971

(Felsenstein, 2004b). El objetivo en la maxima verosimilitud es calcular para
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todas las filogenias posibles la probabilidad de los datos observados de un
conjunto de especies usando un modelo de evolucion de secuencias. La
filogenia (arbol) més probable es la que tiene la probabilidad mas alta de haber
producido las secuencias observadas (esta probabilidad es la verosimilitud del
arbol) (Holder y Lewis, 2003; Ridley, 2004; Holder, 2014). La idea principal al
inferir filogenias con maxima verosimilitud es determinar la topologia de arbol,
longitudes de ramas y parametros del modelo evolutivo (e.g. tasa de
transiciones/trasversiones, frecuencia de bases, tasa de variacion entre sitios)
gue maximicen la probabilidad de observar las secuencias en el alineamiento
(Schmidt y Haeseler, 2009; Holder, 2014;). Un modelo completamente
especificado es un conjunto especifico de pardmetros. El valor de un pardmetro
del modelo que maximice la verosimilitud del arbol se considera como apropiado
para usarse. Para ello, los algoritmos que encuentran el valor de verosimilitud
deben explorar a través de un conjunto de parametros, lo que involucra
considerar las probabilidades asociadas con un gran numero posible de
escenarios evolutivos que pudieron haber llevado a los datos observados. Al
final se obtiene una hipétesis filogenética. Existen dos principales formas de
juzgar la confiabilidad de una hipotesis filogenética inferida por cualquier método.
La primera es ver si la filogenia inferida concuerda con fuentes de datos
independientes como caracteristicas morfolégicas y secuencias de ADN que
evolucionan independientemente. La segunda hace uso de principios
estadisticos para evaluar si una hipotesis (arbol) se ajusta mejor a los datos en
lugar de otra (Futuyma, 2013). Una de las pruebas estadisticas que
tradicionalmente se usa para evaluar el efecto del error de muestreo (errores en
la estimacion causados por una pequefia muestra de datos) es el bootstrap, que
indica que tan soportadas estan cada una de las relaciones representadas en el
arbol (Holder y Lewis, 2003; Holder, 2014).

En el procedimiento, cada caracter de la matriz de datos originales es

aleatoriamente muestreado (con repeticién) haciendo modificaciones en la

columna | a partir de la columna Il-original del alineamiento para producir pseudo-
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réplicas del conjunto de datos. De cada matriz pseudo-réplica, de igual tamafio a
la original, se reconstruird un arbol. Al final se construira un arbol consenso
incorporando aquellas ramas que ocurren en la mayoria de los &rboles
construidos (Holder y Lewis, 2003; Schmidt y Haeseler, 2009). El bootstrap
ofrece una medida de cuales partes del arbol estan fuertemente soportadas. Un
agrupamiento que esta presente en un porcentaje bajo (<70%) de las réplicas no
esta estadisticamente soportado (Holder y Lewis, 2003). Se debe tener en
cuenta que el bootstrap ayuda a predecir si el mismo resultado puede ser
obtenido cuando se tienen en cuenta mas datos, no si el resultado obtenido es

correcto (Holder y Lewis, 2003).

3.6.2. Inferencia Bayesiana

Los métodos bayesianos datan desde 1790, época en la que se enuncia el
teorema en probabilidad planteado por Thomas Bayes denominado Teorema de
Bayes (Felsenstein, 2004b). Mientras que la verosimilitud mide la probabilidad de
los datos dado un &rbol, el enfoque Bayesiano dice que la hipotesis éptima es la
gue maximiza la probabilidad posterior del arbol (Holder y Lewis, 2003). En la
inferencia Bayesiana primero se empieza por considerar todos los valores
parametro, asignando a cada valor una probabilidad previa que representa el
grado de confianza del pardmetro sin examinar los datos. El siguiente paso es
restablecer las probabilidades previas en probabilidades posteriores aplicando
reglas de probabilidad. Asi, el teorema de Bayes manifiesta que la probabilidad
asociada con un valor parametro es proporcional a los valores parametros
previos multiplicados por la verosimilitud de esos valores parametro, por lo que
la Inferencia Bayesiana estd muy relacionada con la inferencia por Maxima
Verosimilitud (Holder, 2014).

Las ventajas de la inferencia Bayesiana incluyen su habilidad para producir un
solo mejor estimado de un parametro (por ejemplo, la filogenia con la
probabilidad posterior mas alta), permite implementar modelos complejos de

evolucion de secuencias y una facil interpretacion del soporte. Si la probabilidad
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posterior para un clado es cercana a uno entonces las relaciones en ese arbol o
clado estan fuertemente soportadas. Si el clado con la probabilidad posterior
mas alta es 0.4 entonces se sabe que esa inferencia es dudosa. Como el
objetivo es describir la probabilidad de todos los posibles valores parametro, la
Inferencia Bayesiana se lleva a cabo en corridas computacionales simuladas a
través del espacio de todos los valores parametro (espacio paramétrico). Las
simulaciones se pueden ajustar para que las corridas tiendan a evitar valores
parametro con baja verosimilitud, facilitando la busqueda de los valores 6ptimos
del modelo evolutivo dentro del espacio paramétrico (proceso denominado
Cadena de Markov Monte Carlo). Correr esas simulaciones con un gran namero
de repeticiones provee un conjunto de pardmetros que son muestreados en
proporcion a su probabilidad posterior hasta obtener el valor de todos los

pardmetros con la probabilidad posterior mas alta (Holder, 2014).

3.7.Redes de haplotipos

Un haplotipo es una secuencia de bases Unica en una regién del genoma.
Individuos que comparten un haplotipo (i.e. un mismo alelo) tienen exactamente
la misma secuencia en esta region y por tanto son inferidos como estrechamente
relacionados. Las redes de haplotipos son representaciones gréficas usadas en
el andlisis de datos genéticos poblacionales para visualizar relaciones
generalmente a nivel intraespecifico, ademas de hacer una inferencia sobre la
biogeografia de las poblaciones (Leigh y Bryant, 2015). Asi, se pueden comparar
individuos entre poblaciones (e.g. individuos de una misma localidad) para saber
cudles poblaciones estan mas estrechamente relacionadas entre si (Dool et al.,
2013). Las redes de haplotipos se componen de nodos que representan a los
haplotipos y éstos se encuentran unidos por ramas con longitud definida en
funcién del numero de nucledtidos (pasos mutacionales) que difieren entre
haplotipos (Mardulyn, 2012; Leigh y Bryant, 2015). Asi, las redes de haplotipos
proveen una representacion concisa de los datos, un aspecto que con frecuencia

se pierde en los métodos de inferencia que dependen de modelos.
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4. ANTECEDENTES

Hebert et al., (2003a, 2003b) proponen el uso del gen mitocondrial Citocromo C
oxidasa subunidad | (COI) como candidato a etiqgueta o Cédigo de Barras para
asignar individuos a una determinada unidad taxonémica. El método se propone
como una posibilidad de crear un sistema de identificacion de especies basado
en el andlisis de la divergencia entre secuencias del gen COI. Esta técnica ha
permitido solucionar en muchos casos las dificultades de la identificacion basada
en caracteres morfolégicos en diversos grupos de animales, aunque su

efectividad no es igual en todos ellos.

Hebert et al., (2004) probaron la efectividad del Cdédigo de Barras de ADN
utilizando el gen COI para distinguir entre especies de aves de Norte América.
Cada especie tuvo un Codigo de Barras distintivo, incluso se identificaron por
separado especies estrechamente relacionadas y cuatro grupos que
posiblemente corresponden a especies aun no descritas, confirmando la
efectividad del codigo de barras en la identificacion de especies de aves. En
base a que los patrones de variacion intra- e interespecifica en COIl parecen
similares en varios grupos animales, los autores proponen un umbral estandar:
10X, donde X es el promedio de variacién intraespecifica en el grupo de estudio.
Este trabajo fue uno de los primeros con los que se iniciaron las librerias de

secuencias COI correspondientes a especies ya descritas.

Kohler et al., (2014a) hacen la descripcion de una nueva especie de Anolis: A.
peucephilus usando como linea de evidencia un criterio fenotipico (morfologia
externa: coloracion, morfometria y lepidosis) y un criterio de aislamiento
reproductivo a partir de diferenciacion genética del codigo de barras del gen
mitocondrial COIl. El analisis del fragmento del gen COI revelé una distancia
entre Anolis peucephilus Koéhler et al., 2014a y Anolis omiltemanus Davis 1954
de 11.5%, siendo éste el unico valor de divergencia en el gen COIl reportado en

la literatura entre especies de Anolis.
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Guarnizo et al., (2015) evidencian la efectividad de la metodologia del Cédigo de
Barras de ADN en la identificacibn de especimenes de Anuros en un corto
periodo de tiempo y en el descubrimiento de posibles nuevas especies en una
region tropical altamente diversa en anfibios como lo es la Cordillera Oriental de
Colombia. Esto se logré al poner a prueba dos métodos estadisticos para
estimar el niumero de grupos o especies candidatas sin confirmar, siendo el
algoritmo ABGD (Puillandre et al., 2011) el mas apropiado para este objetivo (al
igual que en Paz y Crawford 2012). También encontraron aislamiento geografico

usando Cdédigo de Barras de ADN.

Poe et al., (2015) describen la especie Anolis elcopensis (Poe et al., 2015) del
grupo fuscoautarus, mostrando una filogenia a partir de un Andlisis Bayesiano
particionado de datos morfoldégicos y moleculares incluyendo a las especies A.
antonii, A. mariarum y A. tolimensis. Se presenta un politomia para 12 de las
especies incluidas. En esta politomia A. antonii y A. mariarum forman un clado
altamente soportado (Probabilidad Posterior = 1). Anolis tolimensis se encuentra
en otro clado débilmente soportado (Probabilidad posterior = 0.5) junto con A.
fuscoauratus D"Orbigny, 1837, A. elcopensis y A. bocourti Cope 1876. Por
distribuciéon geogréfica (Panama) y coloracion gular del macho (naranja sélido),
A. elcopensis se diferencia de las especies suramericanas A. antonii (parte
noroccidental de los Andes, gular del macho rosado y naranja-rojizo), A.
mariarum (extremo noroccidental de los Andes, gular del macho naranja-rojo y
amarillo) y A. tolimensis (parte nororiental de los Andes, gular del macho rosado

y anaranjado-rojo).

Hawlitschek et al., (2016) realizaron el primer estudio de Codigo de Barras de
ADN para la herpetofauna de Bavaria (Alemania). El objetivo fue crear una
libreria de secuencias del gen COIl que hiciera mas rapida y eficiente la
identificacion de las especies de reptiles y anfibios del centro de Europa. Sin

embargo, este trabajo muestra el problema del Codigo de Barras en especies

38



hibridas. También muestran la posible aplicabilidad del método en cuanto a la

deteccidn de linajes introducidos y monitoreo de flujo genético.

Kohler et al. (2016) uso el gen mitocondrial 16s como Cédigo de Barra de ADN
para describir dos nuevas especies de Anolis de Honduras referidas como
Norops tropidonotus por diferentes autores. Se presenta la evidencia de cuatro
especies que constituyen un complejo de especies, siendo similares
morfologicamente pero difieren en distancias moleculares y relaciones
ancestrales de acuerdo con los linajes formados en los arboles filogenéticos

reconstruidos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Coleccion de muestras

Muestras de las especies Anolis antonii, A. mariarum y A. tolimensis fueron
colectadas en 16 localidades a lo largo de la Cordillera de los Andes de
Colombia, entre los 900-2350 m s.n.m. (Fig. 5, Tabla 1). Las localidades de
muestreo fueron seleccionadas en base a registros nacionales de museos
disponibles en los portales de datos biologicos SIB Colombia (SIB Colombia,
2016) y VerNet (Constable et al., 2010) (Fig. 4). Los muestreos se realizaron
diurnos y nocturnos, aplicando la técnica de busqueda libre y sin restricciones
(Angulo et al., 2006) usando lazadas y captura manual. Se capturaron entre seis
a ocho individuos adultos (LRC >45 mm) de la misma especie en cada localidad.
Se tomaron coordenadas geogréaficas en todos los lugares de colecta (GPS
GARMIN GPSMAP 60CSx) y se marcaron con cinta flagging. Los individuos
fueron transportados en bolsas plasticas con material vegetal y aire hasta la
estacion de campo donde se realizo la identificacion y asignacion preliminar a
especie usando distribucion geografica, coloracion gular, morfologia hemipeneal

y medida de la longitud rostro-cloacal (LRC).

Los individuos seleccionados para muestra de tejido de higado fueron
sacrificados inyectando 0.1-0.35 ml de solucion 1:10 de Penthal-agua
directamente al corazén y preservando el tejido en tubos eppendorf con etanol al
96%. Los especimenes testigos (vouchers) fueron fijados con etanol al 96%,
almacenados en etanol al 70% y luego depositados en coleccion de referencia
(por definir). Los individuos seleccionados para muestra de sangre fueron
liberados en su lugar de captura identificado con la cinta flaggin. Las muestras
de sangre fueron obtenidas a partir de puncién de la vena caudal y colectadas
en tarjetas FTA (QIAGEN Inc.) Los permisos para colecta de individuos para
este estudio estan enmarcados en la Resolucion 1070 del 28 de agosto de 2015,
expedida por la Autoridad Nacional De Licencias Ambientales, por la cual se

otorga un Permiso Marco de Recoleccibn de Especimenes de Especies
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Silvestres de la Diversidad Biolégica con Fines de Investigacion Cientifica No
Comercial a la Universidad del Valle (Anexo 1), a través del proyecto “Efecto de
la fragmentacion sobre la estructura genética de lagartijas Anolis de los Andes
con diferentes preferencias de habitats”, a cargo de la investigadora postdoctoral
Maria del Rosario Castafieda de la Universidad del Valle. Muestras adicionales
de tejido de A. antonii (La Minga y El Dorado — Valle del Cauca) y A. mariarum
(Anori — Antioquia) fueron aportadas por la directora del proyecto, colectados
bajo el permiso establecido en la Resolucién 1234 del 02 de octubre de 2015,
expedida por la Autoridad Nacional De Licencias Ambientales, por la cual se
otorga un Permiso Individual de Recoleccién de Especimenes de Especies
Silvestres de la Diversidad Biologica con Fines de Investigacion Cientifica No
Comercial a la investigadora Maria del Rosario Castafieda Prada (Anexo 2). La
procedencia de las muestras y la cantidad de individuos secuenciados por

localidad se muestran en la Tabla 1.
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Figura 5. Distribuciéon geografica de las localidades muestreadas para
Anolis antonii (letras rojas), A. mariarum (letras azules) y A. tolimensis
(letras verdes). A - Anori; B - Carolina del Principe; C - Belmira; D - Alto de San
Miguel; E - JericO; F - PNN Tatama; G - El Dorado; H - Laguna de Sonso, | — La
Minga, J — El Pato; K — Cajibio; L — Falan; M — Yacopi; N — Caparrapi; O —
Sasaima; P — Laguna de Pedro Palo.
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5.2.Extraccion de ADN, amplificacion de secuencias y secuenciacion

La extraccion de ADN gendmico de las muestras de tejido (higado) y tarjetas
FTA (sangre) se realiz6 usando el DNeasy Tissue Extraction Kits (QIAGEN Inc.),
siguiendo el protocolo del kit. Se amplificé mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) un fragmento de ~605 pares de bases del gen Citocromo C
Oxidasa | (COl), usando cinco cebadores a partir de diferentes combinaciones:
LCO1490 — HCO2198 (Folmer et al., 1994), REPTBCf — REPTBCr (Castafieda y
de Queiroz, 2013) y TRPF.12 (Schulte et al., 2003). Las amplificaciones se
llevaron a cabo siguiendo el protocolo de Castafieda y de Queiroz (2013), en un
T100™ THERMAL CYCLER (BIO-RAD), con un volumen final de 27uL por tubo
de reaccion. Los amplificados se verificaron en electroforesis de gel de agarosa
al 1%. Estos procedimientos se realizaron en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Universidad del Valle. La purificaciébn y secuenciacién de los
amplificados (Sanger, bidireccional) se realiz6 a través de MACROGEN USA.
Las secuencias obtenidas fueron editadas, ensambladas y traducidas a

aminoacidos en Sequencher v.4.1.4 (Genecode).

5.3.Andlisis de datos
5.3.1. Alineacion de secuencias

Secuencias del fragmento del gen COI de A. antonii, A. tolimensis y A. mariarum
(Tabla 1) fueron alineadas en CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) junto con
secuencias de otras especies de Anolis disponibles en las bases de datos
GenBank y Barcode of Life Data System —BOLD (Ratnasingham y Hebert, 2007)
(Mayo de 2017; Anexo 3). No se encontraron secuencias del gen COI de las
especies de interés en ninguna de las bases de datos examinadas. Los
siguientes parametros fueron ajustados para el alineamiento pareado y multiple:
Gap Opening = 30, Gap Extended = 6, DNA Weight Matrix = CLUSTALW(1.6) y
Protein Weight Matrix = Gonnet 250. El alineamiento resultante fue revisado
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Tabla 1. Descripcion de localidades e individuos usados para el analisis de Cédigos de Barras.

Localidad Latitud Longitud Elevacién Vertiente, Cordillera N°ind.
N, W. (msnm) secuenciados

Anori® 7.02320 |-75.14412 1661 Oriental, Central 2
Carolina del Principe” 6.73977 | -75.28746 1878 Oriental, Central 5
Belmira” 6.61052 |-75.68214 2670 Occidental, Central 6
Alto de San Miguel® 6.02747 | -75.59592 2046 Occidental, Central 6
Jeric6™ 5.79470 | -75.78446 2045 Oriental, Occidental 5
PNN Tatama”® 5.22677 | -76.08282 1370 Occidental, Occidental 4
El Dorado"® 3.83310 |-76.44288 1588 Oriental, Occidental 4
Laguna de Sonso"’® 3.87943 | -76.34689 969 Occidental, Central 7
La Minga’® 3.56916 |-76.58861 Oriental, Occidental 1
El Pato"® 3.44747 | -76.67033 2145 Oriental, Occidental 6
Cajibio® 2.63040 | -76.57607 1801 Occidental, Central 4
Laguna de Pedro Palo® | 4.68450 |-74.38997 2000 Occidental, Oriental 5
Falan' 5.12583 | -74.97147 1141 Oriental, Central 5
Yacopi“ 5.50492 | -74.34257 1228 Occidental, Oriental 1
Caparrapi 5.38224 | -74.42207 1501 Occidental, Oriental 1
Sasaima®" 4.96995 | -74.39371 1246 Occidental, Oriental 6

A Antioquia; * Risaralda; "

Valle del Cauca, © Cauca: *“ Cundinamarca,

Tolima.
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manualmente para verificar la correspondencia de bases por posicion

(verificacion de homologia) y ubicar posibles inserciones de gaps que alteraran

el marco de lectura. La matriz resultante (-605 pb) fue dividida en tres. Cada una

fue utilizada para realizar diferentes analisis:

Matriz A: Secuencias de Genbank/BOLD. Contiene secuencias de Anolis
descargadas desde GenBank/BOLD (i.e. diferentes a A. antonii, A.
mariarum, A. tolimensis) (Anexo 3) y secuencias de A. tropidogaster
Hallowell 1856 y A. heterodermus Dumeéril 1851 de individuos colectados
en campo (Anexo 4). Esta matriz fue utilizada para calcular la divergencia
intra- e interespecifica para el gen COIl del género Anolis.

Matriz B: Secuencias de las especies de interés y de otras 8 especies de
Anolis disponibles en GenBank/BOLD. Contiene secuencias de Anolis
antonii, A. mariarum, y A. tolimensis, junto con tres secuencias de
Polychrus marmoratus (grupo externo para analisis filogeneticos) y
multiples secuencias de ocho especies de Anolis (tres a cuatro por
especie) obtenidas de GenBank/BOLD. Estas especies de Anolis fueron
seleccionadas intentando cubrir los principales clados reconocidos en
Anolis a partir de la hipétesis filogenética de Poe et al (2017). Esta matriz
fue utilizada para 1) calcular la divergencia intra- e interespecifica para el
gen COI de Anolis antonii, A. mariarum, y A. tolimensis 2) ejecutar el
algoritmo ABGD y 3) la reconstruccién de arboles filogenéticos.

Matriz C: Secuencias de Anolis antonii, A. tolimensis y A. mariarum.
Contiene las 68 secuencias de Anolis antonii, A. mariarum, y A.

tolimensis. Esta matriz fue utilizada para reconstruir la red de haplotipos.

5.3.2. Estimacion de divergencias intra- e interespecificas

Los calculos se realizaron asumiendo el modelo Kimura dos parametros (K2P)

en MEGA 7 (Kumar et al., 2016) y ajustando un bootstrap de 10000 para obtener

valores de desviacion estandar. Los valores de divergencia y desviacion
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estandar seran reportados en porcentajes al multiplicar el valor obtenido en
MEGA X 100.

La ejecucion del algoritmo ABGD requiere valores de divergencia intraespecifica
méaxima (Pmax) y minima (Pmin). Para estimarlos, se utilizé la matriz A. En este
calculo no fueron incluidas las secuencias de los individuos A. antonii, A.
mariarum y A. tolimensis dado que la delimitacion de especies por distribucion
geografica puede llevar a una incorrecta asignacion de individuos a especie y
por tanto, a sesgar los valores calculados de divergencia. El célculo de
divergencias intra- e interespecificas de las especies de interés (A. antonii, A.

tolimensis y A. mariarum) fue realizado a partir de la matriz B.

Dada la variacion observada entre el numero de secuencias disponibles por
especie en GenBank y BOLD (245 secuencias pertenecientes a 78 especies, ver
resultados) y para evaluar el efecto de los valores de divergencia, calculados a
partir de un numero variable de especies (y de individuos/secuencias por
especie), sobre el nimero de grupos formados por el algoritmo ABGD, se calcul6
la divergencia intra- e interespecifica para el gen COI del género Anolis a partir
de:

Caso 1: Todas las especies (253 secuencias, 78 especies).

Caso 2: Especies con dos o mas secuencias disponibles (220 secuencias, 45
especies).

Caso 3: Especies con tres 0 mas secuencias disponibles (188 secuencias, 29

especies).

5.3.3. Algoritmo Automatic Bacoder Gap Discovery (ABGD)

Se analizo si los grupos encontrados por el algoritmo (especies tentativas) en la
matriz B eran congruentes con las especies de Genbank y BOLD (nueve
especies, nueve grupos) y si A. antonii, A. tolimensis y A. mariarum forman
grupos independientes. También se evaluo el efecto que tienen los parametros

Pmax, Pmin y Steps sobre el nimero de grupos (especies tentativas) formados.
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Los parametros Pmin (divergencia intraespecifica minima) y Pmax (divergencia
intraespecifica maxima) fueron inicialmente dejados en los valores por defecto
(Pmax=0.1 y Pmin=0.001) de acuerdo a Puillandre et al., (2011) y Guarnizo et
al., (2015). Luego fueron modificados de acuerdo a los valores de divergencia
intraespecifica maxima y minima sin transformar (i.e. sin multiplicar los valores
de MEGA X100) calculados previamente en cada uno de los tres casos
mencionados en la seccién anterior. El parametro Steps fue ajustado en dos
valores diferentes (10 y 5000) para cada par de valores Pmin y Pmax. En total se
ejecutaron ocho analisis diferentes manteniendo los siguientes parametros por
defecto: X (relative gap width) = 1.5 y No. bins = 20. Entre las tres opciones que
tiene el algoritmo para calcular distancias pareadas entre las secuencias del
alineamiento se eligié Kimura (K80) TS/TV por ser el modelo mas ampliamente
utilizado al comparar divergencias genéticas entre taxa y en Cédigos de Barras
de ADN.

5.3.4. Relaciones filogenéticas y red de haplotipos

Para contrastar los resultados obtenidos por el método ABGD se estimaron las
relaciones filogenéticas entre las especies de Anolis de la matriz B. Primero se
calculo el modelo de sustitucion y niumero de particiones 6ptimas que mejor se
ajusta a los datos usando Partitionfinder v.1.1.1 (Lanfear et al., 2012). Las
relaciones filogenéticas se estimaron a partir de inferencia Bayesiana usando
MrBayes (Ronquist et al., 2012) y Méxima Verosimilitud usando RAXML
(Stamatakis, 2014) con las herramientas MrBayes on XSEDE y RAXML-HPC
Blacbox respectivamente, a través de la plataforma CIPRES (Miller et al., 2010).
El andlisis Bayesiano se ejecutd con los siguientes parametros: cuatro corridas
independientes de 20 millones de generaciones con un arbol inicial aleatorio,
cada corrida con cuatro cadenas de Markov Monte Calor (MCMC), temperatura
de 0.15, arboles muestreados con una frecuencia de un arbol cada 1000
generaciones. El primer 25% de los arboles muestreados fueron descartados

como “burn-in”. Nodos soportados con una probabilidad posterior mayor a 0.90
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se consideraron como altamente soportados. RAXML-HPC Blacbox se ejecuto

sin modificar ningun parametro.

Para evidenciar si hay haplotipos compartidos entre las localidades de muestreo
y observar patrones geograficos de estructura genética entre las poblaciones de
A. antonii, A. mariarum y A. tolimensis se construyé una red de haplotipos
Neighbour-joining en PopArt (Leigh y Bryant, 2015). PopArt toma datos de

secuencias como input para inferir las relaciones entre haplotipos.
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6. RESULTADOS

En total se obtuvieron 88 muestras (27 de sangre y 61 de tejido), 45 de Anolis
antonii, 23 de A. mariarum y 20 de A. tolimensis. Se visitaron 16 localidades a lo
largo de la cordillera de los Andes (Tabla 1) capturando de seis a ocho
individuos por localidad, excepto para A. tolimensis en las localidades de
Cundinamarca, Yacopi (un individuo) y Caparrapi (un individuo) y para A. antonii
en las localidades de Valle del Cauca, ElI Dorado (dos individuos).
Adicionalmente se obtuvieron muestras de tejido (higado) para A. mariarum
(cuatro muestras de Anori, Antioquia), y para A. antonii (tres muestras de La

Minga, Valle del Caucay cinco muestras de El Dorado, Valle del Cauca).

En total se obtuvieron 68 secuencias del fragmento del gen COI distribuidas asi:
31 secuencias para A. antonii (a partir de 7 muestras de sangre y 24 de higado),
19 secuencias para A. mariarum (a partir de 5 muestras de sangre y 14 de
higado) y 18 secuencias para A. tolimensis (a partir de 8 muestras de sangre y
10 de higado), lo cual corresponde al 72.27% de éxito. No fue posible obtener la

secuencia deseada del gen COI en 20 (27.73%) de las 88 muestras disponibles.

6.1.Divergencia intra- e interespecifica

Se encontr6 que Anolis antonii, A. mariarum y A. tolimensis presentan
sobrelapamiento de divergencias intra- e interespecificas dado que el mayor
valor de divergencia intraespecifica es 8.76% para A. antonii y el minimo valor
de divergencia interespecifica es 7.7% entre A. tolimensis y A. mariarum (Tabla
2).

En las especies de Anolis con secuencias del gen COIl encontradas en las bases
de datos GenBank/Bold de la matriz A (i.e. diferentes a A. antonii, A. mariarum y
A. tolimensis; Anexo 3), 33 especies (42.31%) contaban con una secuencia, 16

especies (20.51%) contaban con dos secuencias, y 29 especies (37.18%)
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contaban con tres 0 mas secuencias. El numero promedio de secuencias del gen
COl por especie de Anolis fue 3.24 (DS + 4.8). En todos los casos evaluados se

encontro sobrelapamiento de las distancias intra- e interespecificas.

Tabla 2. Porcentaje de divergencia intra- e interespecifica (bajo la diagonal) y de
desviacion estandar (sobre la diagonal) calculados a partir de las secuencias de

individuos identificados como Anolis antonii, A. mariarum y A. tolimensis.

Divergencia interespecifica
Divergencia intraespecifica | A. antonii | A. mariarum | A. tolimensis
8.76 £0.97 A. antonii +0.93 +1,01
2.86 £0.41 A. mariarum 8.31 +1.01
498 +0.68 | A.tolimensis 9.30 7.7

En los casos uno (todas las especies) y dos (especies con dos 0 mas
secuencias) la maxima divergencia intraespecifica es 18.29% y 18.24%, y la
minima divergencia interespecifica es 5.48% y 5.53%, respectivamente. Lo
mismo sucede en el caso tres (especies con tres 0 mas secuencias), la maxima
divergencia intraespecifica es 9,80% y la minima divergencia interespecifica es
5.57% (Tabla 3). Por tanto no es posible definir un barcode gap que separe la
divergencia intra- e interespecifica del gen COI para las especies del género

Anolis con secuencias en las bases de datos GenBank/BOLD.

6.2.Aplicacion del algoritmo ABGD

No se observd un espacio (barcode gap) entre la distancia genética intra- e
interespecifica en el histograma de distribucion de frecuencias de distancias
genéticas pareadas entre las secuencias de la matriz B (Fig. 6A). Se encontro un
namero variable de grupos (0 especies tentativas) al utilizar diferentes valores de
distancia intraespecifica minima (Pmin), maxima (Pmax) y niamero de iteraciones

(Steps) (Tabla 4). EI nimero de grupos encontrados en la particion inicial fue
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constante (10 grupos, Tabla 4 y Fig. 6B) en los ocho andlisis ejecutados por el
algoritmo y fue similar al nUmero de especies incluidas en la matriz B (12

especies).

Tabla 3. Porcentaje de divergencia intra- e interespecifica y de desviacion

estandar calculados a partir de las secuencias (sec.) de especies de Anolis

encontradas en las bases de datos GenBank y BOLD.

Todas las spp

(78 spp, caso 1)

spp con dos 0 mas

sec. (45 spp, caso 2)

Spp con tres o mas

sec. (29 spp, caso 3)

Divergencia intraespecifica

Maxima 18.29 +2.09 18.24 +2.17 9.80 +1.07
Minima 0.00 £0.00 0.00 +0.00 0.08 +0.08
Promedio 3.08 £0.52 3.08 +0.53 3.03 +0.50
Divergencia interespecifica

Maxima 32.91 £3.18 31.76 £2.96 31.97 £2.92
Minima 5.48 +0.92 5.53+0.90 5.57 +0.90
Promedio 23.69 £2.43 23.33+2.34 23.32 £2.33

Las nueve especies de GenBank/Bold fueron reconocidas como grupos
independientes en todos los andlisis realizados. Estos grupos se mantuvieron
constantes tanto en las particiones iniciales como en las particiones recursivas,
independientemente del valor ajustado en los parametros Pmin, Pmax y Steps.
Las diferencias encontradas al variar estos parametros se concentraron
exclusivamente en las especies Anolis antonii, A. mariarum y A. tolimensis
(Anexo 5). Las secuencias de estas especies formaron uno, cinco y ocho grupos
(especies potenciales) cuando el algoritmo encontré 10, 14 y 17 grupos
respectivamente (Anexo 5). Anolis antonii, A. mariarum y A. tolimensis no
formaron tres grupos, por lo tanto no son reconocidas como especies
independientes por el algoritmo ABGD. En la maxima particidbn que registré el

algoritmo (i.e. 10 grupos, ver discusion) las secuencias de las tres especies
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formaron un solo grupo, indicando que corresponden a una misma especie

potencial.

Frecuencia A
132 — "

No. de

Particion inicial
B Particion recursiva

aTon"o
S100° 04
£200" 0
SEQ0° 04
£500°" 0
80004
£210°04
1004
LE4- DR
Ev0 0

" Distancia previa intraespeciﬁca%

Figura 6. A, Histograma de distribucion frecuencias de distancias genéticas
pareadas (Kimura 2 parametros) entre las secuencias en la matriz B (nueve
especies de GenBank/BOLD, A. antonii, A. mariarum y A. tolimensis). La flecha
indica el valor umbral encontrado por el algoritmo ABGD que separa la variacion
genética intra- e interespecifica. B, Diagrama mostrando como el niumero de
grupos encontrados por el algoritmo varia respecto a diferentes valores de

distancia maxima previa intraespecifica o umbrales.
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Tabla 4. Numero de grupos (especies potenciales) encontrados por el algoritmo
ABGD en las particiones inicial (Po) y recursiva (Pr) a partir de diferentes valores
de divergencia intraespecifica minima (Pmin), maxima (Pmax) y numero de

iteraciones (steps).

Parametros No. grupos Po No. grupos Pgr

Pmin Pmax steps

Valores por defecto

0,001 0,1 10 10 14
0,001 0,1 5000 10 10
Caso 1: Todas las especies (78 spp)
0,000001* | 0,1829 10 10 17
0,000001* | 0,1829 5000 10 10
Caso 2: Especies con dos 0 mas secuencias (45 spp)
0,000001* | 0,1824 10 10 17
0,000001* | 0,1824 5000 10 10
Caso 3: Especies con tres o0 mas secuencias (29 spp)
0,0008 0,0979 10 17 14
0,0008 0,0979 5000 17 10

*La divergencia intraespecifica en los casos uno y dos fue 0 (Tabla 3). Para
calcular el numero de grupos por el algoritmo ABGD en estos dos casos se
ajustd un valor de Pmin = 0.000001, pues la ejecucion del algoritmo no acepta

un valor de Pmin = 0.0.

6.3.Analisis filogenéticos

Los arboles filogenéticos resultantes (Figs. 7 y 8) fueron parecidos en cuanto a
su topologia y difieren solo en nodos que estan débilmente soportados, por lo
gue solo se tendran en cuanta nodos que estan soportados en ambos arboles.
En los analisis filogenéticos las ocho especies de Anolis con secuencias de

Genbank/BOLD son inferidas como monofiléticas con alto soporte de nodos
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(Probabilidad posterior, PP = 0.90 y Bootstrap, B > 90%, excepto A humilis B =
78%; Figs. 7 y 8, respectivamente). Las especies Anolis antonii, A. mariarum y A.
tolimensis no son inferidas monofiléticas, sin embargo las tres especies forman
un clado bien soportado (PP = 1, Fig. 7; B = 94%, Fig. 8). En este clado se
obtuvieron seis grandes clados (A — F) con alto soporte en ambos arboles (PP >
0.89 y B > 93%) conformados por cuatro o mas individuos de una misma
localidad en todos los casos, incluyendo a veces individuos de localidades o
especies diferentes. Cinco clados estuvieron conformados por individuos de la

misma especie y un clado estuvo conformado por individuos de dos especies.

e El clado A conformado por cuatro de los cinco individuos A. tolimensis de
Falan en Tolima (PP = 1; B = 100%).

e El clado B conformado por todos los individuos (cuatro) A. antonii de
Tatama en Risaralda (PP = 1; B = 99%).

e El clado C conformado por cinco de los siete individuos A. antonii de la
Laguna de Sonso y todos los individuos (cuatro) de El Dorado en el Valle
del Cauca (PP = 1; B = 98%).

e El clado D conformado por dos de los cuatro individuos A. antonii de
Cajibio en Cauca y todos (seis) los individuos A. antonii de El Pato y La
Minga (uno) en el Valle del Cauca (PP = 1; B = 98%).

e El clado E conformado por individuos de dos especies: dos de los siete
individuos A. antonii de la Laguna de Sonso en el Valle del Cauca, dos de
los cuatro individuos A. antonii de Cajibio en el Cauca, cuatro de los cinco
individuos A. tolimensis de Sasaima, el Unico individuo A. tolimensis de
Yacopi en Cundinamarca y uno de los cinco individuos A. tolimensis de
Falan en Tolima (PP = 0.97; B = 94%).

e EIl clado F conformado por individuos A. mariarum de Carolina del
Principe en Antioquia (PP = 0.89; B = 98%).

Los arboles filogenéticos sugieren una cercana relacion entre localidades

geograficamente separadas (e.i. Antioquia y Valle del Cauca) que corresponden
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a rangos de distribucion de especies diferentes (e.i. Anolis mariarum y A. antonii,

respectivamente).
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Figura 7. Arbol Bayesiano reconstruido a partir de secuencias del gen COI
de A. antonii (rojo), A. tolimensis (verde), A. mariarum (azul) y de especies
con secuencias de GenBank/BOLD (negro). Para cada secuencia se indica la
localidad en letras: A - Anori; B - Carolina del Principe; C - Belmira; D - Alto de
San Miguel; E - Jerico; F - PNN Tatama; G - El Dorado; H - Laguna de Sonso; | —
La Minga; J — El Pato; K — Cajibio; L — Falan; M — Yacopi; N — Caparrapi; O —

Sasaima; P — Laguna de Pedro Palo. Se indican los soportes de nodo para

aguellos con valores de Probabilidad Posterior igual o mayor a 0.75.
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Figura 8. Arbol de Méaxima Verosimilitud reconstruido a partir de
secuencias del gen COI de A. antonii (rojo), A. tolimensis (verde), A.
mariarum (azul) y de especies con secuencias de GenBank/BOLD
(negro). Para cada secuencia se indica la localidad en letras: A — Anori; B
— Carolina del Principe; C — Belmira; D — Alto de San Miguel; E — Jerico; F —
PNN Tatamé; G — El Dorado; H — Laguna de Sonso; | — La Minga; J — El
Pato; K — Cajibio; L — Falan; M — Yacopi; N — Caparrapi; O — Sasaima; P —
Laguna de Pedro Palo. Se indican los soportes de nodo para aquellos con

Bootstrap mayor o igual a 70%.
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Las secuencias de individuos A. mariarum pertenecientes a tres localidades en
Antioquia (e.i. Anori, Belmira y Alto de San Miguel) y los individuos A. antonii de
Jericg, también en Antioquia, no forman clados soportados por localidad. Sin
embargo todos los individuos colectados en las localidades de Antioquia
(excepto Anori) forman un clado soportado (PP = 0.98, Bootstrap = 74%) que
incluye también individuos de localidades en el Valle del Cauca (Laguna de

Sonso y El Dorado).

6.4.Red de haplotipos

Se encontraron 36 haplotipos entre las secuencias de las especies de interés: 16
para A. antonii, 14 para A. mariarum y 7 para A. tolimensis. Los haplotipos
pertenecientes a las localidades Alto de San Miguel para A. mariarum y Jerico
para A. antonii en Antioquia se encuentran separados por solo un paso
mutacional, indicando una relacién estrecha entre los individuos de estas dos
especies en Antioquia. La red de haplotipos muestra congruencia geografica
entre 4 de las cinco localidades muestreadas en Antioquia (B, C, D y E, Fig. 9)
dado que los haplotipos encontrados para estas cuatro localidades se
encuentran separados por un paso mutacional (excepto haplotipos de Carolina
del Principe, ocho pasos). Para A. antonii no hay congruencia entre la relacion
de los haplotipos mostrados en la red y la ubicacidbn geografica de las
localidades de muestreo. EI mismo caso se presenta para A. tolimensis ya que
haplotipos de una misma localidad (Falan) se encuentran separados hasta por
41 pasos (Fig. 9). Individuos A. antonii del Cauca (Cajibio) y Valle del Cauca
(Laguna de Sonso) comparten un haplotipo con individuos A. tolimensis de

Tolima (Falan) y Cundinamarca (Yacopi y Sasaima; Fig. 6).
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Figura 9. Red de haplotipos para A. antonii, A. mariarum y A. tolimensis.
Cada haplotipo esta representado por un circulo en la red. El tamafio de los
circulos es proporcional a la frecuencia del haplotipo. Circulos en la red
compuestos de dos colores corresponden a un haplotipo compartido entre dos
especies. El color de los circulos (haplotipos) y las letras (localidades) indican
cada especie, A. antonii (rojo), A. mariarum (azul) y A. tolimensis (verde).
Circulos blancos representan secuencias inferidas. Letras en la red
corresponden a localidades de origen de las muestras indicadas también en el
mapa. Lineas segmentadas en la red agrupan haplotipos de una misma
localidad. La longitud de las ramas es proporcional al nUmero pasos

mutacionales (lineas transversas sobre ramas) entre haplotipos.
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7. DISCUSION

El éxito en la amplificacion del fragmento del gen COI fue 72.27% dado que no
fue posible obtener la secuencia deseada en 20 de las 88 muestras disponibles.
La discrepancia entre el nimero de muestras disponibles y el numero de
secuencias obtenidas se debi6 a problemas en la amplificacion por PCR del
fragmento de COI, a pesar de haber usado diferentes combinaciones de
cebadores, y a la baja calidad de las secuencias obtenidas en algunas muestras.
Este porcentaje de éxito es menor al obtenido por (Jeong et al., 2013) con un
éxito en la amplificacion del gen COI de reptiles de Korea de 78%, y por
Guarnizo et al., (2015) con un éxito en la amplificacion del mismo gen en Anuros
de Colombia de 88.6%. A pesar de haber usado cebadores universales (i.e.
LCO1490 — HCO2198, Folmer et al.,, 1994), como en Jeong et al., (2013) y
Guarnizo et al., (2015), estos no amplificaron el fragmento deseado en ninguna
reaccion de PCR a partir del ADN gendmico de A. antonii, A. tolimensis y A.
mariarum. Los cebadores universales amplificaron la regién deseada usando
como ADN molde (templete) fragmentos amplificados con la combinacion de
cebadores TRPF.12 - REPTBCr o TRPF.12 - HCO2198, teniendo en cuenta que
bandas claras en los geles al revelar los amplificados no siempre son

indicadores de una posterior secuenciacion de buena calidad.

7.1.Divergencia intra- e interespecifica en el género Anolis

Para las especies Anolis antonii, A. mariarum y A. tolimensis se encontraron
valores de divergencia intraespecifica (dintra) = 8.76%, 2.86% y 4.98%
respectivamente (Tabla 2). Anolis antonii y A. tolimensis presentan una
divergencia intraespecifica mayor al promedio de divergencia intraespecifica
calculado a partir de las especies de Anolis en GenBank/BOLD en los casos uno
(Todas las especies, dintra = 3.08%), caso dos (especies con dos 0 mas
secuencias, dintra = 3.08%) y caso tres (especies con tres 0 mas secuencias,

dintra = 3.03%; Tabla 3). Anolis mariarum es la Unica de las especies de interés
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gue presenta una divergencia intraespecifica similar al promedio de divergencia
intraespecifica para el género Anolis en los casos uno, dos y tres (Tabla 3).
Comparados con otros grupos de reptiles, los valores de divergencia
intraespecifica encontrados para A. mariarum y A. tolimensis estan dentro de los
valores minimos y maximos reportados en lagartos de la familia Lacertidae en
Alemania (Hawlitschek et al., 2016). Estos valores oscilan entre 0.09% (para la
especie Zootoca vivipara Lichtenstein 1823) y 8.07% (para la especie Podarcis
muralis Laurenti 1768) con un promedio de 1.60%. La familia Lacertidae fue la
Unica referencia dentro de los lagartos con valores reportados de divergencia
intraespecifica del gen COI. Laopichienpong et al., (2016) reportan valores de
divergencia intraespecifica del gen COIl para 35 especies de serpientes de
Tailandia que oscilan entre 0-6.81%, con un promedio de 1.4%. Jeong et al.,
(2013) reportan valores de divergencia intraespecifica del gen COI para reptiles
de Korea que oscilan entre 0-1.7%, con un promedio de 0.2%. Chambers y
Hebert (2016) reportan valores de divergencia intraespecifica del gen COIl que
oscilan entre 0-21.22%, con un promedio de divergencia intraespecifica de
2.96% para 172 especies de reptiles de Norte América de diferentes géneros y
de diferentes familias, siendo el valor mas cercano al promedio de divergencia
intraespecifica encontrado en los casos uno, dos y tres (Tabla 3) pero teniendo

en cuenta especies de un mismo género (e.i. Anolis).

Anolis antonii y A. tolimensis tuvieron la divergencia interespecifica mas alta
entre las especies de interés (9.30%), seguida de la divergencia entre A. antonii
y A. mariarum (8.31%) y por ultimo entre A. mariarum y A. tolimensis (7.7%)
(Tabla 2). Estos valores de divergencia interespecifica son mas bajos respecto al
promedio de divergencia intraespecifica (pdintra) calculado a partir de las
especies de GenBank/BOLD en los casos uno (todas las especies, pdintra =
23.69%), caso dos (especies con dos 0 mas secuencias, pdintra = 23.33%) y
caso tres (especies con tres 0 mas secuencias, pdintra = 23.32%; Tabla 3).
Kohler et al., (2014a) reportan un valor de divergencia interespecifica para el gen

COI entre Anolis peucephilus X Anolis omiltemanus de 11.5%, siendo hasta
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ahora el unico valor de divergencia en el gen COI reportado entre especies de
Anolis. Sin embargo, para este valor no se menciona el procedimiento para
realizar el céalculo, por lo que no es un valor comparable con los valores en la
Tabla 3. Las secuencias de A. peucephilus y A. omilatemanus no estaban
disponibles al momento de hacer la busqueda de secuencias del gen COI en
GenBank y en BOLD y no fueron incluidas en los célculos relacionados en la
Tabla 3. Ademas, parece haber discrepancia en el reconocimiento de A.
peucephilus como especie valida dado que no hay certeza de que A.
peucephilus y A. omiltemanus sean especies diferentes, pues no ha habido un
muestreo exhaustivo que cubra las localidades en las que se distribuyen estos
taxa (Steve Poe, comentario personal). Hawlitschek et al., (2016) reportan
valores de divergencia interespecifica de 6.01% (Lacerta bilineata Daudin 1802
X Lacerta viridis Laurenti 1768) y 13.66% (Lacerta agilis Linnaeus 1758 X
Lacerta viridis Laurenti 1768) para especies congenéricas de lagartos
Lacertidae, con un promedio de 8.56%. Laopichienpong et al., (2016) reportan
valores de divergencia interespecifica del gen COIl para 35 especies de
serpientes (teniendo en cuenta diferentes géneros de diferentes familias) de
Tailandia que oscilan entre 4.02 — 27.71%. Jeong et al., (2013) reportan valores
de divergencia interespecifica del gen COIl para reptiles de Korea (teniendo en
cuenta diferentes géneros de diferentes familias) que oscilan entre 1.9 — 9.3%,
con un promedio de 6.0%. Las divergencias interespecificas encontradas en los
estudios mencionados sugieren que no hay un valor promedio de divergencia
interespecifica similar entre diferentes taxa de reptiles para el gen COl, siendo
las serpientes de Tailandia y las especies de Anolis los taxa con valores de

divergencia interespecifica mayores a 20%.

Los valores promedio de divergencia intraespecifica reportados en estudios de
cbdigo de barras de ADN en reptiles estan por debajo de 3,0% (e.g. Jeong et al.,
2013; Chambers y Hebert, 2016; Hawlitschek et al., 2016; Laopichienpong et al.,
2016), similar al valor encontrado en este estudio para A. mariarum (2,86%). Por

el contrario, los valores de divergencia intraespecifica encontrados para A.
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antonii y A. tolimensis (8.76% y 4.98%, respectivamente; Tabla 2), y aquellos
encontrados para las otras especies de Anolis evaluadas (casos uno = 3.08%,
dos = 3.08%, y tres = 3.03%; Tabla 3) estuvieron por encima de 3.0%, el umbral
sugerido por Hebert et al., (2003) como barcode gap general. Los resultados
indican que este valor no puede ser usado como valor umbral para separar

especies en Anolis.

7.2.Aplicacion del algoritmo ABGD

El algoritmo ABGD encuentra un valor de distancia intraespecifica maxima previa
P o valor umbral que es usado para separar las secuencias de un alineamiento
en grupos potenciales candidatos a especie Puillandre et al., (2011).
Tedricamente, el valor umbral (o barcode gap) se define en base al supuesto de
que las diferencias entre las especies son significativamente mas altas en
comparacion a las diferencias dentro de las especies (Hebert et al., 2003b, 2004,
Bucklin et al., 2011), por tanto hay un espacio en la distribucion de diferencias
pareadas entre secuencias de un alineamiento que separa las diferencias
intraespecificas de las interespecificas. Este barcode gap no existe para las
especies del género Anolis (Fig. 6A), debido a que se observa sobrelapamiento
entre las divergencias intra- e interespecificas para este grupo. Chambers y
Hebert (2016) reportan la misma situacién para 172 especies de reptiles en

Norteameérica.

El nimero de grupos encontrados en la particion inicial del ABGC fue constante:
10 grupos en los ocho andlisis ejecutados. Este valor fue similar al nimero de
especies en el conjunto de datos (12 especies). Esto coincide con lo sugerido
por Puillandre et al.,, (2011) al encontrar que las particiones iniciales son
tipicamente estables en un amplio rango de valores P (previa distancia maxima
intraespecifica o valor umbral) encontrados para hacer las particiones, siendo
similar el niumero de grupos encontrados y el nimero de especies delimitadas
por taxonomia clasica. El nimero de grupos encontrados en la particion
recursiva en los casos con Steps = 10 fue variable (Tabla 4). El parAmetro Steps

es dejado por defecto en 10 por el algoritmo y por lo general no es modificado en
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los estudios donde se ha reportado la utilizacion del mismo (e.g. Puillandre et al.,
2011; Guarnizo et al., 2015; Boissin et al., 2017; excepto Laopichienpong et al,
2016 con Steps = 50). Sin embargo, en este estudio se encontré que el nimero
de grupos encontrados en las particiones recursivas varid6 al modificar el
parametro Steps sin modificar los valores de Pmax y Pmin (Tabla 4). Por
ejemplo, cuando los parametros Pmin y Pmax fueron ajustados a los valores por
defecto el algoritmo recuperd 14 grupos con Steps = 10. Luego, el algoritmo
recuperd 10 grupos con Steps = 11; 10 grupos con Steps = 12, 14 grupos con
Steps = 20, 10 grupos con Steps = 50 y mantuvo constante el nimero de 10
grupos hasta un Steps = 5000 (maximo valor de Steps ajustado para ejecutar el
algoritmo). El valor de Steps fue aumentado gradualmente de 500 en 500 a partir
de Steps =50 (resultados no mostrados).

En todos los andlisis ejecutados el numero de grupos converge a 10 cuando el
valor de Steps = 5000 independientemente del valor de Pmin y Pmax utilizado
(Tabla 4). Las secuencias incluidas en cada uno de los 10 grupos también fueron
constantes (Anexo 5). El nUmero de grupos encontrados por el algoritmo con
Steps = 5000, independientemente del valor que se ajuste en Pmax y Pmin,
indica que el parametro Steps es muy importante para llegar a un namero
constante de grupos y que por tanto el valor por defecto del pardmetro (10) no
asegura un estimado confiable del verdadero nimero de grupos (especies
tentativas) que puede inferir el algoritmo. Por tanto se considera que la particion
Optima encontrada es de 10 grupos en el conjunto de datos: nueve grupos
corresponden a las nueve especies con secuencias de Genbank/BOLD por lo
que éstas especies fueron delimitadas apropiadamente por el algoritmo, y un
grupo que incluye las 68 secuencias de A. antonii, A. tolimensis y A. mariarum
(Anexo 5), indicando que corresponden a una sola especie potencial. Al aplicar
el algoritmo ABGD se considera que una especie es delimitada apropiadamente
cuando todas las secuencias de dicha especie pertenecen a un mismo grupo sin

incluir secuencias de otras especies (Puillandre et al., 2011).

Para que el algoritmo ABGD funcione correctamente, la tasa de especiacién y el

62



namero de especies evaluado son factores importantes. Cuando el evento de
especiacion entre las especies en estudio ha sido suficientemente antiguo el
algoritmo puede encontrar todas las especies, pero cuando el evento de
especiacion es muy reciente no hay posibilidad de que los datos moleculares
permitan diferenciar las especies, pues es probable que no se puedan ver
diferencias entre la divergencia intra- e interespecifica (Puillandre et al., 2011).
Este hecho podria explicar por qué las especies de interés conforman un solo

grupo (e.i. una sola especie potencial).

7.3.Analisis filogenéticos y red de haplotipos

Las nueve especies con secuencias de Genbank y BOLD son inferidas como
monofiléticas, sin embargo las relaciones entre estas estan débilmente
soportadas (politomia Fig. 7; B < 70% Fig. 8). Esto posiblemente se debe a la
elevada tasa de evolucion molecular en el gen mitocondrial COIl, por lo que es
atil para informar sobre relaciones histéricas recientes a través de cortos
periodos de tiempo (e.g. linajes con breves historias de aislamiento reproductivo)
pero haciéndolo un marcador deficiente para calcular relaciones profundas entre
especies (Hebert et al., 2004; Galtier et al., 2009). Por el contrario, Anolis antonii,
A. mariarum y A. tolimensis no son inferidas monofiléticas, aunque las tres
especies forman un clado fuertemente soportado (PP = 1, Fig. 7; B = 94%, Fig.
8). Este resultado concuerda con el algoritmo ABGD en la maxima particién que
registré (10 grupos — Tabla 3), donde las 68 secuencias de Anolis antonii, A.

tolimensis y A. mariarum conformaron un grupo independiente (Anexo 5).

Los arboles filogenéticos reconstruidos muestran un clado altamente soportado
gue contiene todas las secuencias de A. antonii, A. tolimensis y A. mariarum,
concordando con la filogenia calculada a partir del gen mitocondrial ND2 en
Grisales-Martinez et al, (2017). Sin embargo Poe et al., (2015, 2017) muestran
una filogenia en la que A. antonii y A. mariarum forman un clado bien soportado
(PP = 1) que excluye a A. tolimensis, contrario a lo observado en este estudio

donde en los arboles reconstruidos hay clados fuertemente soportados con
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secuencias de A. antonii y A. tolimensis (PP = 0.97, Fig. 7; B = 94%, Fig. 8) y de
A. mariarum con A. tolimensis (PP = 0.86, Fig. 7).

Dentro del clado que contiene todas las secuencias de A. antonii, A. tolimensis y
A. mariarum se destacan seis clados (A — F) con alto soporte en los andlisis
Bayesianos y de Maxima Verosimilitud conformados por cuatro o mas individuos
de una misma localidad pero no necesariamente incluyendo todos los individuos
de una misma localidad o de localidades cercanas geograficamente (clados A,
C, Dy E), situacién que solo presentan los clados By F. Los clados A y B estan
conformados por individuos de la misma especie, A. tolimensis y A. antonii
respectivamente, pertenecientes a la misma localidad (aunque no todos los
individuos de esas localidades estan incluidos en el clado; clado A; Fig. 7 y 8).
De hecho, las secuencias que forman cada uno de estos dos clados son
reconocidas como dos grupos independientes por el algoritmo ABGD cuando el
namero de grupos encontrado es 14 y 17 grupos (Tabla 4, Anexo 5). Resulta
interesante el hecho de que el clado A (con individuos A. tolimensis) tenga una
relacion débilmente soportada con la secuencia de un individuo de A. mariarum
de Anori (Antioquia), posiblemente teniendo implicaciones geograficas no
descritas (ver mas adelante). La secuencia de ese individuo A. mariarum fue
reconocida como un “grupo” independiente por el algoritmo ABGD cuando el

namero de grupos fue 17.

A pesar de la continuidad geogréafica entre todas las localidades de muestreo
para A. antonii desde el sur (Cauca) hasta el norte (Antioguia) de la cordillera de
los Andes en Colombia, no es posible observar ese continuo geografico en los
arboles filogenéticos reconstruidos, salvo el clado C que esta conformado por
individuos A. antonii que pertenecen a localidades geograficamente cercanas en
el Valle del Cauca (El Dorado y Laguna de Sonso, Fig. 5 y 9). Estas ultimas
(clado C) aparecen mas relacionadas con localidades de Antioquia que
pertenecen al rango de distribucion de A. mariarum, principalmente con la

localidad Carolina del Principe (clado F) y ademas no todos los individuos de las
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localidades del clado C estan incluidas (e.i. incluye solo dos de los cuatro
individuos de Cajibio Cauca). Esta relacion entre los clados C y F esta bien
soportada en el arbol Bayesiano y de Maxima Verosimilitud (P = 0.98 y B =
82%). Esta situacion es similar en las localidades muestreadas para A.
mariarum. A pesar de la continuidad geogréfica de las localidades en Antioquia
no es posible ver un patrén geografico en los arboles filogenéticos dado que
solamente secuencias de individuos A. mariarum de Carolina del Principe
formaron un clado con alto soporte en ambos arboles (PP = 0.89 y B = 98%),
siendo éste el Unico clado (F) con secuencias de A. mariarum que pertenecen a
una misma localidad. El resto de individuos A. mariarum pertenecientes a
localidades en Antioquia se encuentran en clados con bajo soporte (Fig. 7 y 8).
El clado D esta conformado por individuos A. antonii en localidades a lo largo de
un continuo geografico que va desde el Cauca (Cajibio) hasta el Valle del Cauca
(ElI Pato y La Minga; Fig. 5, 7 y 8), pero no incluye localidades que también
pertenecen a este Ultimo departamento (Laguna de Sonso y El Dorado) y no
todos los individuos del Cauca (2 individuos de Cajibio) pertenecen al clado D.

El clado E estuvo conformado por individuos A. antonii del Valle del Cauca
(Laguna de Sonso) y Cauca (Cajibio) junto con individuos A. tolimensis de
Tolima (Falan) y Cundinamarca (Yacopi, Sasaima). Este clado resulta ser muy
interesante debido a la morfologia hemipeneal de las dos especies que agrupa.
Este caracter es importante para discriminar entre especies estrechamente
relacionadas (Kohler et al., 2012; Klaczko et al., 2015). En este caso la diferencia
en morfologia hemipeneal entre A. antonii (hemipene bilobado) y A. tolimensis
(hemipene unilobado) permite delimitar las especies, pero la informacion
molecular del gen COI no esta soportando esta delimitacion. Ademas, las
localidades a las que pertenecen los individuos de A. antonii se encuentran
separadas de las localidades a las que pertenecen los individuos de A.
tolimensis por la Cordillera Central (Fig. 2). El clado E puede ser evidencia de
flujo genético reciente entre A. antonii y A. tolimensis y la diferencia en

morfologia hemipeneal entre estas dos especies puede ser explicada por la alta

65



tasa de evolucion de caracteres genitales de machos sobre otros caracteres
morfol6gicos no genitales, caracteristico en Anolis (Kdhler et al., 2012; Klaczko
et al., 2015). Por ejemplo, en Anolis del Caribe caracteres hemipeneales
evolucionan aproximadamente seis veces mAas rapido que caracteres no
genitales (e.g. gular y longitud de extremidades traseras; Klaczko et al., 2015). Si
esto es asi, vale la pena determinar qué factores influyen en la forma que
adoptan los hemipenes en especies que han divergido recientemente, y para las
especie de interés determinar qué factores han promovido que A. antonii y A.
mariarum compartan igual morfologia hemipeneal (hemipene bilobado) y que las
hace diferentes de la forma presente en A. tolimensis (hemipene unilobado).

Las localidades de muestreo mas cercanas geograficamente para especies
diferentes se hallan en Antioquia: Alto de San Miguel para A. mariarum y Jerico
para A. antonii, separadas por aproximadamente 35 Km lineales atravesando el
valle geografico del Rio Cauca. Los haplotipos pertenecientes a estas dos
localidades se encuentra separados por solo un paso mutacional (Fig. 9),
indicando una relaciébn muy estrecha entre los individuos de las dos especies en
Antioquia y que puede ser explicada por flujo genético reciente entre individuos
de estas dos localidades. Ademas, la red de haplotipos muestra congruencia
geografica entre 4 de las cinco localidades muestreadas para A. mariarum en
Antioquia (B, C, D y E; Fig. 9) dado que los haplotipos encontrados para estas
cuatro localidades se encuentran separados hasta por un paso mutacional
(excepto haplotipos de Carolina del Principe). Para A. antonii no es evidente la
congruencia entre la relaciébn de los haplotipos mostrados en la red y la
ubicacion geogréfica de las localidades de muestreo (Fig. 9). Haplotipos
encontrados en Jeric6 Antioquia son mas similares a los haplotipos del Valle del
Cauca en El Dorado y Laguna de Sonso en comparacion a los haplotipos de
Risaralda en Tatama, localidad geograficamente mas cercana a Jericé (Fig. 9).
La red de haplotipos muestra la misma relacion soportada en los arboles

filogenéticos.
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Un haplotipo presente en individuos A. antonii del Cauca en Cajibio y del Valle
del Cauca en Laguna de Sonso es compartido con individuos A. tolimensis de
Tolima en Faldn y de Cundinamarca en Yacopi y Sasaima, lo que resulta
interesante dado que estas dos especies presentaron la divergencia
interespecifica mas alta entre las especies de interés (9.30%; Tabla 2) y
formaron un clado (clado E) altamente soportado en los arboles filogenéticos.
Este haplotipo compartido entre A. antonii y A. tolimensis (Fig. 9) no permite
delimitar las especies usando el fragmento del gen COI propuesto como cédigo

de barras universal.

Existe una similitud de los haplotipos de Antioquia para Anolis mariarum que
corresponde con la geografia de la cordillera Central. Haplotipos de localidades
sobre la ladera occidental de la Cordillera Central (e.i. Belmira y Alto de San
Miguel) son mas similares entre si que con los haplotipos de localidades sobre la
ladera oriental de la Cordillera Central (e.i. Anori y Carolina del Principe). Los
arboles filogenéticos y la red de haplotipos también muestran una relacién entre
individuos A. mariarum de Anori con haplotipos de la especie A. tolimensis. El
clado A (con individuos A. tolimensis de Falan) aparece débilmente relacionado
con la secuencia de un individuo de A. mariarum de Anori y la Figura 6 muestra
que los haplotipos de Anori son mas similares a todos los haplotipos de A.
tolimensis (10 pasos mutacionales) en lugar de ser mas similares al resto de
haplotipos presentes en Antioquia (14 pasos mutacionales). La presencia de un
haplotipo compartido entre individuos A. antonii del Cauca y Valle del Cauca con
individuos A. tolimensis de Tolima y Cundinamarca (clado E) y la similitud entre
los haplotipos de A. mariarum en Anori (Antioquia) con haplotipos de A.
tolimensis (Cundinamarca, Tolima) podria sugerir que los tres taxa son en
realidad una sola especie con poblaciones geograficamente divergentes,
explicando también porqué el algoritmo ABGD reconoce todas las secuencias de
las tres especies como un solo grupo (una sola especie potencial). De hecho A.
mariarum y A. tolimensis podrian representar un caso similar documentado en

especies de Anolis de Centroamérica. Anolis polylepis Peters 1874 y Anolis osa
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Kohler et al 2010 son especies de Panama con caracteres morfoldégicos muy
similares pero con morfologia hemipeneal claramente distinguible (hemipene
unilobado para A. ossa y hemipene bilobado para A. polylepis), excepto para
individuos de una zona de contacto entre las dos especies en donde los machos
presentan un morfologia hemipeneal intermedia y hay entrecruzamiento entre
individuos de las dos especies (Kohler et al., 2012). Dada la similitud entre
haplotipos de A. mariarum en Anori (Antioquia) con haplotipos de A. tolimensis
(Cundinamarca, Tolima), es posible que haya existido (o que exista) una zona de
contacto entre individuos A. mariarum y A. tolimensis en algun punto de la ladera
oriental de la Cordillera Central en Antioquia, sin descartar la posibilidad haber
existido poblaciones en donde los machos tuvieran una morfologia hemipeneal

intermedia entre hemipene bilobado (A. mariarum) y unilobado (A. tolimensis).

SoInaet

AN

Figura 10. Coloracion gular en machos de Anolis tolimensis. A, MHUA-R
12770 foto por F. A. Grisales-Martinez; B, MRC235 Laguna de Pedro Palo
Cundinamarca; C, TOL019 Falan Tolima; TOL010 Laguna de Pedro. Fotos en B,
C y D por M. del R. Castaiieda.
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Tanto el algoritmo ABGD como los arboles filogenéticos muestran que A. antonii,
A. mariarum y A. tolimensis no se pueden reconocer como especies
independientes. Esto puede deberse a la presencia de haplotipos compartidos
(Fig. 6), por lo que para las especies de interés el fragmento usado como
marcador no es suficientemente informativo para separar las especies. Los
resultados obtenidos con el fragmento del COI en este estudio son contrarios a
los obtenidos por Grisales-Martinez et al.,, (2017), quienes usando el gen
mitocondrial ND2 junto con informacién de morfologia, coloracién gular y
distribucion geografica, reconocen a A. antonii, A. mariarum y A. tolimensis como
especies independientes, ademas de proponer la existencia de una nueva
especie dentro del grupo fuscoauratus, Anolis urraoi, distribuida en la ladera

occidental de la cordillera Occidental, en el municipio de Urrao Antioquia.

A pesar de tener diferentes lineas de evidencia para soportar sus resultados e
incluir las localidades tipo de las tres especies, Grisales-Martinez et al (2017) no
consideraron el amplio rango de distribucion de A. antonii y A. tolimensis. Los
resultados obtenidos a partir del gen ND2 pueden no reflejar la variacion
genética real para los dos taxa (Bergsten et al.,, 2012; Laopichienpong et al.,
2016) y los resultados a partir de coloracion gular y morfometria podrian estar
sesgados por efecto de sub-muestreo, ignorando posibles variaciones
fenotipicas interpoblacionales. A partir de los individuos de A. antonii y A.
tolimensis de las localidades relacionadas en la Tabla 1 se puede demostrar el

efecto de submuestreo en Grisales-Martinez et al (2017).

Primero, Grisales-Martinez et al (2017) describen para A. tolimensis un gular
completamente rojizo-anaranjado en base a tres especimenes frescos de la
localidad tipo (Tolima: Ibagué, Cafidon del Combeima), sin considerar variaciones
interpoblaciones en coloracion gular a lo largo del rango de distribucion de la
especie. En las localidades muestreadas para A. tolimensis (Fig. 5) se

capturaron machos con variacion de coloracion gular entre amarillo, rosado y
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anaranjado-rojizo (Fig. 10), concordando con la descripcidbn mencionada por Poe
et al, (2015) sobre el color del gular rosado y anaranjado-rojizo en machos de A.
tolimensis. Segundo, se encontraron diferencias con los valores de Longitud
Rostro-Cloacal (LRC) promedio reportados por Grisales-Martinez et al (2017).
Estos autores reportan datos a partir de 38 individuos de A. antonii, A. mariarum
y A. tolimensis; en este estudio se estimaron valores a partir de 210 individuos
de las tres especies provenientes de las localidades indicadas en la Figura 2
(Tabla 5). Grisales-Martinez et al (2017) encontraron que el caracter LRC
permite separar las tres especies pero los valores encontrados a partir de los
210 individuos medidos indican que los promedios de LRC son similares entre
las tres especies, por lo que no es imposible diferenciarlas al usar esta medida
(Tabla 5). Teniendo en cuenta los dos aspectos mencionados anteriormente se
puede decir que los resultados obtenidos en Grisales-Martinez et al (2017)
estan sesgados por efecto de submuestreo y que por tanto la consideracién de
las localidades tipo para las especies de interés no es suficiente para cubrir

variaciones intraespecificas genéticas y morfoldgicas.

Tabla 5. Comparacion de valores promedio y desviacion estandar de la Longitud
Rostro-Cloacal (LRC) de individuos A. antonii, A. mariarum y A. tolimensis

reportados por Grisales et al., 2017 y los obtenidos en este estudio.

Este estudio Grisales et al., 2017
Especie Sexo | No. ind promedio No. ind promedio + ds
medidos ds medidos
y d 48 44,98 + 3.20 7 41.93 +3.36
A.antonit 5 55 | 47.38+3.85 6 45.63 + 4.79
_ 3 31 47,74 £ 3.61 9 48.40 £ 5.23
A.mariarum 3 27 | 49.30 £ 2.64 10 4754 + 3.57
: : d 18 46.33+2.81 5 47.97 +3.39
A. tolimensis o 31 | 47.68=2.80 1 45.71

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el fragmento del gen COI

usado como cddigo de barras no reconoce a cada una de las especies de interés
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como especies independientes. Los analisis realizados (aplicacion del algoritmo
ABGD, reconstrucciéon de arboles filogenéticos y red de haplotipos) sugieren que
estas especies son en realidad una sola especie con poblaciones divergentes
genéticamente a lo largo de la cordillera de los Andes. Sin embargo hay que
resaltar que datos de secuencias de un unico gen (COI en este estudio) pueden
no proveer suficiente informacién para delimitar especies (DeSalle, 2006; Roe y
Sperling, 2007; Galtier et al., 2009). Una razén que puede explicar por qué COI
no permite reconocer las tres especies de manera independiente es que se trate
de especies que tengan un tiempo de divergencia muy corto y que por tanto no
han acumulado suficiente variacion en el gen mitocondrial COIl y posiblemente
en todo su genoma (Puillandre et al., 2011). También se debe tener en cuenta
gue varios procesos evolutivos, aparte de tiempos de divergencia recientes entre
especies, pueden homogenizar el genoma mitocondrial de distintas especies a
través de introgresidon genética (haciendo que la diversidad mitocondrial
interespecifica sea muy baja) o por seleccion balanceadora (aquella que
mantiene la diversidad intraespecifica alta; Galtier et al., 2009). Tales procesos
pueden afectar seriamente la distincion entre divergencias intra- e
interespecificas, provocando errores al usar secuencias como etiquetas (i.e.
barcodes) para la identificacion de especimenes y la delimitacién de especies
(Galtier et al., 2009).

En conclusion, para identificar Anolis, el gen COI no deberia ser utilizado como
codigo de barras exclusivo y deberia ser combinado con el andlisis de otros
genes, junto con datos morfol6gicos, geograficos, y/o ecoldgicos para tener una
confiable delimitacion de especies, respondiendo a lo que se ha denominado
una taxonomia integrativa (e.g. (Puillandre et al., 2011; Damm et al., 2010;
Cacciali y Kohler, 2018).
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8. CONCLUSIONES

Existe sobrelapamiento en la divergencia intra- e interespecifica del gen
COl de las especies Anolis antonii, A. mariarum y A. tolimensis dado que
el mayor valor de divergencia intraespecifica es 8.76% (A. antonii) y el
minimo valor de divergencia interespecifica es 7.7% (A. tolimensis X A.
mariarum).

Las secuencias de las especies Anolis antonii, A. mariarum y A. tolimensis
forman un grupo en la maxima particion que registré el algoritmo ABGD
(10 grupos), por tanto son reconocidas por el algoritmo como una sola
especie potencial.

Las especies Anolis antonii, A. mariarum y A. tolimensis no son inferidas
monofiléticas en los &arboles filogenéticos reconstruidos. Los clados
formados con secuencias de estas especies estan soportados en los
arboles filogenéticos Bayesiano y de Maxima Verosimilitud, estando
conformados por secuencias de individuos de dos especies diferentes (e.i.
clado E -A. antonii y A. tolimensis, Probabilidad Posterior = 0.97 y
Bootstrap = 94%) o indicar una relacion cercana entre localidades
geograficamente separadas y de dos especies diferentes (e.i. Clado C
para A. antonii del Valle del Cauca con individuos A. antonii y A. mariarum
de todas las localidades en Antioquia, excepto Anori; Probabilidad
Posterior = 0.98 y Bootstrap = 74%).

El fragmento del gen COI propuesto como cddigos de barras universal
para la identificacibn de especimenes no deberia ser utilizado como
etiqueta Unica para identificar especies de lagartijas del género Anolis. El
algoritmo ABGD agrupa las secuencias de A. antonii, A. mariarum y A.
tolimensis en un solo grupo (una sola especie potencial), la inferencia
filogenética soporta clados con secuencias de hasta dos especies y la red
de haplotipos evidencia la presencia de haplotipos compartidos y falta de
estructuracién genética poblacional entre las localidades muestreadas

para las especies de interes.
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Existe sobrelapamiento en la divergencia intra- e interespecifica del gen
COl para el género de lagartijas Anolis dado que los valores maximos de
divergencia intraespecifica (e.g. 9.80%, caso 3) son mas altos que los

valores minimos de divergencia interespecifica (e.g. 5.57%, caso 3).
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9. RECOMENDACIONES

Realizar analisis a partir de diferentes lineas de evidencia (e.g. caracteres
morfoldgicos, escamacion, coloracion gular) para soportar el estatus taxonémico
de Anolis antonii, A. mariarum y A. tolimensis. En este estudio la informacion
molecular del gen mitocondrial COIl sugiere que los tres taxa nombrados
corresponden a la misma especie. Sin embargo la informacion molecular de otro
gen mitocondrial (ND2) sugiere que se trata de tres especies diferentes. Por
tanto el problema de identificacion de las tres especies aun debe ser tratado con

cuidado dado que genes mitocondriales estdn mostrando resultados contrarios.

Hacer morfometria clasica, conteo de escamas, fotografias de especimenes
vivos y obtener muestras de ADN (o de tejido) de individuos Anolis urraoi, nueva
especie propuesta por Grisales-Martinez et al (2017), del municipio de Urrao en
Antioquia para determinar si en realidad existen suficientes diferencias
morfométricas, de coloracién gular y moleculares para ser considerada como

una especie diferente a A. mariarum.

Dada la restringida distribucion geografica considerada por Grisales-Martinez et
al (2017) es pertinente cubrir la totalidad del rango de distribucion de las
especies en los Andes y utilizar otros marcadores moleculares mitocondriales
como ND2, 16s y/o Cty b, ademas de marcadores nucleares (PRLR, BDNF,
PTPN12; Hofmann y Townsend, 2017), para corroborar el estatus categorico de
estos tres taxa y reconstruir la historia filogeogréfica de las especies (Dool et al.,
2013).
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11.ANEXOS

Anexo 1. Resolucion 1070 del 28 de agosto de 2015, expedida por la
Autoridad Nacional De Licencias Ambientales, por la cual se otorga un
Permiso Marco de Recoleccién de Especimenes de Especies Silvestres de la
Diversidad Bioldgica con Fines de Investigacion Cientifica No Comercial a la
Universidad del Valle.
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Anexo 2. Resolucion 1234 del 02 de octubre de 2015, expedida por la Autoridad
Nacional De Licencias Ambientales, por la cual se otorga un Permiso Individual
de Recoleccion de Especimenes de Especies Silvestres de la Diversidad
Biologica con Fines de Investigacion Cientifica No Comercial a la investigadora
Maria del Rosario Castafieda Prada.

4 )

Lmicd 3 (e
Reoiteca de Coomba
Mhrurans: 08 Amiei ¢ oy Sosndis

AUTORIDAD NACIONAL DE LICENCIAS AMEIIENTALES
ANLA

RESOLUCION o

230,y

wnmnmmmmuwum.mmwsmmm
Dwersidad Buolbgica con fines de mvestigacion cientifica no comercial y 5& loman olras caberminacionss”

EL DIRECTOR DE LA AUTORIDAD MACIONAL DE LICENCIAS AMBIENTALES - ANLA

En uso de las facultades legales, en especial, de las conlerdas en el Decrelo Ley 2811 de 1574, la Ley
98 de 1953, of Decreto Ley 3573 de 2011, o Decreto 1076 ded 26 de mayo de 2015, ¥

CONSIDERANDD

Que mediagrte radicads 2015020938-1-000 del 21 de abril de 2015, la investigadora MARM DEL
ROSARIO CASTAREDA PRADA, idertificada con cédula de ciudadania No. 52 385042, presentd ante
ﬂwwumm-m._MMhPmiMh

Que mediarte Auto J065 del 27 de mayo de 2015 se tio inicio al iramae de Permiso Individual de
Recoleccidn de especimenes de especies silvestres de la Diversidad Biclagica con fines de investigacion
chertifica no comercial para el proyecto “Esfucio sobve las refaciones Wogandiicas de las laganiyas Anolis
{Sauria: Dactyioides)”, y se ‘e asignd el expediente D8 0456-00, bapo el cual se realizan todas las
aciyacones adrmnisirativas comesponcanies.

Que con radicado 2015033130-2.000 del 24 de junio de 2015, la ANLA solicild a Parques Nacionales
Naturales de Colombia, emitir conceplo técnico sobre el prayecto presentado por la investigadora MARLA
WLWMTM

Que a través de escrilo con radicado 2015033130-1-001 del 17 de julio de 2015, Parques Nacionales
Naturakes de Colombia remitid a esta Entidad el concepto soiicitado, on el cual consdend viable clorgar ¢l
persg en comento en las localdades ubicadas en & Parque Nacional Natural Gargona y &l Santuanc de
Fauna y Fiara Malpeio

Cue #valuada a3 documentacion obrarte en el expediente por @ drea técnica de la Subdireccidn de
Instrumentos, Permisos, y Tramites Ambientales de ka ANLA, s emitio &l concepto Wenico 3867 del 30 de
oo de 2015 en los sigusenies Miminos:

1.)

2 INFORMACION PARA EL TRAMITE DEL PERMISO

La nlormacidn que s& prasenta a conlinuacitn comesponde a una copia kexdual de |a solicitud presentada
w: investigadora Maria del Rosano Castafleda, medianie radicado 2015020723-1-000 ded 20 abnll de
201
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Anexo 3. Listado de especies y secuencias del gen COIl utilizadas en los

calculos de divergencia intra- e interespecifica y/o los analisis filogenéticos. Se

muestra el numero de accesion en Genbank, niumeros de registro en BOLD vy

localidad (Pais y/o provincia/departamento) de cada secuencia. Las secuencias

indicadas con un asterisco (*) fueron usadas en los analisis filogenéticos.

ESPECIE ACCESION REGISTRO EN LOCALIDAD
GENBANK BOLD
A. aeneus* KP676991 GBGCR846-15 Granada
A. aeneus KP677004 GBGCRS859-15 Granada
A. aeneus KP677006 GBGCRS861-15 Granada
A. aeneus KP677015 GBGCRS870-15 Granada
A. aeneus* KP677016 GBGCRS871-15 Granada
A. aeneus KP677017 GBGCRS872-15 Granada
A. aeneus JN112719 GBGC12163-13 Granada
A. aeneus* KP676989 GBGCR844-15 Granada
A. aeneus KP676990 GBGCR845-15 Granada
A. aeneus KP676992 GBGCRS847-15 Granada
A. aeneus KP676994 GBGCRS849-15 Granada
A. aeneus* KP676995 GBGCRS850-15 Granada
A. aeneus KP676999 GBGCRS854-15 Granada
A. aeneus KP677001 GBGCRS856-15 Granada
A. aeneus KP677002 GBGCRS857-15 Granada
A. aeneus KP677003 GBGCR858-15 Granada
Granada
A. aeneus KP677005 GBGCRS860-15 Granada
A. aeneus KP677009 GBGCRS864-15 Granada
A. aeneus KP677011 GBGCRS866-15 Granada
A. aeneus KP677013 GBGCRS868-15 Granada
A. aeneus KP677021 GBGCRS876-15 Granada
A. aeneus KP677023 GBGCRS878-15 Granada
A. aeneus KP676988 GBGCR843-15 Granada
A. aeneus KP676993 GBGCRS848-15 Granada
A. aeneus KP676997 GBGCRS852-15 Granada
A. aeneus KP676998 GBGCRS853-15 Granada
A. aeneus KP677008 GBGCRS863-15 Granada
A. aeneus KP677014 GBGCRS869-15 Granada
A. aeneus KP677018 GBGCRS873-15 Granada
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http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR846-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR859-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR861-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR870-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR871-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR872-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12163-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR844-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR845-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR847-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR849-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR850-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR854-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR856-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR857-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR858-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR860-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR864-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR866-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR868-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR876-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR878-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR843-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR848-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR852-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR853-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR863-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR869-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR873-15

A. aeneus KP677020 GBGCR875-15 Granada
A. aeneus KP677022 GBGCR877-15 Granada
A. aeneus KP677024 GBGCR879-15 Granada
A. aeneus KP676987 GBGCR842-15 Granada
A. aeneus KP676996 GBGCR851-15 Granada
A. aeneus KP677000 GBGCRB855-15 Granada
A. aeneus KP677007 GBGCR862-15 Granada
A. aeneus KP677012 GBGCR867-15 Granada
A. aeneus KP677019 GBGCR874-15 Granada
A. aeneus KP677010 GBGCR865-15 Granada
A. aequatorialis JN112720 GBGC12162- Pichincha —
13 Ecuador
A. aequatorialis JN112721 GBGC12161- Pichincha —
13 Ecuador
A. agassizi JN112722 GBGC12160-13 | Isla Gorgona —
Colombia
A. anatoloros JN112723 GBGC12159-13 Barinas —
Venezuela
A. anoriensis JN112736 GBGC12147- Antioquia —
13 Colombia
A. anoriensis JN112735 GBGC12148- Antioquia —
13 Colombia
A. anoriensis JN112734 | GBGC12149-13 Antioquia —
Colombia
A. aquaticus KP100439 GBGCR880-15 No reportada
A. bimaculatus JN112781 GBGC12102- San Cristobal y
13 Nieves
A. biporcatus KP100438 GBGCR881-15 No reportada
A. boulengerianus KP231856 GBGCR886-15 México
A. boulengerianus KP231855 GBGCR885-15 México
A. boulengerianus KP231853 GBGCR884-15 México
A. boulengerianus KP231800 GBGCR883-15 México
A. boulengerianus KP231799 GBGCR882-15 México
A. calimae JN112725 - Valle del Cauca —
Colombia
A. calimae JN112724 | GBGC12158-13 | Valle del Cauca —
Colombia
A. capito KP975519 - Darién — Panama
A. carlliebi KP231860 GBGCR888-15 México
A. carlliebi KP231859 GBGCR887-15 México
A. casildae JN112726 GBGC12157-13 Chiriqui —
Panama
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http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR875-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR877-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR879-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR842-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR851-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR855-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR862-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR867-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR874-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR865-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12162-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12162-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12161-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12161-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12160-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12159-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12147-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12147-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12148-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12148-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12149-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR880-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12102-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12102-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR881-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12157-13

A. chloris* JN112727 GBGC12156-13 Pichincha —
Ecuador
A. chloris* KP975524 - Darién — Panama
A. chloris* JN112729 GBGC12154-13 Choco —
Colombia
A. chloris* JN112728 GBGC12155-13 Esmeraldas —
Ecuador
A. cupreus JN112782 GBGC12101-13 Guanacaste —
Costa Rica
A. cupreus KP100437 GBGCR889-15 No reportada
A. cuvieri JN112783 GBGC12100- Arecibo — Puerto
13 Rico
A. danieli JN112732 GBGC12151-13 Antioquia —
Colombia
A. danieli JN112733 GBGC12150-13 Antioquia —
Colombia
A. dunni KP231837 GBGCR903-15 México
A. dunni KP231841 GBGCR904-15 México
A. dunni* KP231836 GBGCR902-15 México
A. dunni* KP231831 GBGCR901-15 México
A. dunni* KP231828 GBGCR899-15 México
A. dunni* KP231827 GBGCR898-15 México
A. dunni KP231798 GBGCR894-15 México
A. dunni KP231797 GBGCR893-15 México
A. dunni KP231796 GBGCR892-15 México
A. dunni KP231781 GBGCR890-15 México
A. dunni KP231795 GBGCR891-15 México
A. dunni KP231824 GBGCR897-15 México
A. dunni KP231822 GBGCR895-15 México
A. dunni KP231830 GBGCR900-15 México
A. dunni KP231823 GBGCR896-15 México
A. equestris JN112784 GBGC12099-13 La Habana —
Cuba
A. euskalerriari JN112737 GBGC12146-13 Zulia —
Venezuela
A. euskalerriari JN112738 GBGC12145- Zulia —
13 Venezuela
A. extremus KU986314 EANAH782-12 No reportada
A. extremus JN112739 GBGC12144-13 | Castries — Santa
Lucia
A. festae JN112740 GBGC12143- Esmeraldas —
13 Ecuador
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http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12101-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR889-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12100-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12100-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12151-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12150-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12099-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12146-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12145-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12145-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=EANAH782-12
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12144-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12143-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12143-13

A. fitchi JN112742 GBGC12141- Tungurahua —
13 Ecuador
A. fitchi JN112741 GBGC12142-13 | Napo — Ecuador
A. fraseri JN112744 GBGC12139- Esmeraldas —
13 Ecuador
A. fraseri JN112743 GBGC12140-13 Pichincha —
Ecuador
A. frenatus JN112745 | GBGC12138-13 Chiriqui —
Panama
A. frenatus JN112746 GBGC12137-13 Antioquia —
Colombia
A. frenatus KP975521 - Darién — Panama
A. frenatus KP975527 - Colén — Panama
A. frenatus* KP975522 - Guna Yala —
Panama
A. frenatus* KP975520 - Panama —
Panama
A. frenatus* KP975518 - Darién — Panama
A. frenatus* KP975515 - Darién — Panama
A. gadovii KP231793 GBGCR908-15 México
A. gadovii KP231784 GBGCR906-15 México
A. gadovii KP231783 GBGCR905-15 México
A. gadovii KP231792 GBGCR907-15 México
A. gemmosus KJ854220 GBGCR311-15 | Carchi — Ecuador
A. gemmosus KJ854219 GBGCR310-15 | Carchi — Ecuador
A. gemmosus JN112748 GBGC12135- Pichincha —
13 Ecuador
A. gemmosus JN112747 | GBGC12136-13 Pichincha —
Ecuador
A. griseus JN112749 GBGC12134-13 | San Jorge — San
Vicente y las
Granadinas
A. heterodermus JN112751 GBGC12132-13 Antioquia —
Colombia
A. heterodermus* JN112750 GBGC12133-13 Caldas —
Colombia
A. heterodermus* JN112752 GBGC12131-13 | Huila — Colombia
A. huilae JN112754 GBGC12129- | Huila — Colombia
13
A. huilae JN112753 GBGC12130-13 | Huila — Colombia
A. humilis* KP100433 GBGCR912-15 No reportada
A. humilis* KP100432 GBGCR911-15 No reportada
A. humilis* KP100431 GBGCR910-15 No reportada



http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12141-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12141-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12142-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12139-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12139-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12140-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR908-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR906-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR905-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR907-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR311-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR310-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12135-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12135-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12136-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12134-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12132-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12133-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12131-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12129-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12129-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12130-13

A. humilis* KP100430 GBGCR909-15 No reportada
A. ibanezi JN112730 | GBGC12153-13 Choco -
Colombia
A. ibanezi JN112731 | GBGC12152-13 Choco -
Colombia
A. ibanezi KP975525 - Darién — Panama
A. ibanezi KP975528 - Darién — Panama
A. ibanezi KP975517 - Darién — Panama
A. ibanezi KP975511 - Panama —
Panama
A. immaculogularis KP231802 GBGCR914-15 México
A. immaculogularis KP231801 GBGCR913-15 México
A. immaculogularis KP231805 GBGCR916-15 México
A. immaculogularis KP231804 GBGCR915-15 México
A. inderenae JN112755 GBGC12128-13 Colombia
A. insignis JN112756 GBGC12127-13 Chiriqui —
Panama
A. jacare* JN112759 GBGC12124-13 Tachira —
Venezuela
A. jacare* JN112758 GBGC12125-13 Zulia —
Venezuela
A. jacare* JN112757 GBGC12126- Merida —
13 Venezuela
A. laeviventris KP100442 GBGCR917-15 No reportada
A. latifrons KP975514 - Darién — Panama
A. latifrons KP975513 - Darién — Panama
A. lemurinus KP100434 GBGCR918-15 No reportada
A. limifrons KP975523 - Bocas del Toro —
Panama
A. liogaster KP231790 GBGCR923-15 México
A. liogaster KP231789 GBGCR922-15 México
A. liogaster KP231788 GBGCR921-15 México
A. liogaster KP231787 GBGCR920-15 México
A. liogaster KP231786 GBGCR919-15 México
A. luciae JN112760 GBGC12123-13 | Castries — Santa
Lucia
A. lucius JN112785 GBGC12098-13 Cienfuegos —
Cuba
A. macrinii KP231858 GBGCR928-15 México
A. macrinii KP231857 GBGCR927-15 México
A. macrinii KP231807 GBGCR926-15 México
A. macrinii KP231806 GBGCR925-15 México

90


http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12128-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12127-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12124-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12125-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12126-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12126-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR917-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR918-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12123-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12098-13

A. macrinii KP231803 GBGCR924-15 México
A. maculigula JN112762 GBGC12121- Antioquia —
13 Colombia
A. maculigula JN112761 GBGC12122- Antioquia —
13 Colombia
A. marcanoi JN112786 GBGC12097- Peravia —
13 Republica
Dominicana
A. marsupialis KP100429 GBGCR931-15 No reportada
A. marsupialis KP100427 GBGCR929-15 No reportada
A. marsupialis KP100428 GBGCR930-15 No reportada
A. megapholidotus KP231829 GBGCR935-15 México
A. megapholidotus KP231791 GBGCR934-15 México
A. megapholidotus KP231785 GBGCR933-15 México
A. megapholidotus KP231780 GBGCR932-15 México
A. microlepidotus KP231847 GBGCR940-15 México
A. microlepidotus KP231846 GBGCR939-15 México
A. microlepidotus KP231826 GBGCR938-15 México
A. microlepidotus KP231825 GBGCR937-15 México
A. microlepidotus KP231821 GBGCR936-15 México
A. microlepidotus KP231863 GBGCR941-15 México
A. neblininus JN112763 GBGC12120-13 Amazonas —
Venezuela
A. nebuloides KP231843 GBGCR949-15 México
A. nebuloides KP231842 GBGCR948-15 México
A. nebuloides KP231818 GBGCR947-15 México
A. nebuloides KP231817 GBGCR946-15 México
A. nebuloides KP231816 GBGCR945-15 México
A. nebuloides KP231815 GBGCR944-15 México
A. nebuloides KP231814 GBGCR943-15 México
A. nebuloides KP231813 GBGCR942-15 México
A. nebuloides KP231844 GBGCR950-15 México
A. nietoi KP231840 GBGCR957-15 México
A. nietoi KP231839 GBGCR956-15 México
A. nietoi KP231838 GBGCR955-15 México
A. nietoi KP231835 GBGCR954-15 México
A. nietoi KP231834 GBGCR953-15 México
A. nietoi KP231833 GBGCR952-15 México
A. nietoi KP231832 GBGCR951-15 México
A. occultus JN112787 GBGC12096- Humacao —
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http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12121-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12121-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12122-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12122-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12097-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12097-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR935-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR934-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR933-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGCR932-15
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12120-13
http://www.boldsystems.org/index.php/Public_RecordView?processid=GBGC12096-13

13 Puerto Rico
A. orcesi KU316041 - No reportada
A. otongae KJ854222 GBGCR263-15 Pinchicha —
Ecuador
A. otongae KJ854221 GBGCR262-15 Pinchicha —
Ecuador
A. peraccae JN112765 GBGC12118-13 Pinchicha —
Ecuador
A. peraccae JN112764 | GBGC12119-13 Esmeraldas —
Ecuador
A. podocarpus JN112780 GBGC12103-13 | Loja— Ecuador
A. poei KJ854225 GBGCR327-15 Bolivar —
Ecuador
A. poei KJ854224 GBGCR326-15 Bolivar —
Ecuador
A. poei KJ854223 GBGCR325-15 Bolivar —
Ecuador
A. princeps JN112768 GBGC12115-13 Choco -
Colombia
A. princeps JN112767 GBGC12116- Los Rios —
13 Ecuador
A. princeps JN112766 GBGC12117-13 Esmeraldas —
Ecuador
A. punctatus JN112769 GBGC12114- Amazonas —
13 Venezuela
A. quercorum KP231850 GBGCR961-15 México
A. quercorum KP231849 GBGCR960-15 México
A. quercorum KP231848 GBGCR959-15 México
A. quercorum KP231845 GBGCR958-15 México
A. quercorum KP231862 GBGCR966-15 México
A. quercorum KP231861 GBGCR965-15 México
A. quercorum KP231852 GBGCR963-15 México
A. quercorum KP231854 GBGCR964-15 México
A. quercorum KP231851 GBGCR962-15 México
A. richardii JN112770 GBGC12113-13 San Jorge —
Granada
A. roquet JN112771 GBGC12112-13 Le Marin —
Martinica
A. sacamecatensis KP231869 GBGCR972-15 México
A. sacamecatensis KP231868 GBGCR971-15 México
A. sacamecatensis KP231867 GBGCR970-15 México
A. sacamecatensis KP231866 GBGCR969-15 México
A. sacamecatensis KP231865 GBGCR968-15 México
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A. sacamecatensis KP231864 GBGCR967-15 México
A. sagrei KP100441 GBGCR973-15 No reportada
A. smaragdinus JN112788 GBGC12095-13 | Isla Bimini Sur —
Bahamas
A. stevepoei KP231810 GBGCR976-15 México
A. stevepoei KP231809 GBGCR975-15 México
A. stevepoei KP231808 GBGCR974-15 México
A. subocularis KP231794 GBGCR980-15 México
A. subocularis KP231782 GBGCR979-15 México
A. subocularis KP231778 GBGCR977-15 México
A. subocularis KP231779 GBGCR978-15 México
A. taylori KP231777 GBGCR985-15 México
A. taylori KP231776 GBGCR984-15 México
A. taylori KP231775 GBGCR983-15 México
A. taylori KP231774 GBGCR982-15 México
A. taylori KP231773 GBGCR981-15 México
A. tigrinus JN112772 GBGC12111- Vargas —
13 Venezuela
A. transversalis JN112773 GBGC12110- Orellana —
13 Ecuador
A. trinitatis JN112774 | GBGC12109-13 | San Jorge — San
Vicente y las
Granadinas
A. tropidogaster* KP975526 - Darién — Panama
A. tropidogaster* KP975512 - Darién — Panama
A. vanzolinii JN112775 GBGC12108- Sucumbios —
13 Ecuador
A. ventrimaculatus JN112776 GBGC12107-13 | Valle del Cauca —
Colombia
A. ventrimaculatus JN112777 GBGC12106-13 | Valle del Cauca —
Colombia
A. woodi KP100440 GBGCR986-15 No repostada
A. zapotecorum KP231820 GBGCR990-15 México
A. zapotecorum KP231819 GBGCR989-15 México
A. zapotecorum KP231812 GBGCR988-15 México
A. zapotecorum KP231811 GBGCR987-15 México
A. zeus KP100435 GBGCR991-15 No reportada
A. zeus KP100436 GBGCR992-15 No reportada
P. marmoratus* JN112789 | GBGC12094-13 Para — Brasil
P. marmoratus* KY458395 - Par4 — Brasil
P. marmoratus* KY458398 - Par4 — Brasil
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Anexo 4. Listado de secuencias del gen COI de individuos colectados en campo
y utilizadas en los calculos de divergencia intra- e interespecifica y/o los andlisis
filogenéticos. Se muestra el cdédigo de campo y la localidad (municipio y

departamento) de cada secuencias (*). Todas las secuencias estan por someter

en Genbank.
ESPECIE CcODIGO DE LOCALIDAD
CAMPO

A. heterodermus* MRC 236 Laguna de Pedro Palo,
Cundinamarca

A. heterodermus* MRC 296 El Pato, Valle del Cauca
A. tropidogaster MRC 238 Falan, Tolima
A. tropidogaster* MRC 239 Falan, Tolima
A. tropidogaster MRC 240 Falan, Tolima
A. tropidogaster MRC 241 Falan, Tolima
A. tropidogaster TRO 002 Falan, Tolima

A. tropidogaster* TRO 005 Yacopi, Cundinamarca
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Anexo 5. Cddigo de campo y localidad de las secuencias de Anolis antonii, A.

mariarum y A. tolimensis en la matriz B utilizada para ejecutar el algoritmo ABGD

y para la reconstruccion de arboles filogenéticos. Se indica en un mismo color

las secuencias que pertenecen a un mismo grupo cuando el algoritmo ABGD

encontrd6 10, 14 y 17 grupos. Todas las secuencias estan por someter en

Genbank.

Especie Accesion / Localidad 10 14 17
Caodigo grupos | grupos | grupos
campo

A. mariarum JAV208 Anori — Antioquia —
Colombia
A. mariarum MRCO084 Anori — Antioquia —
Colombia
A. mariarum MRC182 Carolina del Principe
— Antioquia —
Colombia
A. mariarum MRC187 Carolina del Principe
— Antioquia —
Colombia
A. mariarum MRC190 Carolina del Principe
— Antioquia —
Colombia
A. mariarum MRC192 Carolina del Principe
— Antioquia —
Colombia
A. mariarum MAROO01 Carolina del Principe
— Antioquia —
Colombia
A. mariarum MRC194 Belmira — Antioquia —
Colombia
A. mariarum MRC198 Belmira — Antioquia —
Colombia
A. mariarum MRC200 Belmira — Antioquia —
Colombia
A. mariarum MRC202 Belmira — Antioquia —
Colombia
A. mariarum MARO009 Belmira — Antioquia —
Colombia
A. mariarum MARO11 Belmira — Antioquia —
Colombia
A. mariarum MRC207 Alto de San Miguel —
Antioquia — Colombia
A. mariarum MRC209 Alto de San Miguel —

Antiogquia — Colombia
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A. mariarum
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A. antonii
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. antonii

antonii

antonii

antonii

antonii

antonii

antonii

. antonii
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. antonii

A. antonii

A. antonii

A. antonii

A. antonii

A. antonii

MRC211

MRC215

MARO19

MARO022

MRC216

MRC218

MRC223

ANTOO7

ANTO009

MRC264

MRC266

MRC267

MRC269

MRC282

MRC283

MRC107

MRC104

MRC285

MRC286

MRC293

MRC294

ANTO026

ANTO27

Alto de San Miguel —
Antiogquia — Colombia
Alto de San Miguel —
Antioquia — Colombia
Alto de San Miguel —
Antioguia — Colombia
Alto de San Miguel —
Antioquia — Colombia
Jerico — Antioquia —
Colombia
Jerico — Antioquia —
Colombia
Jerico — Antioquia —
Colombia
Jeric6 — Antioquia —
Colombia
JericO — Antioquia —
Colombia
Tatama — Risaralda —
Colombia
Tatama — Risaralda —
Colombia
Tatama — Risaralda —
Colombia
Tatama — Risaralda —
Colombia
El Dorado — Valle del
Cauca — Colombia
El Dorado — Valle del
Cauca — Colombia
El Dorado — Valle del
Cauca — Colombia
El Dorado — Valle del
Cauca — Colombia
Laguna de Sonso —
Valle del Cauca —
Colombia
Laguna de Sonso —
Valle del Cauca —
Colombia
Laguna de Sonso —
Valle del Cauca —
Colombia
Laguna de Sonso —
Valle del Cauca —
Colombia
Laguna de Sonso —
Valle del Cauca —
Colombia
Laguna de Sonso —
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A

A

A

A

A

A. antonii
A. antonii
A. antonii
A. antonii
A. antonii
A. antonii

. tolimensis
. tolimensis
. tolimensis
. tolimensis

. tolimensis

. tolimensis
. tolimensis
. tolimensis
. tolimensis

. tolimensis

ANTO030

MRCO098

MRC299

MRC300

MRC301

MRC302

MRC303

MRC328

ANTO045

ANTO047

MRC284

MRC348

TOLNOO3

MRC242

MRC244

TOLO18

TOLO19

TOLNOO4

MRC248

MRC251

MRC254

MRC255

Valle del Cauca —
Colombia
Laguna de Sonso —
Valle del Cauca —
Colombia

La Minga — Valle del

Cauca — Colombia
El Pato — Valle del
Cauca — Colombia
El Pato — Valle del
Cauca — Colombia
El Pato — Valle del
Cauca — Colombia
El Pato — Valle del
Cauca — Colombia
El Pato — Valle del
Cauca — Colombia
El Pato — Valle del
Cauca — Colombia
Cajibio — Cauca —
Colombia
Cajibio — Cauca —
Colombia
Cajibio — Cauca —
Colombia
Cajibio — Cauca —
Colombia
Falan — Tolima —
Colombia
Falan — Tolima —
Colombia
Falan — Tolima —
Colombia
Falan — Tolima —
Colombia
Falan — Tolima —
Colombia
Yacopi —
Cundinamarca —
Colombia
Caparrapi —
Cundinamarca —
Colombia
Sasaima —
Cundinamarca —
Colombia
Sasaima —
Cundinamarca —
Colombia
Sasaima —
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. tolimensis

. tolimensis

. tolimensis

. tolimensis

. tolimensis
. tolimensis

. tolimensis

. tolimensis

MRC256

TOL025

TOLO028

MRC226

MRC227
MRC232

TOLOO1

TOL002

Cundinamarca —
Colombia
Sasaima —
Cundinamarca —
Colombia
Sasaima —
Cundinamarca —
Colombia
Sasaima —
Cundinamarca —
Colombia
Laguna de Pedropalo
— Cundinamarca —
Colombia
Laguna de Pedropalo
Laguna de Pedropalo
— Cundinamarca —
Colombia
Laguna de Pedropalo
— Cundinamarca —
Colombia
Laguna de Pedropalo
— Cundinamarca —
Colombia
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