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RESUMEN

Se investigaron las relaciones filogenéticas Ventre las diferentes formas de lagartijas que integran
el género Barisia con el fin de aportar evidencia que ayudara a la delimitacion de sus especies. Para este
estudio se empled un total de 16 caracteres de morfologia externa, asi como aproximadamente 894
pares de bases de los genes mitocondriales ND4 y tRNA hist, ser, leu. Como taxones terminales se
incluyeron tanto a las especies y subespecies reconocidas de Barisia como varias poblaciones de las
subespecies B. imbricata imbricata y B. i. ciliaris. Para B. levicollis y un conjunto poblacional de B. i.
ciliaris no se contd con informacién de mtDNA. Primero se realizaron anélisis separados con cada
conjunte de datos y después un andlisis de evidencia total. El 4rbol morfolégico se obtuvo evaluando
previamente el desempefio de cinco diferentes métodos de codificacién de polimorfismos, resultando el
método binario de frecuencias el mas adecuado. El andlisis de mtDNA se ejecutd con €] método de
maxima verosimilitud, empleando un modelo de evolucidén de secuencias de nucledtidos elegido antes
mediante un procedimiento objetivo. El arbol combinado usando el método de méxima parsimonia se
tomé como la mejor aproximacién filogenética, pero considerando como no resueltos sus nodos
pobremente apoyados y cuyas relaciones entre los taxones que los integran estuvieran en conflicto y
fuertemente apoyadas por valores de BTP y PTP en los arboles separados. El anilisis combinado
resultd en un solo 4rbol totalmente resuelto, que fue usado junto con la evidencia geogrifica y el
diagnéstico morfolégico y de mtDNA de los taxones examinados para definir los limites entre especies
dentro del género. Las relaciones entre los diferentes taxones incluidos son congruentes con su
distribucién geogréafica pero no asi con su taxonomia actual. La monofilia de Barisia estd fuertemente
apoyada, siendo el clado Apronia + Mesaspis su grupo hermano. La especie B. imbricala aparece
polifilética, estando conformada por al menos cinco especies evolutivas, sus cuatro subespecies
reconocidas y la poblacién de B. i imbricata procedente de Manantldn, Jalisco, la cual estad mas
relacionada con B. i. jonesi. La poblacion surefia de B. i. ciliaris aparece en un clado separado con
respecto a las restantes poblaciones de esta subsepecie, aunque esta relacién permanece Como
cuestionable. Barisia rudicollis y la especie no descrita son especies hermanas y comparten varias
homoplasias morfoldgicas con el género Abronia. Las discontinuidades filogeograficas presentes entre
las especies del género Barisia pueden ser explicadas a partir de la hipétesis que sugiere diversos

eventos de expansidn/contraccién de los bosques templados de norteamérica ocurridos del Eoceno

tardio al Pleistoceno.



INTRODUCCION

El género Barisia comprende un grupo de lagartijas endémicas de México representadas
actualmente por las especies B. levicollis, B. rudicollis, y la politipica B. imbricata, 1a cual cuenta con
cuatro subespecies descritas: B. i. imbricata, B. i. ciliaris, B. i. jonesi y B. i. planifrons (Guillette y
Smith, 1982; Good, 1988a). Ademds, recientemente se ha hecho evidente la existencia de una especie
adicional no descrita (Zaldivar-Riverdn, 1998; Zaldivar-Riverén y Nieto-Montes de Oca, en prep.). Las
diferentes formas del género Barisia habitan en diversas zonas templadas del norte y centro de México
(Figura 1), siendo B. i. imbricata y B. i. ciliaris los taxones con distribucién més amplia. Barisia i.
imbricata ocurre a lo ancho de la franja que conforma el Eje Neovolcénico Transversal, desde Jalisco
hasta Veracruz; mientras que B. i. ciliaris habita desde Chihuahua y norte de Durango en el norte, hasta
el norte de Hidalgo y noreste de Querétaro en el sur (Tihen, 1949a; Guillette y Smith, 1982). Por otra
parte, la distribucidn de las formas restantes es mucho mas restringida. Barisia i. planifrons habita en
algunas zonas del centro y sur de Oaxaca; B. i. jonesi en la Sierra de Coalcomén, en el oeste de
Michoacén; y B. levicollis en la porcién de la Sierra Madre Occidental, en el oeste de Chihuahua
(Guillette y Smith, 1982). Por dltimo, B. rudicollis y la especie no descrita habitan en algunos bosques
mesofilos de la parte central del Eje Neovolcdnico Transversal (Zaldivar-Riverén, 1998, Zaldivar-

Riverén y Nieto-Montes de Oca, en prep.).

A pesar de que se han realizado diversos estudios taxonomicos para el género Barisia los limites
entre sus especies resultan aiin inciertos, particularmente dentro del complejo B. imbricata, que incluye
a las subespecies de B. imbricata y a B. levicollis (Guillette y Smith, 1982). Mientras tanto, a la fecha se
sigue aplicando una decisién conservadora al mantener la categoria taxonémica con que fueron
descritas las diferentes formas de éste género, a pesar de que B. levicollis parece no ser
morfolégicamente mas diferente de B. imbricata de lo que las subespecies de B. imbricata 1o son entre
ellas (Good, 1988a). Los principales problemas que han impedido solucionar el problema antes citado
son la escasa informacién obtenida de la morfologia externa, el conocimiento incompleto de la
distribucién geogréfica de los taxones involucrados, y la falta de aplicacién de un criterio objetivo para

la delimitacion de sus especies.
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Figura 1. Mapa de distribucion de las especies del género Barisia (tomado de Good, 1988a).



Por otra parte, es posible que B. i. imbricata y B. i. ciliaris representen taxones compuestos ya
que ambas subespecies, ademds de tener una distribucién muy amplia, incluyen varias poblaciones
alopétricas. En B. i imbricata se ha registrado variacién morfoldgica atipica en especimenes
provenientes del estado de Veracruz (Tihen, 1949a), areas circunvecinas al Distrito Federal (Guillette y
Smith, 1982) y en la regién de Manantldn, en el estado de Jalisco (Flores-Villela, com. pers.). Con
respecto a B. i. ciliaris, los escasos estudios taxondmicos realizados con este taxdn sélo han incluido
especimenes provenientes de la parte norte de su drea de distribucion (p. €j., Tihen, 1949a; Guillette y

Smith, 1982), por lo que a la fecha no se conoce debidamente su variacién geogréfica.

Una de las principales tareas deniro del campo de la sistemdtica es el descubrimiento y
descripcidén de especies, las cuales son las unidades fundamentales tanto de esta disciplina como de los
estudios ecoldgicos y evolutivos (Wiens y Servedio, 2000). El reconocimiento de especies
tradicionalmente se ha basado en las diferencias morfolégicas presentes entre los organismos mediante
la comparacién de la distribucién de sus caracteres. No obstante, en aquellos grupos cercanamente
relacionados con morfologia conservada dicho reconocimiento resulta problemadtico. Debido a lo
anterior, durante los Gltimos afios se ha recurrido de manera alternativa al uso de filogenias de
haplotipos mediante la técnica de secuenciacion de DNA para poder inferir limites entre especies (p. €j.,
Avise y Ball, 1990; Brower, 1999). Mediante estos estudios es posible descubrir las especies evolutivas
(sensu Wiley, 1981; Frost y Hillis, 1990) que pudieran estar contenidas dentro de especies politipicas,

ya que el arbol obtenido puede mostrar si sus poblaciones integran o no un grupo monofilético.

Durante las 1ltimas dos décadas, los estudios taxondémicos se han beneficiado
significativamente a partir del surgimiento de diferentes métodos bioquimicos, los cuales permiten
obtener en poco tiempo una gran cantidad de caracteres libres de variacién no heredable a partir de
pequefios tamaiios de muestra (Hillis, 1987; Baverstock y Moritz, 1996; Palumbi, 1996). De los
diferentes métodos bioquimicos, el empleo de:la técnica de secuenciacidn de 4cidos nucleicos como
herramienta en sisiemdtica se ha incrementado considerablemente en afios recientes en comparacién
con los demas tipos de técnicas moleculares (Hillis y Moritz, 1996). Esto Gltimo se debe principalmente
al desarrollo de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la cual permite una ripida
amplificacidn in vitro de un fragmento genético especifico a partir de pequefias cantidades de DNA
genémico (Avise, 1994; Palumbi, 1996). De todo el genoma, el DNA mitocondrial (mtDNA) ha sido

ampliamente usado para realizar estudios filogenéticos de organismos cercanamente relacionados ya
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que puede reflejar el pasado en una forma diferente de la mayoria de los genes nucleares por su modo
de herencia materno vy no recombinante, su rdpida evolucién y minima variacién en longitud en sus
secuencias de nucledtidos, y su extenso polimorfismo intraespecifico, que generalmente ocurre entre y
no dentro de los individuos (Li, 1997; Avise, 2000). Los datos obtenidos de las secuencias de mtDNA
suelen proveer de multiples haplotipos que pueden ser ordenados filogenéticamente dentro de una
especie, considerando que todos los individuos conespecificos estén relacionados genealdgicamente a

través de un extendido linaje (Avise, 1994).

Por otro lado, a partir de la investigacién de relaciones filogenéticas es también posible hacer
inferencias concernientes a diversos aspectos de la biologfa de los organismos, tales como la evolucién
de alguna caracterfstica particular de su historia de vida (p. ej., evolucidn de la viviparidad,
dicromatismo sexual o de algin rasgo conductual). En el caso de la reconstruccién de filogenias
intraespecificas o de especies cercanamente relacionadas también se pueden realizar inferencias
filogeograficas, esto es, interpretar la cantidad y modo por el cual los procesos histdricos en la
demografia de las poblaciones han dejado huella en la distribucidn geogréfica contemporéanea de las
caracteristicas genéticas de los organismos (Avise, 2000). Aunque teéricamente la distribucidn espacial
de cualquier caracteristica con base genética (ya sea morfoldgica, molecular, o cualquier otra} puede
servir en los estudios filogeograficos, los andlisis con linajes de genes predominan fuertemente sobre

los demas tipos de datos debido a su gran poder resolutivo (Avise, 2000).

La finalidad del presente estudio fue examinar la variacién de dos diferentes conjuntos de datos,
morfologia extemna y secuenciacién del gen mitocondrial ND4 y los tRNA histidina, serina y leucina,
para investigar las relaciones filogenéticas dentro del género Barisia y con ello aportar evidencia que
ayude a definir los limites entre sus especies. Para ello se contd tanto con las especies nominales del
género como con diversas poblaciones de B. imbricata (incluidas sus cuatro subespecies). La finalidad
de incluir a taxones putativamenie subespecificos fue para distinguir a las posibles especies evolutivas
que pudieran estar incluidas dentro de B. imbricata. A partir de los resultados obtenidos, se realizaron
inferencias filogeogrificas acerca del drea de distribucidn de las especies evolutivas (sensu Wiley,

1981; Frost y Hillis, 1990) que conforman este género.
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HISTORIA TAXONOMICA DEL GENERO Barisia.

E! género Barisia surgié a partir del arreglo hecho por Gray (1838) para agrupar a cuatro
especies del género Gerrhonotus Wiegmann: B. rudicollis, B. imbricata, B. lichenigera, y B. adspersa
(considerando a esta dltima como una sinonimia de B. lichenigera). Posteriormente, otros arreglos
taxonémicos para los gerrhonotinos fueron sugeridos por diferentes autores, nombrandose asf al grupo
integrado por todas aquellas formas relacionadas con las descritas por Wiegmann dentro del género
Gerrhonotus. Entre dichos arreglos destaca el realizado por Cope (1878), quien reconocié a Barisia
como uno de cuatro géneros existentes de gerrhonotinos, conformado por las especies propuestas por
Gray mas la adicién de Mesaspis antauges. En este dltimo estudio, Barisia fue definida por los

siguientes caracteres de escamacidn: presencia de dos pares de internasales, carencia de frontales, y

prefrontales presentes.

A pesar de los diversos arreglos taxonémicos realizados para el género Barisia a finales del
siglo XIX y principios del XX, éstos no fueron considerados como vélidos por la mayoria de los
autores, retornando la mayoria de ellos al empleo del género Gerrhonotus para incluir en €l a todas las
formas de gerrhonotinos. No fue sino con Tihen (1949a, b) que se propuso un arreglo taxondmico
derivado de un estudio més riguroso, el cual empled tanto informacién osteolégica como de morfologia
externa. Como resultado de dichos estudios se rehabilitaron los géneros Abronia y Barisia
antiguamente propuestos por Cope (Tihen, 1949b), incluyendo dentro de Barisia a las especies
referidas anteriormente por Cope para los géneros Barisia y Mesaspis. Dentro del género Barisia, Tihen
(1949a) también propuso la existencia de los grupos imbricata, moreleti y gadovii. De tal forma, el
grupo imbricata quedd conformado por B. imbricata (con tres subespecies), B. levicollis y B. rudicollis;
el grupo moreleti por B. moreleti (con cinco subespecies), B. monticola, y B. viridiflava; y el grupo
gadovii por B. gadovii (con dos subespecies), B. modesta, y B. antauges. Las caracteristicas distintivas
de escamacién para el grupo Imbricata de acuerdo con este estudio fueron: presencia de una
postmentonal pareada; serie de superciliares posteriormente incompleta, en ocasiones anteriormente
también; carencia de postnasal superior; usualmente una sola loreal, la cual puede tener una cantal

dispuesta en la parte dorsal; y frontonasal y postrostral ausentes.

El arreglo taxondmico propuesto por Tihen fue validado décadas méas tarde por Waddick y
Smith (1974) con base en el andlisis de caracteres de escamacién, reconociendo a Barisia como uno dc

los tres géneros de gerrhonotinos junto con Abronia y Gerrhonotus. Sin embargo, Good (1987, 1988a),
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con base en informacién morfoldgica y osteoldgica, retornd al uso del género Mesaspis para incluir en
€l a las especies de los grupos gadovii y moreleti propuestos por Tihen (1949b), dejando al género

Barisia inicamente con las especies del grupo imbricata.

El unico estudio efectuado para esclarecer el estatus taxondmico de las subespecies de B.
imbricata fue realizado por Guillette y Smith (1982). Dichos autores realizaron una revisién
taxonémica del complejo Barisia imbricata, conformado por las subespecies de B. imbricata y B.
levicollis. Como resultado de este estudio se continud reconociendo dentro del complejo imbricata sblo
a dos especies, B. levicollis y la politipica B. imbricata, conformada por cuatro subespecies; sin
embargo, no se siguié ningin criterio objetivo para la definicidn de los limites entre especies dentro de

este grupo.

El iiliimo estudio taxondmico para el género Barisia fue el realizado por Good (1988a), quien
efectud un andlisis filogenético dentro de la subfamilia Gerrhonotinae basado en informacién obtenida
de la morfologia externa. En este andlisis también se investigaron las relaciones filogenéticas entre las
especies del género Barisia, aunque sin considerar a las subespecies de B. imbricata y efectuando el
anélisis con un escaso nimero de caracteres. Como resultado de este estudio la monofilia de Barisia se
apoyé en siete sinapomorfias morfoldgicas (mencionadas mas adelante en la seccién de métodos),
resultando B. imbricata y B. levicollis especies hermanas y B. rudicollis la especie hermana de estas

ultimas.

Actualmente, el género Barisia integra estd conformado por tres especies y seis formas, las
cuales a continuacuén se mencionan por el orden cronolégico en que fueron descritas: Wiegmann
(1828) describid las especies Gerrhonotus imbricatus y G. rudicollis (sensu lato), ambas con localidad
tipo “México”, aunque Smith y Taylor (1950) delimitaron después la localidad tipo de la Gltima especie
a la Hacienda la Gavia, en el estado de México. Gerrhonotus planifrons (sensu laro) fue descrito por
Bocourt (1879) con localidad tipo “Oaxaca”. Barissia levicollis (sensu lato) fue descrita por Stejneger
(1890) también con localidad tipo “México”, aunque posteriormente Tihen (1949a) la precisé para la
Sierra Tarahumara, en el oeste de Chihuahua. Gerrhonotus i. ciliaris (sensu lato) fue descrito para la
Sierra de Guadalupe, en el estado de Coahuila (Smith, 1942). Por dltimo, Guillette y Smith (1982)

describieron a B. i. jonesi, proveniente de la Sierra de Coalcomadn, en el estado de Michoacin.



OBJETIVOS

Examinar la variacién de dos diferentes conjuntos de datos, morfologia externa y secuenciacién de
un fragmento de mtDNA (gen mt ND4 y tRNA hist, ser y leu), para investigar las relaciones
filogenéticas entre las especies nominales del género Barisia, incluyendo a diferentes poblaciones

de 1a especie politipica Barisia imbricata.

A partir del andlisis filogenético:

A) Aportar evidencia filogenética que ayude en la definicién de los limites entre especies dentro del
género.

B) Realizar inferencias filogeograficas acerca de! 4rea de distribucién de las distintas especies que

lo conforman.



METODOS
DATOS MORFOLOGICOS

Material examinado.—Se examind la morfologia externa de 226 especimenes del género
Barisia preservados en alcohol al 70%, los cuales se encuentran enlistados junto con sus localidades de
procedencia en el Apéndice I. Parte de los especimenes examinados que provienen de la Coleccién
Herpetolégica del Museo de Zoologfa de la Facultad de Ciencias (MZEFC) fueron recolectados por el
autor de este estudio para complementar aquellos taxones poco representados en las colecciones
consultadas. La terminologia usada para los caracteres de escamacidén fue la sugerida por Good (1988a;
ver Apéndice I}, excepto para las escamas occipitales e interoccipitales, en donde se usé la
nomenclatura de Campbell y Frost (1993), quienes nombran a ambos elementos como occipitales.
Varios elementos de escamacidn fueron bilateralmente variables dentro de algunos especimenes por lo
que el nimero de casos examinados para los caracteres provenientes de estas escamas fue el doble que
el ndmero de ejemplares. En ocasiones algunos caracteres no pudieron ser registrados debido al

considerable grado de deterioro en que se encontraban los especimenes.

Seleccion y codificacion de caracteres.—Al igual que en trabajos previos (Guillette y
Smith, 1982; Good, 1988a), los caracteres morfolégicos examinados revelaron una considerable
variacién iniraespecitica independiente de la sexual y la ontogenética dentro del género Barisic. A
pesar de que los caracteres polimérficos son mas homoplasticos que los fijos (Wiens, 1995), contienen
informacién filogenética importante que, de ser excluida, disminuye la precisién de un anélisis
filogenético (Wiens y Servedio, 1997). Ademds, la ausencia de variacién en los caracteres fijos puede
ser en ocasiones sélo un artefacto del tamafio de la muestra (Campbell y Frost, 1993). Debido a lo
anterior, para esta parte del estudio se seleccionaron todos aquellos caracteres considerados como
potencialmente informativos filogenéticamente (caracteres con estados variables entre los taxones y
definidos de manera discreta o cualitativa), ya fueran fijos o variables dentro de los taxones analizados,
por lo que se hizo necesario el uso de un método de codificacién que incorporara polimorfismos
Actualmente existen varios métodos de codificacién de polimorfismos, los cuales debido a las
diferencias en sus principios teéricos frecuentemente dan lugar a distintas hipdtesis filogenéticas [ver
revisiones de los distintos métodos de codificacién de polimorfismos en Wiens (1993), Murphy vy

Doyle (1998), Kornet y Turner (1999)].
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Con el fin de obtener una hipotesis filogenética mas robusta a partir de los datos de morfologia
externa, se evalud el desempefio de cinco diferentes métodos de codificacién de caracteres de acuerdo
con la robusiez de las ramas de sus 4rboles obtenidos y €l signo filogenético de sus datos. Las técnicas
empleadas para evaluar el desempefio de los métodos de codificacién de caracteres morfolégicos se
mencionan en la seccién de andlisis filogenético. La mayor parte de los métodos utilizados tienen que
postular g priori la condicidn derivada de cada carécter, por lo que la manera en que se polarizaron los
mismos también se detalla en la seccidn de andlisis filogenético. Las matrices de datos para cada uno de

los métodos se encuentran en el apéndice IV.

(A) Método de caracteres fijos (MCF).—Campbell y Frost (1993) nombraron al método que
desecha a cualquier cardcter que sea polimérfico en uno o mdis taxones terminales como “only fixed
method”. Esta practica ha sido tradicionalmente utilizada en sistemadtica, aunque nunca se justifican las
razones de la exclusién de los polimorfismos (Wiens, 1995; Kornet y Turner, 1999). Los estados de

caracter encontrados en los caracteres multiestado fueron tratados como desordenados en éste método.

(B) Método binario de frecuencias (MBF).—Los procedimientos descritos para este método
fueron los empleados por Wiens (1995). Los caracteres binarios se codificaron de la siguiente manera: a
cada uno de los taxa terminales se le asigné una letra de la “a” a la “y” basindose en la frecuencia
observada de la condicién derivada (a = 0-3%, b = 4-7%, ..., y = 97-100%). Cada caricter se ordend
desde su ausencia hasta su fijacidn (a—y), asumiendo que una apomorfia debe pasar a través de un
estado polimdrfico antes de fijarse (Wiens, 1993; 1995). Debido a que con ¢l MBF sélo se pueden
codificar caracteres binarios, los caracteres con tres o més estados se codificaron con el método de
mayoria segin la propuesta de Wiens y Reeder (1997). En el método de mayoria, el estado que ocurre
en la mayor parte de los especimenes es codificado como el Gnico presente (Wiens, 1995; Komet y
Turner, 1999). En el caso de que dos estados tuvieran la misma frecuencia, la especie se codificé como
polimérfica. La codificacién de un cardcter multiestado por el método de mayoria se considerd como
equivalente al 100% para el método binario de frecuencias, por 1o que los caracteres multiestado se
pesaron por 24 para que fueran equivalentes con los caracteres codificados por el MBF. La longitud
reportada de los drboles resultantes se dividié entre 24 para equipararla con las oblemdas por los otros

métodos.



(C) Método de cualquier caso del estado derivado (MCD).-—Los procedimientos del método
MCD empleados aqui fueron los sugeridos por Campbell y Frost (1993) y Wiens (1995). La premisa de
este método radica en que la adquisicién compartida de estados derivados proviene de una mutacién
genética del ancestro comiln, y ese evento de mutacion hipotetizado puede ser usado para agrupar taxa
(Murphy, 1993). Por lo tanto, la condicién derivada presente en cualquier frecuencia es codificada

como si estuviera fija, por lo que una especie con una apomorfia fija o polimérfica es tratada igual (0/1
61=1).

Wiens (1995) y Wiens y Servedio (1997) sefialaron que para el MCD no es claro ¢émo se
pueden codificar los caracteres multiestado. No obstante, Murphy (1993) ideé un método para codificar
este tipo de caracteres con el MCD, el cual se empled en esta parte del estudio. En éste, primero se
consideran las distintas posibilidades de que uno de los estados derivados haya aparecido primero,
seguido por la “mutacién™ hacia otro, v asi sucesivamente, segtin haya sido el numero de estados
presentes en cada taxdn. El esquema de aparicién de las condiciones derivadas que resulte més similar a
las relaciones entre los estados de los demads caracteres en el andlisis es el tomado en cuenta (tratdndolo

como ordenado), considerando que las otras posibilidades dan por resultado soluciones menos

parsimoniosas.

(D) Método de cualquier caso del estado ancestral (MCA).—Ios procedimientos de este método
siguieron los principios citados por Kornet y Turner (1999). La condicién plesiomérfica observada en
un taxén en cualquier frecuencia fue codificada como la dnica presente. Debido a que estos autores no
indican la manera en que se deben codificar los caracteres multiestado, estos se codificaron con el

mismo procedimiento seguido para el MCD.

(E) Método pelimorfico (MPF).—En esta alternativa, que esté incluida en algunos programas de
cOmputo de reconstrucciones filogenéticas [p. ej., PAUP (Swofford, 1998); Hennig 86 (Farris, 1988)],
un taxén con dos caracteristicas presentes en cualquiera frecuencias es codificado como polimérfico
(0/1). En el contexto de dichos programas, uno de los estados observados serd asignado al taxon
polimérfico a posteriori, dependiendo de como el taxén se ubica en el 4rbol con base en otros

caracteres. Para el caso de los caracteres multiestado, los diferentes estados derivados fueron tratados

como desordenados.



DATOS DE MTDNA.

Especimenes examinados y seleccion del fragmento genético—Los datos moleculares
se obtuvieron a partir de las secuencias del gen mitocondrial que codifica la subunidad 4 de la NADH
deshidrogenasa (ND4) y los RNAs de transferencia (tRNA) de histidina, serina y leucina. Las
localidades de procedencia de estos especimenes junto con el nimero de catdlogo de sus respectivas
colecciones se encuentran enlistados en el cuadro 1. Se decidid utilizar este fragmento genético ya que
ha probado ser filogenéticamente informativo para otros grupos de lacertilios en hipétesis a nivel de
especie o infraespecificas (Arévalo et al., 1994; Sites er al., 1996; Benabib et al., 1997; Flores-Villela
et al., en prensa; Nieto-Montes de Oca, datos no publicados). Las muestras de tejido se depositaron en

el MZFC, almacenéndolas en un ultracongelador a —70°C hasta el momento de ser empleadas.

Cuadro l.—Localidades de recolecta de los especimenes de Barsia v grupos externos incluidos para los datos de
secuenciacidn de mtDNA . *Nimeros de colector, ejemplares depositados en el MZFC no catalogados.

TAXON LOCALIDAD NO. DE CATALOGO

Barisia rudicollis Valle de Bravo, Edo. México MZFC - 9594
Barisia sp. nov. Ocuilan, Edo. México MZFC- 9580
Barisia imbricata jonesi Coalcoman, Michoacdn UGV-4116*
Barisia imbricata imbricata Las Joyas, Jalisco MZFC- 6001

Sierra del Ajusco, D.F, MZFC-11663

Zempoala, Estado de México MZFC-11195

Pefia Verde, Qax MZFC-12545

Tehuacén, Pue. MZFC-12544

Barisia imbricara ciliaris Pinal de Zamorano, Querétaro MZFC- 9252

Alvarez, San Luis Potosi MZFC-11082

El Salto, Durango MZFC-12547

Barisia imbricata planifrons Sierra de Juarez, Oaxaca MZFC-12546

Mesaspis gadovii Omiltemi, Guerrero MZFC-10206
Abronia graminea Veracruz ART- 091%
FElgaria kingii Casacadas de Basaseachic, Chih. MZFC- 5754

Procedimientos de laboratorio.—FEl DNA gendémico total de cada espécimen se extrajo
pulverizando con nitrégeno liquido aproximadamente 100 mg de tejido muscular o hepdtico con la
ayuda de un mortero y un pistilo de porcelana previamente esterilizados. La muestra pulverizada fue
suspendida en 1ml! de buffer G2 (800mM GuHCI, 30mM EDTA, 30mM Tris/HCI, 5% Tween-20, 0.5%
Triton X-100, pH 8, QIAGEN, 1995) y sometida a lisis por incubacidon a 50°C por 2 h agregando



aproximadamente 250 ug de proteinasa K. Posteriormente se extrajo el DNA de la muestra por el

método de columna descrito en el manual de QIAGEN (1995).

El DNA cxtraido se usé para amplificar por medio de la reaccién cn cadena de la polimerasa
(PCR) 948 pares de bases del fragmento genético antes citado, comenzando en [a posicién 1165 de la
secuencia alineada de Sceloporus poinserti presentada por Arévalo et al. (1994). Para ello se emplearon
los siguientes primers descritos por Arévalo er-al. (1994): Primer ND4 = 5” -CAC CTA TGA CTA
CCA AAA GCT CAT GTA GAA GC 37, posiciones de referencia 11165-11196; Primer Leu = 5° -
CAT TAC TTT TAC TTG GAT TTG CAC CA 3, posiciones de referencia 12111-12086. La PCR fue
ejecutada con la ayuda de la polimerasa TAQ {(GibcoBRL), desnaturalizando el DNA inicialmente a
94°C por 3 min, seguido por 35 ciclos de amplificacion bajo las siguientes condiciones:

desnaturalizacidn a 94°C por 1 min, alineamiento a 50°C por 1 min y extensién a 72°C por 1 min.

Los productos :amplificados se purificaron por medio de [a técnica de columna descrita en el
manual de QIAGEN (1995). Una primera parte del gen ND4 (aproximadamente 350 pb) fue
secuenciada de manera manual mediante la técnica de Sanger (ver Hillis y Moritz, 1996), usando el
primer de amplificacion ND4. El fragmento genético restante fue secuenciado con la ayuda del
secuenciador automético de DNA ABI 373A (Applied Biosystems, Inc.) y e} DNA sequencing kit Big
Dye™ “Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). Para ello se disefid el
primer interno Barisia: 57- GGA‘ CGC ACG AAC TCA CG 37, alineado entre las posiciones 11532 y
11549. Los parametros del ciclo de amplificacion usando este primer fueron 96°C por 30 segundos,
50°C por 15 segundos, y 60°C por cuatro minutos (25 ciclos). Este dltimo fragmento fue secuenciado

en ambas direcciones con cerca del 90% de superposicién para minimizar posibles errores.

Las secuencias de todos l0os especimenes fueron alineadas y editadas usando el programa de
cémputo DNAMANT™ versién 2.6 (Lynnon Biosoft, 1996), empleando para ello diferentes costos de
extension de gaps (5, 10 y 15). Aquellas partes que resultaran diferentes entre las tres alineaciones se
omitieron en el andlisis, dejando por lo tanto la secuencia completa en caso de que dichos
alineamientos resultaran idénticos. Las posiciones que presentaron gaps debido a la insercién o delecion
de nucledtidos fueron incluidas también en los andlisis de méxima parsimonia, en el que los
nucledtidos fueron tratados como desordenados y los gaps se consideraron como un quinto estado de

cardcter, asumiendo que los eventos de insercion y de delecién pueden ser filogenéticamente

-
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informativos. También se obtuvo el nimero total de diferencias de nucledtidos y el porcentaje de
divergencia genética para cada par de taxones mediante la opcidn contenida en PAUP, version de

prueba 4b2a (Phylogenetic Analysis Using Parsimony; Swofford, 1998).

ANALISIS FILOGENETICO

Eleccion de los taxones terminales.—Para el anélisis se emplearon como taxones terminales
las especies Barisia rudicollis, B. levicollis, y B. sp. nov., asf como las cuatro subespecies de B.
imbricata. En los casos tanto de B. i. imbricata como de B. i. ciliaris se incluyeron cuatro
representantes geogrdficamente aislados unos de otros, correspondientes a conjuntos poblacionales
morfolégicamente homogéneos. Para obtener los datos de mtDNA se tomé el fragmento genético de un
especimen (dos especimenes en el caso de B. i. imbricata 4) como representante de cada taxén terminal
(ver Cuadro 2). En los casos de B. levicollis y B. imbricata ciliaris 4 no fue posible obtener muestras de
tejido, por lo que sus secuencias quedaron excluidas de los andlisis realizados. En la Figura 2 se
encuentran ubicadas en un mapa las localidades de procedencia de los especimenes examinados de cada

uno de los taxones terminales, tanto para los datos morfolégicos como para los de mtDNA.

Cuadro 2.—Especimenes examinados para cada tipo de datos en cada uno de los taxones terminales (ver procedencia de los
conjuntos poblacionales de Barisia i. imbricata y B. i ciliaris en la Figura 2).

TAXONES TERMINALES MORFOLOGIA mtDNA
Barisia sp. Nov. 24 1
Barisia rudicollis 18 1
Barisia levicollis 14 0
Barisia imbricata planifrons 20 1
Barisia imbricata jonesi 23 1
Barisia imbricata imbricata 1 8 1
Barisia imbricata imbricata 2 45 1
Barisia imbricata imbricata 3 7 1
Barisia imbricata imbricata 4 14 2
Barisia imbricata ciliaris I 11 1
Barisia imbricata ciliaris 2 6 1
Barisia imbricata ciliaris 3 23 1
Barisia imbricata ciliaris 4 13 0
Mesaspis gadovii (grupo externo) 10 1
Abronia graminea (grupo externoy) 10 1
Elgaria kingii (grupo externo) 9 1
Total individuos grupo interno 226 12
Total de individuos 255 15

i4



Figura 1. Localidades de recolecta de los especimenes pertenecientes a los taxones de Barisia incluidos
para este estudio. Mapa superior: € B. Jevicollis, ® B. imbricata imbricata; B B. i. ciliaris; ¥ B. i.
jonesi; A B. i. planifrons Para el caso de B. 1. imbricata y B. i. ciliaris, las poblaciones de ambas
fueron segregadas en cuatro conjuntos poblacionales cada una (ver en texto). Mapa inferior: M B.

sp. nov.;, ® B. rudicollis; ? ejemplar de B. rudicollis con localidad dudosa.



Método filogendtico.—Los dos conjuntos de datos se analizaron tanto de manera separada como
combinada. Todos los andlisis se ejecutaron con el programa de computo PAUP, versién de prueba
4b2a (Swofford, 1998). Las matrices de Jos conjuntos de datos separados y combinados se presentan en
el Apéndice III. Los anilisis de los diferentes métodos de codificacién de caracteres morfolégicos se
ejecutaron usando el método de méixima parsimonia (MP) sin ponderacion de caracteres. Con respecto
al andlisis realizado con los datos de mtDNA, el método empleado fue el de Méxima Verosimilitud
(ML,; siglas en inglés). Varios métodos se han propuesto para inferir filogenias a partir de secuencias
moleculares (p. €j., ver Nei, 1987; Felsenstein, 1988), los cuales han sido sujetos a diversos estudios
comparativos para inferir su eficiencia relativa en encontrar el &rbol correcto por medio de simulaciones
en computadora (p. ej., Hasegawa er al., 1991; Hasegawa & Fujiwara, 1993; Nei, 1996). Dichos
estudios sugieren que cuando la tasa evolutiva difiere entre linajes, a diferencia del método de ML, el
método de MP no es eficiente. Ademds, el método de ML ofrece una base objetiva para poder elegir ¢l
peso de los caracteres (Felstenstein, 1981), y no sélo intenta investigar la topologia éptima sino también

la longitud de las ramas y el mejor modelo de sustitucién de nucledtidos (Sullivan ef al., 1997).

Con el fin de escoger el modelo de evolucién de secuencias de nucledtidos méds adecuado para la
realizacién del andlisis con el método de ML se siguieron los pasos principales del procedimiento
sugerido por Sullivan et al. (1997), que a continuacién se describen. Primero se efectuaron dos anélisis
con el método de MP mediante biisquedas de branch and bound, uno considerando todas las posiciones
y sustituciones de nuciedtidos con un mismo peso, y el otro aplicando un pesaje sucesivo de caracleres
tomando en cuenta el valor miximo del indice de consistencia reescalado. Los darboles mis
parsimoniosos que resultaron de ambos andlisis se usaron para evaluar cuatro modelos de verosimilitud
con pardmetros diferentes, y de los cuales el optimo se usé en una biisqueda heuristica con el método de
ML. A continuacién se mencionan de menor a mayor grado de complejidad los cuatro modelos de

evolucidn usados asi como los pardmetros aplicados para cada uno:

1) Modelo de Jukes-Cantor (JC; Jukes y Cantor, 1969).—También llamado modelo de un
pardmetro, el modelo de Jukes-Cantor asume que las sustituciones entre los cuatro tipos de nucledtidos
ocurren de manera azarosa, por lo que las transiciones y transversiones tienen una misma tasa de

cambio (Nei, 1987).
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2) Modelo de dos parametros de Kimura (K2P; Kimura, 1980; con una misma frecuencia de
bases).~—Debido a que la consideracién de que todas las sustituciones ocurren azarosamente y a una
misma tasa de cambio no es realista para la mayoria de los casos (Li, 1997), otros modelos alternativos
al modelo de fukes-Cantor fueron propuestos. A partir del descubrimiento de que las transiciones son
més frecuentes que las transversiones, Kimura (1980) desarrolié un método para estimar el niimero de
sustituciones de nucledtidos por sitio considerando que el niimero total posible de pares de nucleétidos

es 16, y que la tasa de transiciones es diferente a la de transversiones.

3.a) Modelo de Hasegawa-KishinoYano (HKY85; Hasegawa et al., 1985; con diferentes tasas
de cambio para las transiciones y transversiones y una misma frecuencia de bases).—FEl desarrollo de
este modelo se hizo con €l fin de tomar ]a mayor informacién posible contenida en un conjunto de datos
de secuencias (Hasegawa, et al., 1985). Para ello, ¢l reloj molecular de mtDNA fue calibrado ubicando
los datos de divergencia entre primates y ungulados en los limites del periodo cretdceo y terciario (hace
65 millones de afios) para después aplicar un método generalizado de minimos cuadrados, el cual dio la

divergencia en millones de afios entre diferentes grupos de primates.

3.b) Modelo de HKY85 con varios sitios asumidos como invariables y los sitios variables con

una misma tasa de cambio (HK'Y85-+1; Hasegawa ¢t al., 1983).

3 .¢) Modele de HKYS85 con varios sitios asumnidos como invariables vy sitios variables con una

distribucion gamma (HKY85+I+1"; Gu et al., 1995).

4) Modelo de Tiempo.general reversible con varios sitios invariables y los sitios variables con una
distribucién gamma (GTRH+T; Yang, 1994).—FEste modelo asume una diferente tasa de cambio para

cada una de las seis clases de sustituciones de nucledtidos.

Después de haber realizado los anélisis separados de datos se ejecutd un andlisis de evidencia total
con el método de MP mediante una blsqueda de branch and bound, considerando a todos los caracteres
con un mismo peso. Este ¢ltimo método, a diferencia del método de ML, permite la inclusion tunto de
taxones con datos incompletos como el uso de cualquier tipo de caracteres (p. €j. ver en Felsenstein,
1995). Una vez obtenidos los drboles para cada conjunto de datos (scparados y combinados), ¢l drbol

combinado se tomdé como la mejor hipétesis filogenética, pero considerando como cuestionables
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aquellos clados que estuvieran pobremente apoyados por valores de bootstrap ' y/o la prueba de
permutacidn probabilistica (siglas en inglés BTP y PTP, respectivamente), y que ademads se encontraran

fuertemente apoyados pero en conflicto (con diferentes historias) en los anilisis separados (Wiens,

1998b).

Monofilia del género y enraizamiento de arboles.—Good (1988a) encontré ocho
sinapomorfias morfolégicas (siete de ellas de escamacién) que apoyaban la monofilia de Barisia, de las
cuales las primeras cuatro son homoplasticamente compartidas con miembros de otros géneros: 1)
ausencia de frontonasal; 2) postoccipitales rugosas; 3) 14 hileras longitudinales de dorsales; 4)
reduccidén a menos de 40 hileras transversales de dorsales; 5) fusidn de la supranasal con una postnasal;

6) fusion de cantales con loreales; 7) reduccién de 5-7 a 3-1 superciliares; y 8) un hocico corto y alto.

De acuerdo con la revisién morfolégica de los especimenes en este estudio, los caracteres 3,4 y
6 no pueden ser tomados como sinapomorfias para el género en mencién, ya que en B. imbricata,
excepto B. i imbricata, siempre ocurren 16 hileras longitudinales de dorsales; en B. levicollis y B. i.
ciliaris usualmente hay 40 o més hileras transversales de dorsales; y en B. rudicollis y B. sp. nov. la
serie cantoloreal siempre estd dividida verticalmente en dos elementos. También se rechazan como
sinapomorfias para el género Barisia los caracteres 2 y 8, ya que éstos no se pueden determinar
objetivamente en los especimenes examinados. Sélo los caracteres 1, 5 y 7 podrian considerarse como
sinapomorfias que apoyaran la monofilia de Barisia, a pesar de que en el caricter 1 algunos
especimenes de B. rudicollis presentan la condicion ancestral (presencia de frontonasal), y que en los

miembros de este género ocurren 1-4 y no 1-3 sueperciliares, como sefiala Good (1988a).

Con el fin de poder definir la condicion de los caracteres y para probar la monofilia del género
Barisia, se examinaron también grupos externos. En el analisis filogenético realizado por Good (1988a)
con informacién de morfologia externa, Barisia es el grupo hermano de Mesaspis + Abronia, y Elgaria
el grupo hermano de estos tres géneros. No obstante, dos andlisis realizados con datos moleculares han
obtenido relaciones distintas. En una de las hipdtesis, Abronia fue el grupo hermano del clado Barisia +
Mesaspis (Chippindale et al., 1998). En la otra hipdtesis, se presenté una politomia entre Barisia,
Gerrhonotus y el clado Abronia + Mesaspis, siendo Elgaria el grupo hermano de estos cuatro géneros
(Macey et al., 1999). Debido al conflicto que existe entre las hipdtesis antes mencionadas, aqui se

incluyeron como grupos externos especimencs de los géneros Mesaspis, Abronia y Elgaria, pero sin
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forzar sus posiciones en los diferentes andlisis realizados. Los estados presentes en cada uno de estos
géneros se optimizaron examinando para los datos morfoldgicos y de mtDNA a sus especies més
basales disponibles de acuerdo con hipétesis filogenéticas previas (Good, 1989, para Mesaspis;
Campbell y Frost, 1993, para Abronia; y Good, 1988b, para Elgaria). Para el género Mesaspis se contd
con especimenes y tejidos de su especie més basal (M. gadovii), para Abronia con las especies mas

basales disponibles (A. graminea y A. taeniata), y para Elgaria sélo se contd con especimenes y tejidos
de E. kingii.

Una condicién requerida por los cuatro métodos de codificacion de polimorfismos evaluados en
la parte morfoldgica es que la condicién ancesiral de los caracteres sea definida a priori (Komet y
Turner, 1999). Para ello, la condicién ancestral para los carecteres morfolégicos se establecié
comparando con el algoritmo de Maddison er al. (1984) los estados presentes en los tres géneros
tomados como grupos externos, siguiendo para ello la hipétesis propuesta por Good (1988a). Cada
andlisis (separados y combinado) se ejecuté en principio sin definir a los grupos externos. En caso de
que existiera una sola rama que separara a los miembros del grupo interno y externo, entonces se
considerd al grupo interno como monofilético (Swofford er al., 1996). Posteriormente, los arboles se
enraizaron definiendo a posteriori (Nixon y Carpenter, 1993) a los grupos externos mediante la opcion

“rooting trees” contenida en el PAUP.

Limites entre especies.—A partir de la hipétesis filogenética elegida se propuso la definicién de
los limites entre especies dentro del género Barisia. Para ello resultdé indispensable tomar como
referencia un concepto de especie para la aceptacién o rechazo de dichos limites (ver Sites y Crandall,
1997). El concepto de especie usado en este estudio fue el concepto evolutivo propuesto por Frost y
Hillis (1990), en el que las especies representan “las mayores entidades evolutivas, y cuyas partes, en
caso de distinguirse, no siguen trayectorias filogenéticas diferentes”. Considerando dicho concepto, las
lineas de evidencia empleadas para distinguir las especies contenidas en el género Barisia fueron la
hipétesis filogenética entre los diferentes taxones examinados, su distribucién geografica, y su
diagnéstico morfologico y genético. Por lo tanto, dos taxones fueron considerados como aloespecificos
en caso de que entre ellos existiera alopatria, cada uno fuera diagnosticable morfolégica y/o
genéticamente, y existiera discordancia en cuanto a su genealogia (que no formaran un grupo

monofilético) (p. e]., Avise y Ball, 1990; Wiens ¢t al., 1999).



Evaluacién de los métodos de codificacion e hipétesis de los diferentes conjuntos de
datos.—Varios de los recientes avances en metodologia filogenética han centrado el desarrollo de sus
procedimientos en identificar la covarianza entre caracteres y en valorar [a cantidad de soporte de los
nodos (Fu y Murphy, 1999). La presencia de covarianza entre caracteres ha sido sefialada como un buen
indicador de sefial filogenética dentro de un conjunto de datos. Actualmente se usan de manera
frecuente dos tipos de andlisis para calcular la presencia de covarianza entre caracteres, la prueba que
mide el sesgo de la distribucién de frecuencias de las longitudes de los arboles (estadistico de gl) v la
PTP. El estadistico gl mide el nivel de sesgo en la distribucién de las longitudes de arboles elegidos al
azar, demostrando dicho sesgo estar cercanamente relacionado en simulaciones con una correcta
estimacién filogenética (Hillis y Huelsenbeck, 1992). Por otro lado, la PTP permuta azarosamente los
estados de cardcter de los distintos caracteres entre los taxones, calcula las longitudes, y
subsecuentemente examina la covarianza ente los caracteres (Fu y Murphy, 1999). Con respecto a la
evaluacién del soporte de los nodos en un 4rbol, el estadisitco més usado es la técnica de BTP, la cual
emplea un remuestreo azaroso de caracteres con remplazo para estimar el soporte de un clado
determinado (Felsenstein, 1985). No obstante, otra manera de evaluar el soporte de los nodos fue
propuesta recientemente por Fu y Murphy (1999) empleando la PTP, no sélo para detectar la presencia

de covarianza entre caracteres dentro de un conjunto de datos, sino también para localizarla de entre los

nodos existentes en un drbol.

El desempefio de los métodos de codificacidén usados para los datos morfoldgicos se evalud
estimando tanto la sefial filogenética del conjunto de datos de cada método mediante las técnicas de g/
y PTP, como el soporte de los nodos de sus drboles con las pruebas de BTP y PTP. También se estimé
la robustez de los arboles obtenidos con los datos de mtDNA y combinados. Las técnicas de g/ y PTP
se efectuaron con 1000 4rboles elegidos al azar. Con el fin de obtener un indice comparable entre los
métodos de codificacion de polimorfismos para el estadistico gl, se usé la diferencia entre la gf
observada y el valor critico para datos al azar obtenido del cuadro presentado por Hillis y Huelsenbeck
(1992), en donde un indice = O indica que la informacién filogenética es indistinguible de datos
obtenidos al azar (Wiens, 1995). Para la técnica de BTP se efectuaron biisquedas heuristicas con 1000
réplicas. Un valor de BTP = 70 se tomé como indicador de un nodo bien apoyado (Hillis y Bull, 1993).
Debido al extenso tiempo de ejecucién que requiere un andlisis de bootstrap con el método de ML para
los datos de mtDNA, el soporte de sus clados estuvo basado en los valores de bootstrap del analisis de

MP, en caso que en ambos andlisis se obtuviera una misma topologia. Para la técnica de PTP, la
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localizacién de covarianza en los nodos se realizé empleando la siguiente metodologia propuesta por
Fu y Murphy (1999):

1) Identificacién de covarianza significativa de caracteres dentro del conjunto de datos, incluyendo
datos del grupo externo.

2) Cuando la PTP fue significativa (PTP < 0.05) se ejecutd un andlisis de parsimonia para obtener la
mejor hipdtesis filogenética (un solo arbol o un consenso). Los clados apoyados por valores de BTP
entre 0.3 y 1 fueron definidos como subconjuntos.

3) Para probar las relaciones entre los subconjuntos, se eligié un taxon representante de cada
subconjunto para formar un nuevo conjunto de datos. Se ejecutd una PTP con €l nuevo conjunto de
datos; y cuando fue significativa, los taxones se removieron uno por uno, empezando por el nodo con
mayor valor de BTP. Después de cada evento de remocién de taxones la matriz se reevalud. Este
procedimiento continud hasta que se obtuvo un valor no significativo de PTP (> 0.05) o quedaran sélo
dos taxones del grupo interno.

4) Las relaciones dentro de los subconjuntos se evaluaron combinando cada subconjunto con su grupo
externo funcional para formar un nuevo subconjunto de datos, el cual luego se evalud después con
pruebas de PTP mediante el procedimiento descrito en el paso anterior.

5) El apoyo para la monofilia de los clados se evalué retornando uno o mas de los taxones previamente
removidos durante el paso 3. Empezando por el remanente no covariado del paso anterior, cada taxén
fue colocado de nuevo en el conjunto de datos. Se ejecuté una PTP para el nuevo conjunto de datos; si
era significativa, entonces el clado se consideré como un grupo monofilético bien apoyado. Esta

conclusién se reforzd si al sustituir alguno de los taxones del Gltimo conjunto de datos el clado

permanecié bien apoyado.

ANALISIS FILOGEOGRAFICO

A partir de los registros de las colecciones consultadas y de registros citados en la literatura se
delimité la distribucién geografica de las diferentes especies integrantes del género Barisia, tomando
como base la divisién de las provincias morfotecténicas de la Repiblica Mexicana sugerida por
Ferrusquia (1998). La provincia morfotectonica de procedencia de cada taxén terminal se sobrelapé con
la hipotesis filogenética preferida en este estudio con el fin de hipotetizar las afinidades faunisticas

existentes entre dichas provincias. Por dltimo, a partir de las relaciones filogeograficas observadas y los
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datos de divergencia genética se propuso una hipétesis sobe los posibles eventos de especiacién que

dieron origen a las diferentes especies del género Barisa.

DESCRIPCION DE CARACTERES MORFOLOGICOS

A continuacion se mencionan los caracteres morfologicos seleccionados, los estados presentes
en cada uno de ellos, la condicién ancestral establecida para el uso de los métodos de codificacidon de
polimorfismos evaluados, y las frecuencias observadas de las condiciones derivadas para cada uno de
los taxones. (0) = condicidn ancestral; (1, 2, 3) = condiciones derivadas no ordenadas. EBV= Numero

de especimenes bilateralmente variables

1. Contacto nasal-rostral: (0) Ausente, o presente debido a la ausencia de las internasales anteriores;
(1) presente, con la presencia de internasales antriores. El contacto entre estas escamas debido a un
alargamiento de las nasales ocwre en todos los especimenes de Barisia rudicollis y el 98% de
espécfmenes de B. sp. nov (Figura 3b). Este contacto se presenta también en todos los especimenes de
Elgaria pero por la ausencia de internasales anteriores. En los restantes miembros de Barisia, asi como

en Mesaspis y Abronia, no se presenta dicho contacto (Figura 3a).

2. Fusién supranasal-postnasal dorsal: (0) Ausente; (1) presente. La fusidn de la supranasal con ia
postnasal dorsal es una condicién presente en todos los taxones del género Barisia. En los grupos
externos se observan siempre dos elementos postnasales: uno dorsal y uno ventral, este Gitimo en

contacto con la supranasal al nivel de la parte posterodorsal de la nasal.

3. Fusion postnasal-loreal anterior: (0) Ausente; (1) presente. La aparente fusién de la postnasal con
1a Joreal anterior (ver definicién del elemento loreal mAs adelante) es una condicién que Gnicamente se
observa en algunos especimenes de Barisia rudicollis (50%) y B. sp. nov.{(43%; S EBV). En Jos demés
especimenes de Barisia la Ginica postnasal presente se encuentra bien diferenciada de la loreal anterior,
mientras gue en los grupos externos, los dos elementos postnasales también estan diferenciados de la

loreal anterior.

4. Loreales: (0) dos; (1) una. De acuerdo con Good (1988a), a las escamas que componen la regién
lateral de la parte posterior del hocico, entre las postnasales y hasta las preoculares, se les denomina

serie cantoloreal. La fusidn de la serie de cantoloreales en un solo elemento (una loreal) ocurre en todos
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los especimenes de las subespecies de Barisia imbricata y en B. levicollis (Figura 4a). Por otra parte, en
todos los especimenes de Barisia rudicollis y de B. sp. nov. la serie cantoloreal estd compuesta por dos
elementos (dos loreales) dispuestos en una hilera longitudinal (Figura 4b). En los grupos externos todos
los especimenes examinados presentan también dos loreales, por lo que esta fue considerada como la

condicidn ancestral.

5. Cantal: (0) ausente; (1) presente. Cuando ocurre la divisién horizontal de la serie cantoloreal, las
escamas dispuestas en la parte dorsal son llamadas cantales. En el 4% de los especimenes de Barisia
rudicoilis, 6% de B. sp. nov.,10% (1 EBV) de B. i. imbricata 2, 6% de B. i. imbricata 4, 9% de B. L.
ciliaris 1, 50% de B. imbricata ciliaris 2, 42% (2 EBV) de B. i. ciliaris 3, y 17% (1 EBV) de B. i.
ciliaris 4 esté presente una cantal. Una cantal también esta presente de manera poco frecuente (20%) en
los especimenes de Mesaspis, mientras que los especimenes de Abronia y Elgaria carecen de este

elemento, por lo que esta Gltima condicion fue considerada como la ancestral

6. Frontonasal: (0) presente; (1) ausente. Good (1988a) sefiald la ausencia de la frontonasal como una
de las sinapomorfias que distinguen al género Barisia; sin embargo, algunos ejemplares de B. rudicollis
(44%) presentan esta escama (Figura 5a). La condicidn ancestral para este caricter fue la presencia de
una frontonasal ya que en todos los especimenes de los tres grupos externos siempre estd presente este

elemento (Figura 5b).

7. Superciliares: (0) cinco o mds; (1) cuatro; (2) tres o dos; (3) una. La condicién plesiomérfica para
este cardcter es claramente Ja presencia de cinco o mas superciliares, ya que siempre s encuentra en
Mesaspis, Abronia y Elgaria. La presencia de cuatro o menos superciliares ha sido sefialada como una
de las sinapomorfias que distinguen al género Barisia (Good, 1988a). No obstante, dentro de este
género existe una considerable variacidn en el nimero de estas escamas. En todos los especimenes de
B. levicollis se encuentra una superciliar, En todos los especimenes de B. i. jonesi y de los cuatro
conjuntos poblacionales de B. i imbricata, 90% (1EBV) de B. i. planifrons, 92% (2EBV) de B. i.
ciliaris 1, 82% de B. i. ciliaris 2, 93% (1 EBV) de B. i. ciliaris 3, 82% (1 EBV) de B. [. ciliaris 4, 12%
(1 EBV) de B. sp. nov., y en el 5% de Barisia rudicollis se presentan dos o tres superciliares (Figura
4a). En la mayoria de los especimenes de B. rudicollis (95%) y B. sp. nov. (88%), y en el 10% de los
especimenes de B. i. planifrons, 8% de B. i. ciliaris 1, 18 % de B. i. ciliaris 2, 7% de B. i. ciliaris 3,y

8% de B. i. ciliaris 4 se encuentran presentes cuatro superciliares (Figura 4b).



8. Occipitales: (0) una; (1) tres. Los elementos mencionados aqui como occipitales (sensu Campbell y
Frost, 1993) son los considerados por Good (1988a) como interoccipital + occipitales. La condicién
Gnica en los especimenes de Abronia, Mesaspis y Elgaria examinados es la presencia de una sola
occipital. En todos los especimenes de Barisia rudicollis y B. sp. nov., €l 7% de B. levicollis, 4% de B.
imbricata jonesi, 10% de B, i. imbricata 2, 12% de B. i. imbricata 4, 17% de B. i. ciliaris 2, y 20% de
B. i. ciliaris 3, estan presentes tres escamas occipitales, 1a medial tres o cuatro veces mas grande que las

laterales (Figura 6a). Los demds especimenes presentan una sola occipital (Figura 6b).

9. Numero de hileras longitudinales de nucales: (0) ocho o mis; (1) seis o menos. Todos los
especimenes examinados de Barisia sp. nov. y B. rudicollis presentan una reduccidn en el nimero de
hileras longitudinales de nucales (de cuatro a seis; Figura 7a) con respecto a los demés taxones del
grupo interno, los cuales presentan ocho o mas de estas hileras (76b). La presencia de ocho o mis
hileras longitudinales de nucales ocurre en todos los especimenes de Mesaspis y Elgaria, pero en los
especimenes de Abronia ocurren sélo seis. De acuerdo con las relaciones filogenéticas que presentan
estos tres géneros en el anilisis realizado por Good (1988a) la presencia de ocho o mas nucales fue

considerada como la ancestral.

10. Postmentonal. (0) dividida en dos elementos; (1) no dividida. La mayor parte de los especimenes
de todos los taxones presentan la postmentonal dividida en dos elementos, excepto el 2% de los
especimenes en Barisia i. imbricata 2, €l 17% en B. i. ciliaris 2, 13% en B. i. ciliaris 3y 17% en B. i.
ciliaris 4. A pesar de que en algunas especies de Mesaspis existe solo una postmentonal (Good, 1988a),
en todos los especimenes examinados de Mesaspis, Abronia y Elgaria siempre se encontraron dos

postmentonales, por lo que esta dltima condicién se consideré como la ancestral.

11. Hileras transversales de escamas dorsales: (0) 46 en adelante; (1) 45-41; (2) 40-34; (3) 33 o
menos. E]l nimero de estas hileras se conté a partir de la escama posterior a la occipital hasta el nivel de
la cavidad anal. La condicién que fue considerada como la ancestral fue la posesién de 46 o més hileras
de acuerdo con las condiciones presentes en los grupos externos, a pesar de que en Abronia estin
presentes 33 hileras o menos. El 93% de los especimenes de Barisia levicollis presentan la condicién
ancestral. El 7% de los especimenes de B. levicollis, el 17% de B. i. jonesi, 5% de B. 1. planifrons, 7%
de B. . imbricata 2, 8% de B. i. imbricata 4, 50% de B. i. ciliaris 1, 83% de B. i. ciliaris 2, 67% de B. ..
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ciliaris 3,y 75% de B. i. ciliaris 4, presentaron de 41 a 45 hileras. Ademads, en B. i. jonesi (83%), B. i.
planifrons (95%), B. i. imbricata 2 (93%), B. i. imbricata 4 (92%), B. i. ciliaris 1 (50%), B. i. ciliaris 2
(17%), B. i. ciliaris 3 (33%), B. i. ciliaris 4 (25%) y todos los especimenes de B. i. imbricata 1y 3, se
encuentran de 34 a 40 hileras. Por Gitimo, todos los especimenes de B. rudicollis y B. sp. nov. tienen 33

o hileras menos.

12. Namero de hileras longitudinales de escamas dorsales: (0) 16; (1) 14; (2) 12. En esta
caracteristica, tanto en este estudio como en otros trabajos taxonémicos (Good, 1988a; Campbeli y
Frost, 1993), se encontrd que la condicién ancestral es la posesién de 16 hileras o més. Una reduccidn a
14 hileras o menos ocurre en todos los especimenes de Barisia rudicollis, B. sp. nov. y los cuatro

conjuntos poblacionales de B. imbricata.

13. Namero de hileras transversales de escamas ventrales: (0) 53 o mas; (1) 52 o menos. El
nimero de estas hileras se contd a partir de la gular anterior hasta la escama anterior a las preanales.
Los taxones que presentaron una reduccidn a 52 hileras o menos fueron Barisia rudicollis (82%), B. sp.
nov. (40%), B. i. jonesi (9%), B. i. imbricata 1 (11%), B. i. imbricata 2 (3%); B. i. imbricata 4 (6%), y

B. i. ciliaris 1 (10%). En los grupos externos, 53 hileras o més fue la condicién predominante.

14. Numero de hileras longitudinales de escamas ventrales: (0) 12; (1) 14. En todos los
especimenes de Barisia rudicollis y B. sp. nov., y en el 85% de los especimenes de Abronia estuvieron
presentes 14 de estas hileras. En el resto de los taxones del grupo intemo y en Mesaspis y Elgaria se

presentaron siempre 12 hileras.

15. Nucales Laterales: (0) moderadamente quilladas, no extendidas lateralmente; (1) fuertemente
quilladas y extendidas lateralmente. Unicamente Barisia sp. nov y B. rudicollis presentan las nucales
laterales fuertemente quilladas y extendidas lateralmente (Figura 7a), mientras que en las demds
especies de Barisia las laterales nucales estdn solo moderadamente quilladas y no se proyectan de
manera lateral (Figura 7b). Con respecto a los grupos extemos, ninguno presentd una condicién
semejante a la de B. rudicollis y B. sp. nov. Algunas especies de Abronia poseen escamas nucales
laterales fuertemente quilladas (Campbell y Frost, 1993); sin embargo, estas condiciones son

estructuralmente distintas.
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16. Pairon dorsal de color en adulios: (0) Presente o ausente tanto en hembras como en
machos; (1) presente en hembras, ausente en machos: Los machos adultos de Barisia i.
imbricatal, 2, y 4, y B. i. jonesi generalmente tienen un color dorsal verde olivo uniforme, mientras que
las hembras adultas poseen un patrén dorsal que varia tanto individual como geogrificamente. En
dichas hembras ocurre un color de fondo en la regidn dorsal que var{a de café pardusco a café oscuro,
con un patrén de dos bandas verticales més claras, o marcas mds claras distribuidas en forma de
mosaico por todo el tronco y cola (Figura 8a). En algunos de los taxones incluidos en este estudio
también existe dicromatismo sexual en el patrén de color dorsal, aunque en estos casos los machos
también presentan un patrén de color (p. ej., B. rudicollis, Figura 8b, 8c). En B. levicollis, B. i.
planifrons y B. i. planifrons tanto las hembras como los machos tienen una coloracién dorsal que puede
variar de café verdusco a verde olivo en ocasiones con bandas transversales mds oscuras poco
perceptibles, pero en ninglin caso con un patrén dorsal como el descrito para las hembras de B. i
imbricata y B. i. jonesi. Por lo tanto, toda condicién diferente a la de un patrén de color presente en

hembras y ausente en machos adultos fue considerada como la ancestral.



Figura 3. Contacto nasal rostral: A, Ausente (¢]., Barisia imbricata planifrons, hembra,
MZFC 12546). B, Presente (ej., B. rudicollis, hembra, MZFC 12541).

Figura 4. Nimero de loreales:A, Una (ej., B. i. imbricata, hembra, MZFC 11663). B, Dos (B.sp.
nov., macho, MZFC9580). Nimero de superciliares: A, Tres. B, Cuatro. Dibujo realizado por
Adridn Nieto Montes de Oca. L= loreales; S= superciliares.

27



Figura 5 (parte superior izquierda y derecha) Frontonasal: A, Presente (ej., Barisia
rudicollis, hembra, MZFC 5358). B, Ausente (ej. B. imbricata planifrons, hembra, MZFC
12541). FN = Frontonasales.

Figura 6 (parte media izquierda y derecha). Occipitales: A, Tres ¢j. Barisia sp. nov., macho,
MZFC 9580). B, Una {ej. B. levicollis, hembra CM 90194). Dibujo realizado por Adrian

Nieto montes de Oca. Occ = Occipitales,

Figura 7 (parte inferior izquierda y derecha). Hileras longitudinales de nucales: A, Seis o
menos (e]. Barisia rudicollis, macho, MZFC 9586). B, Ocho o mas (e]., B. i. imbricata,
hembra, MZFC 11663). Nucales [aterales: A, Fuertemente quifladas, extendidas
lateralmente (ej. Barisia rudicollis, macho, MZFC 9586). B, moderadamente quilladas, no

extendidas lateralmente (B. i. imbricata, hembra, MZFC 11663).
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RESULTADOQOS
ANALISIS MORFOLOGICO

En el cuadro 3 se muestran los resultados de las evaluaciones hechas a los cinco métodos de
codificacién de caracteres morfoldgicos. Los métodos que obtuvieron un menor nimero de arboles
igualmente parsimoniosos fueron el MCD y el MBF, con tres y ocho 4rboles respectivamente. El indice
de consistencia més alto lo obtuvo el MPF (0.778). Los conjuntos completos de datos de todos los
métodos tuvieron una PTP significativa de 0.001. El MPF arrojé el mayor indice de g/, seguido por el
MCF, aunque no se observd una variacién importante de este indice entre los cinco métodos,
presentando todos un valor considerablemente significativo. De acuerdo con los criterios establecidos,
el arbol consenso de mayoria del MBF obtuvo el mayor nimero de nodos con altos valores de BTP (=

70) y con valores significativos de PTP (<0.05).

Cuadro 3.—Evaluacién de los métodos de codificacidn de caracteres morfoldgicos examinados. CI = caracteres
informativos; AMP = nifimero de rboles mis parsimoniosos; LAMP = longitud de los drboles mds parsimoniosos; IC =
indice de consistencia; Ig/ = indice de gl; BTP = niimero de clados con BTP = 70; PTP = nimero de clados con PTP
significativa (£ 0.05). Para el indice de g1, valores negativos ndican mayor signo filogenético.

TIPO DE DATQOS CI AMP LAMP IC Igi BTP PTP
Cualquier caso estado ancestral (MCA) 12 49 23 0.571 -1.201 1 I
Cualquier caso estado derivado (MCD) 16 3 35 0.583 -0.750 i 1
Binario de frecuencias (MBF) 16 8 24 0.766 -1.219 5 3
Polimérfico (MPF) 16 100 18 0.778 -1.362 2 1
Sélo caracteres fijos (MCF) 8 72 11 0.727 -1.029 1 1

En la Figura 9 se presentan los consensos de mayoria de los drboles méas parsimoniosos
obtenidos por los cinco métodos. Se decidié presentar los consensos de mayoria y no los consensos
estrictos de los 4rboles obtenidos por los diferentes métodos de codificacién con el fin de poder
visualizar en ellos el mayor nimero posible de clados apoyados por valores significativos de BTP y/o
PTP. Los consensos del MBF y el MCD presentan una resolucién casi total en sus relaciones, mientras
que en los demés métodos las relaciones estdn pobremente resueltas. Como se puede observar en los
irboles de los distintos métodos, hay cierta similitud en algunas relaciones entre los consensos de
varios de ellos. Sélo un clado es comiin en los consensos de los cinco métodos, el clado Barisia

rudicollis + B. sp. nov. El clado con todos los taxones integrantes del complejo B. imbricata (sensu
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Guillette y Smith, 1982) esté presente en cuatro de los cinco métodos (excepto en el MCD). El clado
que agrupa a B. {. imbricata 1,2 y4, y a B. i. jonesi esta presente en [os consensos de todos los métodos
excepto en el MPF, en donde se observa una politomia integrada por éstos Gltimos taxones y ademsas B.
i. ciliaris, B. levicollis y B. i. planifrons. Los consensos del MBF y el MCD apoyan la monofilia de B. .
ciliaris, con B. i. ciliaris 1 como el taxén hermano de los restanies tres conjuntos poblacionales, y B. i.
ciliaris 4 el taxén hermano de B. i. ciliaris 2 + B. i. ciliaris 3. Todos los métodos apoyan la monofilia
del género Barisia excepto el MBY. Con respecto al apoyo de los nodos, sélo el clado B. rudicollis+B.
sp. nov. esta fuertemente apoyado en los consensos de todos los métodos al presentar valores de BTP >
70, ademas de presentar una PTP significativa en todos los métodos, excepto en el MCF. Por Gltimo, el

clado con el complejo B. imbricata estuvo apoyado por un valor de BTP = 70 sélo en el MBF.

Las relaciones del drbol consenso de mayoria del MBF (Figura 9}, que fue el método mejor
calificado de acuerdo con los criterios de evaluacidn establecidos, son las siguientes: en el nodo més
basal se observa una politomia conformada por los siguientes tres grupos: A) (Abronia + (B.
rudicollis+B. sp. nov.)) (BTP = 77; PTP), B) los taxones integrantes del complejo B. imbricata y
Elgaria (BTP = 49), y C) Mesaspis. Con respecto a las relaciones del segundo grupo, Elgaria es el
taxdn hermano del grupo conformado por los taxones del complejo B. imbricara (BTP = 79), los cuales
forman una politomia con los siguientes tres grupos: A) una B. i. ciliaris monofilética (BTP = 47; PTP);
B) (B. i. planifrons (B. i. imbricata 3 ((B. i. imbricata 2 + B. i. imbricata 4), B. i. imbricata 1, B. i.
Jonesi))) (BTP = 14); y C) B. levicollis.

DIVERGENCIA GENETICA

El cuadro 4 muestra el nimero total de diferencias de nucledtidos y los porcentajes de
divergencia genética entre cada par de taxones. Incluyendo tanto a los integrantes de los grupos interno
como externo, un total 331 (37.6%) de los 878 nucledtidos presentaron variacién., El indice de
transicion/transversién fue en general cercano al 2.5 en todos los modelos de evolucién probados para
el método de ML. Los niveles de divergencia genética entre los miembros del género Barisia fueron
siempre mas bajos con respecto al presentado con los grupos externos. Dentro de Barisia, el intervalo
de divergencia fluctud entre 2.2% (entre Barisia i. imbricata 2 y B. i. imbricata 3) y 10.2% (entre B. |.
ciliaris 1 y B. i. planifrons), mientras que entre fos miembros de Barisia y los géneros Abronia,
Mesaspis y Elgaria el intervalo van6 de 15.9% (entre B. L. ciliaris 2 y Mesaspis) a 19.3% {cntre B.

rudicollis y Abronia).



El porcentaje de divergencia genética fue generalmente mayor entre los taxones nominales del
género Barisia (4.1% a 10.2%) que entre las poblaciones examinadas tanto de B. i. imbricata como de
B. 1. ciliaris (2.1% a 9.4%, y 3.6% 2 6.2%, respectivamente). Los casos mdas evidentes en que los
porcentajes de divergencia genética entre poblaciones de las subespecies antes mencionadas excedieron
los porcentajes exhibidos entre taxones nominales involucraron comparaciones de muestras de B, i
imbricata 1 con las demas muestras de B.L. imbircata (8.9 % a 9.4%). Ademas, entre los taxones B. 7.
ciliaris 2, B. i. imbricatal y B. i. jonesi se presentaron niveles de divergencia genética més bajos que

los regularmente observados entre las poblaciones de B. i. imbricata y B. i. ciliaris (4.1% a 4.9%).

Cuadro 4 —Nilmero total de diferencias de nucle6tidos (diagonal superior) y porcentaje de divergencia entre las secuencias
de cada par de taxones terminales (diagonal inferior) para los genes ND4 y los tRNA hist, ser y leu. Elg = Elgaria; Abr =
Abronia; Mes = Mesaspis; nov = Barisia sp. nov; im2 = B. i. imbricata 2; im3 = B. i. imbricata 3; im4Q = B. {. imbricata 4
Qaxaca; Bim4P = B. i. imbricata 4 Puebla; rud = B. rudicollis; ¢il = B. i. ciliaris 1; ¢i2 = B. 1. ciliaris 2; ¢i3 = B. i. ciliaris 3;
iml = B, 1. imbricata 1; jon = B. i. jonesi; pla = B. i. planifrons.

TAXQNES 1 2 3 4 = 3} 7 8 9 10 i1 12 i2 14 15
1.Elg - 134 137 152 149 152 160 155 153 148 150 151 156 157 156
2.Abr 15.2 - 119 151 152 161 1le2 156 168 158 151 157 163 160 164
3.Mes 1%.6 13.5 ~- 145 143 14¢ 157 156 159 143 139 153 147 141 160
4.nov 17.2 17.2 16.5 - 59 57 60 53 55 76 67 70 78 68 69
5.im2 16.9 17.3 16.3 6.7 - 18 60 &6l 61 75 57 78 83 72 80
6.1im3 17.3 18.3 16.6 6.5 2.1 - 60 57 62 75 65 73 78 68 83
7.imdP 18.2 18.4 17.9 6.8 6.8 6.8 -— 34 68 80 87 £7 g3 75 79
8.ima0 17.6 17.7 17.7 6.0 6.9 6.5 3.8 -- 64 74 62 64 81 T4 79
9.rud 17.4 19,1 18.1 6.2 6.9 7.0 7.7 7.3 ——— 72 63 €9 71 68 Ti
10.cil 16.8 18.0 16.3 5.4 8.8 8.5 8.1 8.4 8.2 - a6 55 &6 62 90
11.ci2 17.1 17.2 15.8 7.6 7.6 7.4 7.6 7.0 7.1 5.2 -~ 32 35 36 76
12.¢13 17.72 17.9 17.4 7.9 3.8 8.3 7.6 7.3 7.8 5.2 3.6 -- 45 44 81
13.1ml 17.8 18.8 16.7 8.9 5.4 8.9 5.4 9.2 8.1 7.5 4.4 5.1 -- Bl a7
14.jon 17.9 18.2 16.1 7.7 8.2 7.7 8.5 8.4 7.7 7.0 4.1 5.0 4.9 - 86
15.pla 17.7 18.7 18.2 7.8 9.1 9.4 9.0 9.0 B.1 10.2 8.6 g.2 9.9 S.8 --
ANALISIS DE MTDNA

Para la mayor parte de los individuos se obtuvo un total de 878 posiciones alineadas de
nucledtidos de los genes mitocondriales ND4 y de tRNA para hist, ser y leu. No se encontré ninguna
ambigiiedad en dicha alineacién y se encontraron gaps en sélo dos posiciones, por lo que las secuencias
completas de todos los taxones se incluyeron en los andlisis subsccuentes. El valor de gl observado
para el conjunto completo de datos fue de -1.189, que comparado con ¢l valor critico para datos al azar

{-0.12, P = 0.05; puara 15 taxones y 500 o mis caracteres con cuatro estados de cardcter), indicé la



presencia de sefial filogenética significativa en los datos. La técnica de PTP también indicd que el

conjunto completo de datos presenta una sefial filogenéica significativa (PTP = 0.001).

De los 331 sitios de nucleétidos variables, un total de 202 fueron parsimoniosamente
informativos. En el analisis de MP sin ponderacidn de caracieres se obtuvieron dos drboles igualmente
parsimoniosos con una longitud de 629. Los arboles tuvieron un indice de consistencia de 0.5466
(excluyendo caracteres no informativos) y un indice de retencién de 0.5629. El pesaje sucesivo de
caracteres arrojo un solo drbol igual a uno de los dos obtenidos por el anterior anélisis, con una longitud
de 287.2, un indice de consistencia de 0.803 (excluyendo caracteres no informativos), y un indice de
retencidn de 0.859. Los indices de verosimilitud de los dos arboles inicialmente obtenidos por los
métodos de MP fueron luego comparados con cada uno de los seis modelos de evolucidn previamente
escogidos. El arbol que se obtuvo en el andlisis con pesaje sucesivo fue el que tuvo ¢l indice de
verosimilitud més alto en los seis modelos. De éstos, el modelo GTR + 1+ T tuvo el indice més alto
(Cuadro 5). El andlisis con el método de ML usando el modelo GTR+I+I" arrojé un solo arbotl idéntico
a uno de los obtenidos por el método de MP sin ponderacion de caracteres y al obtenido por €] método

de MP con pesaje sucesivo de caracteres (Figura 10).

Cuadro 5. Comparacidn de los valores de verosimilitud de los seis modelos de evelucién probados, y que se obtuvieron a
partir de uno de los drboles mds parsimoniosos.

Modelo Indice de verosimilitud (Log negativo)
JC 4539.901
K2p 4377.676
HKY85 4313.904
HKY85+] 4151.416
HEKY85+I+I 4155.052
GTR+I+T 4136.561

De acuerdo con el rbol elegido (Figura 10), los géneros Abronia y Mesaspis aparecen como
grupos hermanos (BTP = 82), mientras que la monofilia de Barisia esta fuertemente apoyada por un
valor de BTP= 100. Arriba, dos grupos son distinguibles dentro del género; A) (B. i. planifrons (B.
rudicollis ((B. sp. nov.((B. i. imbricata 2) (B. i. imbricata 3) (B. i. imbricata 4 Pue + B. i. imbricata 4
Oax))))) BTP = 57) y; B) (B. i. ciliaris | (B. i. ciliaris 2 (B. i. ciliaris 3 (B. i. imbricata 1 {B. i.
Jjonesi))))) (BTP= 68).
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Figura 10. Arbol 6ptimo obtenido por el método de ML bajo el modelo GTR+I+T con los datos
de mtDNA. Los valores numéricos y las siglas PTP corresponden a valores de bootstrap (solo
valores > 70) y valores significativos con la prueba de permutacion probabilistica (P < 0.05),
respectivamente.,
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Figura 11. Unico arbol obtenido en el anilisis combinado con el método de méxima parsimonia sin
ponderacion de caracteres. Los valores niimeros y las siglas PTP a la izquierda de cada nodo corresponden a
valores de BTP (solo > 70) y valores significativos de la prueba de permutacién probabilistica (P < 0.05)
respectivamente. Cada uno de los nodos del arbol se encuentra nimerado (lado derecho de cada nodo).




CONGRUENCIA TAXONOMICA

Como se puede observar en las Figuras 9 (drbol del MBF) y 10, no existe similitud alguna entre
las topologias del arbol morfoldgico y el de mtDNA. No obstante, en la mayor parte de los casos en los
cuales se encuentran grupos de taxones bien apoyados en uno de los dos drboles, las agrupaciones
alternativas en el otro drbol presentan un débil apoyo. En este caso estdn tanto Barisia rudicollis como
B. sp.nov., las cuales aparecen bien apoyadas como taxones hermanos en un clado en el érbol
morfoldgico. mientras que en el 4rbol de mtDNA sus relaciones con otros taxones estdn pobremente
apoyadas. Lo mismo sucede para los clados B. imbricara imbricata |+ B. i jonesi, y el clado que
contiene a B. i. imbricata 2, 3, 4 Oax. y 4 Pue., que estén fuertemente apoyados en el arbol de mtDNA,
mientras que en €l drbol morfolégico las relaciones alternativas de estos taxones estin pobremente
apoyadas. Con respecto a las relaciones entre las diversas poblaciones de Barisia imbricata en el rbol
morfolégico, o no se encuentran completamente resueltas, o estdn pobremente apoyadas debido al
escaso nimero de caracteres incluido en el analisis. El caso contrario sucede con el &rbol de mtDNA, en
el cual el gran nimero de caracteres examinados permite resolver y dar un fuerte apoyo a los diferentes

clados en donde se encuentran las poblaciones de B. imbricata.

DATOS COMBINADOS

Los datos obtenidos de la combinacién de los dos conjuntos de datos consistieron de 894
caracteres registrados en todos los taxones terminales excepto Barisia levicollis y B. imbricata ciliaris
4, en los cuales se codificaron como faltantes los datos de mtDNA. Debido a que 1a codificacién de los
caracteres morfoldgicos se realizé con el MBF, todos los caracteres de mtDNA se pesaron por 24 para
que el cambio de un nucledtido tuviera el mismo peso que un cambio en la frecuencia de 0 a 100% de
un caracter morfoldgico (Wiens y Reeder, 1997). La longitud del arbol més parsimonioso fue dividida
entre 24 para hacerla comparable con los otros andlisis. El conjunto de datos combinados arrojé un
valor observado de gl de -1.343, mientras que ¢l valor critico para cuatro estados de cardcter en 15 0
mds taxones y 500 o mas caracteres es de 0.10 (P = 0.05), lo que indica que los datos tienen una sefial
filogenética significativa. La técnica de PTP también mosir6 la existencia de sefial filogenética en los
datos (P = 0.001). Un total de 218 caracteres fueron parsimoniosamente informativos, de los cuales 16
fueron morfolégicos y 202 moleculares. El andlisis de parsimonia con una bisqueda de branch and
bound dio por resultado un sélo drbol (Figura 11) con una longitud de 660, un indice de consistencia de

0.5487 (excluyendo caracteres no informativos), y un indice de retencidn de 0.5708.



El 4rbol combinado (Figura 11) es muy similar al arbol obtenido con los datos de mtDNA
(Figura 10). No obstante, con la adicidén de los datos morfolGgicos se observan dos diferencias entre las
topologias de los drboles combinado y de mtDNA. En el drbol combinado, B. rudicollis se encuentra en
una posicién mas derivada y B. i ciliaris | estd en un clado mas basal con respecto al dérbol de mtDNA.
Para el caso de B, rudicollis, 1a adicién de la informacién morfoldgica da un fuerte apoyo a la relacion
de esta especie como hermana de B. sp. nov. (BTP = 94, PTP). No asi sucede en el caso de B. i. ciliaris
1, en el que los datos morfolégicos no ayudaron a dar apoyo en el drbol combinado en sus relaciones

con otros taxones,

A continuacién se describe la topologia del 4rbol combinado (Figura 11} y se mencionan los
caracteres morfologicos y el mimero de sinapomeorfias moleculares que apoyaron consistentemente a
varios de sus nodos. Los caracteres morfolégicos se consideraron consistenes sélo si presentaban un
cambio grande en su frecuencia (al menos 0.75 pasos), va que los cambios pequetios en la frecuencia de
los caracteres estdn mas sujetos a error de muestreo y proveen una evidencia fragil de las relaciones
entre taxones, aunque son importantes en la determinacién del arbol final (Wiens y Reeder, 1997).
Debido a que para dos taxones los datos de mtDNA fueron codificados como faltantes (Barisia
levicollis y B. imbricata ciliaris 4), varias de las sinapomorfias de este tipo de datos estdn optimizadas

ambiguamente.

En la base del arbol (clado 1) aparece una politomia entre Elgaria, el clado Abronia+Mesaspis,
y Barisia como grupo monofilético. Los géneros Abronia y Mesaspis (BTP = 82) comparten 33
sinapomorfias de DNA (clado 2). Por otro lado, la monofilia del género Barisia (BTP = 97) esti
fuertemente apoyada por 68 sinapomorfias de mtDNA y las siguiuentes sinapomorfias morfolégicas:
fusién de la postnasal superior con la supranasal, ausencia de frontonasal, y cuatro superciliares o
menos. Dentro de Barisia, el taxén mds basal es B. levicollis, seguido por B. imbricata ciliaris 1 (BTP

= 59). El grupo hermano de esta es el clado 5 (BTP = 22), el cual se divide en los subclados 6 y 12.

En el clado 6 (BTP = 50) estd apoyado por 18 sinapomorfias de mtDNA. En este clado, B. i.
planifrons es el taxén mds basal seguido por el clado 7 (BTP = 72), cuyos miembros comparten 10
sinapomorfias de mtDNA. A su vez, el clado 7 comprende dos clados: el clado 8, con B. rudicollis
como taxdén hermano de B. sp. nov. (BTP = 94; PTP) compartiendo dos sinapomorfias de mIDNA y

cinco morfolégicas (contacto nasal-rostral, fusion de la postnasal con la loreal anterior, cuatro
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superciliares, 33 hileras transversales de dorsales o menos, y nucales laterales fuertemente quilladas y
extendidas lateralmente), y el clado 9, con B. i. imbricata 2, 3, 4 Oax. y 4 Pue., compartiendo ocho
sinapomorfias de mtDNA (BTP = 76). El clado 12 (BTP = 78) est4 apoyado por nueve sinapomorfias
de mtDNA. Dicho clado se divide en dos, el clado 13, con B. i. ciliaris 2,3 y 4 (BTP = 46), y el clado
15, con B. i. jonesi y B. i imbricata 1 (BTP = 98; PTP). El clado 13 estd apoyado por dos
sinapomorfias de mtDNA, la postmentonal dividida, y 41-45 hileras transversales de dorsales. Por
ultimo, en el clado 15 B. i. imbricata 1 es el taxén hermano de B.i. jonesi (BTP = 98; PTP)

compartiendo cuatro sinapomorfias de mtDNA.

En el 4rbol combinado sélo se encuentran dos partes que estén en conflicto entre los drboles
separados y que estdn fuertemente apoyadas en estos por valores significativos de BTP y/o PTP. Una de
éstas dreas se localiza en el clado 13, integrado por Barisia imbricata ciliaris 2, 3 y 4. Mientras que en
el drbol de mtDNA aparece un clado fuertemente apoyado con Barisia imbricata ciliaris 2 y 3, B. |.
imbricata 1 y B. i. jonesi (BTP = 92), en el arbol morfolégico aparece de manera consistente B. i
ciliaris como monofilético (PTP). Debido a la considerable diferencia en el nimero de datos, la
resolucién del 4rbol combinado es similar a la del drbol de mtDNA, aunque no hubo ninguna
sinapomorfia morfolégica que respaldara dicha resolucion. Por lo tanto, esta parte del 4rbol combinado
se considera como no resuelta debido al conflicto entre los arboles separados y a la carencia de

sinapomorfias morfolégicas que apoyen su resolucion.

En la otra parte problemaética del arbol combinado, el 4rbol de mtDNA apoya la monofilia de
Barisia (BTP = 100), pero el arbol morfolégico apoya el clado que hace a este género polifilético (BTP
= 79), con (B. rudicollis + B. sp. nov.) como grupo hermano del género Abronia (BTP = 100). No
obstante, a diferencia del primer conflicto, en este caso el érbol combinado se ve apoyado tanto por un
gran nimero de nucleétidos como por tres sinapomorfias morfolégicas consistentes. En el arbol
morfoldgico, el clado que agrupa a B. rudicollis, B. sp. nov. y Abronia esta también apoyado por tres
sinapomorfias consistentes (con un cambio en frecuencia = 0.75 pasos), pero en este caso dicha
resolucién se ve favorecida ademds por dos sinapomorfias inconsistentes (con un cambio en frecuencia
< 0.75 pasos). Dado que la resolucién del drbol combinado esta apoyada por un considerable nimero de
sinapomorfias de mtDNA y ademas por tres sinapomorfias morfolGgicas consistentes, se prefirid

considerar a Barisia como monofilético, esperando que otros datos refuercen csta hipdiesis.
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LiMITES ENTRE ESPECIES

La hip6tesis del andlisis combinado apoya la monofilia del género Barisia. Algunos autores han
sugerido que B. rudicollis pudiera en realidad pertenecer al género Abronia debido a que han observado
algunas similitudes morfolégicas entre ambos (Tihen, 1949b; Good, 1988a). En este estudio se
encontraron 68 sinapomorfias de mtDNA ademds de tres sinapomorfias morfolégicas que ubican
contundentemente a B. rudicollis y B. sp. nov dentro del género Barisia. Las sinapomorfias
morfolégicas que definen a Barisia de los demds géneros de gerrhonotinos son (1) la fusién de la
postnasal superior con la supranasal; (2) ausencia de frontonasal; y (3) presencia de cuatro 0 menos
superciliares. Por otra parte, cinco convergencias morfoldgicas existen entre éstas Gltimas dos especies
y las especies del género Abronia. Entre dichas convergencias, la reduccion a seis hileras longitudinales
de nucales, la reduccién a 33 o menos hileras transversales de dorsales y la presencia de 14 hileras

longitudinales de ventrales son condictones que se encuentran fijas o en un alto porcentaje.

Con la hipétesis filogenética obtenida, el conocimiento recabado de las relaciones geograficas y
el diagnéstico morfoldgico y de mtDNA que presentan los diferentes taxones evaluados, se pueden
distinguir ocho especies evolutivas dentro del género Barisia. A pesar de que las caracteristicas de
morfologia externa de los taxones asignados previamente al complejo Barisia imbricata estan
considerablemente conservadas, estos no conforman un grupo monofilético. En el taxén polifilético B.
imbricata se pueden distinguir al menos cinco especies, entre las que se encuentran sus cuatro formas
reconocidas asi como la poblacidn procedente de Manantlan, Jalisco. Ademds, las especies B. rudicollis
y B. sp. nov. presentan una marcada diferenciacién tanto morfolégica como de mtDNA, mientras que 5.
levicollis posee caracteristicas morfolégicas distintivas censistentes. Por dltimo, el conflicto entre Jos
andlisis separados mantiene por el momento a las poblaciones mas surefias de Barisia ciliaris
(poblaciones procedentes de Querétaro e Hidalgo) dentro de este taxén. A continuacién se describe la
distribucién geogrifica asi como el diagndstico morfolégico y/o de mtDNA de las especies que

conforman al género Barisia.

Barisia ciliaris—La distribucién de esta especie es la mis amplia del género, abarcando las
siguientes provincias morfotectonicas: regién central de Ia provincia de la Sierra Madre Occidental en
los estados de Zacatecas y Durango, parte noreste de la Sierra Madre Oriental en los estados de
Coahuila y Nuevo Leén, y aigunas de las sierras de la Meseta Central en los estados de Guanajuato, San

Luis Potosi, Querétaro y norte de Hidalgo. Barisia ciliaris se distingue morfolégicamente de fas demds
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especies del género principalmente por presentar usualmente de 40 a 45 hileras transversales de

dorsales.

Al parecer, Barisia ciliaris es alopéirica con respecto a las demds especies de Barisia, excepto
B. imbricata y B. levicollis, en donde sus relaciones con estas especies afin resuitan inciertas. La
relacion geografica entre B. ciligris y B. imbricata se menciona méis adelante. En el caso de B,
levicollis, los registros consultados en este estudio indican que esta especie y B. . ciliaris pueden ser
alopétricas. Mientras que los registros confiables més nortefios para B. ciliaris proceden del centro y
norte del estado de Durango, B. levicollis habita s6lo hasta el sur de la Sierra Tarahumara. No obstante,
Guillette y Smith (1982) mencionan que la distribucién de B. ciliaris alcanza hasta Chihuahua, con
base en un espécimen examinado (AMNH 1945) de localidad imprecisa “Chihuahua” y dos
especimenes referidos en Ja literatura procedentes de la Sierra del Nido, al norte de la ciudad de
Chihuahua. En este estudio se examiné el espécimen AMNH 1945, asf como un espécimen de la Sierra
del Nido (CM 90194) diferente a los dos mencionados por Guillette y Smith (1982). EI primer ejemplar
correspondid con las caracteristicas de B. ciliaris, pero el segundo resultd ser un egjemplar tipico de B.
levicollis. Debido a que la localidad del ejemplar AMNH 1945, recolectado entre 1903 y 1904, resulta
ambigua, y el espécimen examinado de la Sierra del Nido es una B. levicollis tipica, parece ser que la
distribucion de B. ciliaris estd restringida hasta el norte del estado de Durango, aunque futuras
recolectas permitiran saber si B. ciliaris ocurre también en la Sierra del Nido y por lo tanto es

simpétrica con B. levicollis.

Barisia imbricata.—Tres de los cuatro conjuntos poblacionales asignados previamente a B. i
imbricata (B. i. imbricata 2, 3 y 4) conforman un grupo monofilético genéticamente diferenciado por
ocho sinapomorfias de mtDNA de los demds miembros del género. A pesar de que no se examinaron
exhaustivamente muestras de DNA ni ejemplares de toda el drea de distribucion de B. i. imbricata
sensu Guillette y Smith (1982) (p. ej., especimenes procedentes del estado de Michoacan), aqui se
sugiere considerar como conespecificas a 'todas las poblaciones de B. imbricata procedentes de la
Provincia del Eje Neovolcdnico Transversal asi como de Ia parte norte de la subprovincia de las Tierras
Altas de Oaxaca y Puebla en la provincia de la Sierra Madre del Sur. Por lo tanto, la distribucién de B.
imbricata abarca poblaciones pertenecientes a los estados de Michoacan, Estado de México, D. F.,
Morelos, Hidalgo, Tiaxcala, Veracruz y Puebla, asi como el extremo norte de la subprovincia de las

Tierras Altas de Oaxaca y Puebla, en la provincia de la Sierra Madre del Sur. Con respecto 2 las
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poblaciones del estado de Jalisco que se encuentran al este de la poblacién de Manantlin, futuros

estudios permitirdn conocer si éstas pertenecen o no a 8. imbricata.

Las relaciones geograficas entre Barisia imbricata y las demds especies de su género sélo se
conccen parcialmente. Al parecer, esta especie podria estar en simpatria en algunas regiones con B.
rudicollis y/o B. sp. nov. Se han recolectado ejemplares de B. imbricata y B. rudicollis en Valle de
Bravo, Hacienda de La Gavia y Zempoala, localidades ubicadas en el Estado de México; mientras que
B. sp. nov. ocurre en localidades muy cercanas a Zempoala y Tepoztlan, en las cuales también se han
recolectado especimenes de B. imbricata. Con respecto a B. ciliaris, las relaciones geogrificas entre B.
imbricata y ésta Gltima no se conocen aln bien. Dichas especies podrian ser parapdtricas o bien
simpatricas, pues éstas habitan en 4reas cercanas dentro del estado de Hidalgo. Las relaciones

geograficas entre B. imbricata y B. planifrons se discuten méas adelante.

Barisia especie Manantlin.—Aunque no se observaron diferencias morfoldgicas considerables
entre los ejemplares de los cuatro conjuntos poblacionales de B. i. imbricata, 1a poblacién procedente
de Manantlén, en la parte extrema suroeste del estado de Jalisco, mostrd un fuerte diagnéstico genético
con respecto a las demds poblaciones, apareciendo en la hipétesis filogenética escogida en un clado
distinto al de aquellas, y teniendo como su especie hermana a B. jonesi. Esta hipétesis de relaciones
parece coincidir con la cercania en la procedencia geogrifica de B. jonesi y B. sp. Manantldn, ya que
ambos taxones ocurren dentro de la provincia de la Sierra Madre del Sur. Debido a lo anterior, se
decidid considerar a la poblacién de Manantian como un linaje independiente de B. imbricata debido a
su diagnoéstico con datos de mtDNA, ademaés de distinguirse morfolégicamente de B. jonesi al poseer
14 hileras longitudinales de dorsales (16 en B. jomesi), y genéticamente por un total de 23

autapomorfias de mtDNA.

Barisia jonesi—La distribucidon de esta especie estd reé.tringida tnicamente a la Sierra de
Coalcomin, al noroeste del estado de Michoacén, regién que forma parte de la subprovincia de las
Cordilleras y Cuestas del Pacifico, en el extremo norte de la provincia de la Sierra Madre del Sur.
Barisia jonesi es alopitrica del resto de los miembros del género, encontrindose la especie mas
cercana, B. imbricata, en regiones al noreste de la Sierra de Coalcoman que forman parte ya de la

Provincia del Eje Neovolcanico Transversal (Guillette y Smith, 1982). A pesar de que B. jonesi no
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posee autapomorfias morfoldgicas, ésta muestra una diagndstico genético considerable (20

autapomorfias de mtDNA).

Barisia planifrons.— Barisia planifrons habita exclusivamente en algunas localidades de la
Sierra de Judrez, 1a cual forma parte de la zona de las Cordilleras nororientales de la subprovincia de
Zonas de Tierras Altas de Oaxaca-Puebia, en la parte central de la provincia de 1a Sierra Madre del Sur.
Genéticamente, esta especie posee un total de 42 autapomorfias de mtDNA. Barisia planifrons es
alopatrica con respecto a las demdés especies de Barisia, excepto posiblemente de B, imbricata. Existe
en la literatura el registro de dos especimenes intergrados entre estas dos especies. Aunque en este
estudio no se pudieron examinar dichos intergrados, resulta probable la existencia de una zona de
contacto entre B. imbricata y B. planifrons, ya que se han recolectado especimenes de ambas especies
en localidades cercanas en la parte noroeste de la Sierra de Judrez, en el norte del estado de Qaxaca
(Guillette y Smith, 1982; Canseco-Maérquez, 1996).

Barisia levicollis.—La distribucién de B. levicollis abarca la parte noroeste de la provincia de la
Sierra Madre Occidental, incluyendo la Sierra Tarahumara y la Sierra del Nido. A pesar de que no se
conté con datos de mtDNA para esta especie, B, levicollis presenta dos caracteristicas morfoldgicas
consistentes que la distinguen de los demis miembros del género: la presencia de una sola escama
superciliar y 46 o mas hileras transversaies de dorsales. Al parecer, Barisia levicollis es alopétrica con

respecto a las demds especies del género (ver arriba).

Barisia rudicollis.-——Esta especie, junto con B. sp. nov., son las especies morfolégicamente mas
diferenciadas del género. Barisia rudicollis ocurre en algunos bosques mesofilos de la parte central de
la provincia del Eje Neovolcdnico Transversal en los estados de México y Michoacdn. Aunque
morfoldgicamente es parecida a B. sp. nov., los datos de secuenciacién sugieren una relacién menos
estrecha entre ambas especies. Barisia rudicollis se distingue por presentar un total de 35 autapomorfias
de mtDNA, y por la presencia de algunas caracterfsticas de escarnacién y del patrén de color (Zaldivar-

River6n y Nieto-Montes de Oca, en prep.).

Barisia sp. nov.—Algunos especimenes de esta especie fueron depositados recientemente en
algunas colecciones mexicanas, y asignado erréneamente a B. rudicollis (Zaldivar-Riverén y Nieto-

Montes de Oca, en prep.). Barisia sp. nov.se distribuye en algunas tocalidades situadas en el extremo
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noroeste del estado de Morelos y 4dreas adyacentes del Estado de México, asi como en la parte noroeste
de Morelos cercana al volcdn Popocatépetl dentro de la parte central de la provincia del Eje
Neovolcanico Transversal. Aunque morfolégicamente parece estar mas relacionada con B. rudicollis,
los datos de secuenciacién de mtDNA indican a B. imbricata como su especie hermana. Barisia sp.
nov. se distingue morfolégicamente del resto de las especies del género por presentar dos gulares
anteriores y usualmente tres escamas en la regién orbital de la primera hilera de temporales (Zaldivar-

Riverén y Nieto-Montes de Oca, en prep.), ademds de poseer un total de 23 autapomorfias de mtDNA.

IMPLICACIONES FILOGEOGRAFICAS

En las Figuras 12 y 13 se encuentra la hipétesis de relaciones preferida del género Barisia junto
con la provincia de procedencia de cada una las poblaciones examinadas. En general, las relaciones
filogenéticas entre las diferentes poblaciones son congruentes con su distribucién geografica, pero no
asi con su taxonomia actual. Barisia levicollis es la especie més basal, aunque Unicamente de acuerdo
con informacién morfoldgica, tienendo la distribucién mds nortefia del género al ocurrir en la parte
noroeste de la provincia de la Sierra Madre Occidental. El grupo hermano de B. levicollis es un clado
que incluye a dos grupos cuyas distribuciones geogréficas se excluyen mutuamente. En uno de los
grupos estin contenidas las poblaciones de Barisia que se distribuyen en las provincias del Eje
Neovolcénico Transversal y parte central de La Sierra Madre del Sur (Barisia imbricata, B. rudicollis,
B. sp. nov. y B. planifrons); mientras que en el otro grupo estdn las poblaciones que ocurren en las
provincias de la Sierra Madre Occidental, Sierra Madre Oriental, Meseta Central y parte noroeste de la
Sierra Madre del Sur (B. ciliaris, B. sp. Manantln y B. jonesi). Dentro de este dltimo grupo, la relacién
de especies hermanas entre B. jonesi y B. sp. Manantlan resulta congruente con su procedencia y
confirma la polifilia de B. i. imbricara, ya que ambas ocurren dentro de la provincia de la Sierra Madre
del Sur. La distribucion y diferenciacion genética entre los diferentes linajes de Barisia indica que este
género pertenece a la categora filogeografica [ (“Arbol genético profundo”; Avise, 2000). Esta
categoria se caracteriza por la presencia de diferentes grupos espacialmente bien delimitados y
separados por distancias genéticas considerables, siendo comin en taxones ampliamente distribuidos

que presentan una dispersion y flujo génico bajos (Avise, 2000).

45



(866 1) einbsnila, fod epadns e| $a $edIUQIO0IOW

Z1 eadyy

serourAoid se| op UQISIAIP ©7 -oIpnisa apuasard 2 uo SepPIoou0dds pisung 0Ioud [ap saroadsa se| ap eiyerfoafofi]

Elgaria

Abronia

Mesaspis

Sp.Nov.

rudicoliis

imbricata 2 __%_»
e

mbricata3 -~

s
i

‘L OOINVOTOAQDN 3rd

imbii 4Pue
imbri 40ax .

/ S.MADRE SUR (SIERRA JUAREZ)
planifrons -

cifiaris 2—— ALTIPLANO MEXICANO
ciliaris 3 — S.MADRE OCCIDENTAL
cifaris 4 — S.MADRE ORIENTAL

imbricata 1
(sp. Manantian) ™ S.MADRE SUR

NOROESTE
jonesi —— { )

cifiaris 1 — ALTIPLANO MEXICANO

levicollis -— S.MADRE OCCIDENTAL




110 100

Figura 13. Distribucion v filogeografia de las especies del género Barisia reconocidas cn este estudio. 1. B. imbricata planiffons

(S. M. del Sur en Sterra de Juarez); 2. B. i, imbricaia., 3. B. sp. nov. (Ejc Neovolcanico T). 4. B. rudicollis (Eje Neovolcanico T).
5. B. i cifiaris, 6. B. i jonest (S. M. Sur); 7. B. sp. Manantlan (S. M. Sur). 8. B. levicollis (S M. Occidental). * Parael casode 5. 7.
imbricata,su distribucién abarca diversas regiones a lo ancho de la Provincia del Eje Ncovolcanico T
para cl caso dc B. 1. ciliaris, su distribucion abarca vanas regiones de las provincias de la Sicrra Madre Oriental,
Sicrra Madre Occidental y el Ahtiplano Mexicano. ? = poblacion de B. 1. ciians ubicada en Querétaro, al sur de la Provincia
del Aftiplano Mexacano (ver explicacion en texto).



A pesar de que a la fecha no se ha estimado la tasa de evolucién molecular para la regién de
mtDNA aqui examinada, la tasa de evolucién molecular de otros fragmentos de mtDNA ha sido
estimada para lagartijas agdmidas y ranas bufénidas como de 0.65-0.69% de cambio por millén de afios
(Macey et al., 1998a, b). Dicha tasa se ha aplicado ademés para secuencias del mismo fragmento de
mtDNA de cinco de los seis géneros existentes de gerrhonotinos (Barisia, Abronia, Mesaspis y Elgaria;
Macey et al., 1999). Debido a qué los porcentajes de divergencia genética intergenérica encontrados en
el trabajo de Macey et al. (1999) yﬁn el presente estudio resultan similares, se decidié emplear como
referencia la tasa de evolucién mencionada anteriormente. Considerando esto dltimo, probablemente el
evento de ramificacion que separd al género Barisia de su grupo hermano (Abronia + Mesaspis) pudo
haber ocurrido durante el Mioceno medio, hace aproximadamente 12.8 millones de afios. Con respecto
al género Barisia, los datos sugieren que el evento de divergencia que dio lugar a los dos grandes
clados observados en la hipétesis preferida, el cual separa a las poblaciones de la Sierra Madre
Occidental, Altiplano Mexicano y parte noroeste de la Sierra Madre del Sur de las poblaciones del Eje
Neovolcéanico Transversal y porcién central de la Sierra Madre del Sur (Sierra de Juérez), posiblemente
ocurrié durante el Mioceno tardfo, hace aproximadamente 6.8 millones de afios. Con respecto a los
eventos de divergencia entre las demds especies de Barisia, estos parecen haber ocurrido entre el

Mioceno tardio y Plioceno tardfo (5.3-3.6 millones de aiios aprox.).

Las especies Barisia rudicollis, B. sp. nov y B. planifrons presentan una mayor diferenciacién
genética con respecto a los demads miembros. En el caso de las dos primeras especies, esta
diferenciacién genética concuerda con su marcado diagnéstico morfolégico, mientras que en el caso de
B. planifrons aparentemente la evolucién entre los niveles fenotipico y genotipico tal vez se encuentra
desfasada, ya que aunque diverge considerablemente en su mtDNA no presenta un claro diagnéstico
morfolégico con respecto a las demas especies de Barisia antiguamente ubicadas dentro de B.
imbricata. Por Gltimo, la poblacién de B. i. imbricata procedente de Manantlan, Jalisco, diverge
genéticamente mds de las demés poblaciones de esta subespecie que de B. i. jonesi y las poblaciones de
B. i. ciliaris provenientes de la Sierra Madre Occidental y la parte norte del Altiplano Mexicano. Esta
dltima evidencia respalda al anilisis combinado, el cual sugiere la polifilia de B. i imbricara y la

cercana relacién filogenética entre la poblacidn de Manantlin B. jonesi y B. ciliaris.

Las discontinuidades filogeogréficas presentes entre las especies del género Barisia (linajes

alopétricos genéticamente bien diferenciados) pueden ser explicadas a través de la hip6tesis que sugiere
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la ocurrencia de varios eventos de expansién/contraccién de los bosques templados en la regién que
actualmente ocupa México (Toledo, 1982). Dicha hipétesis sefiala que varios tipos de bosques de
regiones templadas procedentes de norteamérica se expandieron en gran parte de México debido a
descensos de temperatura que se manifestaron en todo el planeta durante el Eoceno tardio, Mioceno
medio a tardio, y Pleistoceno. Estos dristicos cambios climéaticos, aunados a una compleja historia
geoldgica que ha provocado diversos cambios fisiogrificos, sugiere la existencia en el pasado de una
effmera biota ancestral continua que se contrajo después dando lugar un incremento en la tasa de
especiacién via vicarianza de diversos grupos de organismos, lo cual explica el alto nivel de

endemismo presente en las tierras altas de América Central (Graham, 1993).

A vpartir de esta historia de vicarianza pleistocénica es posible hacer una interpretacion
biogeogrifica con las relaciones filogenéticas del género Barisia. En primer lugar, B. levicollis aparece
como el miembro més basal del género y la especie con distribucién més nortefia, lo que sugiere un
aislamiento faunistico de la provincia de la Sierra Madre del Sur con respecto al resto de las provincias,
aunque debido a la carencia de informacion de mtDNA para esta especie dicha inferencia queda
pendiente. En segundo, las tres especies de Barisia que ocurren en la provincia del Eje Neovolcénico
Transversal estdn agrupadas en un clado y son el grupo hermano de B. planifrons, que habita en la
subprovincia de las tierras altas de Oaxaca y sureste de Puebla, en la parte central de la provincia de la
Sierra Madre del Sur, lo que sugiere la existencia de una afinidad faunistica entre estas dos regiones. En
tercero, la agrupacién de las poblaciones de B. ciliaris en un mismo clado, excepto la poblacién mds
surefla, sugiere una afinidad faunistica entre las provincias del Altiplano Mexicano, Sierra Madre
Occidental y Sierra Madre Oriental. Por dltimo, dichas poblaciones de B. ciliaris aparecen como grupo
hermano del clado conformado por B. jonesi + B. sp. Manantldn, indicando una afinidad faunistica

entre Jas provincias antes mencionadas con la parte noroeste de La Sierra Madre del Sur.
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DISCUSION
ANALISIS MORFOLOGICO

La variacién intraespecifica, ya sea morfolégica, molecular o a cualquier otro nivel, ha sido
tradicionalmente excluida de los anilisis filogenéticos debido a que se cree es menos confiable en las
inferencias filogenéticas (Mayr, 1969) y por la dificultad que presenta para poder ser codificada (Wiley,
1981). No es sino hasta afios recientes que se ha comenzado a investigar de manera formal la
importancia de la inclusién de caracteres polimérficos en estudios filogenéticos, observindose que a
pesar de que ellos pueden incrementar el nivel de homoplasia, también proveen de informacién
filogenética valiosa que frecuentemente da lugar a una mayor resolucidn en el 4rbol obtenido (p. ej.
Campbell y Frost, 1993; Wiens, 1995, Wiens y Servedio, 1997; Wiens, 1998a).

Recientemente, Kornet y Tumer (1999) establecieron dos interpretaciones sobre el inicio de un
nuevo estado de caricter para los diferentes métodos de codificacién de polmorfismos, un inicio suave
y un inicio duro. En el inicio suave el comienzo de un nuevo estado de cardcter se cuenta a partir del
origen de una novedad evolutiva, mientras que en el inicio duro tal comienzo sdlo se considera hasta
que el estado de carécter se encuentra fijo. De acuerdo con estos autores, los métodos de codificacién
de pelimorfismos basados en un inicio suave de los estados de cardcter dan lugar a la introduccidn de
reversiones que usualmente dan por resultado cladogramas incompatibles con la filogenia verdadera,
mientras que los métodos basados en un inicio duro de dichos estados dan lugar a cladogramas que se

ajustan mejor con la filogenia verdadera.

Cuatro de los cinco métodos de codificacién de caracteres aqui probados para datos
morfoldgicos incorporan caracteres polimérficos. De estos cuatro métodos, dos consideran un inicio
suave de los estados de caracter (MBF y MCD), mientras que los otros dos consideran un inicio duro
(MCA y MPF). Los resultados obtenidos apoyan ampliamente los estudios realizados por Wiens (1995)
y Wiens y Servedio (1997), quienes indican que la exclusién de caracteres polimérficos decrementa en
gran medida la resolucién del arbol obtenido, lo cual es evidente al observar la pobre resolucién que
presenta el 4rbol del MCF. En contraste con lo sugerido por Kornet y Turner (1999), el método mejor
calificado fue del tipo inicio suave, el MBE. Lo anterior concuerda con estudios de Wiens (1995;
1998a), en los cuales encontré al MBF como el método més indicado para codificar datos polimdrficos
después de haber usado varios criterios difcrentes en la evaluacion (entre cllos dos de los cstadisticos

aqui empleados: g/ y BTP) de diversos métodos. Sin embargo, Murphy y Doyle (1998) sefialaron que
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los criterios de decisién usados en este estudio resultan ambiguos e impropios para evaluar el
desempefio de un método de codificacidn, y argumentaron que el MCIED es el més apropiado para
codificar polimorfismos ya que, a diferencia del MBF, no viola a priori ninglin supuesto basico de la
sistemadtica filogenética, ademds de que cumple con las expectativas realistas tanto metodoldgica (p.€j.,
es aplicable a todas las formas de caracteres potencialmente informativos) como biolégicamente (p. €j.,

al codificar, ordenar y polarizar los estados de caracter no viola los supuestos de la herencia

Mendeliana).

Aunque el uso de los polimorfismos cada vez se encuentra mas justificado, indudablemente la
ineficacia que presentan las técnicas estadisticas para poder inferir la robustez de un arbol representa el
principal obstaculo al decidir cual de los diferentes métodos de codificacién de polimorfismos es el mas
adecuado. Tal ineficacia se ve plasmada en las criticas que han recibido tanto las técnicas empleadas
para evaluar el apoyo de los nodos como las que evaldan la sefial filogenética dentro de un conjunto de
datos, aunque el uso de ambas ha sido propiciado por la ausencia de mejores alternativas. La técnica de
BTP ha sido criticada principalmente por considerar que los caracteres estdn distribuidos de manera
idéntica e independiente. lo cual no sucede en conjuntos de datos reales (Murphy y Doyle, 1998),
ademds de que se ha sefialado que €sta no puede ser comparable entre conjuntos de datos distintos
(Hullis y Bull, 1993). Por otra parte, con respecto a la técnica estadistica de g/, se ha mencionado que
ésta resulta inapropiada para evaluar la sefial filogenética en un conjunto de datos debido a que el sesgo
en la curva de distribucidn de las longitudes de los arboles tomados al azar es muy sensitivo a las
frecuencias de los estados de caracter, ademas de no ser sensitivo al nlimero de caracteres z;dicionados
(grado de corroboracién) (Killersjd er al., 1992). Por dltimo, la decisién sobre cual de las dos
interpretaciones existentes sobre el inicio de un nuevo estado de cardcter (inicio suave o inicio duro) es
la correcta representa una controversia de tipo filoséfico en Ja eleccién del método de codificacién de

polimorfismos.

La presente investigacién apoya los resultados obtenidos en otros estudios (Wiens, 1995; Wiens
y Servedio, 1997; Wiens. 1998a), en los cuales se establece que incorporando las frecuencias de las
caracteristicas dentro de los taxones, esto es, usando el MBF, se incluye un mayor nlimero de caracteres
que potencialmente pueden ser filogenéticamente informativos. No obstante, ain resulta controvertida
la idea de que el MBF da lugar a hipdtesis filogenéticas mds robustas con respecto a los demds

métodos, ya que a pesar de que generalmente obticne en varias (écnicas estadisticas valores
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considerablemente superiores, a la vez da lugar 2 la inclusién de altos niveles de homoplasia que
indudablemente incrementan ruido en el andlisis (Wiens y Servedio, 1997). Wiens (1995) reconocid
que la superioridad del MBF en las técnicas estadisticas radica en gran medida en el extenso
ordenamiento impuesto en los caracteres examinados {en el MBF cada caricter posee 24 estados que
representan la frecuencia de su condicién derivada). En esta investigacidn también se aprecié que el
MBF incorpora altos niveles de homoplasia, ya que a pesar de que éste tuvo tres caracteres consistentes
(z 0.75 pasos) que apoyaban a un Barisia monofilético, otros cinco caracteres, dos de ellos
inconsistentes (< 0.75 pasos), inclinaron esta parte del 4rbol a favor de la polifilia de este género.
Aunque se ha mostrado que la robustez de un andlisis de parsimonia generalmente aumenta
riapidamente al adicionar més caracteres (Hillis et al., 1994; Wiens, 1995), la adicidn de polimorfismos
a la informacién morfolégica aqui recabada resuita insuficiente para obtener una resolucidn total asi

como una mayor robustez en el arbol obtenido.

ANALISIS DE MTDNA

La hipétesis de relaciones preferida para los datos de mtDNA, que fue obtenida con el método
de ML usando el modelo GTR + I+ T, parece estar apoyada tanto por los dos analisis de MP como por
los diferentes modelos de evolucién probados, ya que en todos ellos se obtuvo la misma topologia. Sin
embargo, a pesar de que tanto el método de ML como el de MP dieron por resultado una misma
topologfa, cada uno de ellos posee su particular marco conceptual y tedrico. Por un lado, el método de
MP busca encontrar la topologia que minimize el conflicto entre caracteres, y escoge como la mejor
estimacién filogenética la topologia que tenga el menor nimero de sustituciones necesarias para
explicar el patrén de sitios observado (Yang, 1996; Nei, 1996). Por otra parte, el método de ML busca
no sdlo la topologia sino también la longitud de ramas y pardmetros del modelo de sustitucion de

nucledtidos que con mas alta probabilidad puedan generar los datos observados (Sullivan ez al., 1997).

El uso del método de MP para el andlisis de datos de secuenciacién de nucleétidos ha sido
criticado principalmente por que no toma en cuenta aspectos concernientes al proceso de evolucién de
las secuencias, dando lugar en ocasiones a arboles equivocados (Yang, 1996). Salvo en casos en que la
cantidad de evolucidn es pequefia y la tasa de evoluecidn es mas o0 menos constante entre linajes, lo cual
ocurre sélo en los modelos de evolucidn mis sencillos, el método de MP puede ser una aproximacion
aceptable (Felsenstein, 1988). Asi, cn diversos estudios en los que sc han comparado varios métodos de

reconstruccidn filogenética mediante simulaciones por computadora, ¢l método de MP no ha resultado

A
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muy exacto, aunque haya dado un 4rbol con la mayorfa de sus parte fuertemente apoyadas, siendo
generalmente el método de ML preferible sobre los demés (p. ej., Tateno e al, 1994, Saitou y
Imanishi, 1989; Yang, 1994, Huelsenbeck, 1995). No obstante, las estimaciones filogenéticas correctas
con el método de ML dependen primordialmente del modelo de evolucidn de nucledtidos empleado y
de sus pardmetros aplicados (Yang er al., 1995), por lo que resulta necesario justificar la seleccion de
un modelo de evolucién antes de efectuar una bisqueda con el método de MIL.. En este estudio, el
modelo y los parametros de evolucién GTR + I + T se seleccionaron con base en procedimientos que
intentan aplicar criterios objetivos de decisidn, tales como la investigacion del indice de verosimilitud

de los arboles resultantes de un andlisis con el método de MP (ver Sullivan et al, 1997; Wiens et al.,
1999).

ANALISIS COMBINADO

Actualmente, con la disponibilidad para recopilar informacién filogenética a partir de¢ una
amplia variedad de fuentes, ha surgido dentro de la sistemdtica un intenso debate con respecto a si
diferentes conjuntos de datos deben ser analizados de manera combinada o separada. Algunos autores
consideran que los andlisis combinados, también 1llamados de evidencia total, producen las hipétesis
filogen€iicas mds confiables, ya que su uso aprovecha la sefial filogenética a diferentes niveles
jerarquicos complementarios, lo cual puede dar una resolucidn total, y por lo tanto, reconocer a grupos
reales (Hillis, 1987). Por otro lado, los andlisis de datos independientes en ocasiones pueden brindar
evidencia para apovar o corroborar [a robustez de un 4rbol filogenético, aunque resulta frecuente que
diferentes conjuntos de datos den lugar a hipdtesis distintas, ya que generalmente estin gobc—arnados por
fuerzas evolutivas desiguales (Bull ez al., 1993; de Queiroz et ai., 1993). No obstante tal controversia,
se ha intentado conciliar ambas posturas argumentando que a pesar de que las historias filogenéticas
derivadas de distintos conjuntos de datos suelen ser diferentes, para conjuntos de datos con un niimero
considerable de taxones dicha diferencia ocurre sélo en parte de sus historias, por lo que es
recomendable elegir la hipdtesis con datos combinados pero considerando como no resueltas las partes
discordantes que estén fuertemente apoyadas en los analisis separados hasta que un nuevo conjunto de

datos refute una de las hipotesis (Wiens, 1998b).

En esta investigacion se eligié esta ditima postura. La resolucién de la mayoria de las partes del
arbol combinado se inclinG en favor del drbol con datos de mtDNA, pero la informacién morfoldgica

robustecid o cambid algunas partes del arbol de mtDNA débilmente apoyadas. En el drbol combinado
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(Figura 11) s6lo se considerd como no resuelta una parte, cuyos taxones integrantes muestran diferentes
historias bien apoyadas en los éarboles separados. Estos taxones corresponden ' a las diferentes
poblaciones de Barisia ciliaris, ya que mientras el drbol morfoldgico apoya la monofilia de esta especie
(Figura 9, MBF), el drbol de mtDNA indica que algunas de sus poblaciones estdn mds relacionadas a B.
Jonesi y B. sp. Manantlidn que a la poblacion restante (Figura 10). Por lo tanto, se decidid mantener a las
diferentes poblaciones de B. ciliaris bajo este mismo nombre hasta que otro tipc de datos favorezca

alguno de los 4rboles separados aqui analizados.

IMPLICACIONES TAXONOMICAS

La topologia obtenida con los datos combinados sugiere una taxonomia para el género Barisia
diferenie de la taxonomia actual del grupo. Esta discrepancia representa un claro ejemplo de la
aplicacidn tradicional de un “concepto inerte de especie”, en la que una nueva especie es descrita o
diferentes poblaciones son consideradas como conespecificas debido a la designacién de un taxénomo
y no después de haberse realizado un examen riguroso (Good, 1994). En este estudio fue posible
reconocer dentro de Barisia la existencia de ocho diferentes linajes que estdn apoyados por evidencia
morfoldgica y/o de mtDNA, y que es concordante con su distribucidn geografica. Barisia rudicollis y B.
sp. nov. son las especies méis diferenciadas tanto morfolégica como genéticamente. Por otra parte,
aunque no se tuvieron datos de mtDNA para B. levicollis, ésta posee caracteristicas morfologicas
diagnodsticas consistentes. Las restantes especies, a pesar de que poseen caracteristicas morfologicas
muy conservadas, presentan una diferenciacion genética que las ubica en trayectorias historicas
diferentes de acuerdo con datos principalmente de mtDNA. Asi, es evidente que el taxén B. imbricata

representa en realidad un complejo de especies las cuales ademas no conforman un grupo monofilético.

Actualmente, los analisis filogenéticos realizados con datos de DNA resultan una herramienta
muy {itil para poder definir limites entre especies mediante la evaluacién de monofilia en los haplotipos
de especies putativas (ver Baum y Donoghue, 1995). No obstante, Moritz er al. (1992) criticaron la
delimitacion de especies realizada con base en andlisis filogenéticos s6lo con datos de mtDNA, ya que
aunque sus patrones de monofilia pueden mostrar grupos filogenéticos discretos, los taxones suelen aiin
estar unidos por su DNA nuclear, lo que evidencia que en ocasiones un drbol derivado a partir de sélo
un tipo de gen no necesariamente refleja las relaciones que se presentan en un 4rbol de especies. Por
otra parte, para la delimitacidon de especies mediante el uso de caracteres morfolégicos tradicionalmente

se han empleado estudios comparativos de distribucién de caracteres entre muestras geograficas para
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determinar cudles de estos conjuntos estan delimitados por diferencias diagnésticas (ver Wiens y
Servedio, 2000). Con respecto a la taxonomia del género Barisia aquf propuesta, ésta se encuentra
respaldada por una genealogia definida en su mayor parte por datos de mtDNA, por una estructura
geogréfica congruente (ver implicaciones filogeograficas mds adelante) y en gran parte de los casos por

caracteristicas morfologicas distintivas en sus especies.

Las implicaciones taxonémicas de este estudio, que estin Basadas en la aplicacién de un
concepto evolutivo de especie (ver métodos), hacen evidente la naturaleza artificial que presenta la
categoria subespecifica, ya que ésta en muchas ocasiones no estd conformada por taxones naturales, o
en otras palabras, por grupos monofiléticos. Ademds, otro problema surge al intentar delimitar en la
practica a los taxones subespecificos debido a que éstos no representan unidades discretas. Lo anterior
puede entenderse a partir de la definicién de subespecies como “aquellos segmentos geogréficos de una
especie gonocdrica (con reproduccidn sexual) que difieren entre sf en un grade razonable (por lo menos

70-75%) pero no en su totalidad” (Smith ez al., 1997).

Con la ayuda de los conceptos filogenéticos de especie es posible diferenciar las distintas
unidades evolutivas contenidas dentro de una especie politipica. Asf, mediante la investigacion de
hipdtesis filogenéticas es posible descubrir en ocasiones quc poblaciones asignadas a una especie estan
mas relacionadas filogenéticamente con otras especies que con poblaciones con las cuales son
reproductivamente compatibles (Frost y Hillis, 1990). Por lo tanto, bajo el concepto biologico de
especie diferentes poblaciones alopatricas son consideradas como conespecificas sin tomar en cuenta la
trayectoria histdrica que éstas pudieran presentar entre ellas. Para inferir limites entre especies este
dltimo concepto se basa principalmente en el grado de diferenciacién de las poblaciones, el cual es
tomado como evidencia indirecta de compatibilidad reproductiva. Para el caso dei género Barisia, la
definicion de los limites entre sus especies siempre se habia basado en el grado de diferenciacion

morfolégica de sus taxones integrantes, sin importar sus trayectorias histéricas.

IMPLICA CIONES FILOGEOGRAFICAS

Las tasas de evolucién molecular presentes entre las especies del género Barisia rtesultan
congruentes con la hipdtesis de vicarianza que sugiere diversos eventos de expansién/contraccion de los
bosques templados de norteamérica ocurridos del Eoceno tardio al Pleistoceno. Dicha hipétesis de

vicarianza también se ha sugerido o es aplicable para otros grupos de organismos que probablemente
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han sido influenciados también por la historia dindmica del Mioceno y Pleistoceno en Norteamérica
tales como gorriones (Zink and Dittmann, 1993), tortugas dulceacuicolas (Avise et al., 1992), ajolotes
(Shaffer y McKnight, 1996), ratones silvestres (Sullivan er al., 1997), v escarabajos tigre (Vogler y De
Salle, 1993). No obstante, con respecto a la Republica Mexicana, pocos estudios filogeogréficos se han
realizado para los diferentes grupos de organismos habitantes de esta regidn, esto a pesar de que cuenta

con una rica biodiversidad, debido entre otros aspectos a que posee una compleja fisiografia.

Entre los pocos estudios filogeogréficos de organismos habitantes de México destacan el de
Sullivan er al. (1997) para el grupo de ratones silvestres Peromyscus aztecus, y el de Shaffer y
McKnight (1996} para el complejo de salamandras tigre Ambystoma tigrinum. En ambos estudios se
sugirié un aislamiento faunistico entre la Sierra Madre Occidental y el Eje Neovolcéanico Transversal.
Ademds, en el primer estudio antes mencionado se indicé que las poblaciones de la Sierra Madre
Oriental y la parte central de la Sierra Madre del Sur formaban un grupo monofilético que excluia a las
poblaciones del Eje Neovolcdnico Transversal. No obstante, de acuerdo con las delimitaciones
geograficas hechas por Ferrusquia (1993), las poblaciones asignadas en dicho estudio a la provincia de
la Sierra Madre Oriental (poblaciones cercanas a Huatusco y Teocelo, Veracruz) en realidad pertenecen
a la porcién este del Eje Neovolcédnico Transversal. Tomando en cuenta lo anterior, el trabajo de

Sullivan et al. (1997) también apoya la propuesta aqui sugerida de una afinidad faunistica entre el Eje

Neovolcanico Transversal y la Sierra Madre del Sur.

Con respecto al trabajo de Shaffer y McKnight (1996), se encontrd una mayor afinidad entre las
poblaciones del complejo Ambystoma tigrinum provenientes de La Sierra Madre Oriental con las
poblaciones del Eje Neovolcanico Transversal. Esta hipdtesis de afinidad faunistica pudiera no ser
comparable con la hipétesis aqui propuesta si se considera que la distribucion geografica de cada taxén
depende entre otras cosas de su medios de dispersién y desplazamiento, asi como de su dependencia
critica del medio ambiente. En el caso de del complejo Ambystoma tigrinum, la distribucidn geografica
de las distintas poblaciones que lo integran depende en gran medida de la historia hidroldgica de las
regiones donde habitan. Por otro lado, aquelios grupos con habitos terrestres, como p. ej. lacertilios,

dependen mds de otros factores topogrificos que han afectado su 4rea de distribucién (p. ¢j., formacién

de cordilleras o valles).
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Por Gltimo, cabe sefialar que otros grupos de reptiles de zonas templadas tienen una distribucion
similar a la de los miembros del género Barisia, en los cuales sus distintas formas también presentan
caracteristicas morfologicas conservadas. Tal es el caso del grupo de lagartijas fumeces brevirosiris,
que esta conformado por cinco especies, siendo una de ellas politipica (E. brevirrostris). Dicho grupo se
encuentra distribuido en diversas regiones comprendidas desde el noroeste de Chihuahua hasta el centro
y sur de Qaxaca (Dixon, 1969). La escasa diferenciacion morfoldgica entre los miembros del grupo /..
brevirrostris, principalmente entre aquellas formas que ocurren en el Eje Neovolcanico Transversal y

regiones adyacentes, ha sido la causa de que a la fecha sigan indefinidos sus limites entre especies.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los criterios de evaluacion aplicados a cinco métodos de codificacion de
caracteres probados con informacién de morfologia externa, la exclusion de caracteres poliméificos en
el andlisis filogenético disminuye en gran medida la resolucién de la hipotesis obtenida. De los cinco
métodos de cedificacién de caracteres probados, el método binario de frecuencias resulté ser ¢l que
mayor informacion filogenética incorporé considerando las evaluaciones efectuadas, aunque éste parece

dar lugar a la inclusién de altos niveles de homoplasia.

Los datos de secuenciacidén de mtDNA proveyeron, a diferencia de los caracteres morfolégicos,
de informacién filogenética considerable para investigar las relaciones filogenéticas dentro del género
Barisia. Estos datos fueron analizados con el método de méaxima verosimilitud, eligiendo antes el
modelo de evolucién més adecuado mediante un criterio objetivo. La topologia del arbol de mtDNA es
totalmente diferente de la del 4rbol morfoldgico, aunque generalmente aquellos taxones cuyos nodos
estdn fuertemente apoyados en alguno de los dos arboles presentan un débil soporte en las relaciones

alternativas del otro arbol.

El dnico arbol obtenido del andlisis combinado empleando ¢l método de mixima parsimonia sin
ponderacion de caracteres, y que se considerd como [a mejor hipdtesis filogenética del género Barisia,
se inclind en la mayoria de sus relaciones a favor del arbol de mtDNA. No obstante, la inclusién de la
informacion morfoldgica en unos casos dio un mayor apoyo a algunos nodos, y en un caso favorecid
una relacion alternativa. La monofilia de Barisia esta fuertemente apoyada por informacién de ambos
tipos de datos, apareciendo el clado Abronia + Mesaspis como su grupo hermano. La especie B.
imbricata aparece como polifilética, estando conformada por al menos cinco especies evolutivas, sus
cuatros subespecies reconocidas y Ia poblacion de B. i. imbricara procedente de Manantlan, Jalisco, la
cual estd mas relacionada con B. i. jonesi. La poblacién surefia de B. i. ciliaris aparece en un clado
separado con respecto a las restantes poblaciones de esta subespecie, aunque esta relacién permanece
como cuestionable. Barisia rudicollis y la especie no descrita son especies hermanas y comparten varias

homoplasias morfolégicas con el género Abronia.

La aplicacién de una tasa de evolucién molecular obtenida de otro fragmento de mtDNA a las
secuencias del fragmento aqui examinado sugiere una separacién de aproximadamente 12.8 millones de

afios entre el género Barisia y el clado Abronia + Mesaspis Ademis, cstos datos indican [a ocurrencia
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de un posible evento de divergencia ocurrido entre el Mioceno tardio, hace aproximadamente 6.8
millones de afios, que separd a las poblaciones de Barisia de la Sierra Madre Occidental, Altiplano
Mexicano y parte noroeste de la Sierra Madre del Sur, de las poblaciones del Eje Neovolcdnico

Transversal y porcién central de la Sierra Madre del Sur (Sierra de Juérez).

Las relaciones entre los diferentes taxones del género Barisia parecen ser congruentes con su
distribucién geogrifica pero no asi con su taxonomia actual. Las discontinuidades filogeograficas
presentes entre dichos taxones pueden ser explicadas a partir de la hip6tesis que plantea la ocurrencia
de diversos eventos de expansion/contraccién de los bosques templados durante el Eoceno tardio al
Pleistoceno, y que también se ha propuesto para otros grupos de organismos. La hipétesis filogenética
aqui obtenida sugiere una afinidad faunistica entre: (1) el Eje Neovolcanico Transversal y la Sierra de
Judrez (parte central de la Sierra Madre del Sur); (2) el Altiplano Mexicano, Sierra Madre Occidental y
Sierra Madre Oriental; y (3) entre estas tres Gltimas provincias con la parte noroeste de la Sierra Madre

del Sur.
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APENDICE I
Las abreviaciones de las colecciones son las sugeridas por Leviton ef al. (1985), excepto MZEC
(Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera”, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de
México); EBUM (Coleccién Herpetoldgica, Universidad Auténoma de Mozelos); y EBUAP (Coleccién
Herpetoldgica, Universidad Auténoma de Puebla). El tamafio de muestra de cada taxén se menciona

después de su nombre. * Especimenes utilizados para datos de secuenciacién de DNA.

Barisia imbricata jonesi (n= 23): Michoacdn.—Coalcomdn (MZFC-11602, UGV4162, 4278);

Coalcomdn, between Los Pobres y las Nieves (UGV 4266); Coalcoman, cafiada 3 km al SE las Agiiitas (UGV
4226 MZFC sin catalogar); Coalcomén, cerro el Laurel (MZFC-12147, 11724, UGV-268); Coalcomdn, El
polvorin, 2 km S de Dos Aguas (MZFC-11726-27; UGV 4167-9); al N de Dos Aguas (MZFC- 11725; UGV
4116*-7); Coalcomdn, 5 km S de Dos aguas (MZFC-11608-14).

Barisia imbricata imbricata 1 (n= 8): Jalisco.— Manantldn, Laboratortio Natural Las Joyas (MZFC-4714); 23

km de el Terrero, Manantldn (MZFC-6001%); Cerro Grande, el Terrero, por el Tapeixtle (MZFC-6002, 6019,
6773-74); el Tapeixtle, 3km al N de el Terrero; El Tapeixtle (MZFC-8138-40).

Barisia imbricata imbricata 2 (n= 45): Distrito Federal.—Delegacién Magdalena Contreras, Ejido San Nicolds

Totolapan, 2km W Albergue el Pino (MZFC-11663%); Ajusco, Serranfa (MZFC-282-84); Ajusco, Llano
Cieneguillas (MZFC-279-80); Ajusco, W Valle Monte Alegre (MZFC-281); Aprox. 200 m E de P.CV.U
(MZFC-4326). Hidalgo.—Pachuca (MZFC-4696); 2 km entronque Tianguistengo (MZFC-275-76); Atotonilco
El Grande (FMNH-106156); Laguna del Tejocotal (MZFC-3097); 2 Km E pueblo Tejocotal (MZFC-277); 4 Km
Oeste Pueblo Tejocotal (MZFC-278). México (state).—Xalatlaco, El Capulin (MZFC-3242, 3384-85); Hda. La
Gavia (LACM-135555-56); Los Reyes Iztacala (MZFC-3335 serie de 2 ejemplares); Parque Nacional
Zoquiapan (MZFC-3207 serie de 7 ejemplares); Parque Nacional Zoquiapan, Cafiada del Quesero (MZFC-3352
serie 2 ejemplares); Extremo NE Llano grande (MZFC- 982 serie de 2 ejemplares); Popocatépetl (MZFC-3413);
Valle de Bravo (LACM-135552, 135554-55, 135559); Vicitinity of Valle de Bravo (LACM 136658-59).
Puebla.—Km 47 carr. 130 Huauchinango-Apizaco (MZFC-12544%); Santa Rita Tlahuapan (EBUAP-460);
Ciudad de Puebla, Colonia El Cerrito (EBUAP-463). Tlaxcala—Volcin La Malinche (MZFC-12564); San
Tadeo Huexoyucan (MZFC-12563).

Barisia imbricata imbricata 3 (n= 7): Morelos. —Parque Nacional Lagunas de Zempoala (MZFC-2333, 1195*-
96, 12565; IBH-1671, 3159, 3665).

Barisia imbricata imbricata 4 (n= 14): Veracruz.—Carretera entre Acayucan y Alvarado (MZFC-2309); Cerro
Azul (MZFC-2344-1, 2344-2); 2 mi ESE Las Vigas (LSUMZ-28687, 31053); 1.5 mi S Puerto del Aire
(LSUMZ-10978); Puerto Morelos, 4 km al W (MZFC-727); 1-5 km W Xometla (LACM-131443, 13144547,
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SE slope Pico de Orizaba (LACM-135557); Orizaba, Texmalaquilla (LACM-121929) Oaxaca.—Pefla Verde,
Cantada de Cuicatldn (MZFC-12545%),

Barisia imbricata ciliaris 1 (n= 11): Hidalgo.—Molango {(MZFC-495). Querétaro.—Alrededores Pinal de
Amoles (MZFC-6875); Pueblo de San Joaquin (MZFC-7551); Mpio. Cadereyta, 1 km EN del Doctor (MZFC-
8430); Mpio. Pinal de Amoles 6 km NO Rancho Los Veldzquez (MZEC-9252*-53); Mpio. Colén, Pinal de
Zamorano (MZFC-9401-03, 9753-54).

Barisia imbricata ciliaris 2 (n= 6): Guanajuato.—20 km NE Leén, carr. Hacia San Felipe (MZFC-12067). San
Luis Potosi—10 mi EN of Bledos (CM-41516); Cerro Conejo, between 1Llano de Conejo and Llano de Garzas

(LSUMZ-341); 2 mi E Catorce (IL.SUMZ-2373); 2 km al oeste de Alvarez, Mpio. de Diaz Zaragoza (MZFC-
11082, XXX).

Barisia imbricata ciliaris 3 (n= 23): Chihuahua.—Chihuahua (AMNH-1945). Durango.—El Saito (MZFC-
12547*-48), 5 mi ENE El Salto (LSUMZ-30668); 10 mi E El Salto (AMNH-68357); 10 mi W El Salto (AMNH-
98164); 56 mi W Durango (LACM-92674); Navajas (LACM-121928); Navajas, ca. 40 mi W El Salto (LACM-
121314); Hacienda Los Coyotes, 3 mi S El Salto (LACM-92675); 3 mi NW Los Coyotes (LACM-136860); 10
mi S rancho Santa Bérbara (LACM-133639); 6 mi SE Llano grande (LACM-121927); Navios (AMNH-
118078); Rancho Las Canoas, ca. 4 mi N Navios (LACM-35171); Vicitinity of Palo Gordo (CM-90195}; Mpio.
Suchil, Reserva de 1a Biosfera (IBH-2503); Rancho Temascal, Mpio. de Suchil (IBH-7299); Reserva de Michila,
Mpio. Suchil (IBH-7300-01). Zacatecas.—Temascal, 8.2 mi SW Joaquin Amaro (LSUMZ-35070-71); Mpio.
Valparaiso, 20 km al N (IBH-5066).

Barisia imbricata ciliaris 4 (n= §3): Coahuila.—1 mi S Cedritos (AMNH-77246); 10.7 mi ESE San Antonio de
las Alazanas (LSUMZ-30154); Las Vigas (IBH4651-1, 4651-2). Nuevo Leén.—OQOjo de Agua, near Galeana
(FMNH-30703); slope of Cerro Potosi (CM-43782); Cerro Potosi, Ojo de Agua (FMNH-30705-07); Pabliilo
(MZFC-11237) Pablillo, near Galeana (FMNH-106168); 1.5 km E de Mimbres (MZFC-7795-96).

Barisia imbricata planifrons (n= 20): Oaxaca-~Sierra de Judrez, Yuvila (MZFC-12546%), Cerro San Felipe
(AMNH-100713-4); Near San Felipe (FMNH-112021); 2 Mi S of el Punto, NE Cerro San Felipe, 7800 ft
(AMNH-89638); 1.5 Mi S of el Punto, Near cerro San Felipe, 7200 ft (AMNH-8%9639); 3.5 Mi N of Cumbre del
Estudiante, on Ixtlin de Judrez-Oaxaca road, 7200 ft (AMNH-90928), SE of Cuajimoloyas. 8575 ft (AMNH-
102717); cercanias del Cerro San Felipe [IBH-7429-31, 7431-32, 7433 serie de 2 ejemplares, nimero de
colector JRS 53956-7, 4003, (IBH sin catalogar)]; Sierra de Monteflor, partes altas de San Juan Bautista
Atlahuaca, Cafada de Cuicatlian {MZFC 8691-2).

Barisia levicollis (n= 14): Chihuahua.—North Chihuahua (AMNH 592-93); Chihuahua (USNM-26602-03;
26612; 47067, 47413; 47452, 46666-7), Samachique (FMNH-15728); Sierra Tarahumara (FMNH-15729),
Sierra del Nido (CM-90194); 25.2 Mi W (by road) Tomachic; from la Junta. 2200 msnm (LACM-132393).
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Barisia rudicollis (n= 18). México (state).—Hacienda de la Gavia (IBH 1834, 2701); 6 km al N de Sultepec
(MZFC 5358, 9590--1); Avidndaro, Valle de Bravo [EBUM 1372-73; IBH 6277-1, 6277-2, 5091; MZFC-9581
(skull), 9582-3, 9586, 12541-43]. Michoacin.—Municipio de Tuxpan, El Pinal (MZFC 9594*).

Barisia sp. nov (n= 24): México (state).—Rancheria Tlaltizapan, camino de terraceria Cuernavaca-Chalma,
Mpio. Ocuilan (MZFC-5741, 9580%*, 9584-85, 9587-88, 9592-93, 12549, 12551-62). Morelos.~—Tetela del
Volcdn (EBUM-2485); Sierra del Chichinautzin (MZFC-9589); limites de Cuernavaca (MZFC-12550).

A. graminea (n= 9): Oaxaca.—Puerto de la Soledad (MZFC-4294-95, 4830). Puebla.—Puerto Morelos (MZFC-
3256, 6331); Mpio. de Ozumbilla, Tepeyolulco (MZFC-7816). Veracruz.—Acultzingo, 1 km S Puerto dei Aire
(MZFC-4124); La Joya (MZFC-5032%), XXX (ART-091).

Elgaria kingii (n= 9): Aguascalientes~-Mpio. de Calvifio, Arroyo Ibafiez (MZFC-11318-19). Chihuahua.—
Cerca de la Estacion El Divisadero (MZFC-2165); Cascada de Basaseachic (MZF(C-5754). Jalisco.—Autldn,
arriba de Rincdn de Mananthin (MZEC-6003). Colima.—Minatitldn, 2.2km camino al Terrero (MZFC-6813).
Mesaspis gadovii (n= 10): Guerrero.—Omiltemi (MZFC-2710, 2714-15, 2718, 2721, 2731, 2733, 2739, 2754,
10206%*).

ASTA TESIS NO SALE
R LA BIBLIOTECA
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APENDICE II

Nomenclatura de las escamas de la cabeza para gerrhonotinos propuesta por Good (1988a),
excepto para las escamas de la zona gular. R= rostral, PR= postrostral, IA= internasal anterior, IP=
internasal posterior, N= nasal, SN= supranasal, PN= postnasal, C= cantal, L=loreal, FIN= frontonasal,
PF= prefrontal, PRO= preocular, MS= supraocular medial, S= superciliar, LS= supraocular lateral, SO=
subocular, PO= postocular, T1= la. hilera de temporales, T2= 2a. hilera de temporales, T3= 3a. hilera
de temporales, T4= 4a. hilera de temporales, T5= 5a. hilera de temporales, F= frontal, I0+O= occipital,
POC= postoccipitales, N= nucales, SL= sublabial, M= mentonal, PM= postmentonal, SBL= sublabial,
IL= infralabial, EG= escudo genial, G= gular.

|1

Figura 1- Momenclatura de las escamas de 13 cabeza en los gerhonctines tomade de Good, 1988 b).
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APENDICE I

Matrices de datos de los métodos de codificacién de polimorfismos (caracteres morfolégicos} y
de datos combinados. Las matrices de los conjuritos de datos de secuenciacién y del método binario de
frecuencias para caracteres morfoldgicos se ecuentran contenidos en el drbol combinado.

CARACTERES FIJOS CUALQUIER INSTANCIA (ANCESTRAL)
#NEXUS ¥NEXUS
BEGIN DATA; BEGIN DATA;
DIMENSICNS NTAX=16 NCHAR=8; DIMENSIONS NTAX=16 NCHAR=12;
FORMAT MISSING=? SYMBOLS= "0 1*; FORMAT SYMBOLS= "0 1 2 3 ¥*;
Matrix Matrix
[TAXA 1234 5 6 7 8 [TAXA 1234567 8 910 11 12
124911 14 15 16) 1246789 11 12 14 15 16]
Bsprnov 11061 1 11 ¢ Bspnov 1101221212 3 1 1 1 0
Brudico 11¢1 1 1 1 ¢ Brudicce 1100211 3 1 1 1 0
Bleviceo D110 0 0 ¢ O Blevico 9111300 1 0 0 0 0O
Bjonesi 0110 0 ¢ 0 1 Bjonesi 0111200 2 0 0 0 1
Bplanif 0110 0 0 0 0O Bplanif g11120¢ 2 0 0 0 O
Bimbril 01106 1 ¢ 0 1 Bimbril 0111200 2 1 0 0 1
Bimbri2 0114 1 ¢ ¢ 1 Bimbri2 1112090 2 1 0 0 1t
Bimbri3 0110 1 0 0 O Binbri3 0111200 2 1 0 0 0
Bimbrid 6110 1t 0 0 1 Binbrid 01112006 2 1 0 0 1
Beilial 6110 0 0 0 O Beilial 0111200 2 0 0 0 0
BeiliaZ2 pi1i10 0 0 0 O Bciliaz2 0111200 2 0 0 0 0
Beilial 0110 0 0 0 0 Beilial 01112090 2 0 0 G O
Bciliad 110 0 0 0 0O Beiliad 0111200 2 ¢ 0 0 ¢©
Mesaspi 000 0O O 0O O Mesaspi 0100000 0 0 ¢ 0 O
Abronia gooe1 2 2 0 O Abronia 6000GO0O1L 3 0O O ¢ O©
Elgaria 0000 O 0 0O 0; Elgaria 0Q0000GCO O 0 0 O O
end; end:;
BEGIN ASSUMPTIONS;
TYPESET *CURRENT= ORD: 5 8, UNORD: 1-4 6 7 9-12;
END;
CUALQUIER INSTANCIA (DERIVADO) POLIMORFICO
$NEXUS
BEGIN DATA; ggg)]?gsDATA;
DIMENSIONS NTAX=36 NCHAR=16; DIMENSIONS NTAX=16 NCHAR=16;
;g§§?£ SYMEOLS= "0 1 2 3*; FORMAT MISSING=? EQUATE="¥={1 2} X={C 1}"
. " LY
(TAXAR 1234567891011 12 13 14 15 16 g;%?gis“ 0123xYYy
1234567851011 1213 1415 16 [TAXA 123456786 1011 12 13 14 15 1§
Beprov 1110112110 3 1 1 1 1 0 Bsonov 1 -2 ok $ 18910 1 1223 14 15 18]
Brudico 1110112310 3 1 1 1 1¢ Brudico 11XO0XXY11l 0 3 L % 1 1 0
Blevico 0101013100 1 ¢ 0 0 0 0 Blevico 0101023XC 0 X 0 0 0 0 0
Bjonesi 0201012100 2 0 1 0 0 1 Biones: 0101012%0 0 ¥ 0 X 0 0 1
Bblanif 0101012000 2 6 0 0 0 0 e Sl oiets s Xy E N s
Bimbril 0101012000 2 1 1 0 01 Pimbril 010101200 0 2 1 X 0 0 1
Bambriz O01gollizodl 2z 11 001 Bimbriz 0101X12X0 X Y 1 X 0 0 1
Bimbri3 0101012000 2 1 ¢ 0 0 0 Bimbriz 010 1X12x0 2 ¥t X0 0%
Bimbrid 0101112100 2 11 0 0 1 pimbrid 0101X12%0 0 ¥ 1 X 0 0 1
Beillal 91031112000 2 02 0 0 0 Beilial 0101X1Y00 0 Yy 0 x 0 0 0
Bealia2 01011121031 2 0 06 0 0 0 Beilia? 0101X1YX0 X Y 0 0 ¢ 0 O
Bealia3 0101132101 2 6 0 0 ¢ 0 Beiliad 0101X31IY¥YXO0 X vy 0 6 0 0 O
Beiliay 0101112001 2 0 0 0 ¢ 0 Beiliad 0101%31Y¥Y00 X Y 0 0 0 0 0
Mesaspi 0000100000 0 0 1 0 0 0 Mesaspi 00 00X0000 0 0 0 X 0 0 ©
Abrenia 0000000010 3 & 1 1 0 0O Abronfa 0000000 L 6 3 % X x 0 O
Bl%aria 0pGCOOO0OOQOQEO0O0 O 0 0 O O O Blgaria 0 000QCO0O0O0 ¢ ¢ O 0 C 0 O0;
erd;
BEGIN ASSUMPTIONS; S AGSUMPTIONS;
EEEESET*CURRENT: ORD:7 11, UNORD:1-6 &-10 12-16; ngégEg fcunkgng'ORD: 1-6 8-10 12-16, UNORD: 7
‘ 11;
END;
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ANALISIS COMBINADO

#NEXUS

begin data;
DIMENSIONS NTAX=17 NCHAR=8%4;
FORMAT INTERLEAVE MISSING=? EQUATE="N=2?" BEQUATE="z={1 2)}"

RESPECTCASE SYMBOLS="A C G T

MATRIX

ELGARIA
ABRONIA
MESASPIS
BSPNOV
BIMBRI2
BIMBRI3
BIMBR41
BIMBR42
BRUDIC
BCILIAL
BCILIAZ
BCILIA3
BCILIA4
BIMBRI1
BJONESI
BPLANIF
BLEVICO

ELGARIA
ABRONIA
MESASPIS
BSPNOV
BIMBRI2
BIMBRI3
BIMBR41
BIMBRA42
BRUDIC1
BCILIAL
BCILIAZ
BCILIAZ
BCILIA4
BIMBRI1
BJONESI
BPLANIF
BLEVICO

ELGARIA
ABRCNIA
MESASFIS
BSPNOV
BIMBRIZ
BIMRRI3
BIMER41
BIMBR42
BRUDICL
BCILIAL
BCILIAZ
BCILIA3
BCILIA4
BIMBRI1
BJONESI
BPLANIF
BLEVICO

ELGARIA
ABRONIA
MESASPIS
BSPNOV
BIMBRIZ
BIMBRI3
BIMBR41
BIMBR42
BRUDICL
BCILIAL
BCILIAZ
BCILIA3
BCILIA4
BIMBRI1
BJONESI
BPLANIF
BLEVICC

ELGARIA

CCCAATCGCAGGCTCAATACTACTAGCAGCANTCCTCCTARAGCTCGEAGGCTRCGGAGT
CCCAATCGCAGGCTCAATAGTACTAGCAGCAATTC TCCTAARACTGGGGGGATACGGAGT
TCCAATCGCAGECTCAATAGTCCTAGCAGCCATCCTACTAAARCTAGGAGGCTACGGAAT
CCCAATCGECAGGCTCAATGETCTTAGCGGCCGTCCTATTAAAAT TAGGAGGCTACGGAGT
CCCAATCGCAGGCTCAATGGTCTTAGCAGCAATCCTATTAAAATTGGGGEGCTACGGGEET
CCCAATCGCAGGCTCACTGGTCTTAGCAGCAATCCTATTAARAT TAGGGGGCTACGGGGT
CCCGATCECAGECTCAATGGTCTTAGCGGCAATCCTATTAARATTGGGGEGTTACGGGET
CCCAATCGCAGGCTCAATGGTCTTAGCGECAATCCTATTAAAATTAGGGGGTTACGGGET
CCCAATCGCAGGATCTATCOTC TTAGCAGCAATCCTATTAAAACTCGGAGECTACGERGT
CCCAATCOCAGGTTCAATGETCCTAGCEGCAATCCTATTARAACTTGEGGEECTACGSGGT
CCCAATCGCAGGTTCAATGETCCTAGCGGCAATCCTACTARAACTTGEEEGECTACGGGET
CCCAATCGCAGGTTCAATGOTCCTACCEGCAATCCTAT TAAAACTTGGGERTTACGEAGT

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
CCCAATCGCAGGTTCAATGGTCCTAGCAGCCATCCTATTAAARCTTGGGGGCTACGGGET
CCCAATCGCAGGTTCAATGETCCTAGCAGCAGTCCTATTAAAAC TTGGEEGCTACEEGET
CCCAATCGCAGGTTCAATGGTCTTAGCAGCAATTCTATTAAAACTTGGAAGCTACGEGET
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNINNNNNNNN

AATCCGAATTTCCACAACTCTTCTACCACTTACTAARACCTTGGCTTACCCATTCCTTAT
AATCCGTATCTCAACTACCCTCCTCCCACTAACARAAACCCTAGCATATCCGTTCCTCGT
TATTCCGAATATCAGCTACTCTCCTCCCACTAACAAAAACCCTAGCTAACCCCTTCCTAAT
AATTCGAATCTCAACAACCCTTCTTCCATTAACAAAAACCCTAGCTTATCCATTCCTTAT
ARTTCGAATCTCAGCARCTCTCCTCCCACTCACAARARACTCTGGCTTATCCATTCCTTAT
AATTCGAATCTCAGCAACTCTTCTTCCACTCACAAAATCTCTGGCT TATCCATTCCTTAT
AATTCGAATCTCAACAACCCTTCTTCCACTCACAAAAACCCTGGCTTATCCATTCCTCAT
AATTCGCATCTCAACAACCCTTCTTCCACTCACARAAACCCTGGCTTATCCGTTCCTCAT
AATTCCAATCTCAACAACTCTTCTTCCACTCACAAAAACCCTGGCTTATCCATTCCTTAT
AATTCGAATCTCAACAACTCTTCTTCCACTCACAAARACCCTGGCTTATCCATTCCTTAT
GATTCGAATCTCAACAACCCTTCTTCCACTCACARARACCCTGGCCTATCCATTCCTTAT
AATTCGAATCTCAACAACCCTTCTTCCTCTCACAAAAACCCTGGCTTATCCATTCCTTAT
NN NNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN NNNNNNNN NN NN NN NN NN NN NN NNNNNNNNNNNNRN
GATTCGAATCTCAACAGCCCTTCTTCCACTCACARAAACCCTAGCTTATCCATTCCTTAT
AATTCGAATCTCAACAACCCTTCTTCCACTAACAAAAACCCTGGCTTATCCATTCCTTAT
AATTCOTATCTCGACARCCCTTCTCCCACTCACARRRACCTTGGCTTACCCATTCCTTAT
NN NN NN NN NNN N NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN NN NNNNNNNNNN

CCTAGCCCTTTGAGGAATCCTAATGGCCAGCTCAATCTGTCTACGACAAACAGACCTAAA
CTTAGCCCTGTGEGCAATCCTAATGACCAGCTCAATCTGTCTACGACAAACAGACCTAAR
CCTGGCCCTCTGAGGAATTTTAATAGCCAGCTCAATTTGCCTACGACAGACAGACCTAAA
CCTCGCCCTATGAGGAATATTAATAACCAGCTCAATTTCCCTACGACAAACAGACTTAAA
CCTAGCCCTATGAGGAATATTAATAGCCAGCTCAATTTGCCTACCGACAAACAGACTTAAA
COCTTGCCCTATGAGGAATATTAATAGCCAGCTCAATTTGCCTACCACAAACAGACTTALA
CCTTGCCCTATGAGGAATATTAATAGCCAGCTCAATCTGCCTACGACAAACAGACCTAAR
CCTTGCCCTATGAGGAATATTAATAGCCAGCTCAATTTGCCTACGACARAACAGACCTAAA
CCTTGCCCTATGASGAATATTAATACCCAGCTCARTTTOCCTACCGACRARCAGACTTAAR
CCTTGCACTATGGGGAATATTAATAGCCAGCTCAATYTGCCTACGACAAACAGACCTAAR
CCTTGCCCTATGAGGAATATTAATAGCCAGCTCAATTTGCCTACGACAAACAGACCTAAL
CCTTGCCCTATGAGGAATACTAATAGCCAGCTCAATTTGCCTACGACAAACAGACCTAAR
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN NN NN NNNNNNNNN NN NN NNNNNNNNNNNNNN
CCTTGCCCTATGAGGAATATTAATAGCCAACTCAATTTGCCTACGACAARCAGACCTAAR
CCTTGCCCTATGAGCAATATTAATAACCAGCTCAATTTGCCTACGACABACAGACCTAAA
CCTTGCCCTATGAGGAATATTAATAACCAGCTCAATTTGCCTECGACAAACTGACTTAAA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN NNNNNNNNN NN NNNNNNNNNNNNNNNNIN

AGCAATAATTGCCTACTCCTCCGTCAGCCACATAGGACTCGTCATCTGTGCAACAATAAT
AGCAATAATTGCCTACTCCTCCATCAGTCATATAGGACTTIGTTATTTGCGCAMCACTTAT
AGCAATAATTGCCTACTCCTCTGTTAGCCACATAGGACTTGTTATCTGCGCAACACTTGY
AGCAATAATCGCCTACTCATCCGTCAGCCACATAGGACTAGTTATTTGTGCAACATTAAT
AGCAATAATCGCCTACTCATCCATCAGCCACATAGGACTAGTTATCTGTGCAACACTAAT
AGCAATAATCGCCTACTCATCCATCAGCCACATAGGATTAGTTATCTGTGCAACAT'AAT
AGCAATAATCGCCTACTCGTCCGTCAGCCATATAGGACTAGTTAT T TCTGCAACATTANT
AGCAATAATCGCCTACTCATCCGTCAGCCACATGGGACTAGT TATT TGTGCAACACTAAT
AGCCATAATCGCCTACTCATCCATCAGCCACATAGGACTAATTATTTGTGCAACATTAAT
AGCAATAATCGCCTACTCATCTGTTAGCCACATAGCACTAATTATTTCTGCTACATTAAT
AGCAATAATCGCCTACTCATCCGTTAGCCACATAGCATTAATTATTTGTGCAACACTGAT
AGCAATAATCGCCTACTCATCCGTTAGCCACATAGGATTAAT TATTTGTGCTACATTAAT
T N N T e T N N T L T N L N N N N T T L T N TN T T TN TN TN TN
AGCAATAATCGCCTACTCATCCGTTAGCCACATAGGATTAATTATTTGTGCAACATTAAT
AGCAATAATCGCCTACTCATCCGTTAGCCACATAGGATTAATTATCTGTGCAACACTAAT
GGCAATAATCGCCTACTCATCCGTTAGCCACATAGGACTAGTTATTTGTGCARCATTAAT
NNNNNNNNNNNNNN NN N NN NN NN NN NN NN NN NN NN N NN N NN NNNNNNNNNNNNNNN

TCAARCTCAATGAAGCCTATCCGGTACAATCTTCCTAATAATCGCACACGGACTTACCTC

0l1l232abecdefghijklmnopgrstuvwxy";
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TCAAACACAAPGAGGCTTATGCGGTGCAACCTTTTTAATAGTTGCACACGGCCTCACCTC
CCAAACACAATGAAGCTTATGTGGTGCAACCCTTTTAATAATCGCACACGGCCTAACTTC
CCAGACAGAATGAAGCCTATATGGTGCAACCTTCCTAATAATTGCACATGGCCTCACATC
CCAGACAGAATGAAGCCTATATGGTGCCACCTTCTTAATGATTGCACACGGTCTCACATC
CCAGACAGAATGAAGCCTATATGETGCCACCTTCTTAATGATCGCACACGGTCTCACATC
CCAGACAGAATGAAGCCTATATGGCGCTACCTTCCTAATGATTGCACATGGCCTCACATC
CCAGACAGAATGAAGCCTATACGGCGCCACCTTCCTAATGATTGCACATGGCCTTACATC
CCAGACAGAATGAAGCCTATATGGTGCAACCTTCTTAATAATTGCACATGGCCTCACATC
CCAGACAGAATGAAGCTTATACGCGTGCAACCTTCCTAATAATTGCACATGGCCTCACTAC
CCAGACAGAATGAAGCTTATATGGTGCAACCTTCCTAATAATTGCACATGGCCTCACATC
CCAGACAGAATGAAGCTTATACGGTGCAACCTTCCTAATAATTGCACATGGCCTCACATC
NANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

CCAGACAGAATGAAGCTTATATGGTGCAACCTTCCTAATAATTGCACATGGTCTCACATC
CCAGACAGAATGAAGCTTATATGCTGCAACCTTCCTAATAATCGCACANGCTCTCACATC
CCAGACAGAATGAAGCCTATATGGTGCAACCTTCCTAATAATTACACACGGCCTCACATT
NN NN NN NN NN NN NN NN NN N NN NN NNNNNNN NN NN NN NN NN N NNNNNNNNNNNNNN

TTCTATACTTTTCTGCCTAGCAAATACTAACTACGAACGAACTCACTCCCGAACATTACT
CTCAATACTATTCTGTCTAGCCAATACCAACTATGAACGAACCAACTCCCGTACATTACT
CTCAATACTATTTTGTCTGGCCAACACTAACTACGAACGAACTAACTCCCGAACATTATT
ATCAATGCTTTTTTGCCTCGCARACACTAATTACGERACGCACAAACTCACGAACATTATT
ATCAATGCTATTTTGCCTTGCARACACTAATTACGAACGCACGAACTCACGAACATTATT
ATCAATGCTCTTTYGCCTTGCAAACACTAATTACGAACGCACAAACTCACGAACATTATT
ATCAATGCTCTTTTGCCTTGCAAACACTAATTACGAACGCACAAACTCACGAACATTACT
ATCAATGCTCTTTTGCCTTGCAAACACTAATTATGAACGCACAAACTCACGGACATTACT
ATCAATACTCTTTTIGCCTTGCAAACACTAATTACGAACGCACAAACTCACGAACATTATT
TACAATACTCTTTTGCCTTGCARACACTAATTACGAACGCAACAACTCACGAACATTACT
ATCAATACTCTTTTGCCTTGCAAACACGAATTACGAACGCACGAACTCACGAACATTACT
ATCAATACTCTTTTGCCTTGCAAACACTAATTACGAACGCACGAATTCACGAACATTACT
N N N T A T I N I I T B T N B R T N L TN N N NN N N N NN N IN N NN
ATCAATACTCTTTTGCCTTGCAAACACTAATTACGAACCTACGAACTCACGAACATTACT
ATCAATACTCTTITGCCTTGCAARCACTAATTACGAACGCACGAACTCACGAACATTACT
ATCAATACTCTTCTGCCTTGCARACACTAATTACGAGCGCACGAATTCACGAACACTATT
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNANN NN NN NN NN NN NNNNNNNNNNN

ACTAACACGCGGACTACATCTTATTCTACCACTAATAACATTTTGATGACTCACCGCCAA
TTTAACACGCGGACTCCACCTTATTCTACCAATAATAACATTCTCGATGACTARCCGCCARA
ATTAACACGAGGACTCCACCTTATCCTACCCCTAATAACATTCTGATGACTTACCGCCAA
ACTAACACGCGGACTACACCTAATCCTTCCTCTAATAACATTCTCATGGCTAACCGCCAA
ATTAACACGCGGACTACACCTAATTCTTCCTCTAATAACGTTCTGATGACTAACCGCCAA
ATTAACACGCGGACTTCACCTAATTCTTCCTCTAATAACATTCTGATGACTAACCGCCAA
ATTAACACGCGGATTACACCTAATTCTTCCTCTAATAACATTCTGATGGCTAACCGCCAL
ATTAACACGCGGATTACACCTAATTCTCCCTCTAATAACATTCTGATGGCTAACCGCCAA
ACTAACACGCGGACTACACCTAAT TCTCCCTCTAATAACATTCTCATEACTAACCGLCTAA
ATTAACACGCGGACTACACCTAATTCTCCCTCTAATAACATTCTGATGACTGACCGCCAR
ATTAACACGCGGACTTCACCTAATTCTTCCTCTAATAACATTCTGATGACTAACTGCCAA
ATTAACACGCGGACTTCACCTAATTCTTCCCCTAATAACATTCTGATGGCTAACTGCTAA
NNNNNNNNNNNNNN NN N NNN N NNNNN NN NN NN NNNN NN N NN N NN N NN NN NNNNNNINN
ATTAACACGCGGACTTCACCTAATTCTTCCTCTAATAACATTTTGATGACTAACTGCCAA
ATTAARCACGCGGACTTCACCTAATTCTTCCTCTAATAACATTCTCATGACTAACTGCCAR
ACTAACACGCGGATTACACCTAAT TCTTCCTCTAATAACATTTGGATGGCTAACCGGCCA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

TCTCGCCAACCTGECTATCCCCCCCTCAATCAACCTAATAGGAGAACTCCTTATTATTGC
TTTAGCTAATATAGCCCTCCCCCCGGCCATTTACCTGATAGGAGANCTGATTATCATCAC
CCTAGCTAATCTGGCCCTCCCACCATCAATTAACCTGATAGGAGANCTCATAATCATTCC
TTTAGCTAACCTAGCCATTCCACCATCTATCAATTTAATAGGAGAACTCCTTATCATTAC
TTTAGCCAACCTGGCCATTCCACCATCAATCAACTTAATAGGGGARCTCCTCATCATTAC
TTTAGCCAACCTGGCCATTCCACCATCAATCAACTTAATAGGGGAACTCCTCATCATTAC
CTTAGCCAACTTGGCCATTCCACCATCAATCAACTTAATGGGGAGGCTCCTTATCATTAC
TTTAGCCAACTTGGCCATTCCACCGTCAATCAACTTAATAGGGEGAGCTCCTTATCATTAC
TTTAGCCAACCTGGCCATTCCCCCATCAATCAACT TAATAGGGGAACTTCTTATCATTAC
TCTAGCCAACCTGGCCATTCCACCATCAATCARCTTAATAGSAGARCTCCTTATCATTAC
TTTAGCCAATCTGGCCATTCCACCATCAATCAACTTAATAGGTGAACTCCTTATCATTAC
TTTAGCCAACCTAGCCATTCCCCCATCAATCAACTTAATAGGETGACTCCTTATTATTGC
NN TN NI T N I N T N I N N TN T I TN N T T N D R N TN N N R N NN NN NN NN
TTTAGCCAACCTAGCCATTCCACCATCAATCAACTTAATAGETGAACTCCTTATCATTAC
CTTAGCCAACCTAGCCATTCCACCATCAATCAACTTAATAGGTGAACTCCTTATCATTAL
TTTAGCNARCCGGGCCATTCCCCCATCAATCAACTTAATAGGAGAACTTCTCATCATTAC
NINNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN NNNNNNNNNNNN NN NN NN NNNNNNNNNNT

CTCCNTCTTCAACTGAGCCAACATTTCAATTATCCTAACGGGACTAGGAACCCTACTAAC
CTCTATATTCAACTGAGCCARCATCTCAATCATTATAATAGGACTTGGANCCT TACTAAC
CTCCCTATTTAACTGAGCCAACATCTCTATTATT T TAACAGGTATTGGGACCCTACTAAC
CGCTATATTCAACTGAACTAATGTATCAATCATTTTAACAGGCATTGGAACATTATTAAC
CGCTATATTTAACTGAACCAATGTATCAATCAT T T TAACAGGCCTTGGAACATTATTAAC
CGCTATATTTAACTGAACCARTGTATCAATCATTTTAACAGGCCTTGGARCATTATTAAC
CGCCATATTCAACTGAACCAATGCTGTCAATCATTTTAACAGGCATTGGGACATTGTTAAC
CGCTATATTCAACTGAACTAATGTATCAATCATITTAACAGGCATTGGGACACTGTTAAC
CGCTATATTCAACTGAACTAATGTATCAATCATTTTAACAGGCATTGCAACATTATTAAC
CGCTATATTTAATTGAGCCAATGTATCAATCATCTTAACAGGACTTGGAACACTGTTAAC
CGCTATATTCAACTGAACCAATGTATCAATCATCTTAACAGGCCTTGGAACTCTATTAAC
CGCTATATTCAACTGGACCAATCTATCAATCATTTTAACAGGCCTTGGAACACTATTAAC
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN N NN NN NN N NN NN N NN NN NN NN NNNN NN NN NNN
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CGCTATATTCAACTGAACCAATGTATCAATCATTTTAACAGGCCTTGCAACACTATTAAC
COCCATATTCAACTGAACCAATGTATCAATCATTTTAACAGGCCTTGGGACACTATTAAC
CGGAATATTCAACTTARACTAATCTATCAATCATTCTAACAGGCATTGCAACATTATTAAC
NN N N N N NN N N N NN N N N N N N N NN NN NN NN NN N NN I N NI NN NN NN NNNNNINNNNN

CGCCTCTTACTCCCTCTATATATPCCTTTCTACACAACGCGGAAAGCTCCCARCACACCT
CGCTTCCTACTCCCTCTACATATTCCTTATAACACAACGGCEEAAACTCCCAACACACCT
CGCTTCCTACTCCCTCTAPATATTCCTAATAACACAACGAGGAAAGTTACCARCACACCT
CGCCTCTTATTCCCYATACATATTCCTTATAACACAACGAGGGARACTACCAACACACCT
AGCCTCTTATTCCCTGTACATATTCCTTATAACACAACGAGGGAAACTACCAACACACCT
AGCCTCTTATTCCCTGTACATATTCCTTATAACACAACGAGGGAAACTACCAACACACCT
AGCCTCTTATTCCCTATACATATTCCTTATAACACAACGAGGGAAACTACCAACACACCT
AGCCTCTTATTCCCTATACATATTCCTTATAACACAACGAGGAAAACTACCAACACACCT
CGCCTCTTATTCCCTATACATATTCCTTATAACACAACGAGGAARACTACCAACACACTT
CECCTCCTACTCOCTATACATATTCCTTATAACACAGOGAGGAAAACTACCTACACATCT
CGCCTCCTATTCCCTATACATATTCCTTATAACACAACGAGGAARGCTACCTACACACCT
CGCCTCCTATTCCCTATACATATTCCTTATAACACAACCAGGAAAGCTACCTACACACCT
NN N NN N A N NN N N NN NN N D N N N NN NN NN NN NN NN NN NENNNNNNNNNNNNNNNNNNN

CECCTCCTATTCCCTATATATATTCCTTATAACACAACGAGGAAAGCTACCTACACACCT
CGCCTCCTATTCCCTGTACATATTCCTTATAACACAACGAGRAAAGCTGCCTACACACCT
CGCCTCCTATTCCCTATACATATTCCTTATAACACAACGAGGGARACTACCAACACACCT
NN NN NN N NN N NN NN NN N N N NN N NN NN NN RN NN NN NN NNINNN NN NN NNNNNNNNN

AATTATCAATCAACCCAACCCACACTCGAGAACATCTCTTAATAGCCCTACATCTCATCC
AATCCTCAACCAACAACACACTCTCNCGAGAACACTTCCTAATAGCCCTACACCTTATTC
AATCATTAATCAACCCANCTCACTCCCGAGAACACTACCTAATAGCCATACACCTTATCC
AATTATTAAC . AACCCATCACACTCTCGAGAACACTTATTAATAACCCTACACCTTGTYC
AATTATCAAC. AACCCATCACACTCTCGAGAACACTATTTAATAACCCTTCACCTCATCC
AATTATCAAC . AACCCATCACACTCCCGAGAACACTATTTAATAACCCTCCACCTCETCC
AATTATTAAT . AACCCATCACACTCTCCAGAACATTACTTAATAACCCTGCACCTCATTC
AATTATTAAT . AACCCCTCACACTCTCCAGAACATTACTTAATAACCCTACACCTCGTTC
AATTATTAGT . AACCCATCACACTCTCGAGAACATTATTTAATAACCCTACACCTTATTC
AACTATTAAC . AACCCATCACACTCTCGAGAACACTATTTAATAGCCCTACACCTTATCC
AATTATTAAT . AACCCCTCACACTCTCGAGAACATTATTTAATAGCCCTCCACCTTATTC
AATTATTAAT . AACCCCTCACACTCTCGACAACATTATTTAATAGCCCTACACCTTATTC
NN BN NN NI N N NN NN N N NN NN NN NN NN N NN NN NN NN NNNNNN NN NN NNNNN
AATCATTAAT . AGCCCATCGCTCTCTCCAGAACATTATT TAATAACCCTACACCTTATTC
AATCATTAAT . AACCCATCACACTCTCCAGAACACTATTTAATAGCCCTACACCTTATTC
AATTATTAAT . AACCCATCACACTCTCGAGAACATTACTTAATAACTCTACACCTAATTC
NN NN NN NN I N N N NN NN N NN NN NN N NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NN NNNNNNNN

CCTTAATCCTTTTAACCACAAAGCCAGAACTTTTCACGAACATCTGCCCOTGTAAATATA
CATTAATACTATTAACCGCAAAACCAGAACTTTTCACAAATATTTGCCTCTGTAAATATA
CATTAATATTACTTACCACGARACCAGAACTCTTCACAAACGTTTACCTCTGTAAATATA
CACTTCTACTTTTAACTACAAAACCGGAACTTTTTACAAATATCTACCTCTGTTAATATA
CTOTTCTACTCTTAACTACAAAACCAGAACTTTTTACAAATATCTACCTATGTTAATATA
CTCTTCTACTCTTAACTACAAAACCAGAACTTTTTACAAATATCTACCTATGTTAATATA
CACTTCTACTTTTAACTACAAAACCGGAACTTTTTACAAATATITACCTCTGTTAATATA
CACTTCTACTTTTAACTACAAAACCGGAACTTTTTACAAATATCTACCTCTGTTAATATA
CACTCCTCCTTTTAACTACAAANCCGGAACTTTTTACAAATATCTACCTCTGTTAATATA
CAQTCCTACTTT PAACTACTAAACCGGAACT T TTTACAAATATTTACCTCTGTTAATATA
CACTCCTACTTTTAACTACTAAACCGGAACTCTTTACAAATATTTACCTCTGTTAATATA
CACTTCTACTTTTAACTACTAMGCCCGAACTCTTTACAAATATT TACCTCTGTTAATATA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN NNNNNNNNNNNNNNNNNN
CAQCTCCTGCTTTTAACTACTAAGCCGCAACTCTTTACAAATATTTACCTCTGT TAATATA
CACTCCTACTTTTAACTACTARACCGGAACTCTTTACAAATATTTACCTCTGTTAATATA
CAQTCTIGCTTTTAATCACAAAACCGGAACTTTTTACAAATATTTACCTCTGTTAATATA
NNNNNNNNNNNNNNN N NNNNNN NN NN NN NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

GTTTAACATARAACATTAGTCTCTGGACCTAARAATACAACTTAAAATCTTCTTATAAAC
GTPTARACACAAAACATTACTCTCTCGCATCTAAARATAGAAGTTAAAATCTTCTTATAAAC
GTTTAATATAAAACATTAGTCTGTGCACCTAAAAATAGAAGTTAAAACCTTCTTATTAAC
GTTTAATACRAAACATTACTCTGGTGACCTAAAAATAGAAGCTAARATCTTCTTATAAAC
GTTTAATACARAACATTAGTCTCTGCACCTARARATAGAAGTTARAATCTTCTTATAALC
GTTTAATGCARAACATTAGTCTCTCCACCTAAAAATAGARGTTAARATCTTCTTATAARC
GCTTTAATGCARAACATTAGTCTGTGGACCTAAAAATAGAAGT TAARATCATCTTATCAAC
GTTTAATGCAAAACATTAGTCTGTGGACCTAAAAATAGAAGCTAAARTCTTCTTATAAMLC
GTTTAATACAARACATTAGTCTGETGACCTAAAAATAGAAGTTAAAATCTTCTTATAAAC
GTTTAATACAARAACATTAGTCTGTGGACCTAAAAATAGAAGTTAAAATCTTCTTATAANC
GTTTAATACAARACATTAGTCTGTGGACCTAAAAATAGAAGTTAAAATCTTCTTATAAAC
GTTTAATGCAAAACATTAGTCTCTCGACCTAAAAATAGAAGTTAARATCTTCTTATARAC
NN NN NN N NN NN NN N N NN N NN NN NN NN N NN NN N NN NN NN NN NNNN NN
GTTTAATG . AARACAT PAGTCTETGGACCTAAAAATAGAAGT TAAAATCTTCTTATAATC
GTTTAATG . AAMAACATTAGTCTGGCCACCTAAAAATAGAAGCTAARATCTTCTTATARAC
GTTTAATACAARACATTAGTCTGTCCACCTAARAATAGAAGTTAAAGCCTTCTTATAAAC
N N NI B T T I N R N N N TN N N N NN NN D I N R T NN D N NI NN

COAGAGATGACGCAAGAACTGCTAATTCACGCACCTGAAGTTARRCCCTCAGATCTLTCA
CGAGAGATGACACARGAACTGCTAATTCCTGTACCTGAAGTTARACCCTCAGCTCTCTCA
CGAGAGATGACACAAGAACTGCTAATTCCTGTACCTGAAGTTAAACCCTCAGCTCTCTCA
CGAGAGATTATACAAGAACTGCTAACTCCTGCACCTGARACTAMACCTTCAGATCTCTCA
CGAGAGATTATACAAGAGCTGCTAACTCCTGCARCTGAAACTARACCTTCAGATCTCTCA
CGAGAGATTATACAAGAGCTGCTAACTCCTGCACCTCAAACTAARACCTTCAGATCTCTCA
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BPLANIEF
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end;

CGAGAGATTATACAAGAACTGCTAACTCCTGCACCTGAAACTAAACCTTCAGATCTCCCA
CGAGAGATTATACAAGAACTGCTAACTCCTRCACCTGAAACTAAACCTTCAGATCTCCCA
CGGGAGGATATNCAGGAGCTGTTAACTCCTGCACCGGAAAAAAAACCTTCAGATCNCNCN
CGAAAGATTATACAAGAGCTGCTAACTCTTGCGCCTGAAANTAAACCTTCAGATCTTTCA
CGAGAGATTATACAAGAGCTGCTARCTCCTGCGCCTGAAACTARACCTTCAGATCTTTCA
CGAGAGATTATACAAGAGCTGCTAACTCCTGCGCCTGARACTAAACCTTCAGATCTTTCA
NNNNNNNNNNNNNNNN NN NNN NN NN N NN NN NN NN NN NN NN NNNNNINNNNNNNNNNT
COAGAGATTAAACAAGAGTTGCTAAATCCTGCGUCTCAAGATAAACCGTCAGATCETTCGE
CGACGAGATTATACAAGAGCTGGETTACTTCTGCGCCTGAAACTAAACCTTCAGATCTTTCA
CGAGAGATTATACAAGARCTGCTAACTCCTACACCTGAMACTAAACCTTCAGATCTCTCA
NN NN NN NN NN N N N N NN NN N NN NN NN NN NN NN NN NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

CTTTTAAAGGATAAAAGTCATCCACTGECTTAGGCGCC
CTTTTAAAGGATAGAAGTCATCCAATGGCTTAGGCGCC
CTTTTAAAGGATAARAAGTCATCCACTGGCTTAGECGCC
CTTTTAAAGCATAAAAGTCATCCACTOGNTTAGECGCC
CTTTTAAAGGATAAAAGTCATCCGCTGEOTTAGGCGECC
CTTTTAAAGGATAAAAGTCATCCACTGGCTTAGGCGECC
CTTTTAAAGGATARAAGTCATCCGCTGGCATAGGCECC
CTTTTARAGGATAARAGTCATCCACTGECTTAGGCGCC
CTTTTARAGGATAARAGTCTTCCGCTGENTTAGGGGCC
CTTTTARAGCATAARAGTCATCCACTAGCTTAGGCGCC
CTTTTAAAGCATAAAAGTCATCCACTGECTTAGGCGCT
CTTTTAAAGGATAGAAGTCATCCACTEGCTTAGGCGCC
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTNN
CTTTTAMAGGATAGAAGTCATCCACTGGCTTAGGGGCC
CTTTTAAAGGATAGAAGTCTTCCCCTEETTTAGGGEGCC
CTTTTAAAGGATAAAAGTCATCCAATGGCTTAGGCGCC
NNANNNN NN NN NN NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

DO RPROE DN R DR
IR D
FONR NI I T T B VR el
KRR B WY
sppp D REQUDTRODDRD
Mg R R G
WNNMNNRNNMRPRRONNNNRPEOOO
CRHOUO DD OO D
e R TR e PY R TR R RV T T
ONNMNPERPNWRONRRMDWLO WD
[ A TR TR ol i ]
PRACRBINACTTEIY RS
DENMP PR DG
ORI TR T R L T
[N TR TR L TR

ppppoRADN DO PR

BEGIN ASSUMPTIONS;
TYPESET *CURRENT= ORD: 879-884 £86-888 890-894, UNORD: 1-~878 885 889;
WTSET *CURRENT= 24: 1-878 885 889;

END;
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