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Resumen

Se investigaron las relaciones filogenéticas entre el complejo de Rhadinaea marcellae y R.
forbesi, y las demaés especies del grupo decorata del género Rhadinaea, por medio de andlisis de
méaxima verosimilitud e inferencia bayesiana. Para evaluar los limites de especies dentro del
complejo se utilizaron cuatro criterios, uno basado en ADN mitocondrial y la geografia (WP),
dos modelos coalescentes de descubrimiento (GMYC y PTP) y uno de validacion (BFD), ademés

de un analisis estadistico a partir de caracteres morfométricos, meristicos y cualitativos.

Se encontrd que el grupo decorata es polifilético con respecto a los grupos flavilata y
taeniata, y se encuentra conformado por tres clados bien soportados, uno de las cuales agrupa a
los haplotipos de la serie marcellae-forbesi junto a R. cuneata y R. macdougalli. Por su parte los
andlisis de limites de especies sugieren la existencia de tres especies dentro del complejo:
Rhadinaea marcellae, que se caracteriza por tener una linea clara postocular que llega hasta
detras de las escamas supralabiales, y se une a ambos lados por un collar nucal que puede ser
completo o incompleto; Rhadinaea forbesi, que se caracteriza por tener una linea clara
postocular inclinada, que desaparece detras de la ultima escama supralabial y Rhadinaea sp., que
se caracteriza por tener una linea postocular clara inclinada que corre desde la parte posterior del

0jo hasta por detras de la boca, sube y sigue continua hacia la linea lateral.



Introduccion

La sistematica es la ciencia que se encarga de describir y ordenar la diversidad bioldgica, asi
como de elaborar sistemas de referencia y clasificacion de los seres vivos, que nos permitan
conocer las caracteristicas de una especie con tan solo ubicarla dentro de ciertos grupos o
taxones, los cuales deben reflejar relaciones genealdgicas, motivo por el que se busca que estas
agrupaciones sean monofiléticas (Morrone, 2000). En sistemética existen varias escuelas, dentro
de las que destacan tres en particular: la primera es la Evolucionista, que tiene como unidad de
estudio los grados evolutivos, que son grupos reconocidos por un conjunto de caracteres
adaptativos, se basa en las relaciones genealdgicas expresadas en filogramas que permiten
observar la evolucion de los taxones, asi como el tiempo en el que éstos aparecieron (Mayr y
Ashlock, 1991). La segunda es la Fenética, cuyo principio es que se pueden agrupar a los taxones
mediante el parentesco filogenético y evolutivo reflejado en las similitudes morfologicas
cuantificables, para ello se utilizan los coeficientes y la similitud global del mayor nimero de
caracteres gque sea posible medir para después elaborar un fenograma (Ridley, 1985). Por ultimo,
la Cladista o Filogenética, que se basa en las relaciones genealdgicas para formar clados o grupos
monofiléticos dentro de un cladograma, esta escuela se ha convertido en el método mas utilizado
para realizar estudios filogenéticos en la actualidad, su uso se ve favorecido por el desarrollo de

software que aumenta su eficacia (Ruano y Tinaut, 2002; Goyenechea, 2007).

Concepto de especie.

Existen muchos conceptos de especie que varian en cuanto al argumento o criterios que
utilizan, por ejemplo, el concepto biolégico que dice que las especies deben ser entidades
naturales caracterizadas por su mutuo aislamiento reproductivo (Séez, 2009) o el filogenético

que define a una especie como un grupo irreducible de organismos con caracteristicas
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diagnosticas diferentes a las de otros grupos similares y que, ademas exhibe un patron de
ancestria y descendencia (Cracraft, 1983). El problema con el primero es que no considera a los
casos de hibridaciones ni a las especies asexuales o aquellas con distribuciones alopatricas, en
cambio el segundo se aplica a la demarcacion de especies como taxones y depende totalmente
del estado monofilético de estos grupos, evidencia que no siempre esta disponible, ademas de
que la categorizacion depende del método de andlisis empleado, otro caso es el concepto
evolutivo en el cual se toma en cuenta el tiempo, ya que cada especie tiene un origen, una
existencia y un fin (Ruano y Tinaut, 2002). El concepto de especie tiene varias facetas y la
eleccion de uno u otro dependera del enfoque que el investigador le dé a su trabajo; por otro
lado, cada concepto tiene una aportacion valiosa y es posible tomarlos como base para formar un

concepto unificado de especie (De Quieroz, 2007; Séez, 2009).

Estudios morfoldgicos

Tradicionalmente se usaron caracteres morfoldgicos para hacer estudios sistematicos, éstos se
realizaban con base en caracteristicas fenotipicas como patrones de coloracion, escutelacion,
estructura de los esqueletos y algunos casos la denticién. Especificamente al intentar resolver
relaciones entre serpientes, muchos de los estudios basados en morfologia, han demostrado ser
congruentes con clados obtenidos a partir de informacién molecular (Rieppel, 1988; Kluge,
1991; Cundall et al., 1993; Tchernov et al., 2000; Lee & Scanlon, 2002). Sin embargo, en
algunos casos al tomar solo el fenotipo para resolver relaciones genealdgicas se tienen
dificultades, ejemplo de ello son las especies cripticas que son imposibles de reconocer mediante

la morfologia (Puorto et al., 2001; Hoyos et al., 2003; Lee et al., 2007).



Técnicas moleculares en analisis filogenéticos

Las técnicas moleculares representaron una revolucion en la forma de realizar estudios de
relaciones entre taxones, y han promovido un aumento exponencial de la identificacion de las
especies cripticas (Séez, 2009). El obtener la informacion genética de un organismo a partir de
una pequefia cantidad de tejido, ha contribuido a que la técnica de amplificacion de DNA a
través de la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) sea la méas utilizada en
sistemética molecular (Baker et al., 1998; Carranza, 2002; Grechko, 2013). Ademas, el uso de
marcadores mitocondriales se ha extendido en los ultimos afios, debido a que presentan algunas
ventajas sobre los marcadores nucleares, ya que las mitocondrias son faciles de aislar y se
encuentran en gran cantidad en cada célula, su herencia es uniparental por lo que no existe
recombinacion, su genoma rara vez cuenta con intrones, pseudogenes o segmentos repetitivos, y
la tasa de evolucién nucleotidica es mas alta que en los genes nucleares, estas caracteristicas
hacen que los genes mitocondriales sean la mejor opcion para estudios a bajo nivel taxonémico

(Carranza, 2002).

Especificamente, la filogenética molecular infiere la historia evolutiva del grupo taxonémico
de estudio con base a su DNA, ya sea de origen nuclear o mitocondrial, para ello los avances
tedricos y metodoldgicos en la construccion de cladograma han tenido un gran impacto al
momento de inferir relaciones filogenéticas, principalmente utilizando tres tipos de analisis: los
de méxima parsimonia (MP) que buscan el arbol més corto o con el menor nimero de pasos, los
de méaxima verosimilitud (MV) que encuentran el resultado general mas oOptimo, y los de
inferencia bayesiana (IB) que permiten la cuantificacion directa de las medidas estadisticas para

cada parametro (Leache y Reeder, 2002; De Luna, 2011).



Limite de especies.

La tarea de delimitar especies es necesaria para mejorar la precision en nuestra evaluacion de
la biodiversidad (Puorto et al., 2001), para ello se requiere de la evidencia de propiedades Unicas
que demuestren la monofila de una poblacién o de poblaciones con distribuciones alopétricas o
parapétricas (Sites y Marshall, 2003; Saez, 2009). Si bien, los datos moleculares brindan una
fuente de informacion confiable, no pueden resolver por si solos la asignacion de especies, una
hip6tesis bien soportada debe tener informacion de multiples evidencias para asegurar una buena
delimitacién de especies y entre méas tiempo haya pasado desde la divergencia de una poblacion,
mayor serd el nimero de evidencias que se puedan tomar para este proposito (De Quieroz, 2007).
Los datos fenotipicos presentan un menor nimero de homoplasias que los datos genéticos y la
existencia de mdaltiples haplotipos no es un criterio suficiente para resolver la asignacion de
especies por si solos, por ello los caracteres morfolégicos pueden ser utilizados como
complemento de los métodos filogenéticos, al incluir ambos datos en un analisis para delimitar
especies se puede aumentar en gran medida el soporte y credibilidad del mismo (Baker et al.,

1998; Lee et al., 2007; Grechko, 2013).

Criterios para delimitar especies

En cuanto al uso de caracteres morfoldgicos, los analisis de componentes principales (ACP) y
analisis de funciones discriminantes (AFD), pueden ser utilizados como base para separar linajes,
éstos permiten separar los caracteres morfolégicos de mayor peso o que mayor informacion
aportan para reconocer patrones de agrupacion de datos (Puorto et al., 2001; Hoyos et al., 2003).
La existencia de congruencia entre estas agrupaciones con los clados de un analisis filogenético
y/o la distribucién geogréfica son fuerte evidencia para delimitar especies (Lee et al., 2007;

Grechko, 2013).



Por otra parte, existen muchos criterios para delimitar especies con base en datos moleculares,
éstos pueden utilizar un solo lucus o funcionar con datos multiloci, o requerir o no de un arbol
ultramétrico, de modo que la eleccion del método adecuado para un estudio esta en funcion del
tipo de datos de entrada que se tengan y el enfoque que se quiera dar al trabajo, aunque se debe
tener en cuenta que los limites encontrados por estos métodos son solo aproximaciones, por lo
tanto, es prudente integrar datos adicionales tales como caracteres morfologicos, ecolégicos y/o

geograficos (Ence y Carstens, 2011).

En particular, la monofila reciproca es el criterio basico para separar linajes que utiliza la
filogenética en conjuntos de poblaciones alopéatrica o parapatricamente distribuidas, implica que
todos los miembros de una poblacion comparten un antepasado comdn mas reciente entre si que
con cualquier otro individuo fuera de la poblacion. Las divisiones de alelos de la poblacion
producen relaciones polifiléticas que progresan lentamente a lo largo del tiempo hacia relaciones
parafiléticas y luego a relaciones monofiléticas después de que ha tenido lugar la extincion de
haplotipos complementarios ancestrales de un locus, es entonces que una especie puede ser
reconocida con respecto a otra, este es un criterio conservador ya que sobrepone a la monofila de
especies nominales antes que a la diversificacién (Crandall et al., 2000; Kiziriana y Donnelly,

2004; De Quieroz, 2007).

El método propuesto por Wiens y Penkrot (2002) se basa en un arbol de ADN mitocondrial y
en la procedencia geogréfica de los ejemplares, este enfoque considera a una especie de interés
también llamada “especie focal”, la cual representara una sola especie si en una filogenia con
haplotipos no recombinantes aparece en un grupo monofilético y exclusivo con respecto a
especies cercanamente emparentadas, 0 tambien si a pesar de aparecer en un grupo parafilético

existe congruencia geografica para sustentar que existe flujo génico entre los nodos basales. La



presencia de multiples especies dentro de la especie focal estara dada por la ausencia de flujo
génico entre sus ramas basales, lo cual es comprobado por nodos bien soportados y concordantes
con la distribucién geografica de los haplotipos (Sites Jr y Marshall, 2003). Su aplicacion es
siguiendo una clave dicotémica, en la cual se toman las decisiones a nivel de especie (Wiens y

Penkrot, 2002).

Criterios basados en la teoria de la coalescencia.

La teoria de la coalescencia (Kingman, 1982) se basa en el tiempo unitario para describir las
relaciones entre antepasados y descendientes en una poblacion, integra las funciones de espacio y
tiempo para inferir la genealogia de las poblaciones y proporciona un marco conceptual muy
solido para identificar objetivamente las especies cripticas y alopétricas; ésta nos indica que la
historia genética de dos alelos puede ser trazada hacia atrés en el tiempo hasta el momento que
convergen (evento de coalescencia) en el ancestro comdn mas préoximo (MRCA), a su vez puede
seguirse un par méas de loci mucho maés atras en el tiempo, hasta otro evento de coalescencia;
siguiendo este método se puede completar la historia genética de todo un conjunto de alelos y
llegar a la especie ancestral en comun (Zufiiga et al., 2009). Con base a esta teoria se han
implementado numerosos métodos para delimitar especies como el General Mixed Yule
Coalescent (GMYC, Pons et al., 2006) y el Poisson Tree Processes (PTP, Zhang et al., 2013) que
tienen como propdsito el descubrimiento de especies; otros, son Optimos para establecer el limite
dentro de especies putativas, tal es el caso del Bayes Factor Delimitation (BFD, Grummer et al.,
2014), y finalmente otros computacionalmente méas complejos como Bayesian phylogenetics and
phylogeography (BPyP, Yang y Rannala, 2010) sirven como métodos de validacion una vez que

ya se cuenta con una hipotesis de limites de especies previa (Fujita et al., 2012).



GMYC es un método de probabilidad que identifica cambios significativos en las tasas de
ramificacion de los procesos inter e intra especificos, utilizando el tiempo para identificar los
puntos de transicion, distinguiendo entre eventos de diversificacion y eventos de coalescencia.
GMYC supone que todas las ramas que parten de la raiz hasta dichos puntos de transicion, son
especies diferentes y para ello se basa en un modelo donde la evolucion independiente conduce a
la formacion de grupos distintos, separados por ramas largas entre si (Fujisawa y Barraclough,

2013; Zhang et al., 2013).

PTP es un método coalescente que considera el nimero de sustituciones entre cada
ramificacion y/o eventos de especiacion, mediante el modelado de procesos de especiacion
utilizando el nimero de sustituciones en lugar del tiempo. Este método es ideal para la
delimitacion de especies en filogenias moleculares de un solo locus ya que solo necesita como

entrada de un arbol filogenético enraizado (Zhang et al., 2013).

La delimitacion de especies mediante BFD se realiza designando hipoétesis de las especies que
se desea comprobar, bajo un marco bayesiano en el programa *BEAST (Drummond y Rambaut
2007), trabaja obteniendo las verosimilitudes marginales obtenidas de cada hipétesis y la
diferencia de sus logaritmos para obtener los Factores de Bayes (FB), estos valores son utilizados
después para comparar las hipotesis. Tiene la ventaja de no necesitar un arbol de entrada, ya que
construye el arbol y el modelo de especies al mismo tiempo. Funciona estimando la probabilidad
del cambio en la frecuencia de los alelos a través de los nodos entre ancestros y descendientes,
obteniendo de este modo un arbol con distribuciones posteriores, tiempos de divergencia y

tamanos efectivos de poblacion (Grummer et al., 2014).



Grupo de estudio.

La subfamilia Dipsadinae pertenece a la familia Colubridae y estd compuesta por 101 géneros
(Pyron et al., 2013), dentro de los que se encuentra el género Rhadinaea (Cope, 1863)
conformado por 20 especies distribuidas dentro de cinco grupos: calligaster, decorata, flavilata,
taeniata y vermiculaticeps. El grupo decorata es el mas diverso y el mejor representado en
México con 11 especies: R. bogertorum (Myers, 1974), R. cuneata (Myers, 1974), R. decorata
(Glnther, 1858), R. forbesi (Smith, 1942), R. gaigeae (Bailey, 1937), R. hesperia (Bailey, 1937),
R. macdougalli (Smith & Langebartel, 1949), R. marcellae (Taylor, 1949), R. montana (Smith,
1944), R. myersi (Rossman, 1965) y R. quinquelineata (Cope, 1886). Todas distribuidas
exclusivamente en el pais, a excepcion de R. decorata cuya distribucion se extiende hasta

Colombia y Noroeste de Ecuador (Myers, 1974, 2011; Wallach et al., 2014).

Rhadinaea marcellae (Fig.1) es una especie endémica de México conocida hasta hace poco
tiempo de solo tres localidades, en los estados de San Luis Potosi, Hidalgo y Puebla; habita
principalmente en bosque meséfilo de montafia, en altitudes que van de 600 a 1500 m (Myers,
1974; Hernandez-Garcia y Mendoza-Quijano, 1994; Nieto-Montes de Oca y Mendelson, 1997;
Canseco-Marquez et al., 2000). Se distingue de otras especies del grupo por tener las siguientes
caracteristicas: (1) una linea blanca marcadamente inclinada, que corre desde el borde
posterodorsal del ojo hasta por detras del margen posterior de la boca, (2) una linea blanca con
bordes negros que cruza la nuca de lado a lado, formando un collar que se conecta con las lineas
blancas a cada lado del cuello, (3) una linea oscura vertebral, formada por dos lineas delgadas
que corren por entre el borde de las escamas vertebrales y el borde dorsal de las paravertebrales,

formando “pequenos rombos” con el centro claro, (4) vermiculaciones claras en la parte superior



de la cabeza, y (5) hemipenes con cerca de 50 espinas (Taylor, 1949; Myers, 1974; Nieto-Montes

de Oca y Mendelson, 1997).

Figura 1. Ejemplar de Rhadinaea marcellae, recolectado recientemente en la Sierra de

Otontepec, Veracruz (foto: Uri Garcia).

Rhadinaea forbesi (Fig.2) se conoce de los alrededores de Xalapa, Orizaba y Petlacala en el
estado de Veracruz, habita en bosque meséfilo de montafia y bosque de pino-encino en altitudes
que van de los 1700 a los 2100 m. R. forbesi se diferencia de las demas especies del grupo
decorata por presentar las siguientes caracteristicas: (1) una linea blanca postocular inclinada
desde el contorno del ojo hasta por detras de la abertura de la boca, (2) una linea oscura en la
cuarta fila dorsal de escamas de alrededor de una escama de ancho, (3) una linea oscura continua

ubicada en la fila media de las escamas vertebrales, (4) ausencia de un collar nucal, (5) ausencia
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de vermiculaciones en la parte superior de la cabeza y (6) hemipenes con alrededor de 25 espinas

(Smith, 1942; Myers, 1974; Torre-Loranca y Lopez-luna, 2002).

Figura 2. Ejemplar de Rhadinaea forbesi de Acajete, Veracruz (foto: Esau Valdenegro).

Antecedentes

Smith (1942) describe a R. forbesi con base en tres ejemplares de una localidad cercana a
Xalapa, Veracruz, la distingue de las demas especies conocidas por la linea clara postocular

inclinada, el patron de coloracion y el bajo nimero de escamas ventrales.

Taylor (1949) describe a R. marcellae con base en un ejemplar de Xilitla, San Luis Potosi y la
distingue de todas las demas especies del grupo principalmente por el patron unico de la cabeza

que forman las lineas claras de cada lado del rostro y el collar nucal.

Myers (1974) analiza la sistematica del género Rhadinaea a partir de caracteres
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morfoldgicos, principalmente con base en patrones de coloracion y estructura de los hemipenes,
asigna a R. marcellae al grupo decorata. Ademas, la describe como un intermedio entre R.
macdougalli y R. myersi pero con un menor nimero de escamas ventrales, mencionando que en

este aspecto, se parece mucho mas a R. forbesi. Hasta esa fecha, solo se conocia del holotipo.

Hernandez-Garcia y Mendoza-Quijano (1994) reportan el segundo espécimen conocido de R.
marcellae, recolectado en el municipio de Tlanchinol, Hidalgo, extendiendo su distribucion 60
km al sureste de la localidad tipo. EI ejemplar concuerda en su mayoria con la descripcién del
holotipo, excepto que presenta un collar incompleto y un mayor nimero de escamas ventrales

(137 vs 128).

Nieto-Montes de Oca y Mendelson (1997) documentaron siete crias de R. marcellae de
Tlanchinol, Hidalgo, y describen la variacion que se observa en el collar y la linea lateral, de los
10 ejemplares conocidos hasta entonces de R. marcellae, ya que el collar en algunos ejemplares
es completo como en el holotipo e incompleto en otros, mientras que la linea lateral varia en
cuanto a su posiciéon y anchura. Adicionalmente, reportan un ejemplar encontrado cerca de
Tepango, Puebla, el cual difiere de las caracteristicas del resto de ejemplares de R. marcellae, ya
que tan solo cuenta con un vestigio del collar nucal y presenta una cola mas larga que cualquier
otro miembro del grupo decorata, pero con tan solo 71 escamas subcaudales; también presenta
algunas similitudes morfoldgicas con R. forbesi, otro miembro del grupo decorata, como la
ausencia del collar nucal y la linea lateral, la cual es del mismo tamafio y completamente oscura,
a diferencia de R. marcellae que tiene zonas claras. De acuerdo a estos autores, las diferencias
mas marcadas entre R. marcellae y R. forbesi son las vermiculaciones palidas en la parte dorsal
de la cabeza en R. marcellae y el nUmero de espinas de los hemipenes (casi 50 en R. marcellae y

alrededor de 25 en R. forbesi); el individuo de Tepango tiene alrededor de 47 espinas y debido a
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esto los autores lo asignan tentativamente a R. marcellae, sin descartar, que se trate de una

especie nueva.

Canseco-Marquez et al. (2000) confirman la presencia de R. marcellae en el estado de Puebla,
con base en un ejemplar colectado cerca de Cuetzalan, el cual, a diferencia del ejemplar de
Tepango, presenta un collar completo y un patron de la cabeza consistentes con las

caracteristicas del holotipo.

Justificacion

Rhadinaea marcellae es una especie conocida de tan solo 11 ejemplares, con una distribucion
limitada a tres localidades que ocurren a lo largo de la sierra Madre Oriental (SMO), en los
estados de San Luis Potosi, Hidalgo y Puebla (Fig. 3). El registro mas surefio de R. marcellae, se
encuentra cerca de Cuetzalan, al norte de Puebla, mientras que la localidad mas nortefia de R.
forbesi, especie morfolégicamente similar a R. marcellae, se encuentra en los alrededores de
Tlapacoyan, Veracruz, localidad que colinda con el norte de Puebla y separada por tan solo 40
km de distancia de Cuetzalan; la zona entre estas dos localidades alberga condiciones poco
variables, con altitudes que van de 500 m a 1500 m, un clima semicélido himedo (A)C(fm), con
parches de bosque tropical perennifolio, bosque mesofilo de montafia y bosques de encino en las
partes mas altas (Martinez et al., 2007), motivos por los cuales es probable que estas dos especies
tengan en algin punto una distribucion simpatrica. Estos patrones geograficos, sumados a la
variacién que se observa en las principales caracteristicas diagnosticas de R. marcellae y las
diferencias morfoldgicas que presenta el individuo de Tepango (R. cf. marcellae), representan un
conflicto sistematico que ha quedado pendiente desde hace 20 afios en espera de la revision de
mas ejemplares (Nieto-Montes de Oca y Mendelson, 1997). Recolectas recientes en la SMO y en

la llanura costera del golfo han aportado nuevos individuos de R. marcellae (Garcia-Vazquez
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com. pers.). Con base en los nuevos registros mas el material ya conocido, y un analisis
integrativo, el presente trabajo pretende esclarecer el nimero de especies que existen entre los

ejemplares que hasta el momento se identifican como R. marcellae y R. forbesi.
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Figura 3. Localidades conocidas de R. marcellae, R. forbesi y el ejemplar de R. cf. marcellae de

Tepango, Puebla.
Objetivo General
Delimitar el nimero de especies que existen en el complejo marcellae-forbesi del género

Rhadinaea.

Objetivos Particulares.

e Evaluar la relacion filogenética de los ejemplares de R. marcellae con respecto a los de R.
forbesi con secuencias de un fragmento de un gen mitocondrial (cyt-b).
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e Evaluar los limites de especies en el complejo marcellae-forbesi del género Rhadinaea
mediante métodos basados en la coalescencia.

e Analizar los caracteres morfoldgicos de los ejemplares disponibles, por medio de Analisis de
Componentes Principales y Analisis de Funciones Discriminantes.

e Establecer los limites entre las especies putativas y proponer los cambios taxondémicos
pertinentes, de acuerdo a los criterios seleccionados.

e Asignar a una categoria valida el ejemplar proveniente de la localidad cercana a Tepango,

Puebla, con base en los resultados obtenidos.
Hipotesis

Hipotesis nula.

Debido a que existen casos paralelos a R. marcellae y R. forbesi, en los que dos especies
cuentan con una distribucion similar a lo largo de la SMO, como el que existe entre Anolis
schiedii y A. naufragus (Nieto-Montes de Oca y Mendelson, 1997) o el observado entre
Xenosaurus platyceps y X. newmanorum, (Nieto-Montes de Oca, 1999), es probable que R.

marcellae y R. forbesi representen a dos entidades taxonomicas y el ejemplar de Tepango

correspondera a una especie aun no descrita.

Hipotesis alterna.

Rhadinaea marcellae y R. forbesi corresponden a una sola especie que presenta diferentes
fenotipos de acuerdo a la localidad donde ocurre y el espécimen de Tepango se tratara de una

variacion de este tipo.
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Meétodos

Se realizd una basqueda de ejemplares y se obtuvieron tejidos provenientes de trabajo de
campo, bases de datos y de tres colecciones herpetoldgicas: Museo de Zoologia de la Facultad de
Ciencias (MZFC), Coleccion Herpetoldgica de la Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla
(EBUAP) y en la Coleccion Nacional de Anfibios y Reptiles (CNAR), para la revision
morfolégica y toma de medidas morfométricas de los ejemplares disponibles, asi como la

extraccién de DNA de los tejidos pertenecientes a R. marcellae y R. forbesi.

Trabajo de Campo.

Se realizaron recolectas en las localidades documentadas tanto de R. marcellae como de R.
forbesi (Fig. 2), asi como en la localidad del espécimen de cerca de Tepango reportado por
Nieto-Montes de Oca y Mendelson (1997) referido en este estudio como R. cf. marcellae, esto
con el fin de obtener muestras adicionales para los andlisis tanto morfolégicos como
filogenéticos. Se extrajo tejido fresco a los organismos recolectados y se conservaron en una
solucion de alcohol absoluto, los individuos fueron sacrificados mediante inoculacién con
lidocaina al 5% en el corazon, después se fijaron con formol al 10% y finalmente preservados en
frascos con alcohol etilico al 70% (Smart et al., 2017). Todos los ejemplares se depositaron en la
coleccidn herpetoldgica del Museo de Zoologia de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,

UNAM (MZF2).

Trabajo de gabinete.

Caracteres morfologicos.

Se recabaron datos morfométricos, meristicos y cualitativos de todos los individuos

disponibles de R. marcellae y R. forbesi, las medidas morfométricas se tomaron con una cinta
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métrica (0.5 mm) y con un calibrador vernier digital (0.05 mm). Todas las mediciones fueron
hechas por la misma persona, ademas éstas se realizaron dos veces y se promediaron para
aumentar la precision de la medicion (Hoyos et al., 2003). Se utilizaron los caracteres utilizados
por Rivera-Gonzalez (2009), ya que fueron usados para un estudio de otro género (Atractus) de
la misma subfamilia (Dipsadinae), a éstos se le aumentaron otros caracteres cualitativos
importantes en la diagnosis de las especies de Rhadinaea (Cuadro 1), fueron codificados
numéricamente de acuerdo a su estado de caracter, para poder ser utilizados en conjunto con las

variables meristicas (Myers, 1974; Rivera-Gonzales, 2009).

Cuadro 1. Caracteres morfologicos utilizados en este estudio.

Caracteres morfométricos

Acab Ancho de la cabeza (a la altura de la Gltima escama supralabial)

A Linlat Ancho de la linea lateral a medio cuerpo

A loreal Altura de la escama loreal

A rostral Ancho de la escama rostral

D ocular Didmetro ocular

Esc Ancho de una escama de la cuarta fila dorsal a medio cuerpo

L cab Longitud de la cabeza (desde la punta del hocico hasta la Gltima escama supralabial)
L frontal Longitud de la escama frontal

L internasal Longitud de la escama internasal

L loreal Longitud de la escama loreal

L pariet Longitud de la escama parietal

L prefront Longitud de la escama prefrontal

L supraoc Longitud de la escama supraocular

LC Longitud de la cola (distancia entre la apertura cloacal y el extremo de la cola)
LHC Longitud del cuerpo (distancia desde la punta del hocico a la apertura cloacal)
LT Longitud total (distancia desde la punta del hocico al extremo de la cola)

Caracteres meristicos

Dor cab NUmero de dorsales a una cabeza de distancia de la Gltima escama supralabial
Dor clo NUmero de dorsales a una cabeza antes de la apertura cloacal

Dor mid Numero de dorsales a la altura de la mitad del cuerpo

Infrlab NUmero de infralabiales
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Loreal Ndmero de loreales

Nasal NUmero de nasales
Pos Linlat Posicién de la banda lateral (nimero de fila de escamas dorsales)
Postoc Numero de postoculares
Preoc NUmero de preoculares
Subca NUmero de escamas subcaudales
Subpreoc Numero de subpreoculares
Suprlab Numero de supralabiales
Temp NUmero de temporales
Vent NUmero de escamas ventrales
Caracteres cualitativos
Collar Estado del collar: (1) ausente, (2) vestigial, (3) incompleto, (4) completo
Lin clara Estado de la linea clara lateral (1) ausente, (2) difusa, (3) definida
Lin vert Estado de la linea vertebral (1) vestigial, (2) centro de las escamas claros, (3) linea solida
Linlat Estado de la linea lateral (en relacion a Linlat/Esc): (1) delgada, (2) media, (3) gruesa
Verm Vermiculaciones en la cabeza: (1) ausentes, (2) aparentes, (3) presentes

Analisis estadistico.

Los datos fueron estandarizados transformandolos a logaritmo natural para disminuir la
influencia que pudieran causar las diferencias dimensionales que existen entre los caracteres
usados (Hoyos et al., 2003; Rivera-Gonzalez, 2009), se construy6 una base de datos con todos
los caracteres morfométricos, meristicos y cualitativos en Microsoft Excel (2010), la cual se
exportd al paquete estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI Version 16.2.04 (StatPoint

technologies, 2013) donde se realizaron los analisis estadisticos.

Se realiz6 una gréafica de caja y bigote multiple para observar la variacion general de las
variables, y eliminar aquellas que no tenian una variacion significante. Para justificar la
factorizacion de la matriz de correlacion utilizada en el analisis de componentes principales, se
elaboro una prueba de correlacion de Pearson para corroborar la existencia de correlacion entre
las variables y descartar aquellas que no aportaron valor estadistico al ACP (Carmona, 2014).
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Con el fin de determinar si existe o no dimorfismo sexual, se realizaron tres ACP utilizando
las variables elegidas en el paso anterior: uno con todos los ejemplares asignados a R. marcellae,
otro con los ejemplares de R. forbesi y uno incluyendo ambas especies; después con los valores
obtenidos se corrié un AFD por cada uno de los ACP, utilizando como criterio de clasificacion,

el sexo de cada individuo (Puorto et al. 2001; Hoyos et al., 2003; Orrico et al., 2017).

Se construyeron tres matrices: una con los datos morfométricos, otra incluyendo los
caracteres meristicos (incluidos los caracteres cualitativos codificados) y por ultimo, una
utilizando los tres tipos de caracter en conjunto. Se corrié un ACP por cada matriz, ésto con el
fin de identificar aquellas variables que aporten la mayor cantidad de informacion y resumirla en
los primeros componentes (Puorto et al., 2001; Orrico et al., 2017), el nUmero de componentes se
determind mediante una grafica de sedimentacion, conservando solo aquellos componentes con
Eigenvalor superiores a 1 (Carmona, 2014). Después se realiz6 un Analisis de Funciones
Discriminantes (AFD) por cada ACP realizado, utilizando como datos de entrada los
componentes principales obtenidos, con el proposito de visualizar la capacidad que tienen los
caracteres escogidos para la formacion de patrones o agrupaciones (Rivera-Gonzalez, 2009) y
comprobar la congruencia de estos grupos con las especies nominales y los resultados del

analisis filogenético.

Caracteres moleculares.

Para comprobar la mondfila de R. marcellae y R. forbesi con respecto a otras especies del
grupo decorata y analizar sus relaciones filogenéticas, se generaron secuencias de DNA
mitocondrial de todos los organismos identificados como R. marcellae y R. forbesi disponibles,
un ejemplar por cada una de las especies restantes del grupo decorata, una especie del grupo

flavilata (R. laureata; Gunther, 1868), otra del grupo taeniata (R. fulvivittis; Cope, 1875), una del
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género Rhadinella (R. godmani; Glnther, 1865) separado recientemente de Rhadinaea (Myers,
2011) y una secuencia del género Coniophanes (Coniophanes sp.), considerado el grupo
hermano de Rhadinaea (Lawson et al., 2005; Pyron et al., 2011). Para enraizar el arbol se utilizé

una secuencia de Hypsiglena jani (Duges 1865).

Extraccion de DNA.

A partir de los tejidos disponibles se llevo a cabo la extraccion de DNA mediante la técnica
de acetato de amonio (Hillis et al., 1994), en los casos en que las muestras de tejido eran muy
viejas, se utiliz6 un kit de extraccion (Quiagen DNeasy Blood y Tissue Kit; Quiagen, Valencia
CA). Para comprobar la extraccion de DNA se corrié un gel de agarosa en una camara de

electroforesis junto con un marcador molecular.

Amplificacion de DNA

Mediante la técnica de PCR, se amplificé un fragmento del gen mitocondrial Cytocromo b,
utilizando los protocolos y primers sugeridos por Lawson et al. (2005), este gen ha sido usado
para estudios filogenéticos en Colubridae y Dipsadinae (Lawson et al., 2005; Pyron et al., 2011,
Pyron et al., 2013). La verificacion de los productos amplificados se realizdé por medio de la
técnica de electroforesis en gel de agarosa, tomando como criterio el tamafio en pares de bases,
los productos de la amplificacion se purificaron por medio de la técnica de Polyethylene Glycol
(PEG) para conservar solo los fragmentos de interés (Hillis et al., 1996). Los productos
purificados se enviaron a la empresa Macrogen Sequencing Service, Korea, para la
secuenciacion de DNA mediante procesos automatizados con equipos secuenciadores

AppliedBiosystems 3730XL de alto rendimiento.
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Edicion y alineamiento de secuencias.

Los fragmentos de las secuencias se editaron y ensamblaron en el programa Sequencher 4.1
(Gene Code Corp, Ann Arbor, USA), mientras que el alineamiento se realiz6 con la aplicacion
Muscle (Robert, 2004) implementada en MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016), las secuencias fueron

ajustadas a “0jo” en caso de ser necesario.
Modelos y esquema de particion.

El producto del alineamiento fue analizado en PartitionFinder (Lanfear et al., 2012) para
elegir tanto el esquema de particion, como el modelo de sustitucion nucleotidica que mejor se
ajusté a los datos, bajo un criterio de informacion bayesiana y utilizando el algoritmo de

busqueda “greedy” (Smart et al., 2017).
Andlisis filogenéticos.

Se utilizaron dos tipos de anélisis filogenético: méaxima verosimilitud (MV) y anélisis
bayesianos (IB). El anélisis de MV se llevo a cabo en RAXML HPC 7.4.2 (Stamatakis, 2006) en
la interfaz raxmIGUI 1.3 (Silvestro y Michalak, 2012), se realiz6 una basqueda heuristica con el
modelo general de tiempo reversible (GTR) con la aproximaciéon GTR+GAMMA, la cual integra
la optimizacion de tasas de sustituciéon individual por sitio y la clasificacion de las tasas
individuales por categorias, este modelo ha sido utilizado anteriormente para estudios similares
en la familia Colubridae (Pyron et al., 2011; Benignos et al., 2015; Stamatakis, 2016), para
evaluar el soporte de los nodos se usé un Bootstrap no paramétrico con 1000 pseudoreplicas

(Orrico et al., 2017).

El anélisis bayesiano (IB) se ejecutd en el programa MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al., 2012),

donde se corrieron dos cadenas paralelas de Markov (MCMC) con 5 X 107 generaciones cada
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una, muestreando cada 5000 generaciones, el 25% de generaciones iniciales se eliminaron como
burn-in (Ruane et al., 2014; Smart et al., 2017). Los resultados de las cadenas de Markov se
unieron y se corroboro su convergencia en TRACER 1.5 (Rambaut y Drummond, 2007), después
se construyé un arbol de maxima credibilidad en el software TreeAnottator v1.8.0 (Drummond y
Rambaut 2007), los resultados de ambos anélisis fueron visualizados y editados en FigTree
v1.4.2 (Rambaut, 2012). Para evaluar el soporte de los nodos en los arboles, fueron considerados
bien soportados los valores de Bootstrap por encima de 70% para MV (Hillis y Bull, 1993;

Taylor y Piel, 2004) y probabilidades posteriores superiores a 0.95 para IB (Orrico et al., 2017).

Limite de especies.

Para establecer los limites de especies se implementaron cuatro criterios: en primer lugar, se
utilizé el aprovechamiento propuesto por Wiens y Penkrot (WP, 2002) el cual toma en cuenta la
procedencia geogréfica de las muestras, después se aplicaron tres métodos coalescentes; dos de
descubrimiento de especies (GMYC y PTP) y uno de validacion (BFD). El resultado de estos
criterios en conjunto con el andlisis morfolégico realizado, constituye una evidencia
suficientemente robusta para delimitar el nimero de especies existente en el complejo de estudio

(Baker et al., 1998; Lee et al., 2007; Saez, 2009; Ence y Carstens, 2011; Grechko, 2013).

WP

Se utilizé el “DNA tree based Aproach” y como especie focal se utilizd por separado a R.
marcellae y R. forbesi. Se utilizé el arbol construido a partir de Inferencia Bayesiana como
referencia de las relaciones filogenéticas, y para visualizar la procedencia geogréafica de las
muestras, se elaboré un mapa con todos los registros de los ejemplares utilizados en el analisis

filogenético. Considerando las especies focales, se buscé la presencia o ausencia de flujo génico
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entre las ramas basales mediante el soporte de los nodos y su concordancia geografia (Wiens y

Penkrot, 2002; Morando et al., 2003; Sites Jr y Marshall, 2003).
GMYC

Se construy6 un arbol ultramétrico en BEAST v2.4.8 (Bouckaert et al., 2014), se utilizaron las
mismas particiones que en los analisis de 1B, y los modelos utilizados fueron calculados
mediante bModelTest (Bouckaert y Drummond, 2017), se corrieron dos andlisis por separado de
1 X 108 generaciones cada uno, muestreando cada 1000 generaciones y desechando el 25% de
los arboles iniciales como burn-in, se utilizaron como parametros: “Relaxed Clock Log Normal”
y “yule model prior”. Los archivos resultantes de los dos analisis fueron combinados en
LogCombiner v2.4.8 (Bouckaert et al., 2014). Los valores de logaritmo se visualizaron en
TRACER 1.5 (Rambaut y Drummond, 2007) para comprobar la convergencia de las cadenas.
Con base en los arboles obtenidos, se elabord un arbol de méaxima credibilidad mediante
TreeAnottator v1.8.0 (Drummond y Rambaut 2007). El arbol resultante se utiliz6 como entrada
para el método GMYC (Pons et al., 2006), se utilizaron ambos métodos (“single threshold” y
“multiple threshold”), con el wuso del paquete “SPLITS” (Ezard et al., 2009;
http://rforge.rproject.org/projects/splits) implementado en el software estadistico “R”

(Development Core Team, 2010).
PTP

Se corrieron dos analisis de 1 X 108 generaciones con los siguientes parametros: Thinning
100, burn-in 0.1 y Seed 123, mediante el servidor web (Zhang, 2013; http://species.h-
its.org/ptp/), se utilizé como arbol de entrada el obtenido en RAXML, descartando a los grupos

externos. Se tomaron en cuenta tanto los resultados del PTP con Maxima Verosimilitud como los
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de PTP con soporte bayesiano (bPTP) (Zhang et al., 2013).
BFD

Los modelos de especies que se pusieron a prueba fueron construidos a partir de los
resultados del andlisis filogenético y los criterios anteriormente usados. Se generaron archivos de
salida (.xml) para cada modelo en BEAUti mediante StartBeast Template. Por cada una de las
hipdtesis se realizaron dos corridas en BEAST de 3 X 10® generaciones muestreando cada 3000
generaciones, y desechando las primeras 20% como burn-in. Las verosimilitudes marginales
fueron estimadas con path-sampling (PS; Lartillot y Philippe, 2006) corriendo una cadena
adicional de Markov con 100 “pasos”, cada uno de 3 X 10° generaciones (en total 3 X 10’
generaciones) muestreando cada 3000 con una frecuencia Alpha = 0.3 y desechando el 20%
como burn-in. Para calcular las verosimilitudes marginales finales de cada hipétesis se uso Path
sampling analyser (Bouckaert et al., 2014), los resultados de cada par de réplicas fueron
promediados y se ordenaron los modelos de acuerdo a su verosimilitud final, después se
obtuvieron los valores de los factores de bayes (FB), con la férmula: FB = 2 x [modelol —
modelo2], en relacidn a la hipotesis con el valor méas alto (Yu et al., 2017). El soporte de apoyo a
los valores de FB se asign6 de acuerdo a la clasificacion de Kass and Raftery (1995) donde solo
se toman en cuenta los valores mayores a dos: valores entre dos y seis se consideran “bien
soportados” y valores mayores a 10 como “decisivos” (Grummer et al., 2014; Nieto-Montes de

Oca, et al., 2017; Solano-Zavaleta y Nieto-Montes de Oca, 2018).
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Resultados

Se obtuvieron un total de 38 registros de R. marcellae y R. forbesi (26 y 12 respectivamente),
de los cuales 17 fueron provenientes de colecciones, 13 se tomaron de articulos y bases de datos;
ocho mas producto del muestreo de campo. Se obtuvo informacion de caracteres meristicos y
cualitativos de 31 de estos registros, 19 ejemplares pudieron ser examinados para tomar las
medidas morfométricas y se secuencié DNA del tejido de 10, ademas cuatro registros contenian

informacion geogréfica confiable (Anexo 1).

Revision morfoldgica

Se encontrd que los individuos asignados a R. marcellae pueden ser divididos en dos grupos,
ya que algunos de los ejemplares solo cuentan con una linea vestigial similar a la de algunos
ejemplares de R. forbesi, pero a diferencia de estos la linea postocular es continua con la banda
lateral, las hembras tienen 129-139 ventrales y 63-74 subcaudales, los machos presentan 129-137
ventrales y 49-79 subcaudales. Se designé provisionalmente a este grupo como R. cf. marcellae.
Todos los demaés individuos de R. marcellae presentan una linea media vertebral con los centros
claros y un collar nucal, ya sea completo o incompleto, las vermiculaciones en la parte dorsal de
la cabeza no estan presentes en algunos ejemplares, mientras que la linea lateral varia en cuanto
al grosor y ubicacion, ya que el ancho de la linea puede ser de una escama a solo 1/3. La
ubicacion de la banda lateral es principalmente en la cuarta fila de escamas dorsales; sin
embargo, puede ocupar una parte de la tercer o quinta fila, el nUmero de ventrales es de 132-139
en hembras y 128-135 en machos, mientras que las subcaudales son 69-73 y 69-78

respectivamente.

Algunos de los ejemplares asignados a R. forbesi presentan vermiculaciones en la cabeza,
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mientras que ninguno presenta un collar nucal, solo se observo en algunos de los organismos la
presencia de una linea clara vestigial de tres escamas de largo y una de ancho. La linea media
vertebral exhibe variacion, ya que algunos individuos cuentan con una linea solida continua,
mientras que otros presentan los centros de cada escama vertebral claros. Todos los ejemplares
presentan una linea postocular inclinada discontinua con la linea lateral ya que desaparece al
llegar a la parte de atras de la boca, cuentan con 129-144 ventrales en machos y 136-149 en

hembras, mientras que el nimero de subcaudales es de 56-67 en machos y 49-74 en hembras.

Analisis estadistico

Con los datos estandarizados, se procedio a elegir las variables a usar. Se eliminaron del
andlisis las variables: Suprlab, Infrlab, Subpreoc, Preoc, Postoc, Loreal, Nasal, Temp, Dor cab y
Dor mid; ya que eran idénticas en todos los ejemplares. A continuacién, para observar la
distribucion y simetria de los datos, se elaboré un diagrama de caja y bigote de cada variable
(Fig. 4), ésto con el fin de identificar aquellas que muestren poca variabilidad y no sean
estadisticamente tiles para los andlisis siguientes. Se detectaron tres variables que no
presentaban variabilidad (Dor clo, Preoc y Suprlab), por lo que también fueron descartadas de los
andlisis subsecuentes. Existen casos en los que se aprecian valores extremos, tal es el ejemplo de
la variable “Subca” y por otro lado, casos en que la media coincidia con la mediana como se
puede observar en las variables “Infrlab” y “Vent”, estos ejemplos demuestran que estas
variables poseen una significancia estadistica minima, sin embargo, se decidio conservarlos para
explotar el maximo de caracteres disponibles y corroborar su significancia en las pruebas

posteriores.
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Figura 4. Grafica de caja y bigote de cada una de las variables utilizadas. Las cruces muestran la

media, los puntos claros representan valores atipicos y los puntos negros valores extremos.

Anélisis de Componentes Principales

La mayoria de conjuntos de variables presentan una alta correlacion entre si, por lo que se
usaron para generar las variables no correlacionadas del ACP, ademés la mayor parte de valores
de —P fueron < 0.05 lo que indica que tienen significancia estadistica con un nivel de confianza
de 95%, por lo que se decidio conservar todas las variables para realizar el ACP. Por otra parte,
no se encontrd diferencia significativa entre sexos, que siguieran la presencia de dimorfismo
sexual en ninguno de los analisis realizados con este fin, por lo que se usaron las matrices sin

tomar en cuenta el sexo de los ejemplares para los ACP siguientes.
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Datos morfométricos

Se usaron un total de 19 muestras para el andlisis, de las que se tuvieron acceso a los
ejemplares para la toma de medidas morfométricas. A partir de estos datos se obtuvieron los

valores de cuatro componentes principales para las 16 variables originales (cuadro 2).

Se eligieron los cuatro primeros componentes principales mediante la gréafica de
sedimentacion (Fig. 5) que en conjunto explican el 82 % de la variabilidad original (cuadro 3).
El primer componente aporta el 44.7% de la varianza mientras que el segundo describe el
21.21%. La direccion de cada variable con respecto a los dos primeros componentes principales
es positiva, excepto L cab, que tiene una influencia negativa sobre los componentes 1 y 2 (Fig.
6). Para el componente uno las variables que mas peso tuvieron fueron: L supraoc, L prefronty L
frontal; mientras que para el componente dos, las variables que mas influyeron fueron: LC, LT y

LHC (Cuadro 4).

Cuadro 2. Componentes principales del analisis con datos morfométricos.

Ejemplar Componente 1 Componente 2 Componente 3 Componente 4
MZFC 24585 -1.60528 -1.44600 0.52296 0.66065
ANMO 4339 2.10436 -0.67541 0.75207 -0.43319
EBUAP 1582 0.92213 -0.24625 -0.26648 -0.30505
EBUAP 1592 3.38117 0.13800 0.95010 -0.27272
EBUAP 1593 4.19105 0.37245 2.04183 -0.62774
Hueyapan NA -2.04176 4.15306 0.80196 -0.16447
IBH 19726 5.30477 1.40716 -3.55072 -0.45712
IBH 29710 -2.58162 -1.91393 -0.69089 0.26113
IBH 29711 -2.00584 -1.52440 -0.14227 -0.94554
IBH 29712 -1.98228 -2.42505 -0.23040 0.73586
IBH 3845 2.49512 0.23214 0.74074 -0.89940
IBH 6895 -1.84574 -0.08247 -1.75670 -1.32334
JCSG 22 -5.00673 3.40404 -0.30006 0.42343
JCSG 86 -0.68688 -1.21244 0.04663 -0.13544
MZFC 31339 2.64346 0.14544 -0.12699 3.89557
UOGV 3025 -1.01812 2.43015 0.15077 0.79559
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UOGYV 3026 -0.36681 0.99400 0.84707 -1.13621
UOGV 3058 -0.73611 -2.16224 0.38302 -0.06519
UOGYV 3068 -1.16488 -1.58826 -0.17263 -0.00679

Eigenvalor

g oo oo | s | s |

1

0 4 8 12 16

Componente

Figura 5. Grafica de sedimentacion, la linea punteada indica cuantos componentes se usaran.

Cuadro 3. Eigenvalor y porcentaje de varianza que aporta cada componente.

Componente Eigenvalor %Varianza %Acumulado

1 7.16716 44.795 44.795
2 3.39401 21.213 66.007
3 1.35795 8.487 74.495
4 1.26594 7.912 82.407
5 0.86360 5.398 87.804
6 0.69948 4.372 92.176
7 0.43926 2.745 94.921
8 0.33815 2.113 97.035
9 0.19242 1.203 98.237
10 0.11193 0.700 98.937
11 0.07739 0.484 99.421
12 0.06212 0.388 99.809
13 0.02141 0.134 99.943
14 0.00774 0.048 99.991
15 0.00138 0.009 100
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Figura 6. Influencia de cada variable a los dos primeros componentes principales.

Cuadro 4. Tabla de pesos de cada variable en los componentes principales.

Variable

Componente 1 Componente 2 Componente 3 Componente 4

A cab

A Linlat
A loreal
A rostral
D ocular
Esc

L cab

L frontal
L internasal
L loreal

L pariet

L prefront
L supraoc
LC

LHC

LT

0.315394
0.179222
0.310062
0.152742
0.217602
0.286854
-0.042890
0.332264
0.182882
0.210998
0.296491
0.349895
0.353465
0.165731
0.183803
0.180488

-0.136047
-0.275678
-0.095651
-0.101704
-0.287346
0.152928
-0.149713
-0.180860
0.191830
0.093191
-0.198297
0.025306
-0.105795
0.463248
0.449822
0.459721

-0.047101
0.399484
0.113615

-0.030623

-0.184805

-0.087273
0.691173
0.030862
0.278680
0.383473

-0.110897

-0.178023

-0.171012
0.065273
0.021212
0.035291

0.054799
0.196771
0.204389
-0.744432
0.058194
-0.030614
0.104958
0.063728
-0.528444
-0.111939
0.032597
0.038131
0.021525
0.136031
0.118400
0.125047
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Datos meristicos y cualitativos

Se utilizaron las 29 muestras que contenian datos meristicos y cualitativos, incluyendo los
datos de los 10 ejemplares publicados en Nieto-Montes de Oca y Mendelson (1997), en total se
usaron nueve variables originales de las cuales se obtuvieron cuatro componentes principales
(Cuadro 5). Estos componentes obtuvieron Eigenvalor igual o mayores a uno (Fig. 7), los que en
conjunto representan el 72.39% de la variabilidad original. ElI primer componente aporta el

28.79% de la varianza mientras que el segundo describe el 17.12% (Cuadro 6).

Con la excepcion de Infralab, que afecta de manera positiva al componente uno, todas las
variables influyen sobre los dos primeros componentes, ademas destaca la relacién lineal
positiva que tiene Lin vert con respecto a los dos componentes (Fig. 8). Las variables que mas
peso tuvieron para el componente uno son Collar y Verm, mientras que el componente dos se vio

mayormente afectado por Infrlab y Lin vert (cuadro 7).

Cuadro 5. Componentes principales del analisis con datos meristicos y cualitativos.

Ejemplar Componente 1 Componente 2 Componente 3 Componente 4
MZFC 24585 -0.40209 0.44003 1.40020 -0.07935
ANMO 4339 -1.19689 -0.73081 -0.70208 1.70635
EBUAP 1582 -2.32428 -0.26095 0.09908 -0.41526
EBUAP 1592 1.51383 -2.07950 2.84522 1.82598
EBUAP 1593 1.52135 -0.25430 0.96609 -1.31624
Hueyapan NA -0.31919 -1.89661 -1.76808 -0.48175
IBH 19726 3.07015 0.73956 -2.14945 -0.42784
IBH 29710 1.08516 2.07552 -0.82510 -0.29718
IBH 29711 1.12419 1.40003 -0.03200 1.86601
IBH 29712 0.54879 1.92388 1.23267 0.18723
IBH 3845 1.22822 1.99679 -0.67749 0.00698
IBH 6895 -0.62896 1.36271 -0.78671 -1.09950
JCSG 22 -2.29228 -0.67813 -0.22463 0.22123
JCSG 86 0.66296 0.80436 0.22521 2.01087
LSUMZ 270 -2.46287 -0.17058 -0.79662 -0.43764
MZFC 31339 -0.93908 -0.96271 -1.41337 0.90852
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MZFC 5324 0.36719 0.99729 1.66742 -2.02707

MZFC 5868 -0.68760 -0.41858 -0.30177 -0.44592
UOGYV 3025 3.73671 -2.78467 0.42236 -0.32069
UOGV 3026 1.78260 -0.83910 0.69208 -1.69805
UOGYV 3058 0.04735 1.77147 0.88721 1.70669
UOGV 3068 2.47269 -0.69329 -2.26082 0.33032
UTA R-12410 -1.56414 -0.16154 0.50214 -1.10878
UTA R-12411 -0.63223 0.36988 0.43830 -0.50995
UTA R-12412 -1.54161 0.16157 -0.13046 0.15057
UTA R-12413 -0.82694 0.47760 0.40459 -0.66390
UTA R-12414 -1.63494 -0.82861 0.02752 0.20741
UTA R-12415 -1.20373 -1.03685 -0.19643 0.50517
UTA R-12416 -0.50434 -0.72443 0.45494 -0.30419
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Figura 7. Grafica de sedimentacion, la linea punteada indica cuantos componentes se utilizaran.

Cuadro 6. Eigenvalor y porcentaje de varianza que aporta cada componente.

Componente Eigenvalor %Varianza %Acumulado

1 2.59166 28.796 28.796
2 1.54127 17.125 45.921
3 1.26962 14.107 60.028
4 1.11270 12.363 72.392
5 0.94829 10.537 82.928
6 0.70041 7.782 90.711
7 0.41790 4.643 95.354
8 0.25138 2.793 98.147
9 0.16674 1.853 100
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Figura 8. Influencia de cada variable a los dos primeros componentes principales.

Cuadro 7. Tabla de pesos de los componentes.

Variable Componente 1  Componente 2 Componente 3 Componente 4

Collar -0.439873 -0.045863 -0.389738 0.388994
Infrlab -0.034156 0.715899 -0.068717 -0.107196
Lin clara 0.331182 0.017513 -0.461151 0.104914
Lin vert 0.310218 0.510365 -0.222622 0.379855
Linlat -0.075321 0.065728 0.596545 0.432236
Pos Linlat 0.204310 -0.257604 -0.257877 -0.388664
Subca -0.424361 0.248584 -0.209410 -0.355189
Vent 0.428159 -0.212405 -0.166815 0.303689
Verm -0.434292 -0.216832 -0.295152 0.354432

Datos morfométricos, meristicos y cualitativos

El analisis se implementé a partir de los ejemplares de los cuales se tenian tanto datos
morfométricos como meristicos, utilizando un total de 25 variables originales, a partir de las
cuales se obtuvieron seis componentes principales (Cuadro 8), este nimero se establecio

mediante la gréfica de sedimentacion (Fig. 9), ya que son los que representaban Eigenvalor
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mayores a uno. En conjunto estos componentes explican el 81.552% de informacién de las
variables originales, los dos primeros componentes aportan el 30.23% y el 18.21% de la

variabilidad inicial respectivamente (Cuadro 9).

Las variables afectan a los dos primeros componentes de manera que se agrupan en dos
formas, las que influyen de manera negativa al componente uno, y las que lo afectan de manera
positiva, por su parte el componente dos se encuentra influenciado de manera méas equitativa por
las variables usadas (Fig. 10). Las variables L supraoc, L prefront y L frontal, furon las que
mayormente afectaron al componente uno, de igual manera el componente dos contienen

principalmente influencia de las variables LC, LT y LHC (Cuadro 10).

Cuadro 8. Componentes principales del andlisis con datos morfométricos, meristicos y

cualitativos.
Ejemplar Componente 1 Componente 2 Componente 3 Componente 4 Componente 5 Componente 6
MZFC 24585 -1.84491 -1.26112 1.27423 -0.65544 0.06328 -1.22973
ANMO 4339 1.71353 -0.47742 2.14352 0.62402 0.37402 1.25954
EBUAP 1582 0.23889 0.04008 1.90223 1.64297 -0.72098 0.17584
EBUAP 1592 3.73964 0.27138 2.15025 -2.69339 -0.39249 1.52305
EBUAP 1593 4.30354 0.38302 0.75208 -1.08589 -1.45932 -2.85066
Hueyapan NA -1.85736 4.92227 0.06607 0.19734 -0.19196 0.23001
IBH 19726 5.67865 0.49490 -3.76305 2.17591 0.89486 0.80642
IBH 29710 -2.68656 -2.16885 -1.57575 0.72194 0.31819 -1.46372
IBH 29711 -1.92825 -2.05026 -0.75280 -0.78412 -0.09538 1.27051
IBH 29712 -2.21186 -2.89237 -0.36385 -0.60009 0.56623 -0.76914
IBH 3845 2.48275 -0.74229 -0.45506 0.41081 -1.80965 1.32284
IBH 6895 -1.99755 -0.04410 -0.57991 2.43861 -3.10612 -0.14251
JCSG 22 -5.30540 3.59690 0.72318 0.78741 0.31301 0.84851
JCSG 86 -0.81296 -1.59848 0.24610 -0.51682 0.72142 0.38530
MZFC 31339 2.22063 0.69260 2.34138 2.67217 2.80609 -1.26650
UOGV 3025 0.00693 3.21330 -1.74988 -2.69149 1.83816 -0.44120
UOGV 3026 0.09697 1.37888 -0.98068 -1.61136 -1.99058 -0.73156
UOGV 3058 -1.08640 -2.96751 0.50609 -0.77350 0.68510 0.87838
UOGV 3068 -0.75029 -0.79094 -1.88416 -0.25909 1.18611 0.19459
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Figura 9. Grafica de sedimentacion, la linea punteada indica cuantos componentes se usaran.

Cuadro 9. Eigenvalor y porcentaje de varianza que aporta cada componente.

Componente Eigenvalor %Varianza %Acumulado

1 7.55964 30.239 30.239
2 4.55395 18.216 48.454
3 2.60067 10.403 58.857
4 2.38171 9.527 68.384
5 1.93605 7.744 76.128
6 1.35605 5.424 81.552
7 0.954877 3.82 85.372
8 0.852951 3.412 88.784
9 0.691683 2.767 91.55
10 0.602146 2.409 93.959
11 0.513961 2.056 96.015
12 0.335228 1.341 97.356
13 0.270098 1.08 98.436
14 0.154056 0.616 99.052
15 0.124185 0.497 99.549
16 0.0525276 0.21 99.759
17 0.0478799 0.192 99.951
18 0.0123306 0.049 100
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Figura 10. Influencia de cada variable a los dos primeros componentes principales.

cuadro 10. Tabla de pesos de los componentes.

Variable Componente 1 Componente 2 Componente 3 Componente 4 Componente 5 Componente 6
A cab 0.292962 -0.136796 0.083650 0.168079 -0.073586 -0.024964
A Linlat 0.168152 -0.223549 0.230239 -0.291120 0.248221 -0.018444
A loreal 0.299407 -0.109295 0.046101 -0.065165 0.236953 0.037793
A rostral 0.155838 -0.136120 -0.187919 -0.116076 -0.427068 0.264176
Collar -0.089121 0.032844 0.292075 0.459333 0.109584 0.324557
D ocular 0.196358 -0.271009 0.041451 0.104602 0.114400 0.087176
Esc 0.276859 0.117463 0.074674 0.213832 -0.180659 0.093330
Infrlab -0.037976 -0.322763 -0.214588 0.293097 -0.151630 0.023919
L cab -0.053913 -0.073779 0.413298 -0.196289 -0.143839 -0.158456
L frontal 0.308219 -0.178601 0.069143 0.077534 0.073919 -0.074451
L internasal 0.188963 0.134598 0.058577 -0.212694 -0.303671 0.325830
L loreal 0.207444 0.075393 0.089065 -0.114686 -0.199091 -0.459168
L pariet 0.278798 -0.168389 0.058042 0.080306 0.017526 -0.173925
L prefront 0.336494 0.000605 0.042180 0.145053 0.020753 0.041938
L supraoc 0.337897 -0.120445 -0.030409 0.133374 -0.000281 -0.056785
LC 0.169081 0.382861 0.079026 0.081191 0.029637 -0.002480
LHC 0.198215 0.366893 -0.014336 -0.021430 0.099423 0.096356
Lin clara 0.071813 0.061212 -0.226933 0.177125 0.133497 -0.264931
Lin vert -0.019049 -0.305812 -0.338691 0.017245 0.139551 0.212024
Linlat -0.057462 -0.195807 0.331622 -0.236452 0.271017 -0.078887
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LT 0.191820 0.376609 0.013602 0.008123 0.080918 0.068406

Pos Linlat 0.043329 0.199014 -0.338467 0.041663 0.288128 -0.277515
Subca -0.157676 -0.036318 0.076143 0.402064 -0.009527 -0.303886
Vent 0.127370 0.011022 -0.301702 -0.249829 0.378026 0.192428
Verm -0.095617 0.068218 0.276894 0.216809 0.317643 0.284586

Analisis de funciones discriminantes

Utilizando los valores de componentes principales obtenidos, se realizé un analisis de
funciones discriminantes por cada uno de los tres ACP empleados, con el propdsito de clasificar
a los ejemplares utilizados en especies putativas, cada ejemplar fue asignado a alguna de los tres

grupos derivados de la exploracién morfoldgica (R. marcellae, R. forbesi y R. cf. marcellae).

Datos morfométricos

Fueron utilizadas 19 muestras para cuatro variables predictoras (componentes principales) y
se calcularon dos funciones discriminantes, con el propdsito de clasificar a los ejemplares de
acuerdo a las especies putativas, ninguna de las funciones discriminantes tiene valores -P
menores que 0.05, de modo que ninguna es estadisticamente significativa con un nivel de
confianza del 95.0% (Cuadro 11). De las observaciones empleadas para ajustar el modelo,

solamente el 68.4211% (13) fueron clasificadas correctamente.

En el diagrama de dispersion de las funciones, se observa que los centriolos de cada grupo se
distribuyen de tal manera que las distribuciones de las muestras de cada conglomerado se
sobreponen entre si, principalmente aquellas que corresponden a las especies R. marcellae y R.

forbesi (Fig. 4).
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Figura 11. Grafica de dispersion de las muestras de acuerdo a las funciones discriminantes. Las

cruces muestran el centriolo de cada grupo.

Cuadro 11. Valores obtenidos por cada funcion discriminante y sus valores estadisticos.

Funcion Eigenvalor 9%Relativo Correlacion Derivada Lambda Chi-Cuadrada GL Valor-P

1 0.538959 62.51 0.59179 1 0.49104 10.3128 8 0.2438
2 0.323293 37.49 0.49428 2 0.75569 4.0618 3 0.2549

Datos meristicos

Un total de 29 ejemplares fueron utilizados para desarrollar un modelo que discrimine entre
los tres niveles de especie, para ello se utilizaron cuatro variables para generar dos funciones
discriminantes, mismas que en sus funciones derivadas cuentan con valores de -P menores que
0.05 por lo que, a diferencia de las obtenidas en el analisis con caracteres morfométricos, éstas
son estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95% (cuadro 12). De los 29

ejemplares empleados para ajustar el modelo, se logro clasificar correctamente al 96.5% (28 de
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29 muestras).

La grafica resultante de las funciones discriminantes utilizando caracteres meristicos y
cualitativos (Fig. 15) muestra la formacién de tres grupos claramente diferenciados y
correspondientes a las unidades clasificatorias (R. marcellae, R. forbesi y R. cf. marcellae), en
los que el centriolo de cada agrupacion se encuentra separado de los otros dos. Un ejemplar de R.
forbesi (UOGV 3025) se encuentra alejado de su centro, ademas muy cercano a la formacion de

R. cf. marcellae y corresponde al 3.4% que no se clasificd correctamente.
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Figura 12. Grafica de dispersion de las muestras de acuerdo a las funciones discriminantes. Las

cruces muestran el centriolo de cada grupo.

Cuadro 12. Valores obtenidos por cada funcion discriminante y sus valores estadisticos.

Funcion Eigenvalor Relativo Candnica Derivada Lambda Chi-Cuadrada GL  Valor-P

1 7.6151 85.93 0.94017 1 0.051665 72.5924 8 0
2 1.24665 14.07 0.74491 2 0.445107 19.8313 3 0.0002
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Datos morfométricos, meristicos y cualitativos

Fueron usadas seis variables derivadas de los componentes principales de 19 muestras, de las

que se extrajo dos funciones discriminantes estadisticamente significativas, con valores-P

menores que 0.05 a un nivel de confianza del 95.0% (Cuadro 13). En este caso el 100.0% de los

ejemplares fueron clasificadas correctamente. Como resultado de este anélisis se obtuvieron tres

agrupaciones definidas con centriolos bien separados y sin muestras muy alejadas de los mismos,

de igual manera estas conglomeraciones corresponden al criterio clasificatorio utilizado.
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Figura 13. Grafica de dispersion de las muestras de acuerdo a las funciones discriminantes. Las

cruces muestran el centriolo de cada grupo.

Cuadro 13. Valores obtenidos por cada funcion discriminante y sus valores estadisticos.

Funcion Eigenvalor Relativo Candnica Derivada Lambda Chi-Cuadrada GL Valor-P
1 11.8933 83.52 0.96044 1 0.023179 50.8207 12 0
2 2.34607 16.48 0.83734 2 0.298858 16.3051 5 0.006
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Analisis filogeneticos
Se obtuvieron un total de 10 secuencias del grupo de estudio cuatro de R. marcellae, cuatro de
R. forbesi y dos de ejemplares identificados como la morfoespecie R. cf. marcellae (Cuadro 14),
provenientes de la SMO, Sierra de Otontepec y Sierra de Zongolica de los estados de San Luis

Potosi, Hidalgo, Puebla y Veracruz (Fig. 19).

El producto final del alineamiento fue de 691pb que se dividieron en tres particiones con base
en su posicion: Particion 1 (primera posicion), 1-691\3; Particidn 2 (segunda posicion), 2-691\3;
particion 3 (tercera posicion), 3-691\3. El analisis de Méaxima verosimilitud se corrié bajo el
modelo GTR+G para todas las particiones, mientras que en el analisis de Inferencia Bayesiana se

usaron los modelos: HKY+G, GTR+1+G y GTR+G para las particiones 1, 2 y 3 respectivamente.

Cuadro 14. Localidades de los ejemplares del complejo usados en los anélisis filogenéticos.

Etiqueta Especie Estado Localidad

MZFC 24585  cf. marcellae Puebla Xocayucan, Tlatlauquitepec

MZFC 5315 cf. marcellae  Puebla 25Km NE Zacatlan

MZFC 5134 forbesi Veracruz 8Km '\!.E Xalapa, Rancho "El
Alamo

UOGV 3025  forbesi Veracruz Acajete, La joya

UOGV 3058  forbesi Veracruz Zongolica, Finca Santa Martha

UOGV 3068  forbesi Veracruz Zongolica, Finca Santa Martha

ANMO 4339  marcellae San Luis Potosi  Xilitla, Finca Santa Mdnica

Hueyapan NA  marcellae Puebla Hueyapan

JCSG 22 marcellae Veracruz Sierra de Otontepec, San Nicolasillo

Tlanchinol NA  marcellae Hidalgo Tlanchinol
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Maxima verosimilitud

En el arbol obtenido a partir del analisis de MV (Fig. 15), se puede observar que el grupo
decorata no es monofilético ya que los ejemplares que pertenecen a los grupos flavilata y
taeniata (R. laureata y R. fulvivittis respectivamente) se encuentran ubicados dentro del grupo
decorata con nodos bien soportados (valores de bootstrap >70), ademas, R. decorata esté situada
como un grupo hermano de Rhadinella godmani, y las demas especies del género Rhadinaea, lo
que implica que el género Rhadinaea no es monofilético, aunque el soporte de los nodos

implicados es muy bajo (8 y 46).

Se pueden reconocer en el cladograma tres grandes grupos bien soportados, el primero
formado por R. hesperia, R. fulvivittis, R. bogertorum y R. myersi (Clado A); el segundo lo
conforman R. laureata, R. gaigae, R. montana y R. quinquelineata (Clado B) y un tercer grupo
que incluye a R. macdougalli, R. cuneata y los haplotipos pertenecientes a R. marcellae, R.
forbesi y los que se han asignado a la morfoespecie R. cf. marcellae (Clado C). Este ultimo se
divide a su vez en dos grupos, el primero que incluye a R. macdougalli situada como grupo
hermano de los haplotipos de R. marcellae y R. cf. marcellae, aunque con bajo valor de soporte
(56). El segundo grupo contiene a R. cuneata, como grupo un hermano de los haplotipos
pertenecientes a R. forbesi, pero el soporte de Bootstrap del nodo es de solo 68, por lo que no es

considerado soportado.

Los haplotipos pertenecientes a R. forbesi, forman un grupo monofilético que incluye tanto a
los representantes de los alrededores de Xalapa, como a los provenientes de la Sierra de
Zongolica. En el otro grupo los haplotipos de R. cf. marcellae forman un grupo monofilético
soportado con respecto a los demas haplotipos de R. marcellae, ademas este grupo es congruente

con la morfologia ya que presenta diferencias con respecto a los ejemplares de R. marcellae.
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Figura 15. Arbol filogenético obtenido mediante Maxima Verosimilitud, los puntos en verde

muestran a los nodos soportados.

Inferencia bayesiana

El arbol obtenido mediante inferencia bayesiana es muy similar al de méaxima verosimilitud,
varia solo en la longitud de algunas ramas y el soporte de los nodos (Fig. 16). El género

Rhadinaea aparece parafiletico con respecto a Rhadinella godmani, ya que esta ultima forma un
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grupo con R. decorata (con un bajo soporte). Especificamente en el clado que contiene a los
haplotipos de interés, los nodos tienen un mejor soporte que en el arbol de MV, principalmente el
gue muestra a R. cuneata como grupo hermano de R. forbesi ya que se encuentra bien soportado

(Pp 0.97).
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Figura 16. Arbol filogenético obtenido a partir de Inferencia Bayesiana, los puntos verdes
muestran a los nodos soportados.
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Limite de especies

WP

La delimitacion llevada a cabo mediante Wiens y Penkrot (2002), se realiz6 con base en el
arbol obtenido por inferencia bayesiana (Fig. 16), ya que en este se resuelven mejor las

relaciones con respecto a R. cuneata y R. macdougalli, que en el realizado con ML.

Los haplotipos de la especie focal R. forbesi se encuentran todos en un solo clado bien
soportado y concordante con su distribucion geogréfica, concentrada en dos zonas del Estado de
Veracruz: El sur de la SMO, en los alrededores de Xalapa y en la Sierra de Zongolica, por lo que
es una especie exclusiva con respecto a R. marcellae, R. cuneata y R. macdougalli, ademas

representa una especie unica (single especie).

La distribucién geografica de los haplotipos de R. marcellae (segunda especie focal), limitada
al norte y centro de la SMO, asi como su agrupacion en un solo clado bien soportado,
demuestran que representa a un grupo exclusivo con respecto a R. macdougalli, R. forbesi y R.
cuneata, pero a diferencia de R. forbesi, la existencia de multiples especies es sugerida por la
presencia de un clado basal bien soportado, que divide a los dos ejemplares designados
morfoldégicamente a R. cf. marcellae (MZFC 24585 y MZFC 5315) del resto de haplotipos

pertenecientes a R. marcellae.

El analisis de WP sugiere la presencia de tres especies en el complejo marcellae-forbesi, la
primera es R. marcellae conformada por los haplotipos: ANMO 4339, JCSG 22, Tlanchinol NA
y Hueyapan NA; la segunda denominada R. cf. marcellae que incluye a las muestras MZFC
5315y MZFC 24585; y la tercera con los haplotipos: MZFC 5134, UOGV 3025, UOGV 3058 Y

UOGYV 3068 que pertenecen a R. forbesi.
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Con base en los resultados del analisis filogenético y WP, se decidi6 incluir a R. macdougalli
y R. cuneata en los analisis de limite de especies siguientes, debido a su ubicacion como grupos

hermanos con respecto a R. marcellae (incluida R. cf. marcellae) y R. Forbesi, respectivamente.

GMYC

El andlisis de GMYC “single threshold” (GMYCs) sugiere la presencia de dos especies con
un intervalo de confianza de 1-4 especies, la primera incluye a R. cuneata y los haplotipos
correspondientes a R. forbesi, mientras la segunda incluye a los haplotipos de R. marcellae, R. cf.
marcellae y R. macdougalli. La verosimilitud méaxima para el modelo fue de 40.82426, mientras

que la verosimilitud del modelo nulo fue de 40.82043 y un “threshold time” igual a -0.08994089.

Por su parte GMYC “multiple threshold” (GMYCm) arroja como resultado siete entidades,
con un intervalo de confianza de 1-7 especies, estas son: 1) R. macdougalli; 2) Hueyapan NA; 3)
Tlanchinol NA; 4) JCSG 22, ANMO 4339; 5) MZFC 24585, MZFC 5315; 6) MZFC 5134,
UOGV 3025, UOGV 3058, UOGV 3068; 7) R. cuneata. La verosimilitud maxima fue de
40.83029, mientras que la verosimilitud nula 40.82043, los valores de “threshold time” son de -

0.0468366 y -0.01534481.

PTP

Para este modelo se utilizd como entrada el arbol de maxima verosimilitud, y al igual que en
GMYC, se decidi6 incluir a R. cuneata y a R. macdougalli. El anélisis con maxima verosimilitud
(PTP) obtuvo seis especies: 1) R. mcdougalli (soporte = 0.986); 2) MZFC 5134 (soporte =
0.714); 3) UOGV 3025, UOGV 3058, UOGV 3068 (soporte = 0.309); 4) R. cuneata (soporte =
0.848); 5) Hueyapan NA, JCSG 22, ANMO 4339, Tlanchinol NA (soporte = 0.236); 6) MZFC

5315, MZFC 24585 (soporte = 0.549).
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El método con soporte bayesiano (bPTP) obtuvo ocho especies: 1) R. mcdougalli (soporte =
0.986); 2) R. cuneata (soporte = 0.848); 3) MZFC 5134 (soporte = 0.714); 4) UOGV 3025,
UOGV 3058, UOGV 3068 (soporte = 0.309); 5) MZFC 5315, MZFC 24585 (soporte = 0.549);
6) Tlalchinol NA (soporte = 0.609); 7) Hueyapan NA (soporte = 0.396); 8) JCSG 22, ANMO

4339 (soporte = 0.231).
BFD

A partir de los arboles del analisis filogenético y los resultados obtenidos por los otros
criterios empleados, se construyeron 13 hipoétesis de especies (Fig. 17) que fueron probadas con

base en el factor de bayes (FB).

R. macdougalli (MZF C 7380)

— R. marcellae (Tlanchinol NA)

— —— R. marcellae (Hueyapan NA)
R, marcellae (ANMO 4339)
_[ R. marcellae (JCSG 22)
[ R. cf. marcellae (MZF C 5315)
] R. of. marcellae (MZF C 24585)
R. forbesi (MZFC 5134)
R. forbesi (UOGYV 3068)
4|—E R. forbesi (UOGY 3058)
R. forbesi (UOGY 3025)

R. cuneata (DGM 52)

AB CDEF G H T J KTULM

Figura 17. Modelos de especies probados mediante BFD.

Los modelos K y L obtuvieron los valores mas altos de FB con 19.12 y 11.84
respectivamente, y representan los unicos dos modelos “decisivos” con valores de FB >10

(cuadro 15). La hipotesis K comprende tres especies, la primera incluye a R. cuneata + los
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haplotipos de R. forbesi, la segunda incluye a todos los haplotipos de R. marcellae + R. cf.

marcellae, y R. macdugalli representa a la tercera especie. EI modelo L es similar, con la

diferencia de que identifica a los haplotipos de R. cf. marcellae como una especie diferente de R.

marcellae y por consiguiente esta hipotesis sugiere cuatro especies.

Cuadro 15. Valores de verosimilitud marginal (VM) y factores de bayes (FB) de cada hipétesis

probada mediante BFD.

Hipotesis MV FB
M -2384.656
C -2385.408 1.504
H -2386.163 3.015
B -2387.055 4.798
G -2387.745 6.179
J -2387.849 6.386
E -2387.904 6.496
I -2388.259 7.206
F -2388.542 7.771
D -2388.899 8.485
A -2389.010 8.708
L -2390.578 11.843
K -2394.218 19.123

Discusién de resultados

Analisis estadistico

La discordancia entre los resultados obtenidos con caracteres morfométricos, con respecto a

los caracteres meristicos y cualitativos, sugiere que no existen diferencias significativas de las

medidas corporales que sirvan como base para la formacién de grupos, la matriz de correlacion
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construida a partir de estos datos obtuvo las correlaciones mas altas entre sus variables; sin
embargo, sus valores de —P fueron también los méas grandes, motivo por el cual esta prueba no
fue estadisticamente significativa (Jackson, 1993; Restrepo y Gonzalez, 2007), esta falta de
variabilidad explica que las funciones discriminantes clasifican correctamente sélo el 68.4% de

las muestras (Vicente-Villardon, 2006).

Por otro lado, los conjuntos de variables de los datos meristicos y cualitativos mostraron los
valores de —P maés bajos, por lo que ninguno carecia de significancia estadistica, sin embargo, fue
el andlisis con los valores méas bajos de correlacion entre las variables, estos dos factores
afectaron el andlisis de componentes principales debido a que la variabilidad original se
distribuyd entre un nimero mayor de variables, reduciendo el poder explicativo de cada uno de
los componentes (Jackson, 1993), por lo que solo representan el 72.3% de la informacion
original con los primeros cuatro, lo anterior se observa en la grafica de sedimentacién (Fig. 9)
donde la curva formada por los Eigenvalor, no se aproxima a la asintota y en cambio describe
una linea proporcional entre los primeros dos componentes, lo que indica que existe cierto grado

de correlacion entre estos (Jolliffe, 2002; Carmona, 2014).

Tanto los analisis con caracteres meristicos y cualitativos como los que utilizaron los tres
tipos de datos, muestran que existen al menos tres morfoespecies definidas, en particular las
pruebas que utilizaron todos los caracteres parecen ser las mejor sustentadas, ya que al incluir el
maximo numero de caracteres se explota de igual forma todo el potencial fenotipico, que resulta
en mayor evidencia para delimitar especies (Puorto et al., 2001; Lee et al., 2007; Rivera, 2013).
Al igual que con el anélisis de datos morfométricos, la matriz de correlacion de los caracteres
meristicos, tuvo valores altos de correlacion entre sus conjuntos de variables, pero a diferencia

del primero los valores de —P, indicaron que estas correlaciones eran significativamente
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diferentes, ésto se debe a que al combinar las propiedades de las dos pruebas anteriores, los
cuadrados de las desviaciones estandar formaron distribuciones normales (Downie y Heath,
1971; Jackson, 1993; Carmona, 2014), con lo que los primeros componentes del ACP pueden
explicar mejor toda la informacion contenida en las variables originales (81.5%), de igual
manera los valores de —P < 0.05 del andlisis de funciones discriminantes hacen que no se rechace
la hipotesis nula, ya que se logro clasificar el 100% de las muestras examinadas dentro de tres

unidades taxondmicas.

Analisis filogenético

En general los &rboles obtenidos a partir de ML e IB son similares, lo cual aumenta la
robustez de la reconstruccion filogenética (Pefia, 2011), en ambos casos la formacion de tres
clados dentro del grupo decorata parece ser consistente con la morfologia de las especies que los
conforman, particularmente en el Clado C, la mayoria de las especies que lo conforman cuentan
con una linea postocular inclinada (Smith, 1942; Smith y Langebartel, 1949; Tylor, 1949; Myers,
1974), por lo que la inclusién de R. macdougalli como grupo hermano de R. marcellae y R. cf.
marcellae es consistente. En el segundo grupo la relacion de R. cuneata, como especie hermana
de los haplotipos de R. forbesi se encuentra soportada en el andlisis bayesiano (Pp = 0.97).
Ambas especies tienen similitudes morfoldgicas, como la posicion y composicion de la linea
lateral, pero difieren en el patron de la cabeza, ya que R. cuneata, presenta una marca en forma

de cufia ((Myers, 1974; Luria-Manzano et al., 2014).
Limite de especies
La delimitacion de tres especies obtenida por WP parece confiable, ya que estas cuentan con

caracteristicas morfolégicas que sirven para identificarlas entre si, ademas de que los resultados
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del analisis estadistico apoyan fuertemente la hipotesis. La distribucion de los haplotipos de cada
especie no es exclusiva a cada grupo, lo que representa conflictos en la clasificacion a nivel de
especie, el ejemplar Hueyapan NA se encuentra en la misma zona geografica que los ejemplares
de R. cf. marcellae; sin embargo, ambos analisis filogenéticos agrupan a este individuo en el
mismo clado que los demas haplotipos de R. marcellae y la presencia de un collar nucal, por lo

que su asignacion a R. marcellae se encuentra soportada.

Wiens y Penkrot (2002) mencionan que, para alcanzar resultados 6ptimos con el método, es
adecuado tener el mayor nimero de muestras de cada localidad como sea posible, por lo que la
delimitacién realizada en el presente estudio podria no ser la que mejor represente el nimero real
de especies, debido a que no en todos los casos se tuvieron disponibles el minimo de dos
muestras por cada localidad requerido por el modelo (Wiens y Penkrot, 2002; Sites Jr y

Marshall, 2003).

En cuanto a los limites encontrados por los criterios de descubrimiento, GMYCs parece
subestimar el nimero de especies (dos), mientras que GMYCm y bPTP las sobreestiman (siete y
ocho respectivamente), estos resultados no son concordantes con la morfologia y distribucion,
especialmente con las secuencias Hueyapan NA y Tlanchinol NA que son asignadas como
especies individuales, y en la que no hay diferencias morfoldgicas evidentes entre estos
ejemplares, y los asignados a R. marcellae. Por otra parte, el ejemplar MZFC 5134 de R. forbesi
es asignado como una especie independiente por los métodos GMYCm y bPTP, esta hipdtesis
parece poco probable ya que la descripcion de este individuo incluida en el articulo de Nieto-
Montes de Oca y Mendelson (1997), coincide con la descripcion original de R. forbesi de Smith

(1942) y con los ejemplares de este taxon revisados en el presente estudio.

PTP en su version clasica parece ser el método que mejor se ajusta a la evidencia morfoldgica
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y geografica, la asignacion de MZFC 5134 como una especie distinta puede explicarse tomando
en cuenta que PTP se basa en el nimero de sustituciones para encontrar la coalescencia, de modo
que las longitudes de ramas largas (Figs. 17 y 18) pueden influir en el resultado del analisis
(Zhang et al., 2013). Por su parte GMYC se basa en el tiempo para encontrar la coalescencia y al
ancestro comun mas préximo, por lo que depende completamente de la calidad del analisis
ultramétrico empleado (Pons et al., 2006; Ceccarelli et al., 2012) y al no tener mas secuencias
disponibles para R. macdougalli y R. cuneata, se pudo ver afectado el tamafio poblacional (6) por
lo que el threshold o el punto de transicién en el que cada rama representa a una especie, se
afecta de tal manera que puede causar un sesgo en el tiempo en que se calculaba (Fujita et al.,
2012; Fujisawa y Barraclough, 2013), en el modo “single threshold” este punto se recorrio muy
atras en la escala temporal, de modo que solo se pudieron establecer dos ramas, correspondientes
a las dos especies que arroja como resultado, mientras que en el modo “multiple threshold” en el
gue se toman en cuenta dos umbrales, estos se sitlan en un tiempo muy reciente donde las ramas
concuerdan con los nodos mas internos, creando de esta manera una sobreestimacion del niumero
de especies, al considerar mas eventos de especiacion de los que probablemente existen, esta
sobrevaloracion de especies por parte de GMYCm ya ha sido documentado antes (Esselstyn et

al. 2012; Schwarzfeld y Sperling, 2015; Jesus-Bonilla et al., 2017).

El criterio de validacion (BFD), tiene resultados muy parecidos en sus dos mejores modelos,
ambos consideran que R. cuneata y R. forbesi son una sola entidad taxondémica y la Unica
diferencia que tienen es si separan 0 no a los haplotipos de R. cf. marcellae como un taxon
independiente, el modelo mas soportado (K) no reconoce a los haplotipos de R. cf. marcellae
como especie, lo que no coincide con las observaciones morfologicas, y ya que ambos valores

fueron decisivos también se tomé en cuenta el segundo mejor modelo (L), en el que estas
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secuencias son reconocidas como un taxon (Bryson Jr et al., 2014; Solano-Zavaleta y Nieto-
Montes de Oca, 2018). Por otra parte, BFD parece trabajar bien aun con el uso de un solo loci
(Yu et al., 2017), aunque es méas exacto al usar datos multiloci provenientes de genes

mitocondriales y nucleares en conjunto (Grummer et al. 2014; Leaché et al., 2014).

El nimero de especies que sugiere cada criterio varia en cuanto a su himero y composicion;
sin embargo, en este trabajo se plantea una hipdtesis de limites de especie tomando en cuenta
tres observaciones: a) existen especies que solo aparecen en dos métodos y cuentan con solo una
muestra cada una, b) hay dos agrupaciones de secuencias que permanecen invariables en todos
los métodos (UOGV 3025 + UOGV 3058 + UOGV 3068 y ANMO 4339 + JCSG 22) y c) hay
tres grupos (R. macdougalli, los ejemplares identificados como R. cf. marcellae y el conjunto de
R. cuneata + los haplotipos de R. forbesi) que si bien, no son constantes en todos los modelos, si
coinciden en la mayoria de las hipotesis (Fig. 18). De este modo, el estatus especifico de las
primeras no esta soportado, ya que no se encontraron diferencias morfologicas que apoyen estas
hipétesis, por lo que son descartadas; las segundas tienen consistencia morfoldgica y geogréafica
entre si, y representan la base de las especies R. forbesi y R. marcellae; por ultimo los grupos R.
cf. marcellae y R. cuneata tienen apoyo morfoldgico, ya que todos los ejemplares identificados
como R. cf. marcellae presentan caracteristicas morfologicas (mencionadas abajo), diferentes a
R. marcellae y R. forbesi (Smith, 1942; Tylor, 1949; Myers, 1974, Nieto-Montes de Oca y
mendelson, 1997), mientras que R. macdougalli tiene un menor nimero de escamas ventrales
que todos los ejemplares revisados en este estudio (Myers, 1974). Por otra parte, R. cuneata se
distingue de las demas especies del grupo decorata por tener marca clara en forma de cufia en la
parte posterior de la cabeza (Myers, 1974), y aunque esta caracteristica varia en cuanto a su

posicidn, se considera que es taxonémicamente determinante para identificar esta especie (Luria-
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Manzano et al., 2014), ninguno de los ejemplares de R. forbesi que se revisaron en este trabajo
cuentan con esta marca por lo que se descarta que constituyan una misma especie con R.
cuneata.

R. macdougalli (MZF C 7380)

— R. marcellae (Tlanchinol NA)

— —— R. marcellae (Hueyapan NA)

R. marcellue (ANMO 4339)

R. marcellae (JCSG 22)
I: R. cf. marcellae (MZF C 5315)
7 R. cf. marcellae (MZF C 24585)

R. forbesi (MZFC 5134)

R. forbesi (UOGY 3068)

R. forbesi (UOGYV 3058)

R. forbesi (UOGYV 3025)

R. cuneata (DGM 52)

ACP WP  GMYCs GMYCm PTPml bPTP  BFD

Figura 18. Resultados de cada método utilizado para delimitar especies.

La mayor parte de evidencia incluida: analisis morfoldgicos, filogenéticos y de limite de
especies, sugieren que los haplotipos y ejemplares asignados como R. cf. marcellae representan
una entidad taxonomica diferente de R. marcellae y R. forbesi. A diferencia de R. marcellae,
ninguno de los ejemplares de R. cf. marcellae cuenta con vermiculaciones en la cabeza ni un
collar nucal (Tylor, 1949; Nieto-Montes de Oca y Mendelson, 1997), mientras que a diferencia
de R. forbesi, todos los individuos presentan una linea postocular clara que baja hasta por detras
de la boca y sube para unirse a la linea lateral de manera continua (Fig. 19C), en R. forbesi la
linea postocular desaparece detras de la boca, por lo que no es continua con las bandas laterales
(Fig. 19A) (Smith, 1942; Myers, 1974). Por su parte, R. marcellae forma un clado consistente
con la morfologia, debido a que todos los ejemplares cuentan con un collar nucal (completo o
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incompleto) que se extiende desde la linea vertebral hacia las lineas laterales (Fig. 19B)
(Taylor,1949, Myers, 1974; Hernandez-Garcia y Mendoza-Quijano, 1994; Nieto-Montes de Oca
y Mendelson, 1997; Canseco-Marquez et al., 2000), cabe aclarar que aunqgue la linea clara esta
presente en algunos ejemplares de R. forbesi y R. cf. marcellae, esta queda confinada solo a la
linea media vertebral, ocupando alrededor de tres escamas de largo, pero en ningln caso se
proyecta hacia las lineas laterales como es el caso de todos los ejemplares de R. marcellae

revisados en el presente trabajo.

Figura 19. Vistas dorsal y lateral de los patrones de la cabeza en R. forbesi (A), R. marcellae (B)
y R. cf. marcellae (C).

Se encontr6 que algunas de las caracteristicas histéricamente consideradas diagnosticas para

separar a R. marcellae de R. forbesi (Smith, 1942; Tylor,1949, Myers, 1974; Nieto-Montes de
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Oca y Mendelson, 1997) parecen no ser exclusivos de alguna de las especies, por ejemplo: la
linea oscura vertebral con los centros claros se consideraba propia de R. marcellae y ausente en
R. forbesi (Tylor, 1949; Myers 1974; Nieto-Montes de Oca y Mendelson, 1997); las
vermiculaciones en la cabeza supuestamente presentes solo en R. marcellae se encontraron en
algunos de los ejemplares de R. forbesi (Nieto-Montes de Oca y Mendelson, 1997), por lo que

estos caracteres no son Utiles para separar ambas especies.

Consideraciones taxonémicas

A partir de los analisis realizados en este trabajo y siguiendo el concepto filogenético de
especie (Cracraft, 1983), R. marcellae y R. forbesi son dos especies diferentes con una
distribucion alopatrica (Fig. 20), y las muestras identificadas como R. cf. marcellae, constituyen
una especie aun no descrita (Rhadinaea sp.) y de distribucion simpatrica con respecto a R.
marcellae, ya que ambas suceden en la parte de la Sierra Norte de Puebla, mientras que la
simpatria con respecto a R. forbesi es sugerida por el ejemplar UOGV 3026, proveniente de Los
Reyes, Veracruz. Esta localidad se encuentra a solo 5 km de distancia de Zongolica, donde se
colectaron ejemplares de R. forbesi (Fig. 20), la morfologia de este ejemplar coincide con las de
los demas ejemplares de Rhadinaea sp., por lo que su asignacion a este grupo parece correcta;
sin embargo, no se pudo secuenciar ADN de este individuo, por lo que no es posible afirmar que
la distribucion de Rhadinaea sp. sea continua desde la Sierra Norte de Puebla hasta la Sierra de

Zongolica.
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Descripcion de las especies propuestas:

Rhadinaea sp., es una especie que se distribuye en la Sierra Madre Oriental, en la Sierra Norte
de Puebla y en la Sierra de Zongolica, Veracruz, en bosque de pino y bosque mesofilo de
montafa, se caracteriza por tener una linea postocular clara inclinada que corre desde la parte
posterior del ojo hasta por detrds de la boca, sube y sigue continua hacia la linea lateral, la cual
abarca alrededor de una escama de grosor. El color base de la parte dorsal es café claro, presenta
una linea media vertebral con los centros de cada escama claros, puede presentar una linea clara
transversal en la parte de la nuca, pero solo en la linea vertebral, nunca extendiéndose hacia las
lineas laterales. Se diferencia de R. marcellae por no tener un collar nucal, de R. forbesi y R.
macdougalli, por la continuidad de la linea postocular hacia la linea lateral y de R. cuneata por la
ausencia de la mancha en forma de cufia (Myers, 1974, Nieto-Montes de Oca y Mendelson,

1997).

Rhadinaea marcellae, habita en la parte norte y centro de la Sierra Madre Oriental, desde la
region huasteca de San Luis Potosi hasta la Sierra Norte de Puebla, habita principalmente en
bosque mesdéfilo de montafia, se caracteriza por tener una linea clara postocular que llega hasta
detras de las escamas supralabiales, eéstas se unen a ambos lados por un collar nucal blanco, que
puede ser completo o incompleto en algunos casos, pero siempre extendiéndose hacia los lados
de la linea media dorsal, tiene una linea media vertebral con los centros de cada escama claros y
algunos ejemplares presentan vermiculaciones (manchas en forma de gusano) en la parte dorsal
de la cabeza. Se diferencia de las demas especies del grupo decorata por la presencia de un collar
nucal completo o incompleto que une a ambos lados las lineas postoculares (Tylor, 1949; Myers,

1974; Nieto-Montes de Oca y Mendelson, 1997).
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Rhadinaea forbesi, se distribuye en el estado de Veracruz, en algunas localidades de la parte
sur de la Sierra Madre Oriental, cercanas a la ciudad de Xalapa y en algunos puntos de la Sierra
de Zongolica, habita principalmente en bosque de pino, se caracteriza por tener una linea clara
postocular inclinada, que desaparece detras de la ultima escama supralabial, puede presentar una
linea media dorsal oscura y continua, o una linea con los centros de cada escama claros, su color
base es café oscuro. Se diferencia de R. marcellae por la ausencia de un collar nucal que conecta
las lineas laterales, de Rhadinaea sp. por la linea postocular que baja hasta por detras de la linea
de la boca, pero no vuelve a subir para juntarse con las lineas laterales, de R. cuneata por la
ausencia de una mancha blanca en forma de cufia y de R. macdougalli por tener un mayor

numero de ventrales (Smith, 1949; Myers ,1974; Nieto-Montes de Oca y Mendelson, 1997).
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. R. marcellae
A Rhadinaea sp.
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Figura 20. Mapa de distribucidn de las especies propuestas: R. marcellae (circulos verdes),

19°

Rhadinaea sp. (triangulos amarillos) y R. forbesi (rombos rojos).
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Conclusiones

e EIl andlisis filogenético demuestra que Rhadinaea sp. forma un taxén monofilético

independiente de R. marcellae y R. forbesi.

e El analisis estadistico comprueba que existen tres entidades morfoldgicas en el grupo de

estudio, las cuales son concordantes con los analisis filogenéticos.

e Los métodos basados en la coalescencia demuestran que en el complejo marcellae-

forbesi existen al menos tres especies: R. marcellae, R. forbesi y Rhadinaea sp.

e El espécimen documentado por Nieto-montes de Oca y Mendelson (1997) se ajusta con
la descripcidn elaborada para Rhadinaea sp., por lo que su asignacion a este taxdn parece

adecuada.

e Es necesario incluir muestras de R. macdougalli y R. cuneata para resolver mejor las
relaciones con respecto a R. marcellae, R. forbesi y Rhadinaea sp. EI muestreo de un
mayor numero ejemplares por cada localidad, ademéas de incluir anlisis filogenéticos
utilizando datos multiloci, podria conducir a mejores resultados en los métodos utilizados

para delimitar especies.
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Apendice |. Cuadro de ejemplares usados en este estudio con sus localidades y coordenadas

geograficas, se muestra también que datos se obtuvieron de cada ejemplar (SLP = San Luis

Potosi, Alt = Altitud, Sec = secuencia de DNA, Mor = datos morfométricos,

meristicos y cualitativos).

Mer = Caracteres

Ejemplar Especie Localidad Latitud Longitud Alt Sec Mor Mer
MZFC 24585  cf. marcellae  Xocayucan, Tlatlauquitepec, Puebla. 19.861058 -97.505301 2010 X X X
ANMO 4339 marcellae Finca Santa Moénica, Xilitla, SLP. 21.392457 -98.999368 705 X X X
EBUAP 1583  marcellae Xalpanat, E of Cuetzalan, Puebla. 20.0030556  -97.468888 820 X X
EBUAP 1592  cf. marcellae <™ SE San Miguel Tzinacapan, 20.003055  -97.550000 1040 X X
Cuetzalan, Puebla.
EBUAP 1593  cf. marcellae AProx 150 m Oeste villaHermosa, 1 geaa033 97533333 1480 X X
Cuetzalan, Puebla.
Hueyapan NA  marcellae Hueyapan, Puebla. 19.953484  -97.447581 774 X X X
IBH 19726 forbesi Petlacala, Veracruz. 18.779722  -97.103889 1100 X X
IBH 29710 forbesi Petlacala, Veracruz. 18.779722  -97.103889 1100 X X
IBH 29711 forbesi Petlacala, Veracruz. 18.779722  -97.103889 1100 X X
IBH 29712 forbesi Petlacala, Veracruz. 18.779722  -97.103889 1100 X X
IBH 29713 forbesi Petlacala, Veracruz. 18.779722  -97.103889 1100 X
IBH 3845 forbesi El negro 6km SE las Vigas, 10.917777  -97.020250 607 X X
Veracruz.
IBH 6896 marcellae Tepango de Rodriguez, Puebla. 20.010000 -97.800000 800 X X
JAC26030  marcellae  Municipalidad Tlanchinol: La 20978264  -98.647894 1280
Cabafia, Hidalgo.
JCO1 marcellae Xilitla, SLP. 21.480343 -99.108050 1280
JCO02 marcellae Xilitla, SLP. 21.485318 -99.127749 1405
JCSG 22 marcellag  Rancho San Nicolasillo, Sierra de 21248326 -97.910317 1064 X X X
Otontepec, Veracruz.
MZFC5134  forbesi 8Km NE Xalapa,S Banderillo R"El 14 5og989 96043643 1548 X
Alamo", Veracruz.
MZFC5315  cf marcellae 2°Km NE Zacatlan, Zaragoza- 20099147 -97.790608 600 X
Huachinango, Puebla.
JCSG 86 forbesi Finca Santa Martha, Zongolica, 18.674700  -97.025900 1613 X X
Veracruz.
KU 26733 forbesi Las Vigas, Veracruz. 19.636667  -97.100000 1295
LCM 1322 marcellae ? ? ? ? X
LSUMZ 271 marcellae Xilitla, SLP. 21.423255 -98.945167 439

74



Ejemplar Especie Localidad Latitud Longitud Alt Sec Mor Mer
MZFC 31340  marcellae Meztitlan, Hidalgo. 20.677900 -98.684500 2018 X X
MZFC5325  cf. marcellae Soroa 0° Tepango de Rodriguez, 20.004167  -97.792500 750 X
MZFC5860  marcellae iﬁaﬁﬁafo?ﬂ'ﬂ!%? Arroyo de 21008333  -98.541667 1500 X
Tlanchinol NA  marcellae Tlanchinol, Hidalgo. 20.965716  -98.672745 1495 X

UOGV 3025 forbesi La joya, Acajete, Veracruz. 19.609866  -97.023133 2168 X X
UOGV 3026 cf. marcellae  Los reyes, Veracruz. 18.674728  -97.045455 1791 X X
UOGV 3058 forbesi \F/':éiif‘zma Martha, Zongolica, 18.674900 -97.025700 1618 X X X
UOGV 3068 forbesi \F/'Q&iijazma Martha, Zongolica, 18.674885 -97.025821 1615 X X X
UTA R-12410 marcellae 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo. 21.028726  -98.638805 1510 X
UTA R-12411 marcellae 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo. 21.028726  -98.638805 1510 X
UTAR-12412 marcellae 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo. 21.028726  -98.638805 1510 X
UTA R-12413 marcellae 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo. 21.028726  -98.638805 1510 X
UTAR-12414 marcellae 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo. 21.028726  -98.638805 1510 X
UTA R-12415 marcellae 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo. 21.028726  -98.638805 1510 X
UTA R-12416 marcellae 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo. 21.028726  -98.638805 1510 X
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Apendice I1. Secuencias usadas en los analisis filogenéticos y de limite de especies

Coniophanes sp. (MZFC 15533)

TCTTGGGTTCACAACAACAATGCTCTTTTTTATGCAACAAGGGCAGGGGTTGGGTATCTATGATTTTAT
TTTCCGATCCGCTTTGTAGGGGATTTGTAAGGAAGAATAGGAAGTACAGGATGGAGGTTGTTTGGCCA
ATGTGTGTGAATGGTGGTTCTACAGGTTTAGTGGCTGCTCATGTGATTATTATGAATGTGGTGATTAGT
GTTCAGAATATGAGTTGGGTAAGTGGGCGAAAGGTTATTGGTCGGAGGTGGGATGTGTGTGTGAATGG
TCGTTGTGAGTAGGATGGTGATTGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCGAGTTTATTTGGGATCGATCG
TAGGATTCCATAGGCAAATAGAAAGTACCACTCTGGTTTAATGTGTTGTGGTGTTACTATGGGATTTGC
TTTGGAGATGTTTTCTGGATCATTAAAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Hypsiglena jani (CAS 228960)

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTAGGTATTTATGATTT
TGTTTTCTGATCAACCCAGGATTGGGTTCATAATGAAGAATAAGAAGTATAGGATGGAGGTAGTTTGG
CCGATAGAGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTGGCTGCTCATGTAATTGTTATGAATGTAGCGATT
AGTGTTCAAAATATTAGTTGGGTGAGTGGGCGGAAGGCTATGGATCGAACGTTGGATGTGTGTGTGAA
TGGTGATGTAAGCAGGATGGCAATTGATATAACTAGGGCTATTGTTCCTCCAAGCTTATTTGGAATGG
ATCGTAGAATGCCGTAGGCAAATAGAAAGTACCATTCTGGTTTGATGTGTTGTGGTGTTACTATTGGAT
TGGCTTTTGAGAAGTTTTCTGGATCATTAAAAATATTGGGGGTGAATGACAGAATCATAAATAATAGG
GTGATAAGTAGGGTTAACATTAAGGTGTCTTTGTAAGAGTGGTATGGGTGAAATGGAATTTTGTCAAT
ATCTGAATTTGTTCCGAGTGGGTTGCTAGAACCTTCGTTGTGGAGGAGTATGATATGGATGGAAGATA
GTGAAATGATAGCGAATGGGAGGATGAAGTGCAGTGCAAAGAATCGTGTGAGGGTTGGGTCGTTGAT
GGAGAAACCACC

R. bogertorum (CIG 739)

TCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTAGTTTAAGCTACTAGGACGAAGATTAGATGTTTATAATTTTGT

TTTCTGATCAACCTAGTAGGGGGTTTGTAAGAAAGAATAAGAAGTATAGGATGGAGGTTGTTTGGCTG
ATAATGATGAATGGTGGCTCTACTGGTTTAGTGGCTGCTCATGTGATTGTTATGAATGTGGCAATTAAT
ACTCAGAACATAAGTTGAGTTAGTGGACGGAATGTTATTGGTCGTATGTGGGATGTGTGAGTAAATGG
GGTTGTAAGTAGAATAGCGATGGATATAATCAAGGCCAAGGCTCCCCCTAATTTATTCGGAATTGATC

GTAGAATTCCGTAAGCAAATAAGAAGTATCATTCTGGTTTGATGTGTTGTGGTGTTACTATAGGGTTAG
CTTTAGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTAAAAATGTTGGGAGAAAATGATAGGATAATGAATATCAGGGTA

76



ATAATAATGTAATNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNN

R. cf. Marcellae (MZFC 24585)

CCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTTTGTT
TTCTGATCAGCCCAGTAGTGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGGATGGAGGTCGTTTGTCCAA
TAAGTGTGAATGGTGGCTCTACTGGTTTGGTGGCGGCTCACGTGATTGTTATGAATGTAGCGATCAGG
GTTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGACGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGGGTGAATGG
GGTTGTGATAAGGATAGCGATAGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCCAGTTTATTTGGGATAGATC
GTAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAGTATCATTCTGGTTTGATGTGTTGTGGTGTTACCATGGGGTTAG
CTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTAAAAATGTTGGGGGAGAATGTTAAGATGATAAATATTATAGTA
ATAAGGATGGTTAATATTATGGTGTCTTTGTAGGAGTGGTATGGGTGAAATGGGATTTTGTCAATGTCT
GAGTTTGTTCCTAGGGGGTTGTCGGAGCCTTCATCGTGTTGCTTCAATATGTGGATTGAGGATATTAAG
ATGATGGCGAATGGTACGATGAAGTGTAATGCGAAGAATCGTGTCAGGCTTGGGTCATTAATAGAGA
AACCCCC

R. cf. marcellae (MZFC 5315)

TCTTTGGTTTACAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTTTGTT
TTCTGATCAGCCCAGTAGTGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGGATGGAGGTCGTTTGTCCAA
TAAGTGTGAATGGTGGCTCTACTGGTTTGGTGGCGGCTCACGTGATTGTTATGAATGTAGCGATCAGG
GTTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGACGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGGGTGAATGG
GGTTGTGATAAGGATAGCGATAGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCCAGTTTATTTGGGATAGATC
GTAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAGTATCATTCTGGTTTGATGTGTTGTGGTGTTACCATGGGGTTAG
CTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTAAAAATGTTGGGGGAGAATGTTAAGATGATAAATATTATAGTA
ATAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

R. cuneata (DGM 52)

NNNNNNNNNNNCAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGATTAGGTATTTATGATTTTG
TTTTCTGACCAGCCCAGTAATGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGAATGGAGGTTGTTTGTCC
AATAAGTGTGAATGGTGGTTCTACTGGTTTAGTGGCGGCTCATGTAATTGTTATGAATGTAGCGACTAA
GGTTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACGTGGGCTGTGTGAGTGAATG
GGGTTGTAGTAAGAATAGCAATAGATATGATTAGGGCTATGGTTCCCCCCAGTTTATTTGGGATTGATC
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GTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAGTACCACTCTGGTTTAATGTGCTGTGGTGTTACCAGGGGGTTA
GCTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCATTAAAGATGTTGGGGGAGAATGTTAAAATAATGAATAATAGAGT
AATGAGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

R. decorata (MZFC 13133)

TCGGTGGACAAGAACAACGCTTTAAAGGTTTAAGCTATTAGAGCAGTGGTTAGGTATTTATGATTTTGT
TTTCTGATCAGCCCAGTAGGGGGTTTGTGATGAAGAAAAGGAAGTATAGAATGGAGGTTGTTTGTCCA
ATTAGAGTAAATGGGGGTTCTACGGGTTTGGTGGCTGCTCATGTAATTGTTATGAATGTGGCAATTAG
GGTTCAGAATATAAGTTGGGTTAGGGGTCGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGATGTGTGGGTAAATG
GTGTTGTGAGAAGGATGGCAATGGATATTACTAGGGCTAAGGTTCCGCCTAGTTTGTTTGGGATAGAT
CGGAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAATATCATTCGGGTTTAATGTGTTGTGGTGTAACCATGGGGTT
AGCTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTGAAGATGTTAGGGGTGAATGATATAATAATGAATAGTAGGG
TAATAAGAATAATAAAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

R. forbesi (MZFC 5134)

TCTTTGGTTTACCAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGGCTAAGTGTTTATGATTTTGTT
TTCTGATCAGCCCATTAATGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGAATGGAGGTTGTTTGTCCAA
TAAGTGTGAATGGCGGCTCTACTGGTTTGGTGGCGGCTCATGTAATTGTTATGAATGTAGCGACTAAG
GTTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGAGTGAATGG
GGTTGTAATAAGGATAGTGATAGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCTAGTTTATTTGGGATTGATCG
TAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAATATCACTCTGGTTTAATGTGCTGTGGTGTTACCAGGGGGTTGG
CTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCATTAAAAATGTTGGGAGAGAATGTTAAGATGATAAATAATAGAGTA
ATAAGAAAGGTTACTACTATGGTGTCTTTGTAGGAGTCATATGGGTGTAATGCGATTTTGTCAAAGTCT
GAGCATGTTCCTAGGTGCTCGCTGGAGCCTTCATATTTTGTATGATTCATCCGAATGGGACATAGTGAG
ATGATGGCGAATGGTAAGATGAAGTGTAATGCGAACAATCGTGTTAGGGTTGGGTCTGTAATGGACAA
GCCcccC

R. forbesi (UOGV 3025)

TCTTTGGTCCTCAAGAACCATGCTCTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGGCTAAGTGTTTATGATTTTGTT
TTCTGATCAGCCCATTAATGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGAATGGAGGTTGTTTGTCCAA
TAAGTGTGAATGGTGGCTCTACTGGTTTGGTGGCGGCTCATGTAATTGTTATGAATGTAGCGACTAAG
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GTTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGAGTGAATGG
GGCTGTAATAAGGATAGTGATAGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCTAGTTTATTTGGGATTGATCG
TAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAGTATCACTCTGGTTTAATGTGCTGTGGTGTTACCAGGGGGTTGG
CTTCTGAGAAGATTGCTGGGTCATTAAAAATGTTGGGAGAGAATGTTAAGATGATAATTTATAGAGTA
ATAATAAGGGTCAGTATTAGGGTGTCTTTGTAGGAGTGATATGGGTGGAATGGGATTTTGTCAATGTC
TGAGTTTATTCCTAGGGGGTTGCTGGACCCTTCATTGTGAAGGAGTATAATGTGAATTGAGGATAGTG
AGATGATGGCGAATGGTAAGATGAAGTGTAGTGCGAAGAATCGTGTTAGGGTTGGGTCATTAATGGA
GAAGCCCCC

R. forbesi (UOGV 3058)

TCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGGCTAAGTGTTTATGATTTTGTT
TTCTGATCAGCCCATTAATGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGAATGGAGGTTGTTTGTCCAA
TAAGTGTGAATGGCGGTTCTACTGGTTTGGTGGCGGCTCATGTAATTGTTATGAATGTAGCGACTAAG
GTTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGAGTGAATGG
GGTTGTAATAAGGATAGTGATAGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCTAGTTTATTTGGGATTGATCG
TAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAGTATCACTCTGGTTTAATGTGCTGTGGTGTTACCAGGGGGTTGG
CTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCATTAAAAATGTTGGGAGAGAATGTTAAGATGATAAATAATAGAGTA
ATAAGAAGGGTAAGTATTAGGGTGTCTTTGTAGGAGTGATATGGGTGAAATGGGATTTTGTCAATGTC
TGAGTTTGTCCCTAGGGGGTTGCTGGATCCTTCATTGTGAAGGAGTATAATGTGAATTGAGGATAGTG
AGATGATGGCGAATGGTAAGATGAAGTGTAGTGCGAAGAATCGTGTTAGGGTTGGGTCATTAATGGA
GAAGCCCCC

R. forbesi (UOGV 3068)

TCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGGCTAAGTGTTTATGATTTTGTT
TTCTGATCAGCCCATTAATGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGAATGGAGGTTGTTTGTCCAA
TAAGTGTGAATGGCGGTTCTACTGGTTTGGTGGCGGCTCATGTAATTGTTATGAATGTAGCGACTAAG
GTTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGAGTGAATGG
GGTTGTAATAAGGATAGTGATAGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCTAGTTTATTTGGGATTGATCG
TAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAGTATCACTCTGGTTTAATGTGCTGTGGTGTTACCAGGGGGTTGG
CTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCATTAAAAATGTTGGGAGAGAATGTTAAGATGATAAATAATAGAGTA
ATAAGAACGTAAAAATNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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R. fulvivittis (JLAL 171)

TCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTAATGTAAGCTACTAGGACTAAGACTAGGTATTTATGATTTTGT
TTTCTGTTCAACCCAGTACTGGGTTTGTGATGAAGAATAAAAAGTATAAAATGGAGGTTGTTTGGCCA
ATAATGGTAAATGGCGGTTCTACTGGTTTGGTGGCTGCTCATGTGATTGTTATAAATGTGGCGATTAAT
ACTCAGAAAATAAGTTGAGTTAGTGGACGGAATGTTATTGGTCGTATGTGGGATGTGTGGGTAAATGG
GGCTGTAAGTAGAATAGCGATGGATATAATCAAGGCCAAGGTTCCCCCCAACTTATTTGGAATTGATC
GTAGAATTCCGTAAGCAAATAGGAAGTACCACTCTGGTTTAATGTGTTGTGGTGTTACTATGGGGTTG
GCTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTCGAAGATGTTAGGGGTAAATGATAAGATGATAAATATTAGGGT
GATGATAGTGGTTAGTATTAGGGTGTCTTTATAGGAGTGATAGGGGTGAAATGGGATTTTGTCAATAT
CTGAGTTTGTCCCCAGAGGGTTGTTGGAGCCCTCATTATGAAGAAGTATGATATGGATGGAAGACAGT
GAGATGATGGCAAATGGTAAGATAAAGTGAAGTGCGAAGAATCGTGTTAAGGTGGGATCATTAATAG
AGAAGCCCCC

R. gaigeae (AMH 674)

TCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACCAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTTTATT
TTCTGACCAACCCAGTAATGGATTCATAATGAAGAATAGGAAGTATAGGATGGAGGTTGTTTGGCTAA
TAAGGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTGGCTGCTCAAGTGATTGTTATAAATGTAGCGACTAGT
GTTCAAAATGTAAGTTGTATTAGGGGGCGGAATGTTATTGGCCGTATGTGTGATGTGTGGGTAAATGG
GGTTGTGATTAGAATAGTAATTGATATGATTAAGGCTAAGGTGCCCCCCAGTTTATTCGGGATAGATC
GTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAATATCATTCCGGTTTAATGTGTTGTGGTGTTACTATGGGATTGG
CCTTTGAAAAGTTCTCTGGGTCGTTAAAAATGTTGGGGGAGAATGTCAGGATAATAAATAGTGAGGTG
ATAAGGGTGGTTAATATTATAATATCTTTGTAGGAGTGGTAGGGGTGGAATGGGATTTTATCAATATCT
GAGTTTGTTCCTAGTGGGTTGTTAGAGCCTTCGCTATGTAGGAGTATGATGTGAATGGAGGATAATGA
GATAATAGCGAATGGTAGGATAAAGTGTAGTGCAAAGAATCGTGTTAAGGTGGGATCATTAATGGAG
AAACCCCC

R. godmani (ENS 7810)

NNNNNNNNNNNCAAGAACAATGCTTTAGATTAAGCTACTAGAGCTGTGGCTAGGTATTTATAATTTTG
TTTTCTGATCAACCCAATATTGGGTTGATCATGAAGAATAAAAAGTATAAGACAGAGGTTATTTGGCC
AATAAGGGTGAATGGTGGTTCTACGGGTTTAGTGGCGGCTCATGTCATTGTTATGAATGTGGCGATTA
GTGTTCAAAATATGAGTTGGGTTAGTGGGCGGAAAGTTATTGATCGTACACGGGATGTGTGGGTAAAT
GGTGCTGTGAGTAAGATAGCGATTGCTATAAGTAGGGCTAGGGTCCCTCCTAGTTTATTTGGGATTGAT
CGTAGGATGCCGTAAGCAAACAGAAAGTATCACTCCGGTTTAATATGTTGTGGTGTTACCATGGGGTT
AGCTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCATTAAACAAGTTTGGAGTGAATGCTATAATAATAAATNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

R. hesperia (1SZ 531)

NNNNNNNNNNNCAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGGACCAGGACTAGGTGTTTATGATTTTG
TTTTCTGATCAACCTAGTATTGGGTTTGTAATGAAGAATAAGAAGTATAGAATAGAGGTTGTTTGACC
AATAAGGGTAAATGGTGGTTCTACTGGTTTGGTAGCAGCTCATGTAATTGTTATGAATGTGGCGATTA
ATATTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGACGGAATGTTATTGGTCGTATGTTGGACGTGTGCGTAAAT
GGGATTGTGAGTAGAATAGCGATGGATATAATCAAGGCCAAAGTTCCTCCCAACTTATTTGGAATTGA
TCGTAGAATTCCGTAAGCAAATAGGAAATACCACTCTGGTTTAATGTGCTGTGGTGTTACTATAGGGTT
GGCTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCATTAAAGATGTTGGGGGTGAATGATAGGATTATAAATATTATGGT
AATAAGAATTGTTAATATTAATGTGTCTTTATAGGAGTGATATGGGTGAAATGGGATTTTATCAATATC
TGAGTTTGTTCCTAAGGGGTTATTGGAGCCTTCATTGTGAAGGAGAATAATGTGGATGGAGGATAGTG
AGATAATGGTAAATGGTAGAATGAAGTGAAGTGCGAAGAATCGTGTCAGGGTGGGGTCATTAATGGA
GAAACCCCC

R. laureata (AZR 211)

NNNNNNNNNNNCAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTGAGACTAAGTGTTTATAATTTTG
TTTTCTGATCAACCTAATAATGGATTAGTAATGAAAAATAGAAAGTATAGGGTGGAGGTTGTTTGGCC
AATGAGGGTAAATGGGGGTTCTACTGGTTTAGTTGCTGCTCAAGTGATTGTGATAAATGTGGCGATTA
GGGTTCAGAATATAAGTTGTATTAGGGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACGTGAGATGTGTGGGTAAAT
GGGGTTGTAATTAGAATAGTAATTGATATAATTAGGGCTAATGTGCCTCCTAGCTTGTTTGGGATTGAC
CGTAAGATTCCATAGGCAAATAGGAAATATCACTCAGGTTTAATGTGTTGTGGTGTTACTATGGGGTTT
GCTTTAGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTGAAAATGTTAGGGGTGAATGTTAGGATAATAAATAATAGGGT
AATAAGGAAGGTTAATATTAGGGTATCTTTGTAGGAATGATATGGGTGGAATGGGATTTTGTCAATGT
CTGAGTTTGTTCCTAAGGGGTTGTTAGAGCCTTCATTGTGTAGGAGTATGATGTGGATGGAGGATATTG
AGATGATGGCGAACGGTAGAATAAAATGGAGTGCGAAGAATCGTGTTAGAGTGGGGTCATTAATGGA
AAACCCCCC

R. macdougalli (MZFC 7380)

TCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTAATTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATGATTTTGTT
TTCTGATCAACCCAGTAGTGGGCTGGTGATAAAGAATAAAAAGTATAGAATGGAGGTCGTTTGTCCGA
TAAGTGTGAATGGTGGTTCTACTGGTTTGGTGGCGGCTCATGTAATTGTTATAAATGTGGCGACTAGGG
TTCAGAATATAAGTTGGGTTAATGGGCGGAATGTTATTGGTCGTATGTGGGCTGTGTGAGTGAATGGG
GTTGTAATAAGAATAGCGATAGACATAATTAGGGCTATAGTTCCCCCTAATTTATTAGGGATAGATCG
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TAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAGTACCATTCTGGTTTAATGTGTTGTGGTGTTACTATGGGGTTAGC
TTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTGAAAATGTTGGGGGAGAATGTTAAGATAATAAATAACAGGGCAA
TAAGAATGGTTAATATTATCANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNN

R. marcellae (ANMO 4339)

TCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTTTGTT
TTCTGATCAGCCCAGTAGTGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGGATGGAGGTTGTTTGTCCAA
TAAGTGTGAATGGTGGTTCTACTGGTTTGGTGGCGGCTCATGTGATTGTTATGAATGTAGCGACTAGGG
TTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGGGTAAATGGG
GTTGTAATAAGGATAGCGATGGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCCAGTTTATTTGGGATAGATCGT
AGAATTCCGTAAGCAAATAGGAAGTATCATTCGGGTTTGATGTGTTGTGGTGTTACCATGGGGTTAGC
TTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTAAAAATGTTGGGGGAGAATGTTAAGATGATAAATATTATAGTAA
TAAGTCTGTACAGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNN

R. marcellae (Hueyapan NA)

TCTTTGGTTTACAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTTTGTT
TTCTGATCAGCCCAGTAGTGGGTTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGGATGGAGGTTGTTTGTCCAA
TAAGTGTGAATGGTGGTTGTACTGGTTTGGTGGCGGCTCATGTGATTGTTATGAATGTAGCGACTATGG
TTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGACGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGGGTGAATGGG
GTTGTAATAAGGATAGCGATGGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCCAGTTTATTTGGGATAGATCGT
AGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAGTATCATTCGGGTTTGATGTGTTGTGGTGTTACCATGGGGTTAGC
TTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCATTAAAAATGTTGGGGGAGAATGTTAAGATGATAAATATTATAGTAA
TAAGTCTGGTATCATGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNN

R. marcellae (JCSG 22)

TCTTTGGTTTACAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTTTGTT
TTCTGATCAGCCCAGTAGTGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGGATGGAGGTTGTTTGTCCAA
TAAGTGTGAATGGTGGTTCTACTGGTTTGGTGGCGGCTCATGTGATTGTTATGAATGTAGCGACTAGGG
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TTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGGGTAAATGGG
GTTGTAATAAGGATAGCGATGGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCCAGTTTATTTGGGATAGATCGT
AGAATTCCGTAAGCAAATAGGAAGTATCATTCGGGTTTGATGTGTTGTGGTGTTACCATGGGGTTAGC
TTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTAAAAATGTTGGGGGAGAATGTTAAGATGATAAATATTATAGTAA
TAAGATGTATTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNN

R. marcellae (Tlanchinol NA)

TCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTTTGTT
TTCTGATCAGCCCAGTAGTGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGGATGGAGGTTGTTTGTCCAA
TAAGTGTGAATGGTGGTTCTACTGGTTTGGTGGCGGCTCATGTGATTGTTATGAATGTAGCGACTAGGG
TTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGACGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGGGTGAATGGG
GTTGTAATAAGGATAGCGATGGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCCAGTTTATTTGGGATAGATCGT
AGGATTCCGTAGGCAAATAGGAAGTATCATTCGGGTTTGATGTGTTGTGGTGTTACCATGGGGTTAGC
TTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCATTAAAAATGTTGGGGGAGAATGTTAAGATGATAAATATTATAGTAA
TAAGGATGGTTAATATTATGGTGTCTTTGTAGGAGTGGTATGGGTGAAATGGGATTTTGTCTATGTCTG
AATTAGTTCCTACGGGCCTATAGGAGCCTTCCTTGTGTACAGCCCTAATGTGGATAGACTATACTGAGA
TGATGGCTAATTAGTAATANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNN

R. montana (MZFC 8528)

TCTTTGGTTTACAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACCAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTTTGT
TTTCTGACCAACCCAGTAATGGATTCATAATGAAGAATAGGAAGTATAGGATGGAGGTTGTTTGGCTA
ATAAGGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTGGCTGCTCAAGTGATTGTTATAAATGTAGCGACTAG
TGTTCAAAATGTAAGTTGTATTAGGGGGCGGAATGTTATTGGCCGTATGTGTGATGTGTGGGTAAATG
GGGTTGTGATTAGGATAGTAATTGATATGATTAAGGCTAAGGTGCCCCCCAGTTTATTTGGGATAGAT
CGTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAATATCATTCCGGTTTAATGTGTTGTGGTGTTACTATAGGATTG
GCCTTTGAAAAGTTCTCTGGGTCGTTAAAAATGTTGGGGGAGAATGTCAGGATAATGAATAGTAGGGT
AATAATTAGGGTTAATATTAGGGTGTCTTTGTAGGAGTGGTATGGGTGGAATGGGATTTTGTCAATGTC
TGAGTTTGTTCCTAAAGGGTTGTTGGAGCCTTCATTGTGTAGAAGAATGATGTGGATTGAGGATAGTG
AGATGATGGCGAATGGCAAGATAAAGTGAAGTGCGAAGAATCGTGTTAATGTAGGGTCACCAATAGA
GAATCCCCC
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R. myersi (ANMO 3887)

TCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTATGTTAAGCTACTAGGACTAAGACTAGGTATTTATGATTTTGTT
TTCTGATCAACCTAGTATTGGGTTTGTGATGAAGAATAAGAAATATAAAATGGAGGTTGTTTGGCCAA
TGATGGTGAATGGTGGTTCTACTGGTTTGGTGGCTGCTCATGTAATTGTTATGAATGTGGCAATTAATA
CTCAAAATATAAGTTGGGTTAGTGGACGGAATGTTATTGGTCGTATGTGGGATGTGTGGGTAAATGGG
GTTGTAAGTAGAATAGCGATGGATATAATCAAGGCCAAGGTTCCCCCTAATTTATTTGGAATTGATCG
TAGAACTCCGTAAGCAAATAGGAAATATCATTCTGGTTTGATGTGTTGTGGTGTTACTATGGGGTTGGC
TTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTAAAGATGTTGGGGATAAATGATAGAATGATGAATATCAATGTGC
TNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNN

R. quinquelineata (MXC NA)

TCTTTGGTTTTCAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACCAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTTTGTT
TTCTGACCAACCCAGCAATGGACTCATAACGAAGAATAGGAAGTATAGGATGGAGGTTGTTTGGCTAA
TAAGGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTGGCTGCTCAAGTGATTGTTATAAATGTAGCGACTAGT
GTTCAAAATGTAAGTTGTATTAGGGGGCGGAATGTTATTGGCCGTATGTGTGATGTGTGGGTAAATGG
GGTTGTAATTAGGATAGTAATTGATATGATTAAGGCTAAGGTGCCCCCTAGTTTATTTGGGATAGATCG
TAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAATATCATTCCGGTTTAATGTGTTGTGGTGTTACTATAGGATTGGC
CTTTGAAAAGTTTTCTGGGTCGTTAAAAATGTTGGGGGTGAATGTTAGGATAATGAATAGTAGGGTAA
TAATTAGGGTTAATATTAGGGTGTCTTTGTACGATTGGTCTGGGTAGAATGGGATTTTGTCAATGTCCA
AGTTTGTTCCTAAAGGGTTGTTGGAGCCTTCATTGTGAAGAACAATGATGTGGATTGCCGACAGTGAG
ATGATGACAAATGGTAAGATAAAATGAAATGCCAAGAATCGTGTAAATGTAGGGTCACCAATATAGA
ACCCGCC
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