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RESUMEN

El género Pseudoeurycea, practicamente endémico de México, contiene inicamente tres especies
qué presentan distribuciones relativamente amplias: Pseudoeurycea bellii, P. leprosa y P.
cephalica. Para la especie P. cephalica se han descrito, en la parte nominal, tres subespecies;
P.c.cephalica, P. c. manni, y P. c. rubrimembris, cuya validez y distribucion no ha sido revisada
desde su descripcion. El ahora llamado complejo cephalica, actualmente estd conformado por
cinco especies (P. cephalica, P. galeanae, P. scandens, P.cafetalera y P.quetzalanensis) y las
subesepecies, muchas de estas especies habitan en zonas altas, con distribuciones aisladas y
restringidas a montafias o pequefias cordilleras. Para resolver los problemas taxondmicos
presentes en este grupo se muestred ampliamente la distribucion de las especies que forman este
complejo y se utilizaron herramientas moleculares para esclarecer las relaciones filogenéticas.
Se amplificaron y analizaron: tres fragmentos de la mitocondria (12S, 16S, ND1 y tRNA; V, I, L,
Q) y tres genes nucleares (POMC, BDNF y RAG-1), por separado y en conjunto (evidencia
total). Las inferencias filogenéticas se realizaron mediante analisis Bayesianos (MrBayes) para
cada una de las estrategias de analisis con la informacion genética obtenida. Los resultados en
los genes mitocondriales concatenados fue de siete clados. Para los genes nucleares
concatenados fue de tres clados. En la evidencia total observamos algunos clados con
probabilidad posterior mayor a 95% y que también se observaron en los genes mitocondriales:
El Clado I formado poblaciones del estado de Tamaulipas, siendo P. galeanae grupo hermano de
este clado; el Clado II formado por poblaciones de Querétaro y San Luis Potosi; el Clado III
Hidalgo region norte; Clado IV Hidalgo region sur; Clado V con poblaciones de Veracruz
incluyendo a la especie P. cafetalera, el clado VI que incluye poblaciones de Cruz Blanca,
Veracruz y Ahuazotepec en Puebla y finalmente el Clado VII con las poblaciones del Eje
Neovolcanico Transversal y como grupo hermano a P. quetzalanensis. Con los resultados
obtenidos podemos sugerir la existencia de dos nuevos taxones (Clado I y Clado II). Asi mismo
se pueden reconocer los dos clados de Hidalgo como unidades evolutivas independientes y
utilizar los nombres disponibles: P. manni y P. rubrimembris. Se propone se restrinja a P.
cephalica para las poblaciones del Eje Neovolcanico Transversal. Finalmente, en este trabajo se

apoya la independencia evolutiva de P. quetzalanensis 'y P. cafetalera.



ABSTRACT

The genus Pseudoeurycea almost endemic to Mexico, contains only three species which have
relatively broad distributions: Pseudoeurycea bellii, P.leprosa and P.cephalica. For the species
P.cephalica there are three nominal subspecies; P.c.cephalica, P.c.manni, and P.c.rubrimembris,
the validity and distribution of these species has not been revised since its description. The now
called cephalica complex currently consists of five species (P. cephalica, P.galeanae,
P.scandens, P.cafetalera and P.quetzalanensis) these species inhabit upland areas, with restricted
distributions isolated to mountains or small ridges. To solve the taxonomic problems present, this
group was sampled extensively on the distribution of the species that form this complex;
molecular tools were used to elucidate the phylogenetic relationships. Three fragments of
mitochondria were amplified and analyzed (12S, 16S, NDI1 and tRNA, V, I, L, Q), as well as
three nuclear genes (POMC, BDNF and RAG-1). They were analyzed separately and as a whole
(total evidence). The phylogenetic inferences were performed using Bayesian analysis (MrBayes)
for each of the analysis strategies with the genetic information obtained. The results on the
concatenated mitochondrial genes was seven clades. For nuclear concatenated genes was three
clades. In the total evidence we observed some clades with posterior probability greater than 95 %
which is also observed in the mitochondrial genes: The cladel from Tamaulipas state populations,
with P. galeanae sister group of this clade, the clade II consists of populations of Queretaro and
San Luis Potosi, clade III for the northern part of Hidalgo, clade IV for the southern part of
Hidalgo, Clade V including the species P. cafetalera from Veracruz populations, the clade VI
including populations from Cruz Blanca in Veracruz and Ahuazotepec in Puebla and finally the
Clade VII including populations from Mexican Volcanic Belt with as sister group to P.
quetzalanensis. The results we can suggest the existence of two new taxa (Clade I and Clade II).
Also you can recognize the two clades of Hidalgo as independent evolutionary units and use the
available names: P. manni and P. rubrimembris. We propose to restrict P. cephalica to
populations from Mexican Volcanic Belt. Finally, this analysis supports the evolutionary

independence of P.quetzalanensis and P.cafetalera.



INTRODUCCION

Los caudados, los anuros y las cecilias son los tres grandes grupos de anfibios que existen en el
planeta. Las salamandras tienen una edad estimada entre 150 y 229 millones de afios (Roelants et
al., 2007, Pyron, 2011). Estas presentan una distribucion holértica (Roelants et al., 2007; Pyron,
2011). La mayor diversificacion que present6 el grupo fue entre el Cretacico y Terciario
temprano (Roelants et al. 2007). El orden cuenta con un total de 644 especies incluidas en 67
géneros (Zhang y Wake, 2009; Amphibiaweb, 2013). Este nimero de especies representa
aproximadamente el 9% de la diversidad de anfibios a nivel mundial (Vieites et al. 2007;
Amphibiaweb, 2013). Actualmente se encuentran agrupadas en 10 familias: Cryptobranchidae,
Hynobiidae, Sirenidae, Ambystomatidae, Dicamptodontidae, Salamandridae, Proteidae,

Rhyacotritonidae, Amphiumidae y Plethodontidae.

La familia Plethodontidae ha tenido una gran diversificacion, con una notable
diferenciacion morfoldgica y ecologica (Lombard et al., 1986; Mueller et al., 2004; Wake, 2009).
Los pletodontidos se han adaptado a diferentes habitats: acuaticos, arboreos, terrestres, fosoriales
y cavernicolas. Esta familia se compone de 433 especies descritas, representando el 68% de
todas las especies de salamandras a nivel mundial (Mueller et al., 2004; Vieites et al., 2007;
Amphibiaweb, 2013). Los pletodontidos se encuentran primordialmente en el continente
Americano, en donde radica el 98% de las especies; adicionalmente existe un 1.9% de especies
en Europa y solo un género monoespecifico (Karsenia) en Asia (Vieites et al., 2007;
Amphibiaweb, 2013). Actualmente, dentro de la familia Plethodontidae se reconocen dos
subfamilias: Hemidactylinae y Plethodontinae. Esta tltima a su vez se subdivide en tres tribus:
Bolitoglossini, Hemidactyliini y Plethodontini (Larson et al., 2006; Amphibiaweb, 2013; Frost,
2013).

Los bolitoglosinos se caracterizan por tener desarrollo directo y como todos los
pletodontidos, carecen de pulmones llevandose la respiracion a través de la piel (Lombard et al.,
1986; Mueller et al., 2004; Wake, 2009). Este grupo se distribuye desde el noroeste de México
hasta Bolivia y Brasil, en un gradiente altitudinal que va desde el nivel del mar hasta los 5000 m
y se encuentran en diversos habitats desde zonas arenosas de playa hasta el bosque de pino

(Wake, 1987; Parra-Olea et al., 2004; Wake, 2009). Asimismo, los bolitoglosinos exhiben una



gran diversidad morfologica, que incluye desde especies miniatura, hasta aquellos gigantes,
fosoriales, terrestres y arboricolas (Wake, 1987; Wake, 2009). La diversidad mas alta de
bolitoglosinos se encuentra distribuida en regiones montafiosas de Mesoamérica, lo que incluye
una parte importante del territorio nacional a través de sus sistemas montafiosos (Wiens et al.,

2007).

En México, los bolitoglosinos contribuyen significativamente a la diversidad de especies
y asimismo con la alta diversidad biologica del pais. Los primeros trabajos taxondémicos donde
se describieron especies de este grupo fueron realizados por Taylor en 1938, 1940 y 1944. El
grupo de los bolitoglosinos actualmente cuenta con un total de 114 especies en 13 géneros,

representando el 31% de la fauna total de anfibios del pais (Amphibiaweb, 2013).

Dentro de los bolitoglosinos el género mas diverso en México (y con solo algunas
especies en Guatemala) es el género Pseudoeurycea. Este género fue originalmente propuesto
por Taylor (1944). Muchas de sus especies tienen morfologia generalizada y se encuentran
distribuidas en microhdbitats terrestres de bosques de pino, pino-encino, casi siempre alrededor
de los 2000 m (Wake y Lynch, 1976; Parra-Olea, 2002). Por su morfologia generalizada, las
relaciones filogenéticas de las especies de Pseudoeurycea ain no estan completamente resueltas
con base en este tipo de caracteres (Parra-Olea, 2002; Parra-Olea et al., 2005). Hasta ahora
existen 48 especies reconocidas. De éstas, Pseudoeurycea orchimelas es la tinica que se
encuentra cerca de bosques tropicales a nivel del mar. Por otra parte, solo cuatro especies se
localizan por debajo de los 1000 m, en tierras bajas tropicales (P.maxima, P.orchileucos, P.
orchimelas y P.werleri). Otras cinco especies (P. lineola, P. nigromaculata, P. praecellens, P.
scandens y P. quetzalanensis) habitan en bosques nublados entre los 1000 y 2000 m. Las 38
especies restantes habitan bosques de pino-encino, por arriba de los 2000 m (Parra-Olea et al.,

2005; 2010).

Autores como Wake y Lynch (1976) y Parra-Olea (2002) sefialan la necesidad de evaluar
el status taxondmico del género, ya que se suponia que Pseudoeurycea era parafilético. Es por
ello que en la ultima década se han utilizado las herramientas moleculares a través de la
secuenciacion de diferentes genes para resolver problemas taxondmicos e inferir las relaciones

evolutivas de estos organismos (Barraclough y Nee, 2001; Vietes et al., 2007; Wiens, 2007). Los



trabajos mas recientes que abordan la problematica de Pseudoeurycea y que aplican
herramientas moleculares son precisamente los de Parra-Olea (2002) y Wiens et al. (2007), que
reconocen tres grupos de especies a partir de analisis de genes mitocondriales: Grupo P. leprosa,

Grupo P.gadovii y Grupo P.bellii.

El grupo P. leprosa es morfologicamente heterogéneo e incluye formas tipicamente
terrestres como P. leprosa, P. werleri y P. mystax, asi como formas semiarboreas como P.
nigromaculata y P. lynchi, y por ultimo algunas fosoriales que adicionalmente son altamente
especializadas (P. lineola, P. orchimelas, P. orchileucos) (Parra-Olea, 2002). El grupo P. gadovi
incluye habitantes de alta montafia, conteniendo especies terrestres con cuerpos robustos
alargados, colas largas, asi como miembros relativamente cortos. Este grupo estd
geograficamente restringido, pero pobremente apoyado e incluye especies que ocurren a lo largo
del Eje Neovolcanico Transversal: P. altamontana, P. longicaudata, P. robertsi, P. anitae, P.
cochranae, P. gadovii, P. melanomolga, P. tenchalli, P. exspectata, P. goebeli, P. rex, y P.

brunnata (Parra-Olea, 2002).

Por ultimo, el grupo P. bellii esta formado por dos complejos de especies, el complejo
bellii y el complejo cephalica. En un intento por resolver parte del complejo, Parra-Olea et al.
(2005) analizaron exclusivamente al complejo P. bellii. Dentro de éste muestrearon todos los
taxones incluyendo el intervalo de distribucion de sus poblaciones y generaron secuencias de
DNA mitocondrial (DNAmt) para proponer una hipétesis de las relaciones filogenéticas. En
dicho andlisis encontraron una estructura genética a nivel geografico, y con cierta
correspondencia con las caracteristicas morfologicas, logrando en cierta medida resolver las
relaciones del grupo, el cual quedd compuesto por las siguientes especies: P. gigantea, P.
naucampatepetl, P. bellii bellii, P. b. sierraoccidentalis, P. boneti y P. maxima. La diversidad de

especies encontrada en este estudio fue mayor que la anteriormente registrada.

Finalmente, para poder entender mas sobre la diversificacion de Pseudoeurycea es
necesario analizar el complejo Pseudoeurycea cephalica. En referente a los considerados
taxones de P.cephalica y sus subespecies que integran el complejo, encontramos que existen
inconsistencias sobre las descripciones y las localidades que se toman en cuenta para su
delimitacion, derivado de ello, existen muchas preguntas por resolver sobre el status taxonoémico

de las especies contenidas en éste para esclarecer el status taxonémico del complejo. Con el afan



de aclarar las incertidumbres alrededor de este complejo, se presentan los datos de manera
cronoldgica:

* Cope 1865: describio a Spelerpes cephalicus (= Pseudoeurycea cephalica)
designando como localidad tipo a la “Meseta Central de México”. En un error
tipografico, el nombre que uso para la descripcion de S. cephalicus fue en realidad
P. lineolus. Posteriormente, el ejemplar tipo de Cope se pierde.

*  Smith y Taylor, 1948: Designan neotipo para “Mexican Tableland” con una
distribucion para la especie en Veracruz, Puebla, Morelos y Estado de México.

* Taylor y Smith, 1950: restringen la localidad tipo para “2 millas al este de Rio
Frio, Puebla.

En cuanto a las subespecies de P. cephalica:

1. Pseudoeurycea cephalica cephalica Taylor (1944) esta especie la incluye dentro del
grupo cephalica.

2. Oedipus manni fue descrita por Taylor (1939) asignando localidad tipo en “Guerrero,
Hidalgo” y paratipos de “Cerca de Zacualtipan, Hidalgo”. Smith y Taylor (1948)
reconocen a este taxén como subespecie de P. cephalica.

3. Bolitoglossa cephalica rubrimembris fue descrita por Taylor y Smith en 1945. Estos
autores asignan la localidad tipo a Santa Anita, Hidalgo y paratipos de Minas Viejas, y
Zacualtipan, Hidalgo. Smith y Taylor (1948) reconocen a este taxéon como subespecie de

P. cephalica.

Parra-Olea (2002) realizd un estudio para proponer una hipdtesis de relaciones
filogenéticas del género Pseudoeurycea. En dicho trabajo, la autora reportd una alta divergencia
genética entre dos poblaciones de P. cephalica. Posteriormente, Parra-Olea et al. (2004)
describieron a la especie Pseudoeurycea quetzalanensis basandose unicamente en datos
morfoldgicos e indicando su cercania filogenética con P. cephalica. En 2010, Parra-Olea y
colaboradores describieron una especie mas, Pseudoeurycea cafetalera, a partir de un andlisis
con secuencias de mtDNA; en este ultimo los autores mencionan que la divergencia genética

entre las especies del complejo cephalica, incluyendo las dos especies que habian descrito



anteriormente, era muy alta, ademds de que es grupo hermano del complejo P.bellii (Parra-Olea

etal., 2010)

Con base en esos trabajos, el complejo Pseudoeurycea cephalica estad conformada por
cinco especies validas: P. cephalica, P. galeanae, P. scandens, P. cafetalera y P. quetzalanensis.
A su vez, P. cephalica contiene a tres subespecies; P.c. cephalica, P. c. rubrimembris y P. c.
manni. La distribucion de las especies del complejo va desde los 1000 msnm en bosques
nublados hasta bosques de pino-encino a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal y la Sierra
Madre Oriental. En particular la especie Pseudoeurycea galeanae es terrestre y ocurre en
localidades del norte de México, en el estado de Nuevo Ledn; la especie cavernicola P.
scandens, se distribuye en el estado de Tamaulipas; Pseudoeurycea quetzalanensis, que es una
especie semiarborea se encuentra en el bosque nublado en la Sierra Madre Oriental, en el estado
de Puebla. La especie terrestre, P. cafetalera se localiza en Veracruz al noroeste de la Sierra
Zongolica (Parra-Olea et al., 2005; 2010) y P. cephalica sensu lato (subespecies; P.c. cephalica,
P. c. manni'y P. c. rubrimembris) se distribuyen en las tierras altas del centro de México (Uribe-
Pena et al., 1999), a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal y Sureste de la Sierra Madre
Oriental. Esta especie se asocia a bosques de pino, pino-encino y bosques de Abies distribuidas

en altitudes cercanas a los 2000 msnm.

Los estudios parciales que han sido publicados hasta este momento y una serie de datos
aun no publicados para muchas especies de pletodontidos (Parra-Olea, 2002; Parra-Olea et al.,
2004; Mueller et al., 2004; Parra-Olea et al., 2005; Kozak et al., 2006; Zhang y Wake, 2009;
Rovito, 2010; Parra-Olea et al., 2010; Rovito et al., 2012), indican que todavia existen especies
no descritas, muchas de estas nuevas especies por descubrir quizd se encuentren dentro del
complejo P. cephalica. Basados en la premisa de que la sistemdatica molecular ha ayudado a
resolver las relaciones filogenéticas en diferentes grupos de pletoddntidos, y que el uso de esta
herramienta ha contribuido a robustecer el conocimiento de los limites entre especies, nos

planteamos para este trabajo los siguientes objetivos:



OBJETIVO GENERAL

Proponer una hipotesis de las relaciones filogenéticas para las especies del complejo de
salamandras pletodontidas Pseudoeurycea cephalica, con base en secuencias de fragmentos

mitocondriales y genes nucleares.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer la composicion especifica del complejo Pseudoeurycea cephalica.

2. Corroborar el status de las subespecies que componen el complejo Pseudoeurycea cephalica.

3. Identificar nuevos taxones con base en los resultados de los analisis moleculares.



MATERIAL Y METODOS
Busqueda bibliografica

Utilizando la base de datos del portal web HerpNET se realizdo una busqueda de ejemplares
recolectados y depositados en museos con el Unico objetivo de ubicar sitios para realizar la
colecta de los individuos de este estudio, las localidades tipo se ubicaron a través de los escritos

de Taylor 1938, Taylor y Smith de 1945 y 1950 (Fig. 1).
Muestras

Todas las muestras de este estudio fueron colectadas para efectos de este trabajo. 69 individuos
pertenecientes al complejo de Pseudoeurycea cephalica en un total de 26 localidades a lo largo
de su area de distribucion. Las muestras fueron conservadas en etanol al 100% y en RNA later
(solucidn estabilizadora de la marca Ambion). Adicionalmente, se incluyeron 17 individuos que

ya habian sido colectados previamente por el laboratorio (Fig. 1, Tabla 1).
Trabajo de laboratorio

La extraccion se efectud para 86 muestras incluyendo las especies del complejo Pseudoeurcyea
cephalica y se utilizd6 como grupo externo a las especies Pseudoeurycea rex, Pseudoeurycea
gigantea, Pseudoeurycea boneti, Pseudoeurycea sierraoccidentalis, Pseudoeurycea scandens y
Pseudoeurycea galeanae. La extraccion se realizd con el Kit DNeasy Blood & Tissue Kit

(Qiagen,Valencia,CA, USA) , con base en el protocolo propuesto por el proveedor.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) se utilizé para
amplificar los fragmentos de regiones mitocondriales y nucleares, con un termociclador

Eppendor Mastercycler gradient y Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler.

Los fragmentos de los genes mitocondriales se amplificaron con los oligos que abarcan

parte del 128 hasta el ND1 descritos por Zhang y Wake (2009):



1) L2: LX12SN1 5'-TACACACCGCCCGTCA-3" 'y  LX16SIR  5'-
GACCTGGATTACTCCGGTCTGAACTC-3' de aproximadamente 1600 pares de bases (pb)
que abarcan una parte de la region 125, tRNA = Valina y todo el 16S.

2) A: LX16S1 5'-GGTTTACGACCTCGATGTTGGATCA-3" y Met3850H 5'-
GGTATGGGCCCAARAGCTT-3" de aproximadamente 1500 pb, que abarcan la region

mitocondrial ND1 y tRNA; Leusina, Isoleucina, Glutamina y Metionina.

Los genes nucleares utilizados en este estudio fueron el gen activador de la
recombinacion (RAG1), el gen nuclear encargado del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) y el gen de la proopiomelanocortina (POMC). Estos genes fueron considerados por las
siguientes razones: 1) son genes de codificacion de proteinas de una sola copia, 2) varian en el
grado de conservacion y son adecuados para inferencia filogenética, 3) son ideales para

estimaciones coalescentes (Vietes et al. 2007).

Para el gen de POMC se amplificaron 42 muestras del complejo P. cephalica y dos de su
grupo externo, P. rex, P. galeanae, y P. sierraoccidentales. Estos genes fueron amplificados con
los oligos descritos por Vietes et al. (2007): POMC DRV _F1: 5" ATATGTCATGASCCAYTT
YCGCTGGAA-3'y POMC DRV _RI1:5-GGCRTTYTTGAAWAGAGTCATTAGWGG-3' de

aproximadamente 480 pb.

El RAGI, de un tamafio aproximado de 763 pb fue amplificado para 68 muestras del
complejo P. cephalica y cuatro especies como grupo externo: P. boneti, P. galeanae, P.
scandens y P. rex, con los oligos descritos por San Mauro et al. (2004): Amp-RAGI1 F: 5'-AGC
TGCAGYCARTACCAYAARATGTA-3' y San Mauro et al. (2005): Sal-RAGL.R1 5'-
AGGTTCTCAGTGTGGCTCCTGGTGA-3".

Para el gen nuclear BDNF, de aproximadamente 700 pb, se amplificaron 41 muestras del
complejo P.cephalica y tres especies como parte del grupo externo: P. rex, P. sierraoccidentalis
y P. galeanae con los oligos descritos por Vietes et al. (2007): BDNF_DRV_F1: 5-ACCATCC
TTTTCCTKACTATGG-3'; BDNF_DRV RI1: 5- CTATCTTCCCCTTTTAATGGTC-3'.

Para los productos de PCR del fragmento mitocondrial L2 y de los fragmentos nucleares

POMC y RAGI se llevd a cabo la purificacion de las muestras por columnas centrisep de la
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marca Life a través de la Separacion Farmacia Dextran (Sephadex), con base en el protocolo
descrito por QIAquick (Qiagen,Valencia,CA, USA) y CONCERT (Life Technologies, Paisey,
UK). Se utilizoé también el producto de limpieza EXOSAP con 1 pl diluido a 1:5 de ExoSAP-IT
para 10 pl de producto de PCR incubado por 30 minutos a 37°C y después 15 minutos a 80°C
(USB Corporation, Cleveland, OH, USA) en un termociclador Eppendor Mastercycler gradient o
Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler. Los protocolos para amplificar tanto los genes
nucleares como los genes mitocondriales en PCR se describen en las tablas 2 y 3, donde se
especifican las temperaturas para la reaccion de secuenciacion y protocolos utilizados. Tanto las
extracciones, productos de PCR de los genes nucleares y mitocondriales, asi como las
purificaciones fueron observadas en geles de agarosa al 1% con un marcador de peso molecular

de 10,000pb.

La reaccion de secuenciacion se realizd en el termociclador Eppendor Mastercycler
gradient o Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler, siguiendo el protocolo de ABI PRISM Big
Dye Terminator v3.1 Cycle sequencing kits (Applied Biosystems, Foster, CA). La
secuenciacion de L2, POMC, RAG-1 se llevd a cabo en un secuenciador automatico de capilar,
modelo ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Autéonoma de México. Finalmente, los productos de PCR de los
fragmentos mitocondriales amplificados por los oligos A y los fragmentos nucleares BDNF, asi
como algunas muestras que se volvieron a amplificar y faltaban de RAG-1, POMC y L2, se
enviaron al servicio de secuenciacion del High-Throughput Genomics Unit en Seattle,
Washington, USA, donde se analizaron con un secuenciador ABI Prism 3730xl (Applied

Biosystems).

Analisis de secuencias

La correccion, analisis y ensamble de las secuencias obtenidas se llevo a cabo en el programa
Sequencher 4.5. (Gene-Codes, Ann Arbor, MI, USA) y el alineamiento con el programa
MUSCLE 3.8.31. (Edgar, 2004). Para la edicién, visualizacion y correccion se utilizo el
programa Mesquite 2.75 (Maddison y Maddison, 2011).
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Analisis de datos

Las inferencias filogenéticas se realizaron unicamente con el andlisis Bayesiano, ello porque las
simulaciones sugieren que la maxima verosimilitud y la inferencia bayesiana generalmente dan
mejores resultados que méaxima parsimonia o de métodos de distancia para muestras que no
tienen datos completos (Yang y Rannala, 2012). Aunque el modelo bayesiano y maéxima
verosimilitud utilizan una funcién de verosimilitud, difieren ya que los pardmetros en maxima
verosimilitud son fijadas como constantes desconocidas y el modelo bayesiano toma estos
pardmetros como variables aleatorias con distribuciones estadisticas, e implementa un algoritmo
que usa numeros aleatorios para realizar la busqueda con el algoritmo de la Cadena Monte Carlo
de Marcov (MCMC). Asi, la probabilidad posterior de un arbol es simplemente la probabilidad
del arbol correcto (Yang y Rannala, 2012), que en este caso por la naturaleza de nuestros datos

resuelve mejor la inferencia filogenética.

Los andlisis Bayesianos se realizaron en el programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist y
Huelsenbeck, 2003), con un niimero de corridas de 20,000,000 de repeticiones con 2 Cadenas
Monte Carlo de Marcov (MCMC) con una la frecuencia de muestreo de 1000, en el portal de

internet CIPRES (Miller et al., 2010).
Particion de genes

Al realizar particiones de los datos moleculares se tiene la ventaja de inferir diferentes tasas de
sustitucion nucleotidica para caracterizar los sitios, ya que algunos de los genes que estamos
utilizando provienen de una region codificante y la seleccion natural (seleccion purificadora)
puede estar influyendo para que exista variabilidad genética en algunos sitios mas que en otros y

ademas estos sitios pueden exhibir diferentes tasas de evolucion (Pagel y Meade, 2004).

Las particiones se realizaron tomando los genes individualmente y en conjunto, tanto los
mitocondriales como los nucleares. Para los genes codificantes (ND1, BDFN, POMC y RAGI)
las particiones se llevaron a cabo de acuerdo a la posicion del codéon para la sintesis de
aminodcidos ya fuera en la primera, segunda o tercera posicion determinada en el programa
Mesquite 2.75. Se estim6 el modelo de sustitucion para cada estrategia con el programa

MrModeltest 2.3. (Nylander, 2004). Dado que se realizaron muchas particiones al considerar la

12



tasa de sustitucion para genes codificantes, esto incrementa la cantidad de datos dentro de cada
particion, y da como resultado el incremento del error aleatorio asociado con los parametros del
modelo de estimacion, para esto se evalud la mejor particion con el factor Bayes. Este es un
método para determinar si una estrategia especifica de particion es superior a otra y evaluar la
compensacion del incremento sobre el numero de particiones, minimizando el error aleatorio
(Bradley et al. 2005). El factor Bayes usa la media armonica de verosimilitud generada en
MrBayes donde el cambio de posibilidades de la probabilidad anterior a la posterior arroja un
esquema de certidumbre que favorece una hipdtesis (Rovito, 2010; Bradley et al., 2005). Las
estrategias de particion fueron consideradas para los genes mitocondriales, genes nucleares, en

conjunto y todos los genes concatenados.

Los resultados obtenidos de la generacién de los arboles con respecto a cada particion
para cada gen con los andlisis Bayesianos se observaron con el programa TRACER 1.5
(Rambaut y Drummond, 2003), para determinar cual fue la mejor estrategia de particion.
Asimismo, se calculd el factor Bayes que tiene que ser cercano o mayor de uno y la desviacion
estandar cercana a cero, lo que indicaria el apoyo de los datos bajo la consideracion de la
hipotesis (McCormack et al., 2011; Bradley et al., 2005). Por ello, solo tomamos en cuenta el

arbol que arroj6 un LnP cercano a 1, descartando los arboles con las otras particiones.
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Inferencia filogenética

1.1 Genes mitocondriales

Para la base de datos de los fragmentos mitocondriales que en conjunto incluye las cuatro
regiones (12S, 16S, tRNA y ND1) se tomaron en cuenta tres particiones y para cada una se
generd un arbol (ver Tabla 4). Con base en el valor de probabilidad posterior se eligieron los

siguientes tres analisis para evaluar las hipotesis filogenéticas:

I) Analisis con todos los datos mitocondriales juntos con seis particiones
IT) Los genes mitocondriales ribosomales (12S y 16S) y los tRNA con tres
particiones

IIT)  Anélisis con datos del gen ND1 con tres particiones

1.2 Genes nucleares

Para los genes nucleares las particiones se establecieron después de utilizar el programa PHASE
(Stephens et al., 2001) para estimar el més probable par de alelos en individuos heterocigotos
identificados en cada secuencia de los genes nucleares con el programa PHASE (Stephens et al.,
2001) y posteriormente se establecieron las particiones. Se estimo6 también la recombinacion en
genes nucleares con el programa HyPhy, en el bioportal llamado DATAMONKEY (Kosakovsky
y Frost, 2005) dentro del andlisis de puntos de interaccion individual (SBP) (Kosakovsky-Pond
et al., 2005a, 2005b, 2006; Wayne et al., 2010). Se utilizd este modelo debido a que usa un
algoritmo genético para buscar en un alineamiento de secuencias multiples, encontrando puntos
de quiebre en recombinaciones putativas, cuantificando el nivel de apoyo de ese sitio en
particular, e identificando secuencias (o incluso clados) que estan relacionados con eventos de
recombinacion putativa. Con esto es posible proponer muchas filogenias que pueden tener un
modelo correcto de evolucion de fragmentos no recombinantes (Kosakovsky-Pond et al., 2006).

En la Tabla 4 se presentan los valores de probabilidad posterior por cada particion.
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Con base en el valor de probabilidad posterior se eligieron dos analisis para evaluar las hipotesis

filogenéticas:

IV)  Analisis de cada gen por separado, con tres particiones.

V) Analisis con los tres genes concatenados, con nueve particiones

1.3 Evidencia total

Se concatenaron los genes mitocondriales y nucleares para poder establecer si la informacion
recabada podria apoyar mejor la hipdtesis filogenética del complejo, ya que simulaciones
muestran que cuando se combinan tres loci con mas de tres copias genéticas por linaje es
suficiente para recobrar un arbol de especies (McCromack et al., 2010). La mejor estrategia fue

con 15 particiones.

De todos los arboles generados para los genes mitocondriales, nucleares, asi como el de
evidencia total s6lo se tomo6 en cuenta el arbol con mejor estrategia de particion y estos fueron

observados con el programa FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2006).

Las distancias genéticas dentro de los clados se calcularon en el programa MEGA

5.1 (Tamura et al., 2011).

1.4 Delimitacion de los taxones

Abordar el concepto de especie puede ser problematico debido a que ha existido un gran debate
acerca del tema por siglos (Wiens et al., 2000; De Queiroz, 2007). De Queiroz (2007) propuso la
unificacion del concepto de especie de acuerdo a la problemadtica, sus propiedades, el criterio de
operacion y las lineas de evidencia que se tienen para poder esclarecer los limites y numero de
especies. Consideramos asi que uno de los conceptos de especie mas apropiados para este
estudio es concepto filogenético de especie; éste establece que una especie es un agrupamiento
de individuos dentro del cual se tiene un patron de ancestria-descendencia en unidades que
forman un grupo monofilético. También es muy util el concepto de especie basado en linajes
dentro de los cuales existe una separacion involucrando linajes o segmentos de metapoblaciones
(De Queiroz, 2007; Hausdorf, 2011). Estos conceptos son considerados para abordar la

problematica en el establecimiento de los limites entre especies del complejo P. cephalica.
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RESULTADOS

El muestreo incluy6 26 localidades de las cuales siete corresponden al estado de Veracruz, seis
de Puebla, cinco para Hidalgo, dos para el Distrito Federal y dos para Querétaro, asi como una
para cada uno de los siguientes estados: Tamaulipas, San Luis Potosi, Morelos y Estado de
Meéxico. Las 26 localidades abarcaron practicamente la totalidad de la distribucion del complejo

como se muestra en la Tabla 1 y la fig. 1.

Informacion genética

Genes mitocondriales

Debido al tamafio del fragmento de los tRNA y 128, estos se analizaron en conjunto. El tamafio
del fragmento amplificado para 12S no fue completo y solo incluyd 67 pb para 75 muestras
amplificadas y el nimero de sitios invariables fue 0. Para los tRNA se amplificaron 276 pb para
85 muestras y no se encontrd ningun sitio invariable. La mayor proporcion fue de Adenina (A)

con 34.57% y la tasa de sustitucion mas alta fue de 23.86 para C/T (Tabla 5).

Para el 16S se obtuvo un tamafio de 1533 pb para 83 individuos. La proporcion de sitios
invariables fue de 25.72%. La presencia del nucle6tido A obtuvo el porcentaje mas alto con
39.14%; el valor que sobresale entre transiciones/ transversiones fue de C/T con 33.42% con un
valor de R que es la tasa de sustitucion ([A*G*k1 + T*C*k2]/[(A+G)*(T+C)])= 1.632 y un valor
alto en el cambio de Pirimidinas (K,7.405) comparado con el de Purinas (K;0.576) (Tabla 6).

Para el ND1 se amplificaron 971 caracteres para 79 individuos, de los cuales el 56.54%
presentd sitios invariables. Se obtuvo una mayor proporcion de A (34.76%); el valor més alto
entre transiciones/ transversiones fue de C/T con 26.62%, con un valor de R= 3.783 y un valor
alto en el cambio de Pirimidinas (K, = 9.808) comparado con el de Purinas (K;= 6.185) (Tabla
7).

Genes nucleares

El tamafio de fragmento RAG-1 fue de 762 caracteres. Con el analisis de SBP de la prueba de

recombinacion realizado en el portal datamonkey, el criterio de Akaike (AIC) arrojé un positivo
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de recombinacion por lo que se procedi6 a remover el fragmento de alrededor de 262 pb que era
recombinante para poder realizar una mds robusta inferencia filogenética. Se amplificaron 66
muestras dentro de las cuales el programa PHASE identificé 44 posibles haplotipos; al final del
analisis se consideraron 110 muestras junto con los posibles haplotipos encontrados. Se obtuvo
un total de 54.4% sitios invariantes con una mayor proporcion de A (26.95%); el valor mas alto
entre transiciones/ transversiones fue de C/T con 22.61% con un valor de R= 2.085 y un valor

alto en el cambio de Pirimidinas (K,5.328) comparado con el de Purinas (K;3.073) (Tabla 8).

Para el POMC se obtuvieron 518 pb. Para el andlisis de SBP de la prueba de
recombinacion realizado en el portal datamonkey, el criterio de Akaike (AIC) arrojé un valor
negativo para la recombinacion. Se analizaron 40 individuos con 22 haplotipos identificados con
el programa PHASE, obteniendo un total de 62 muestras para analizar. El numero de sitios
invariantes fue de 44% y la mayor proporcion nucleotidica fue de A (32.01%); el valor mas alto
entre transiciones/ transversiones fue de T/C con 25.41% con un valor de R=1.11 y un valor alto

en el cambio de Pirimidinas (K»4.391) comparado con el de Purinas (K;1.15) (Tabla 9).

Para el BDNF se obtuvieron 707 pb. Para el analisis de SBP de la prueba de
recombinacion realizado en el portal datamonkey, el AIC criterio arrojo un negativo. El nimero
de individuos amplificados fue de 40 y se identificaron 15 haplotipos identificados por el
programa PHASE, finalizando con 55 posibles por analizar. Se encontr6 un 68% de sitios
invariantes y la mayor proporcion de C (28.2%); el valor mas alto entre transiciones/
transversiones fue de T/C con 16.34% con un valor de R=1.604 y un valor alto en el cambio de

Pirimidinas (K,3.462) comparado con el de Purinas (K;2.944) (Tabla 10).

Analisis filogenéticos

Datos mitocondriales

Se realizaron tres andlisis con los fragmentos de los genes mitocondriales que incluyen: un
andlisis con todos los fragmentos amplificados, un andlisis donde concatenaron los genes 128,

16S y tRNA y por ultimo, un analisis con el gen ND1 que se analiz6 independientemente.
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I) El analisis de los genes mitocondriales combinados arrojé un arbol cuya topologia
incluye siete clados (Fig. 2). El Clado I esta compuesto por las muestras de las localidades de
San José¢ y Rancho El Cielo en Tamaulipas, teniendo a P. galeanae como grupo hermano. El
Clado II incluye ejemplares de las localidades de La Pingiiica en Querétaro y La Trinidad en San
Luis Potosi. El Clado III contiene muestras del Parque Nacional los Marmoles, en el estado de
Hidalgo. El Clado IV estd compuesto por ejemplares de las localidades de Zacualtipan,
Zoquizoquipan en Hidalgo y Zilacatipan en Veracruz. El Clado V esta constituido por las
muestras de P. cafetalera, que incluyen las localidades tipo con poblaciones de La Joya y
Huatusco en el estado de Veracruz; el clado VI, incluye aquellas de la localidad de Cruz Blanca,
Veracruz y Ahuazotepec en Puebla. Finalmente, el clado VII que contiene muestras de P.
quetzalanensis, de las localidades de Xocoyolo y Hueyapan en el estado de Puebla y el resto de
las muestras de P. cephalica del Eje Neovolcanico Transversal en Hidalgo, Puebla, Estado de

México y Distrito Federal.

IT) El andlisis de los genes mitocondriales concatenados 12S, 16S y tRNA se realizé con
base en tres particiones (Fig. 3). El arbol generado confirma los clados I, II, III, y IV del analisis
mitocondrial completo como puede observarse en la figura. En este analisis, P. cafetalera se
anida dentro un clado mas grande (sin apoyo) que contiene a los componentes de los clados V,

VIy VII del primer analisis.

IIT) El andlisis del gen ND1 se realizdé con base en tres particiones y el arbol
resultante se muestra en la Figura 4. Este andlisis recupera siete clados que se formaron al
analizar la matriz combinada de todos los genes mitocondriales (clados I al V, Fig 2), y se
presenta una mejor resolucion en la base del arbol. Este andlisis apoya la existencia de P.

cafetalera 'y P. quetzalanensis como unidades independientes de P. cephalica.

Datos nucleares:

Los genes nucleares que fueron considerados en este trabajo se analizaron cada uno de manera

independiente y después se realiz6 un analisis concatenado

El andlisis con RAG-1 resulté en un arbol en donde se recuperan tres clados (Fig. 5). El

Clado A contiene a un grupo de secuencias que se anidan junto con P. galeanae y que
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corresponden con los clados I y II del analisis mitocondrial. El clado B incluye a uno de los
grupos externos (P. boneti) junto con P. quetzalanensis y, finalmente, un clado mas grande
(Clado C) que contiene un subclado, que agrupa a las poblaciones de Hidalgo, y Veracruz
(clados III y IV de mitocondrial). Todas las muestras del Eje Neovolcanico transversal forman
una politomia basal. En este andlisis las muestras de P. quetzalanensis son grupo hermano del
clado C. Cabe hacer notar que las dos muestras analizadas de P. quetzalanensis se incluyen en

dos clados diferentes, en el clado B y como grupo hermano del clado C.

En el analisis de POMC (Fig 6) se obtuvo un arbol que recupera cinco clados. Los clados
I y II mitocondriales; el clado F que contiene a los clados III y IV mitocondriales. En este
analisis otro grupo externo, P. sierraoccidentalis se anida dentro del grupo interno, agrupandose
con una muestra del estado de Veracruz formando el clado E. Finalmente todas las muestras del

Eje Neovolcéanico Transversal, P quetzalanensis y P. cafetalera forman el clado G.

El arbol con BDNF (Fig. 7) recupera los clados mitocondriales I y II, aunque éstos
forman una politomia basal con P. galeanae (Clado A). Los clados mt IIl y IV constituyen a su
vez un solo clado (Clado D), asi como los clados mt V y VI también forman un solo clado (clado

E).

Datos nucleares concatenados

Se concatenaron todos los genes nucleares para interpretar la informacion con base en un mayor
numero de caracteres y de esta manera tener un mayor apoyo para explicar la topologia que se
genera a partir de éstos. El resultado muestra un arbol donde se observan tres grandes grupos,
que a su vez, pueden ser interpretados con base a la distribucion geografica del complejo (Fig.
8). Un grupo del norte (Clado Norte) que incluye a P. galeanae y a los clados I y II generados
con datos mitocondriales. Un grupo central (Clado Centro) que contiene a su vez con los clados
III y IV del analisis mitocondrial y, por ultimo, un clado surefio (Clado Sur) que incluye clados
V, VIy VII del analisis mitocondrial. Asimismo, el analisis concatenado de los genes nucleares
agrupa a las especies P. boneti y P. sierraoccidentalis dentro del clado del sur, el cual también
incluye P. cafetalera, P. quetzalanensis y a las muestras de P. cephalica que fueron obtenidas de

diferentes localidades del Eje Neovolcanico Transversal.
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Evidencia total

En un ultimo andlisis, se consideraron tanto los genes nucleares como todos los fragmentos de
los genes mitocondriales (12S,16S, RNAt, ND-1, RAG-1, BDNF y POMC) para realizar un
analisis de evidencia total. De esta manera, se analizaron todos los genes mitocondriales y
nucleares juntos (12S, 16S, RNAt, ND-1, RAG-1, BDNF y POMC) y ademas se encontrd que la
mejor estrategia de particion fue la realizada para cada uno de los genes y posicion de codén (15
particiones -20220.214 +/-0.473). Este analisis, que se presenta en la figura 9, gener6é un arbol
cuya topologia es basicamente similar a la del arbol generado al analizar exclusivamente al gen
ND1, con una buena resolucion basal y destacando la existencia de los taxones que habian sido
ya reconocidos con base en caracteres morfologicos. Asimismo, en este andlisis de evidencia
total se confirman los siete clados generados de los andlisis con fragmentos mitocondriales y
ademas, se presenta una topologia que tiene correspondencia geografica. Adicionalmente, se

confirma la identidad de P. cafetalera, y P. quetzalanensis como especies independientes.
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DISCUSION

En este estudio, la utilizacién de datos mitocondriales y nucleares permitid generar un propuesta
de relaciones filogenéticas entre las diferentes especies del complejo P. cephalica. Ademés de
arrojar grupos monofiléticos particulares (con buen apoyo de ramas a través de valores de

probabilidad posterior), mostrd una estructura geografica de los clados para el arbol de especies.

Las inferencias filogenéticas realizadas para los genes mitocondriales y nucleares, por separado,
reflejaron diferentes tipos de agrupamientos en los clados encontrados para cada gen. Los
mitocondriales concatenados arrojaron siete clados al igual que en el NDI1. El andlisis de los
genes mitocondriales 125, 16S y RNAt reflejo cinco clados. Para los andlisis de genes nucleares
concatenados podemos ver tres clados, en el RAG-1 cuatro clados, POMC cinco clados y BDNF

tres clados.

Esta diferencia y en algunos casos la incongruencia que existe en los clados encontrados,
puede deberse a que los genes mitocondriales tienen una tasa de mutacion mas rapida que los
genes nucleares asi como un mayor numero de caracteres informativos. Otro factor es la historia
genética poblacional, los eventos como el sorteo de linajes incompletos y el flujo génico dentro
de las poblaciones pueden influir en la incongruencia de las inferencias filogenéticas para los
diferentes genes nucleares y mitocondriales analizados por separado (Fisher-Reid y Wiens, 2011;

Wiens y Servedio, 2000).

En este sentido, podemos observar que cada uno de los genes varia con respecto a el
niamero de clados. En los genes nucleares existe un patrén geografico general, observando tres
grandes clados de norte a sur, por otro lado los clados mitocondriales tienen una diferenciacion
geografica marcada que concuerda con los patrones de la distribucion del complejo P.cephalica

y resalta por encima de los clados nucleares.

Tomando en cuenta las diferencias existentes, los datos combinados incrementan la
posibilidad de recuperar un arbol de especies (McCromack et al., 2010), la discusion acerca del
uso de los datos combinados y las consecuencias de ello ha sido pocas veces explorado (Fisher-
Reid y Wiens, 2011). En nuestro andlisis combinado recuperamos clados que no se muestran en

los analisis mitocondriales o nucleares por separado. El incremento de la informacion genética
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para estos dos tipos de datos ampli6 la posibilidad de recuperar un mayor niimero de clados. El
realizar este tipo de andlisis combinado ha sido discutido por si existe un mayor impacto de los
genes mitocondriales sobre los nucleares o a la inversa. Fisher-Reid y Wiens, 2011 observaron
que en la mayoria de los casos de los arboles combinados, el arbol de especies es similar al arbol
de datos nucleares mas que de los arboles generados con datos mitocondriales, esto puede ser por
la influencia del nimero de caracteres y el peso de éstos. Dentro de nuestros analisis, aunque no
existid una concordancia respecto al nimero de clados para los diferentes genes, si se trato de

equiparar el nimero de caracteres tanto nucleares como mitocondriales.

El arbol combinado representa nuestro arbol de especies tomando en cuenta el concepto
filogenético de especie y el concepto de especie basado en linajes (De Queiroz, 2007; Hausdorf,
2011) para delimitar los taxones. Nuestros resultados arrojan que el arbol combinado del
complejo P.cephalica forman clados bien diferenciados. Sin embargo es necesario realizar
analisis de coalescencia y de inferencias genéticas poblacionales para poder explicar el
comportamiento de los genes estudiados con respecto a los taxones encontrados. Wiens y
Servedio, 2000 discuten sobre la importancia de realizar andlisis que incluyan patrones de la

historia demografica, geografica y genética poblacional de los taxones estudiados.
Historia y clados del complejo Pseudoeurycea cephalica

Dentro del panorama que engloba el complejo, resulta claro que no estd bien definida la
situacion de las especies y subespecies que han sido reconocidas tradicionalmente en estudios
basados fundamentalmente en caracteres morfoldgicos. Conceptualmente las subespecies pueden
ser definidas como poblaciones que muestran una diferenciacion genética y a menudo son
geograficamente y morfologicamente distintas de otras poblaciones (Laurence et al., 2011). La
designacion (y el reconocimiento) de subespecies normalmente se ha visto como una actividad

arbitraria (Laurence et al., 2011).

En general, las salamandras bolitoglossinas carecen de caracteres morfologicos
especificos por los procesos de convergencia que éstos presentan; las especies de P. cephalica no
son la excepcion. Es frecuente encontrar altas divergencias genéticas entre las especies
morfoldgicamente similares que conforman al género Pseudoeurycea (Parra-Olea,2002). Por

ejemplo, Parra-Olea et al. (2005) registraron divergencias genéticas mas altas en el Cytb de hasta
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un 14.78% entre las especies del complejo P. bellii y Parra-Olea (2002) registrd divergencias de

hasta un 13% en Cytb en las poblaciones de P. leprosa.

Con ello las descripciones taxonomicas y localidades que existen para todas las
sinonimias de P.cephalica resaltan la importancia de esclarecer la composicion de taxones que
existen dentro del complejo. En un primer acercamiento Dunn consider6 a todos los urodelos
bolitoglosinos en el género Oedipus. Esta generalizacion provocod que ¢l usara el nombre de
sulcatus porque era el unico disponible y en el cual cayo6 el complejo cephalica (Brame, 1963).
Después utiliza Oedipus para todas las salamandras que son afines a leprosus, belli, variegatus,
etc. (Dunn, 1918). En 1924 realizé una clave taxondmica para el género Oedipus y a lo que el

nombr6 como Oedipus leprosus lo reconoce en este trabajo como cephalicus.

Taylor en 1938 (1939) menciona que el tipo de Cope, 1865 se perdio y algunas de las
especies listadas por Dunn (1926) aparentemente pertenecen a otras especies. El rango de la
coleccion que analiza Taylor abarca 15 especimenes que provienen de: Hidalgo, region central
de Veracruz, Morelos y Puebla. Como parte de este andlisis describe a Oedipus manni, los
ejemplares utilizados en esta descripcion tienen el mismo niimero de catalogo que los ejemplares

de Dunn, (1918) mencionados como Oedipus cephalicus.

Taylor realiza en el trabajo de 1944, muchos arreglos taxonomicos y dentro de ellos
propone el género nuevo Pseudoeurycea en donde menciona al grupo cephalica, que contiene a:
Pseudoeurycea galeanae (Taylor), Pseudoeurycea cephalica cephalica (Cope), Pseudoeurycea
cephalica manni (Taylor) y Pseudoeurycea cephalica rubrimebris (Taylor y Smith). Con este
trabajo se aclara parte de la posicion taxondémica de algunas especies que conforman el
complejo, pero menciona a Spelerpes sulcatum como Species Incertae Sedis, que después es
sinonimizada por Bogert, 1967 con P.cephalica. Por otra parte Parra-Olea et al. 2010 menciona
que encuentra una divergencia para las poblaciones de Querétaro. Raffaélli, 2007 indica que

probablemente existan mas taxones en Tamaulipas y Querétaro.

Estos antecedentes corresponden con la congruencia geografica que existe entre los
clados del arbol de especies el Clado I con el grupo hermano Pseudoeurycea galeanae que

corresponde a las localidades del Cielo perteneciente al estado de Tamaulipas, el Clado II,
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provienen de localidades que se encuentran en los estados de Querétaro y San Luis Potosi, con

ello se confirma la existencia de estos taxones para estas regiones.

Los clados que se generaron en el centro son mas complejos, ya que Taylor y Smith en
1945 describen a Bolitoglosssa cephalica rubrimembris con localidad tipo seis kilometros al sur
de Santa Anita, Hidalgo, México, con una elevacion de 4,500 pies. Smith y Taylor en 1948,
mencionan a la subespecie Pseudoeurycea cephalica cephalica y designan un neotipo para esta,
perteneciente a Cruz Blanca, Veracruz, sin embargo no hay un cambio para la localidad tipo ya
que sigue siendo la Meseta Central de México. En 1950 estos mismos autores designan,
reafirman y reportan las localidades tipo para; Pseudoeurycea cephalica cephalica: 2 millas al
este de Rio Frio, Puebla, México, Pseudoeurycea cephalica manni: cerca del Mineral del Monte,
Guerrero, Hidalgo, México y Pseudoeuryea cephalica rubrimembris seis kildmetros al sur de

Santa Anita, Hidalgo, México (Ver Tabla 12).

En este sentido para el estado de Hidalgo encontramos dos linajes bien diferenciados, los
clados mitocondriales III y IV. El primero incluye solo a la localidad de Parque Nacional Los
Marmoles, al norte de Hidalgo, con un porcentaje de divergencia genética mitocondrial (ND1) de
2.2 % (K2-p) con respecto al clado IV. Smith y Taylor 1948 mencionan que el rango de
distribucion de P.c.rubrimembris incluye el norte de Hidalgo, la localidad analizada en este
trabajo abarca esta region. El poder identificar y tener muestras de la localidad tipo ha sido
complicado, pero podriamos decir que el clado III por cercania con la localidad tipo de P. c.
rubrimembris (Santa Anita, Hidalgo, ver Fig. 12) podria asignarse a éste taxoén y una vez

analizado morfologicamente podria identificarse como la especie P. rubrimembris.

El Clado IV que incluye las localidades de Zilacatipan en Veracruz, asi como Zacualtipan
y Zoquizoquipan en Hidalgo. Taylor y Smith (1948) mencionan que el rango de distribucion de
P. c. manni es el sur de Hidalgo, en este trabajo no se pudo obtener muestras de la localidad tipo,
pero la localidad de las muestras colectadas representa el intervalo de distribucion de la
subespecie P. c¢. manni, por lo cual este linaje podria ser una especie independiente, que debera

referirse en lo sucesivo como P. manni, después de los andlisis morfologicos correspondientes.
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Para las especies recientemente descritas; Pseudoeurycea cafetalera (Parra-Olea et al.
2010) y de acuerdo con los andlisis de este trabajo se agrupa en el clado V que incluye la
localidad tipo (Rancho dos Puentes 6.0km), asi como las localidades de Huatusco y La Joya en
Veracruz. Asimismo, en el andlisis distancias genéticas mitocondriales NDI1, esta especie

alcanza 11% de divergencia con P. quetzalanensis 'y del 10.2% con P. cephalica (Tabla 11).

Para el clado del sur, el cual estd compuesto por varias poblaciones a lo largo del Eje
Neovolcanico Transversal en el Distrito Federal (Ciudad Universitaria , Los Ocotales y La
Magdalena) asi como aquellas que pertenecen a los estados de Morelos (Lagunas de Zempoala),
Hidalgo (El Chico, Tejocotal), Veracruz (Huayacocotla), Estado de México (Chalma) y Puebla
(Ahuazotepec, Chignahuapan y el Mirador) pertenecen a aquellas que describieron Taylor
(19397°1938), Smith y Taylor (1945,1948) en particular para la especie P. c. cephalica.
Destacamos que la localidad tipo para esta especie fue restringida por Taylor y Smith (1950) a
Rio Frio, en el estado de Puebla sin embargo no se cuenta con ninguna muestra de esta localidad.
Observando que el rango de distribucion y que muchas de las localidades que describen Smith y
Taylor concuerdan con las muestras de este trabajo podemos decir que este clado puede ser
asignado a P. cephalica sensu stricto no sin antes colectar y analizar morfoldégicamente un taxon

de Rio Frio, Puebla .

Finalmente, nuestros datos sefialan la existencia de por lo menos 3 especies por describir
(Fig. 9). Las primeras dos, estan representadas en el Clado Norte, o bien Clado I formado por
poblaciones de Tamaulipas que son grupo hermano de P. galenanae. La segunda especie es el
clado II, el cual estd formado por poblaciones de San Luis Potosi y Querétaro, el cual a su vez es
grupo hermano del Clado I+P. galeanae. La tercer especie seria un linaje que se obtiene en el
arbol de evidencia total como grupo hermano del clado del Sur. El clado VI esta formado por las

poblaciones de Cruz Blanca en Veracruz y Ahuazotepec en Puebla.

Acercamiento geografico

La distribucion geografica del complejo Pseudoeurycea cephalica abarca un rango que incluye a
los sistemas montafiosos; Sierra Madre Oriental (SMO) y el Eje Neovolcénico Transversal
(ENT) (Fig. 11). Algunos trabajos han resaltado la importancia de estas regiones como focos de

endemismo y alta diversidad biologica como menciona Sanginés-Franco et al., 2011. Estos
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autores realizaron un trabajo usando 66 especies de helechos leptosporangios para la Sierra
Madre oriental, resaltando que estos son un componente bdsico y altamente diversos en
diferentes gradientes vegetales de la Sierra Madre Oriental y el Eje Neovolcanico Transversal
con ello identifico cinco areas de importancia bioldgica; 1) Patron suroriental generalizado que
corre a lo largo de los limites de la SMO y ENT cruzando la cuenca del Rio Panuco entre
Nuevo Ledn y Tamaulipas 2) Patron nororiental generalizado, comienza en la porcion norte del
estado de Coahuila y corre a lo largo del sur y final de area de Sierra Gorda en el estado de
Querétaro 3)Patrén meridional generalizado, este corre a lo largo de la cuenca del Rio Panuco y
el lado limite occidental de la SMO y conecta con ENT 4) Patron generalizado del norte, este
corre a lo largo de la parte norte de SMO vy la parte central del Coahuila y nuevo Ledn y 5)
Patron generalizado de Sierra Gorda localizado en la parte meridional del SMO siendo muy

corto e incluye solo los estados de Hidalgo y Querétaro.

Podemos decir que existe una gran diversidad de salamandras pletodontidas que son
promovidas por los sistemas montafiosos que convergen en la SMO y el ENT y quiza esto es un
efecto provocado por las glaciaciones pleistocénicas, ya que existieron muchos refugios por esta
zona geografica como se ha visto en estudios con P.leprosa (Parra-Olea et al., 2005a; 2012;
Velo- Anton et al., 2013). Resaltando, estos sistemas montafiosos no solo favorecen la diversidad
de pletodontidos si no también de otros taxones (Dominguez-Dominguez y Pérez-Ponce de

Leon, 2009; Ornelas et al., 2013).

Para el complejo P.cephalica el grupo norte incluye P. galeanae, misma que se distribuye
en bosques de pino-encino de Nuevo Leodn junto con las poblaciones de P. cephalica de
Tamaulipas, San Luis Potosi y Querétaro. El grupo central incluye poblaciones de los estados de
Hidalgo y Veracruz y, finalmente, el grupo del Sur incluye todos los taxones y poblaciones de P.
cephalica hacia el sur de su distribucion, incluyendo a las especies P. cafetalera de Veracruz, P.
quetzalanensis de Puebla y ademas, todas las demas poblaciones distribuidas a lo largo del Eje

Neovolcanico Transversal.

26



CONCLUSIONES

. Existe un patron claro entre los clados generados por los andlisis filogenéticos y la
distribucion geografica de los taxones.

. De acuerdo al arbol de especies el clado norte, incluye poblaciones de
Tamaulipas, San Luis Potosi y Querétaro los cuales se agrupan con P. galeanae y las
poblaciones que forman el clado norte, podrian ser reconocidas como dos especies nuevas para la
ciencia que deberan ser nombradas y apropiadamente descritas.

. El clado del centro estd formado por dos subclados los cuales podrian ser
asignados a lo que se reconoce como las subespecies de P. cephalica y después de un andlisis
integral que incluya morfologia reconocerlas como especie: P. manni para la parte norte del
clado en el 4rea de Los Marmoles en Hidalgo y P. rubrimembris para las poblaciones de Hidalgo
y Veracruz.

. Las especies P. cafetalera y P. quetzalanensis son recobradas en los andlisis
realizados como unidades evolutivas independientes.

. La especie P. cephalica sensu stricto puede ser asignada al clado formado por

todas las poblaciones del Eje Neovolcanico Transversal.
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ANEXOS:

TABLAS.

Tabla 1. Localidades de colecta del complejo P.cephalica

ESPECIE N LOCALIDAD LAT. LONG. | ALT. ESTADO
I
Pseudoeurycea sp. | 10 | Rancho El Cielo, 7.1 km NNW | 23.10098 | -99.19228 | 1213 Tamaulipas
en el centro de Gémez Farias,
Reserva de la Biosfera El Cielo.
Pseudoeurycea sp. | 1 | 0.3 km N de interseccioén con San | 20.90838 | -99.53593 | 2364 Querétaro
Joaquin-Mojonera en el camino a
San Juan Enramadas.
Pseudoeurycea sp. | 1 0.4 km N de interseccion con | 21.12267 | -99.67469 | 2649 Querétaro
MX120 en camino a estacion
Microondas La Pingiiica, Reserva
de la Biosfera.
Pseudoeurycea sp. | 1 0.5km S de la Trinidad en 21.40539 | -99.06794 | 1930 San Luis Potosi
camino a Xilitla.
Pseudoeurycea 2 Zoquizoquipan, Hidalgo 20.65000 | -98.71670 SD Hidalgo
cephalica manni?
Pseudoeurycea 2 6 km NE zacualtipan 20.68472 | -98.67111 | 2068 Hidalgo
cephalica manni?
Pseudoeurycea 9 | 14.7 km S Zilacatipan, Veracruz | 20.57236 | -98.47564 | 2288 Veracruz
cephalica manni?
Pseudoeurycea 9 1.0 km S (by rd) de La 20.86792 | -99.21314 | 2407 Hidalgo
cephalica Encarnacion en camino a MX8S5,
rubrimembris? Parque Nacional los Marmoles
Pseudoeurycea 1 3.5 km SW La Raya, caminoa | 19.08330 | -96.98330 | 1399 Veracruz
cafetalera trincheras Ver. Mx.
Pseudoeurycea 3 | Rancho dos Puentes, 6.0km N (by | 19.18621 | -96.96204 | 1307 Veracruz
cafetalera rd) de entrada a Huatusco
Pseudoeurycea 2 | Bosque cerca de La Joya Chica, | 19.58578 | -97.02895 | 2259 Veracruz
cafetalera 2.9km S de La Joya
Pseudoeurycea 2 | 17 km S Huayacocotla (19km N | 20.55000 | -98.48330 | 2400 Veracruz
cafetalera Agua Blanca), Ver. Mx
Pseudoeurycea 5 | 4.1km S de Mineral del Chico en | 20.19801 | -98.72749 | 2768 Hidalgo
cephalica camino a Pachuca, Parque
Nacional El Chico
Pseudoeurycea 2 | Rancheria de Tlaltizapan, Edo | 18.96694 | -99.35028 | 2445 | Edo. de México
cephalica Mex. Carr Cuernavaca-Ocuplan
(chalma)
Pseudoeurycea 3 2 km W Tejocotal, hotel 20.14056 | -98.12722 | 2000 Hidalgo
cephalica campestre la Cabafia, Hgo. Mx.
Pseudoeurycea 5 UNAM circuito. 19.33330 | -99.20000 SD D.F.
cephalica
Pseudoeurycea 6 Desierto de Los Leones, Los 19.25333 | -99.33083 SD D.F.
cephalica Ocotales, DF
Pseudoeurycea 2 Lagunas de Zempoala 19.05361 | -99.31500 SD Morelos
cephalica
Pseudoeurycea 1 | 2 km N El Mirador (Teziutlan), | 19.81670 | -97.35000 | 1850 Puebla
cephalica Pue. Mx.
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Pseudoeurycea 1 Hueyapan, Puebla. 19.87920 | -97.45000 SD Puebla
quetzalanensis
Pseudoeurycea 1 Xocoyolo, Pue. Mx. 20.00000 | -97.53330 | 1130 Puebla
quetzalanensis
Pseudoeurycea | 2 RMO DONI, 20 km S 19.83330 | -98.03330 | 3050 Puebla
cephalica Chignahuapan, Pue. Mx.
Pseudoeurycea 3 | 2km S Ahuazotepec, (cercade | 20.05000 | -98.15000 | 2100 Puebla
cephalica zacatlan), Pue. Mx.
Pseudoeurycea 2 km 35 carr Apizaco- 19.69411 | -98.08328 | 2880 Puebla
cephalica Chignahuapan, Puebla.
Pseudoeurycea 1 | Aguazuelas, carr a Acocota, 4 km | 19.59578 | -97.07028 | 2600 Veracruz
cephalica del cruce con Hwy, saliendo de
Toxtlacuaya
Pseudoeurycea 1 | 2.9 kmE (by rd) of Cruz Blanca | 19.64208 | -97.14334 | 2513 Veracruz
cephalica on MX140
TOTAL 78
GRUPO N
EXTERNO |
Pseudoeurycea 2
galeanae
Psedoeurycea 1
gigantea
Pseudoeurycea 1
boneti
Pseudoeurycea 1
scandens
Pseudoeurycea 2
sierraoccidentalis
Pseudoeurycea rex | 1
TOTAL 8
NI Numero de
individuos
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Tabla 2. Reactivos y volimenes usados en la reaccion de PCR.

MEZCLA PCR DNAmt pl
H20 16.3
Buffer 10X 5
MgCl, 25mM 1.5
dNTPs 10mM 0.5
DMSO 5% 0.15
Primer FW 10pM 0.3
Primer RV 10pM 0.3
Taq 5U/ul 0.125
Extraccion DNA 1
TOTAL 25
MEZCLA PCR DNAnu; RAG1

y BDNF

H20 17.8
Buffer 10X 4
MgCl, 25mM 0.7
dNTPs 10mM 0.3
DMSO 5% 0.3
Primer FW 10pM 0.3
Primer RV 10pM 0.3
Taq 5U/ul 0.3
Extraccion DNA 1
TOTAL 25
MEZCLA PCR DNAnu; POMC

H20 7.35
Buffer 10X 1
MgCl, 25mM 0.35
dNTPs 10mM 0.15
DMSO 5% 0.15
Primer FW 10pM 0.15
Primer RV 10pM 0.15
Taq 5U/ul 0.2
Extraccion DNA 0.5
TOTAL 10
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Tabla 3.- Programas utilizados
para la amplificacion.

Programa DNAmt Temperatura Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 96° 02:00
Desnaturalizacion 95° 00:30 35
Alineacion 55° 01:00 35
Elongacién 72° 05:00 35
Elongacién Final 72° 10:00
Temperaturas DNAnu RAG1

Desnaturalizacion Inicial 96° 01:00
Desnaturalizacion 95° 00:30 35
Alineacion 61° 01:00 35
Elongacién 72° 01:00 35
Elongacién Final 72° 07:00
Temperaturas DNAnu POMC

Desnaturalizacion Inicial 96° 01:00
Desnaturalizacion 95° 00:30 35
Alineacion 60° 01:00 35
Elongacién 72° 01:00 35
Elongacién Final 72° 07:00
Temperaturas DNAnu BDNF

Desnaturalizacion Inicial 96° 01:00
Desnaturalizacion 95° 00:30 35
Alineacion 55° 01:00 35
Elongacién 72° 01:00 35
Elongacién Final 72° 07:00
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Tabla 4.- Modelos y resultados del factor Bayes para las estrategias de particion.

Concatenados mitocondriales

Factor Bayes

Genes Modelos LnP D.S.
Sin particion (12S,16S,RNAt,ND1) GTR+HI+G. -14825.717 | 0.382
. GTR+G, GTR+I+G, GTR+G,
4 particiones 12S, 16S ,RNAt, ND1 HKY+1+G -14759.474 | 0.355
. 128, 16S, RNAt, ND1_1,ND1 2, | GTR+G, GTR+I+G, GTR+G, SYM+G,
6 particiones NDI 3 HKY+L, GTRAI+G -14472.766 | 0.395
Concatenados 125,16S y RNAt Factor Bayes
Genes Modelos LnP D.S.
Sin particion (12S,16S y RNALt) GTR+I+G -9167.415 0.368

3 particiones

125, 16S y RNAt

GTR+G, GTR+G, GTRHI+G

-9148.269 0.33

Concatenados ND1 Factor Bayes
Genes Modelos LnP D.S.
Sin particion ND1 HKY+I+G -5373.48 0.516
3 particiones ND1 1,ND1 2,NDI1 3 SYM+G, HKY+I, GTR+I+G -5093.506 0.399
Concatenados RAG-1 1]:3?;:;
Genes Modelos LnP D.S.
Sin particion RAG-1 HKY+I+G -1747.398 0.302
3 particiones | RAG-1_1,RAG-1 2, RAG-1_3 F81, F81+1, HKY+I+G -1637.174 0.33
Concatenados POMC 1]:3?;:;
Genes Modelos LnP D.S.
Sin particion POMC GTR+I+G -1722.548 0.264
3 particiones POMC 1, POMC 2, POMC 3 GTR+G, GTR+I, HKY+I -1602.411 0.242
Concatenados BDNF 1]:3?;:;
Genes Modelos LnP D.S.
Sin particion BDNF HKY+I+G -1794.936 0.464
3 particiones BDNF !, BDNF 2, BDNF 3 GTR+I, GTR, HKY+G -1701.642 0.219
Concatenados nucleares Factor Bayes
Genes Modelos LnP D.S.
Sin particion (RAG-1,POMC,BDNF) GTR+I+G -5297.878 0.338
3 particiones RAG-1, POMC, BDNF HKY+I+G, GTR+I+G, HKY+I+G -5062.343 0.323
RAG-1_1,RAG-1 2 RAG-1 3, F81, F81+1, HKY+I+G, GTR+G,
9 particiones POMC 1, POMC 2, POMC 3 GTR+IL, HKY+I, GTR+I, GTR, -4963.503 0.414
,BDNF ! BDNF 2, BDNF 3 HKY+G
Evidencia Total Factor Bayes
Genes Modelos LnP D.S
Sin particion (128,165 RNALNDI,RAG- GTR+I+G -20908.375 | 0.432

1,POMC,BDNF)
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125, 16S ,RNAt, ND1, RAG-1, GTR+G, GTR+I*G, GTR+G,

7 particiones HKY+I+G, HKY+I+G, GTR+I+G, | -20642.292 | 0.416
POMC, BDNF HRYA414G
128, 16S, RNAt, ND1 1, ND1 2,
15 particiones | RAG-1_3, POMC _1, POMC 2, HKY+I+G, GTR+G C,}TR-;I HKY’+I -20220.214 | 0.473
POMC_3,BDNF _!, BDNF 2, ’ : ’ ’
BDNF 3 GTR+I, GTR, HKY+G
Tabla 5. Sustitucion y porcentaje de nucledtidos para los genes 12S y RNAL.
A T/U C G %
A 0 54 1.25 10.63 A 34.57
T/U 7.57 0 21.36 1.8 T/U 24.69
C 1.95 23.86 0 1.8 C 22.11
G 19.82 2.38 2.14 0 G 18.62
Tabla 6. Sustitucion y porcentaje de nucleétidos para el gen 16S.
A T/U C G %
A 0 4.51 3.45 1.62 A 39.14
T/U 6.93 0 25.58 2.81 T/U 25.49
C 6.93 33.42 0 2.81 C 15.85
G 3.99 4.51 3.45 0 G 19.51
Tabla 7. Sustitucion y porcentaje de nucleotidos para el gen ND1.
A T/U C G %
A 0 3.02 2.27 7.09 A 34.76
T/U 3.43 0 22.31 1.15 T/U 30.59
C 3.43 26.62 0 1.15 C 11.61
G 21.22 3.02 2.27 0 G 23.04
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Tabla 8. Sustitucion y porcentaje de nucleétidos para el gen RAG-1.

A T/U C G %
A 0 4.24 3.78 11.58 A 26.95
T/U 4.35 0 20.15 3.77 T/U 26.28
C 4.35 22.61 0 3.77 C 23.34
G 13.37 4.24 3.78 0 G 23.42
Tabla 9. Sustitucion y porcentaje de nucleétidos para el gen POMC.

A T/U C G %
A 0 3.28 5.79 7.09 A 32.01
T/U 7.18 0 2541 6.17 T/U 14.65
C 7.18 14.42 0 6.17 C 27.51
G 8.25 3.28 5.79 0 G 25.82
Tabla 10. Sustitucion y porcentaje de nucleotidos para el gen BDNF.

A T/U C G %
A 0 3.91 4.72 16.04 A 27.12
T/U 5.24 0 16.34 545 T/U 20.25
C 5.24 13.54 0 5.45 C 28.2
G 15.43 3.91 4.72 0 G 24.43
Tabla 11. Distancias genéticas corregidas del gen mitocondrial NDI.

Clado_| |Clado_II |Clado_lll |Clado_IV |CladoV |P.quetzalanensis

Clado_|
Clado_lI 9.6
Clado_lll 17.8 17.7
Clado_IV 18 17.8 2.2
Clado V 17.2 17.9 10.4 10.6
P.quetzalanensis| 16.8 17 11.8 12.4 11
Clado_VIi 16.4 16.3 11.3 12.2 10.2 3.6
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Tabla 12. Lista de Sinonimias para las especies del complejo P.cephalica

Pseudoeurycea cephalica (Cope, 1865)

Spelerpes cephalicus Cope, 1865. Proc. Acad. Nat. Sci. Philadelphia, 17:196. Por un error
tipografico se describio bajo el nombre de Spelerpes lineolus. Tipo: perdido fide Dunn (de
acuerdo con Taylor, 1939 "1938", Univ. Kansas Sci. Bull., 25: 284; Smith y Taylor, 1948. Bull.
U. S. Natl. Mus. 194: 30). Neotipo: EHT-HMS 4372 (ahora FMNH, 100,018; Marx, 1976. Field.
Zool. 69: 41). Localidad tipo: “Mexican Table Land. Collector: “ Meseta Central de México, Dr.
C. Sartorius. Smith y Taylor, 1950, Univ. Kansas Sci. Bull., 33: 341 restringieron la localidad
tipo a “Mexico; Puebla; 2 miles east of Rio Frio” 2 millas al este de Rio Frio, Puebla, México;
NOTA: aunque en el trabajo de 1948 reconocen que el neotipo proviene de “Cruz Blanca,

Veracruz”.

Spelerpes sulcatum Brocchi, 1883. Miss. Scient. Mex. Amer. Centr., Rech. Zool., 3(2, livr. 3):
110. Holotipo: MNHNP 6396, de acuerdo con Guibé, 1950 "1948", Cat. Types Amph. Mus.
Natl. Hist. Nat.: 10, y Thireau, 1986, Cat. Types Urodeles Mus. Natl. Hist. Nat., Rev. Crit.: 73
(Frost, 2013). Localidad Tipo: “Mexico”.

Spelerpes sulcatus Boulenger, 1884, Zool. Rec., 20: 22 redescribid a partir de Cope, 1865
(Taylor, 1939 "1938"; Frost, 2013).

Geotriton cephalicus Garman, 1884, Bull. Essex Inst., 16: 39 lo coloc6 en el género Geotriton.

Oedipus cephalicus (en parte) Dunn, 1924, Field Mus. Nat. Hist. Publ., Zool. Ser., 12: 99.(auct.
leprosus). Taylor, 1939 "1938", Univ. Kansas Sci. Bull., 25: 284.

Oedipus sulcatus Dunn, 1924, Field Mus. Nat. Hist. Publ., Zool. Ser., 12: 99. Taylor, 1939
"1938", Univ. Kansas Sci. Bull., 25: 272,

Pseudoeurycea cephalica Taylor, 1944. Univ. Kansas Sci. Bull. 30: 198.

Pseudoeurycea cephalica cephalica Taylor, 1944, Univ. Kansas Sci. Bull., 30: 209.

Bolitoglossa cephalica cephalica Taylor and Smith, 1945, Proc. U.S. Natl. Mus., 95: 538.
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Magnadigita sulcata Smith and Taylor, 1948, Bull. U.S. Natl. Mus., 194: 22.

Pseudoeurycea cephalica cephalica Smith and Taylor, 1948, Bull. U.S. Natl. Mus., 194: 29-30.

Pseudoeurycea sulcata Brame, 1963 "1962", Herpetologica, 18: 243.

Pseudoeurycea cocranae Brame, 1963 "1962", Herpetologica, 18: 243.

Pseudoeurycea manni (Taylor, 1939 “1938”)

Oedipus leprosus (en parte) Dunn, 1918, Bull. Mus. Comp. Zool., 62: 470. Muestras de
“Mexico:Hidalgo, Guerrero” (especimens MCZ 3912-3930).

Oedipus cephalicus (en parte) Dunn, 1924, Field Mus. Nat. Hist. Publ., Zool. Ser., 12: 99.(auct.
leprosus). Dunn, 1926 Smith College Fiftieth Ann. Publ., 381-384 (MCZ 3912-3929).

Oedipus manni Taylor, 1939 "1938", Univ. Kansas Sci. Bull., 25: 277. Tipo: MCZ 3915. de
"Guerrero, Hidalgo, Mexico” México. La localidad tipo la toma de , W.M.Mann, como colector;

EHT-HMS 15656-15657, “near Zacualtipan, Hidalgo” cerca de Zacualtipan, Hidalgo, México.

Pseudoeurycea cephalica manni Taylor, 1944, Univ. Kansas Sci. Bull., 30: 209.

Pseudoeurycea cephalica manni Smith and Taylor, 1948, Bull. U.S. Natl. Mus., 194: 30.

Pseudoeurycea rubrimembris (Smith y Taylor, 1945)

Bolitoglossa cephalica rubrimembris Taylor and Smith, 1945, Proc. U.S. Natl. Mus., 95: 539.
Holotipo: USNM 110661, por designacion original. Localidad tipo: “Mexico; Hidalgo; 6

kilometers south of Santa Anita” seis kilometros al sur de Santa Anita, Hidalgo, México.

Pseudoeurycea cephalica rubrimembris Smith and Taylor, 1948, Bull. U.S. Natl. Mus., 194: 30.
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FIGURAS.

Distribucion y puntos de colecta del complejo Pseudoeurycea cephalica.
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45



®. bonetr g.1

T jiganted P.sierraoccidentalis

— P.scandens galeanae
1 San Jose el Cielo, TAM.

Cladol
Rancho el Cielo,TAM.

0,98

0,56

La Pingtiica,QRO.
E La Trinidad, SLP. | Clado |

PNMarmoles, HGO
Clado Il

Zilacatipan, VER. Clado IV

Zacualtipan, HGO.
, Zoquizoquipan,HGO.
—1 LaJoya,VER.

| P.cafetalera
{, Huatusco, VER. f

-L_Cturﬂu;;oye%ec PUE.

Tejocotal HGO.

El Mirador,PUE.

- Aguazuelas, PUE.

s h1gnahuapan,P £,

1

1 Huayacocotla, VER.

v El Mirador,PUE.
oL Ahuazotepec,PUE.
Chignahuapan,PUE.

1

Magdalena,D.F

0,83

. Chalma,EDO.MEX.

03

UNAM,Los Ocotales,D.F.

Lagunas Zempoala, MOR

CladoV

| Clado Vi

PUE.
Xocoyblo,"UE.

P.quetzalanensis

Clado VI

Fig. 2. Arbol resultado del analisis Bayesiano para los genes mitocondriales concatenados con 6

particiones (LnP= -14472.766 +/- D.S.=0.395). Se indican los valores de probabilidad posterior
para el apoyo de las ramas en los internodos.

46



P rex

————— P honel

@.sierraoccidentalis

ey " — 117

P.scandens

P galeanae

—

San Jose el Cielo,TAM.
0,55

Cladol
e Rancho el Cielo, TAM.

La Pingfiica,QRO.

La Trmldad SLP. | Clado |l

PNMarmoles, HGO Clado lll

~ Zacualtipan, HGO.

Zoquizoquipan,HGO.
Clado IV

Zilacatipan, VER.

_ El Chico, HGO.
—“ foco apanl%g P.quetzalanensis

_LEZ 1 Chico, HGO.
Cruz Blanca, VER.

0.3

Ahuazotepec,PUE.

P.cafetalera
Huatusco, VER.
R —

0,63

—l'l La Joya,VER.

UNAM,Los Ocotales,D.F.
Tejocotal HGO.
Aguazuelas,PUE.

=4 El Mirador,PUE.
Hoo  Chignahuapan,PUE.

_Em Magdalena,D.F
{ ’ Lagunas Zempoala MOR
0,5

199

ﬁ.ﬁ?
b

Chalma,EDO.MEX.

UNAM,Los Ocotales,D.F.
Chignahuapan,PUE.

Fig. 3. Arbol del analisis Bayesiano para los genes mitocondriales 125,16S y RNAt con 3
particiones (LnP=-9148.269 +/- D.S.=0.333). Se indican los valores de probabilidad posterior

para el apoyo de las ramas en los internodos.

47



Prex . .
= & bomett @ sierraoccidentalis
IT Vid glganred

@.scandens P galeanae
1 San Jose el Cielo, TAM.

[ Rancho el Cielo,TAM. Cladol

1 ,99

—— LaTrinidad, SLP.
|1—LJ_La Pingiiica,QRO, CladO Il

098 PNMarmoles HGO ~ (Clado Il

L ' Zilacatipan, VER.

: Clado IV
Zacualtipan, HGO.

LI, Zoquizoquipan,HGO.
—1 LaJoya,VER.

o VR Pafetalera ‘ CladoV
061 ———! %‘éﬁ%@%?é‘%’b% P.quetzalanensis

El Chico,HGO.

Tejocotal HGO.
El Mirador,PUE.
Aguazuelas,PUE.
ChignahuapanPUE, | CladoVIl
Ahuazotepec,PUE.
Huayacocotla, VER.
Cruz Blanca, VER.

_[0 5 El Mirador,PUE.

" Ahuanzotepec,PUE.
—Lfg?ggChignahuapan,PUE.
UNAM,Los Ocotales,D.F.
099 MagdalenaD.F
Lagunas Zempoala, MOR

Chalma,EDO.MEX.

0.3

Fig. 4. Arbol del analisis Bayesiano para los genes mitocondriales ND1 con 3 particiones (LnP= -
5093.506 +/- D.S.=0.399). Se indican los valores de probabilidad posterior para el apoyo de las
ramas en los internodos.

48



= P.1ex P.scandens

—= @ galeanae
—m

La Trinidad, SLP,
— La Pingtiica, QRO.

San Jose el Cielo, TAM.
Rancho el Cielo,TAM.

—
Xocoyolo,P 4|—L_89—|1——E El ChicoHGO
0,92

Clado A
(Incluye los Clados |,Il en mt)
(lado B

P fongti
ug, Pquetza nensis —

Zacualtipan, HGO.

Zoquizoquipan,HGO.

Zilacatipan, VER.

PNMarmoles, HGO}
UNAM,Los Ocotales,D.E.
Magdalena,D.F
Tejocotal, HGO.

Hueyapan,PUE.

Lagunas Zempoala MOR
Huatusco, VER.

_@‘— La Joya,VER.
—_—

TTTTITEETTTITTI

P.cafetalera

i
Chalma,EDO.MEX.

|

8

\

0,79

E Xoc%yo

~ Lagunas

= El Mirador,PUE.
— Cruz Blanca,VER.

La Joya,VER.
Ahuazotepec,PUE.
Huatusco, VER. G’.cafeta[em

lo,P[{EMOR P.quetzalanensis

empoala,

03

Clado C
(incluye los Clados VI y VIl de mt)

Fig. 5. Arbol del analisis Bayesiano para los gen nuclear RAG-1 con 3 particiones (LnP= -
1637.174+/- D.S.=0.333). Se indican los valores de probabilidad posterior para el apoyo de las

ramas en los internodos.

49



P rex

@ galeanae
San Jose el Cielo, TAM.

Rancho el Cielo, TAM.

07 {0

0,96

La Trinidad, SLP.
—{ 09 o P sterraoccidentalis
L Huayacocotla, VER.

PNMarmoles HGO

0,74

Zoquizoquipan,HGO.
Zacualtipan, HGO.
Zilacatipan, VER.

0,99

Tejocotal HGO.

Hueyapan,PUE. ~ P.quetzalanensis
Zacualtipan, HGO.

179

0,58

Cladol

Clado Il
| Clado E

Clado F
(Incluye el Clado lll y IV en mt)

r— Ahuazotepec,PUE.
P S

=)
T
<

UNAM,Los Ocotales,D.F.
Magdalena,D.F

Chignahuapan,PUE.

Cruz Blanca,VER.
075 El Mirador,PUE.
—0s______ Chalma,EDO.MEX.

r—
1

T LaJoyaVER  Qcafetalera

T La Raya, VER.

Clado G
(Incluye el CladoVen mt)

o El Chico,HGO.
—0%  Lagunas Zempoala MOR

0.2

Fig. 6. Arbol del analisis Bayesiano para los gen nuclear POMC con 3 particiones (LnP= -
1602.411+/- D.S.=0.242). Se indican los valores de probabilidad posterior para el apoyo de las

ramas en los internodos.

50



— P.rex

— P sterraoccidentalis
- 1 1

— Pgaleanae L Pingica ORO
L LaPingiica,QRO.
1 i Clado Norte (Incluye Clado Ty Il mt)

San Jose el Cielo, TAM.
1 038 Rancho el Cielo,TAM.

Zilacatipan, VER,
Zacualtipan, HGO.

098
Zoquizoquipan,HGO. Clado Centro
(Incluye Clado llly IVmt)

PNMarmoles, HGO

—  Chignahuapan,PUE.
[ ElMiradorPUE.
—  Tejocotal HGO.

— Xocoyolo,PUE.  ®.quetzalanensis
,87

_E@g Ahuazotepec,PUE.

;  Huayacocotla, VER.

Clado Sur
072 (Incluye Vy Vi mt)

0,93

0,73

—09  El Chico,HGO.

— T LajoaVER Qeafetalera
—{05¢_ Huayacocotla, VER.

065 UNAM,Los Ocotales,D.E.
L Chalma,EDO.MEX.

02
Fig 7. Arbol del anélisis Bayesiano para los gen nuclear BDNF con 3 particiones (LnP= -
1701.642+/- D.S.=0.219). Se indican los valores de probabilidad posterior para el apoyo de las
ramas en los internodos.

51



__G’. fex

P scandens

—F: galeanae

% Rancho el Cielo,TAM.

La Pingiica, QRO.

——{07 F—  Ranchoel Cielo,TAM.

| Trinidad, SLP

—mj .
o 6 San Jose el Cielo, TAM.,

Clado Norte

0,72

03

0,87

Zilacatipan, VER.

PNMarmoles, HGO

Clado Centro

Zoquizoquipan,HGO.
Zacualtipan, HGO.

PNMarmoles, HGO

§ 0§

U 99El Chico, HGO.

Huatusco, VER. Pquetzalanensis
—Fo70 i Xocoyolo,PUE. q@. foneti

_ [aRapa VIR
uatusco, VER.
T Huayacocotla, VER.

— Hueyapan PUE 5 Psierraoccidentalis
: El Chico,HGO.

:ﬁﬁuayacocotla,VER,

08 Cruz Blanca VER.

—o¢  LajoyaVER. Puoafetalera

ChignahuapanPUF. El Mirador, PUE.

Ahuazotepec,PUE.

Tejocotal HGO.
Lagunas Zempoala MOR
Huatusco, VER. @ Cafeta[em
La Joya,VER.
Ahuazotepec, PUE.

R

UNAM,Los Ocotales,D.E.

Clado Sur

Fig. 8. Arbol del anélisis Bayesiano para los genes nucleares concatenados con 9 particiones
(LnP= -4963.503+/- D.S.=0.414). Se indican los valores de probabilidad posterior para el apoyo

de las ramas en los internodos.

52



P. rex

jantea
sierraoccidentalis

1 ¢. SCd"dﬁ@l—ﬂn P.galeanae
i 1 o San Jose el Cielo, TAM.| Clado |
' % Pseudoeurycea sp. nov. 1

®. boneti Py ﬁ

=

Rancho el Cielo, TAM.

La Trinidad, SLP. Cladol Il
. = P1rr11%1u12a QRO. | Pseudoeurycea sp. nov. 2

Clado lll

Sugerencia @.rubrimebris

1 PNMarmoles, HGO

Zilacatipan, VER. | Clado IV

‘ Sugerencia @.manni
1 Zacualtipan, HGO.
Zoquizoquipan, HGO.
—1g; LaJoya VER. CladoV
Huatusco, VER. P, que talera
1 Clado VI
Crﬁﬁf}%?é;‘eg%R UE. Pseudoeurycea sp. nov. 3
. Hueyapan,PUE.

ocoyolo PUE. | P.quetzalanensis
i Huayacocotla,VER

El Chico,HGO.

Tejocotal HGO.

Ahuazotepec, PUE.
El Mirador,PUE.
! Chignahuapan,PUE. Clado VIl
UNAM, Los Ocotales,D.F.
Lagunas Zempoala, MOR
Magdalena,D.F

Chalma,EDO.MEX.

1

P.cephalica

0.7
Fig. 9. Arbol del analisis Bayesiano de la evidencia total con 15 particiones (LnP= -

20220.214+/- D.S.=0.473). Se indican los valores de probabilidad posterior para el apoyo de las
ramas en los internodos y los nombres con los taxones encontrados y las sugerencias.

53



ol

1

ﬁ\ TAMAULIPAS |
v/ f
hLH_i Al e '

\ Pseudoeur)

:\
3 Elevation (m)

High: 3000

SAN LUISPOTOSI
\ 'Low:O

R
Pseudoc AL s

C e
QRO " ¥

Fig. 10. Mapa de los patrones de distribucién de acuerdo al Arbol bayesiano de la evidencia
total denotando tres Clados; Norte (Azul), Centro (Amarillo) y Sur (Rojo).

54



	Portada

	Índice

	Introducción

	Objetivo General      Objetivos Particulares

	Material y Métodos

	Resultados

	Discusión

	Conclusiones

	Bibliografía

	Anexos


