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Resumen

Se realizaron pruebas de limites de especie de la serie Rhadinaea gaigeae-
montana-quinquelineata de acuerdo con dos criterios, uno basado en DNA
mitocondrial y geografia (WP), y un método coalescente de descubrimiento
(GMYC, con un umbral simple y uno multiple), se realizé ademas un andlisis
estadistico a partir de caracteres morfométricos, meristicos y cualitativos de las

tres especies.

De acuerdo con las pruebas de limites de especie R. montana, fue la Unica que se
mantuvo independiente en ambos analisis (WP y GMYC en ambos umbrales) y se
distingue morfologicamente del resto de las especies del género; de acuerdo con
el criterio de WP R. gaigeae y R. quinquelineata se representan una sola especie y
de acuerdo con el analisis de GMYC se separaron en dos un clados, uno que
integra a R. quinquelineata + R gaigeae y otro que que solo esta formado por los
haplotipos de R. quinquelineata de la regién norte de Puebla, sin embargo, estos
ejemplares no muestran caracteres que los diferencien morfolégicamente del resto
de muestras de R. gaigeae y R. quinquelineata. Con base en los resultados
morfologicos y las pruebas de limites de especies se proponen los siguientes
cambios taxondémicos: R. gaigeae pasa a ser sin6nimo minor de R.
quinquelineata, esta especie se puede distinguir del resto de especies del género
por poseer un par de areas claras paravertebrales, delimitadas por una linea
oscura que puede ocupar de la sexta a la octava hilera de escamas, ademas se
reporta dimorfismo sexual para esta especie y se valida la especie R. montana,
gue se puede distinguir del resto por poseer un area clara paravertebral delimitada
por una linea oscura nitida a que ocupa de la sexta a la octava hilera de escamas

y un par de ocelos detras de los 0jos que se interrumpen en el cuello.



Introduccién

La sistematica cladista o filogenética tiene entre sus principales objetivos el
contribuir al descubrimiento de las relaciones de parentesco (filogenia) entre las
especies que componen la diversidad bioldgica, por o que se ha convertido en el
método mas utilizado para la reconstruccion de hipétesis filogenéticas de los
grupos biolégicos (Miyamoto y Walter, 1995; Pefia, 2011). La sistematica
filogenética es una de las disciplinas mas empleados para la generacién de
filogenias a partir de haplotipos con datos moleculares (p. ej. DNA mitocondrial
[MtDNA] y DNA nuclear [nDNA]) (Goyenechea 2007; Pefia, 2011; Fujita et al.,

2012).

Ademas, para dar soporte y ayudar al analisis de las hipétesis de relaciéon
filogenética obtenidas, la sistematica realiza aproximaciones para el
establecimiento de limites de especies, reconociendo el empleo y potencial de los
arboles de genes para encontrar limites de evolucién intra e interespecifica

(Templeton, 2001; Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009).

Concepto de especie

De acuerdo con el criterio morfolégico definido por Linnaeus (1758) la especie
representa la categoria taxondmica minima dentro de la jerarquia linneana, el
grupo mas pequefio por encima de individuo y definido por parecido morfologico,

es decir, la especie implicaba similitud morfolégica obtenida a través de la



reproduccion. Este concepto es franqueable desde ciertos puntos tales como la
descendencia comun entre individuos de diferentes especies, por lo que se derivo
una segunda definicibn morfologica que la describe como un conjunto de
individuos morfolégicamente similares, generalmente asociados entre si por una
distribucion geogréafica definida y separados de otros conjuntos por
discontinuidades morfologicas (Cain, 1954). Sin embargo, existen situaciones en
donde la unidad evolutiva, o taxén seleccionado no permite el reconocimiento de
fronteras y atributos de la misma (Hey y Machado, 2003), tal es el caso de las
especies criptica, es decir, aquellas que guardan una gran similitud morfolégica
pero representan especies distintas, en las que el empleo de caracteres
moleculares, es decir el uso de secuencias genéticas, pueden encontrar
agrupaciones (linajes), monofiléticos, independientes entre si y lo que se
consideraba como wuna especie definida morfolégicamente, en realidad
representan un conjunto de especies; o bien puede que de estos andlisis resulten
grupos monofiléticos integrados por poblaciones morfolégicamente variables, y lo
gue se ha tratado como varias especies en realidad se trata de una sola especie
que exhibe una amplia variacién morfologica (Espafia-Luna et al., 2008; Fraga,

2014).

Como respuesta a los problemas de definir a una especie bajo criterios
exclusivamente morfologicos y con la integracion de las técnicas moleculares se
propone el concepto de especie filogenético, que la define como “la agrupacion
mas pequefia de organismos individuales diagnosticables, dentro de la cual existe

un patrén de ancestria descendencia” (Cracraft, 1983).



Métodos para delimitar especies

Entre los métodos para establecer limites de especies existen aquellas que
emplean principalmente la morfologia por lo que existen métodos donde la
delimitacion se realiza con filogenias basadas en datos moleculares (p. ej. Wiens,
2001; Berger et al., 2011), que proveen de una pérdida minima de informacion,
empleando a la especie como unidad terminal (Wiens y Penkrot, 2002). Otro
método implica el encontrar estados de caracter que representan diferencias
aparentemente fijas entre las especies, es decir caracteres que estan presentes
en una especie y en la otra no (Thiele, 1993). Para esto se han utilizado métodos
como el analisis de componentes principales (PCA) y los analisis canbnicos que
ayudan al reconocimiento y soporte de la informacion morfolégica que se emplea
(James y McCulloch, 1990; Wiens y Penkrot, 2002). Una de las desventajas de la
delimitacién basada en morfologia es que no es posible reconocer patrones de
flujo génico y se necesita de muestras muy grandes para ser estadisticamente

confiables (Wiens y Penkrot, 2002).

Durante mucho tiempo estos enfoques morfolégicos han dominado la delimitacion
de especies. Sin embargo, con la integracion de conjuntos de datos moleculares,
junto con conceptos de especies contemporaneos, ha llevado los analisis de
delimitacion de especies a un nivel diferente, donde la delimitacion con base en
arboles de haplotipos generados a partir de DNA es una de las herramientas mas

usadas (Fujita et al., 2012).

Entre los métodos que emplean este tipo de informacién (arboles de haplotipos

con datos moleculares) se encuentra el propuesto por Wiens y Penkrot (2002) que



bajo el supuesto de poseer caracteres moleculares, emplean poblaciones como
unidad terminal, debido a que al usar especies los polimorfismos pueden
interpretarse inapropiadamente como homoplasias y no como sinapomorfias, esta
metodologia intenta integrar la distribucion geografica esperando que sea
congruente con las hipotesis filogenéticas bien soportadas que resultaran de estos
analisis; una ventaja es la combinacion de datos morfoldgicos, datos moleculares

y la distribucién geogréfica (Wiens y Penkrot, 2002).

La implementacién de los datos moleculares dio lugar a otro tipo de analisis que
se guian bajo la teoria de la coalescencia (métodos coalescentes), los cuales se
basan en la hipétesis de que todos los individuos de una poblacion natural
coalescen en un ancestro comin es decir se pueden rastrear las historias
evolutivas de los genes hacia atrés hasta el punto en el cual se unen (Dominguez-
Dominguez y Véazquez-Dominguez, 2009; Vazquez-Dominguez et al., 2009). Al
ser una teoria matematica es importante recalcar que los métodos coalescentes
representan un papel importante en la estabilizacion de la taxonomia porque
tienen el potencial para reducir los sesgos impulsados por los investigadores en la

delimitacién de especies (Fujita et al., 2012).

Los meétodos coalescentes estan divididos en funcion de la naturaleza de la
informacion que integran, aquellos que emplean un solo locus o aquellos que
integran varios loci para la obtencion de las hipétesis de limites de especie (Fujita

et al., 2012).



Entre los métodos que integran un solo locus esta Generalized
MixedYuleCoalescent (GMYC) que integra el modelo de coalescencia y el modelo
de especiacion de Yule (patrones de divergencia), para distinguir entre procesos
de las especies y procesos de las poblaciones (coalescencia de alelos), una de las
ventajas de este modelo es que emplea arboles ultramétricos debido a que las
profundidades nodales se pueden convertir facilmente en tiempos de divergencia,
y este método integra estos tiempos junto con los tamafios poblacionales para
evaluar el soporte de cada una de las ramas y estimar el punto en el que las
poblaciones se transforman en especies, y de este modo sugerir un ndmero
probable de especies (Pons et al., 2006; Rutschmann, 2006; Fujita et al., 2012).
Otro método es el de PoissonTreeProcess (PTP), que es similar a GMYC pero no
requiere arboles de entrada ultramétricos, debido a que utiliza las sustituciones
directamente asumiendo que cada sustitucion tiene una pequefia probabilidad de
generar un evento de ramificaciéon, por lo que dentro de las especies, los eventos
de ramificacién seran mas frecuentes, mientras que entre las especies seran mas

dispersos (Zhang et al., 2013; Ortiz y Francke, 2016).

El género Rhadinaea

En el mundo se conocen alrededor de 10, 450 especies de reptiles (Uetz et al.,
2019), y México ocupa el segundo lugar a nivel mundial con aproximadamente el
5% de esta diversidad (864 especies), de las cuales las serpientes son uno de los
grupos mejor representados con 393 especies; la familia Colubridae es la mas

diversa con 35 géneros y 133 especies (Flores-Villela y Garcia-Vazquez, 2014).



Entre esta diversidad de géneros que se distribuyen en México, se encuentra el
género Rhadinaea Cope, 1863, que cuenta con 22 especies (Uetz et al., 2018;
Garcia-Vazquez, 2018; Mata-Silva et al.,, 2019) distribuidas en el continente
americano entre las latitudes 35° Norte y 35° Sur, desde el nivel de mar hasta los
3200 msnm, habitan principalmente en Bosques de Pino-Encino (BPE), en
Bosques Tropicales (BT) y en el caso de México en Bosques Mesodfilos de
Montafia (BMM). La mayor parte estan activas durante el dia por lo que se las
puede encontrar en el suelo en busca de alimento; son de habitos terrestres y
pueden ser semifosoriales. Su dieta consiste principalmente en anfibios y
lagartijas. Son serpientes de entre 400 a 550 mm de longitud, con la cabeza
ligeramente distinguible del cuello y una cola corta, tienen una coloracién marrén y
la mayoria posee franjas negras o marron oscuro que recorren el cuerpo de
manera longitudinal, las escamas se encuentran dispuestas de 15 a 19 hileras
longitudinales después de la cabeza, éstas son generalmente lisas (excepto en R.
decorata, Ginther, 1858), ventralmente se disponen de 110 a 197 escamas de
mayor tamafio, mas una escama anal dividida, posterior a esta se encuentran de
31 a 137 pares de escamas subcaudales (Myers, 1974, Garcia-Vazquez et al.,

2018).

Tomando en cuenta la forma de los hemipenes, el patrén de coloracion del cuerpo,
el nimero de dientes maxilares y los patrones de escamacion, Myers (1974)
reconocié ocho grupos dentro de Rhadinaea (brevirostris, calligaster, decorata,
flavilata, godmani, lateristriga, taeniata, vermiculaticeps y lateristriga). En un

analisis posterior, comparaciones inmunolégicas sugerian que el grupo brevirostris



era mas parecido a los xenodontidos de América del sur, por lo que fue resucitado
el género Taenophallus para incluir a las especies de este grupo (Myers y Cadle,
1994); un segundo grupo, lateristriga, fue evaluado morfolégicamente y se
propuso el cambio de algunas especies del género Pliocercus y aquellas del grupo
lateristriga de Rhadinaea, al género Urotheca (Savage y Crother, 1989);
finalmente con base en la morfologia de los hemipenes y el patron de denticidn se
resucitdé al género Rhadinella para incluir las especies del grupo godmanni que
sugiere ser un grupo mas primitivo con relacion a las especies de Rhadinaea
(Myers, 2011); posterior a la publicacion de Myers (1974), se han descrito dos
nuevas especies de Rhadinaea una del grupo decorata R. nuchalis Garcia-
Vazquez, Pavon-Véazquez, Blancas-Hernandez, Blancas-Calva, Centenero-Alcala,
2018, y R. eduardoi Mata-Silva, Rocha, Ramirez-Bautista, Berriozabal-Islas y
Wilson, 2019, que no es congruente con los miembros de otros grupos presentes
en México, por poseer siete escamas supralabiales, a diferencia de los grupos
taeniata y decorata que cuentan con ocho o nueve, y difiere del grupo flavilata por
poseer un patron de coloracion diferente en la cabeza al de R. laureata (Gunther,
1868), la Unica especie de este grupo presente en México, debido a esta
combinacion de caracteres Mata-Silva et al., (2019), proponen la creacién de un
nuevo grupo para la especie R. eduardoi. Con estos cambios, actualmente se
reconocen seis grupos de especies dentro de Rhadinaea: calligaster, decorata,
eduardoi, flavilata, taeniata y vermiculaticeps (Myers, 2011; Mata-Silva et al.,

2019).



México se cuenta con representantes de cuatro grupos de Rhadinaea; el grupo
taeniata (tres especies) que se encuentra distribuido exclusivamente en México; el
grupo flavilata, del que solo se distribuye una de las dos especies que lo integran
(Rhadinaea laureata); el grupo eduardoi con una sola especie R. eduardoi del
estado de Oaxaca, en la Sierra Madre del Sur; y el grupo decorata, con amplia
distribucion y diversidad en el pais con especies presentes en la Sierra Madre
Oriental, Sierra Madre Occidental, Altiplano Mexicano, Faja Volcanica
Transmexicana, Sierra Madre del Sur .Rhadinaea. decorata se distribuye en el
centro y sur de América (Myers, 1974; Pérez-Ramos et al., 2000; Garcia-Vazquez
et al., 2009; Mata-Silva, 2015). Las especies que integran el grupo decorata son
Rhadinaea bogertorum Myers, 1974; R. cuneata Myers, 1974; R. decorata
(Gunther, 1858); R. forbesi Smith, 1942; R. gaigeae Bailey, 1937; R. hesperia
Bailey, 1940; R. macdougalli Smith y Langebartel, 1949; R. marcellae Taylor,
1949; R. montana Smith, 1944; R. myersi Rossman, 1965; R. nuchalis Garcia-
Vazquez, Pavon-Véazquez, Blancas-Hernandez, Blancas-Calva, Centenero-Alcala,
2018 y R. quinquelineata Cope, 1886; estas serpientes pueden distinguirse de
otras del género por poseer una linea oscura entre la cuarta y quinta hilera de
escamas, una linea clara post-ocular y una linea vertebral interrumpida hacia la

nuca (Myers,1974, Garcia-Vazquez et al., 2018).

Dentro del grupo decorata Myers (1974) propone un subgrupo formado por R.
gaigeae, R. montana, R. quinquelineata y R. forbesi, cuya morfologia es similar
por la presencia de un &rea clara en la region de la nuca. Dentro de este grupo, R.

forbesi es la especie mas distinta ya que no presenta caracteres distintivos del
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resto de la serie tales como, un area clara a grisdcea en cada lado de la linea
vertebral, y posee un menor nimero de escamas ventrales, por lo que Dixon et al.,

(2011) mencionan que no debe ser considerada dentro del subgrupo.

Rhadinaea gaigeae, R. montana y R. quinquelineata se distribuye principalmente
dentro de la Sierra Madre Oriental (SMO) (Fig. 1), son consideradas especies
semi-endémicas a esta region (Myers, 1974; Canseco-Méarquez et al., 2006;
Medina-Romero, et al., 2016). Estan presentes en los Bosques de pino (BP),
Bosques de Pino Encino y en los Bosques Mesofilos de Montafia (Myers, 1974;

Canseco-Mérquez et al., 2004).
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Figura 1. Distribucién geogréfica de las especies de la serie Rhadinaea gaigeae-

montana-quinquelineata

Grupo de estudio

Rhadinaea quinquelineata Cope, 1886

Cope (1886) describe a R. quinquelineata con base en dos ejemplares
(actualmente perdidos) procedentes del estado de Hidalgo, asi mismo menciona
un tercer ejemplar que corresponde a una hembra del municipio de Teziutlan en el
estado de Puebla. Bailey (1940) asigna el ejemplar de Puebla como lectotipo,

argumentando que Cope (1886) en realidad habia hecho la diagnosis de R.
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quinquelineata con base en el ejemplar de Teziutlan, Puebla excluyendo los

ejemplares de Hidalgo (Myers, 1974).

De acuerdo con Myers (1974) Rhadinaea quinquelineata puede diferenciarse de
otros miembros del género por poseer a lo largo de cada lado de la linea vertebral
un area clara delimitada por una linea dorsolateral estrecha, oscura con bordes

nitidos que no cubre la parte inferior de la séptima hilera de escamas (Fig. 2).

Figura 2. Rhadinaea quinquelineata; A, patron de coloracion a mitad de cuerpo
(V= escamas ventrales, 7= posicién de la séptima hilera de escamas a cada lado);

B, patron de coloracion de la cabeza. Modificado de Myers (1974).

La distribucion conocida de esta especie hasta el momento se restringe a la region
norte de Puebla, el estado de Hidalgo, ademas de un registro aislado en el
noroeste de Oaxaca, desde los 2100 msnm hasta los 2560 msnm en vegetacion
de tipo BPE (Myers, 1974; McCoid y Dixon, 1981; Canseco-Marquez et al., 2004;

Medina-Romero et al., 2016).

Rhadinaea gaigeae Bailey, 1937
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De acuerdo con Bailey (1937) Rhadinaea gaigeae se distingue de otras especies
de Rhadinaea (excepto R. montanay R. quinquelineata) por poseer un area clara a
cada lado de la linea vertebral delimitada a lo largo del cuerpo y por una linea
oscura nitida que no cubre completamente la séptima hilera de escamas (Myers,

1974) (Fig. 3).

Figura 3. Rhadinaea gaigeae; A, patron de coloracion a mitad de cuerpo (V=
escamas ventrales, 7= posicién de la séptima hilera de escamas a cada lado); B,

patrén de coloracién de la cabeza. Modificado de Myers (1974).

Se trata de una especie con una amplia distribucién dentro de la SMO y parte de
la Meseta Central de México (MC) (Medina-Romero et al., 2016; Johnson et al.
2017), se puede encontrar desde los 200 msnm hasta los 2683 msnm en los
BMM, BPE y BP del sur de Tamaulipas a Hidalgo con una poblacién disyunta en
las montafas del oeste de San Luis Potosi (Canseco-Marquez, et al., 2004; Dixon

y Lemos, 2010; Lemos-Espinal y Dixon, 2013).

Rhadinaea montana Smith, 1944
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Smith (1944) describe a Rhadinaea montana con base en un ejemplar de Nuevo
Ledn que corresponde a una hembra adulta,. Esta especie puede distinguirse de
otras de Rhadinaea por la presencia de un &rea clara a cada lado de la linea
vertebral media que esta bordeada por una linea dorsolateral que abarca desde la
mitad de la sexta hilera de escamas hasta parte de la octava hilera de escamas
dorsales, ademas esta linea no es nitida (como en R. gaigeae) y sin bordes

oscuros (como en R. quinquelineata) (Myers, 1974, Linner, 1996) (Fig. 4).

<
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Figura 4. Rhadinaea montana; A, patron de coloracién a mitad de cuerpo (V=
escamas ventrales, 7= posicién de la séptima hilera de escamas a cada lado); B,

patrén de coloracién de la cabeza. Modificado de Myers (1974).

Es la Unica especie de este subgrupo (R. gaigeae-montana-quinquelineata) que es
considerada endémica de la region norte de la SMO en las porciones que
comprenden al estado de Nuevo Ledn y Tamaulipas, se distribuye desde los 792
msnm hasta los 2134 msnm, en los BP y BPE (Chaney y Linner, 1987; Linner,

1996; Canseco-Marquez et al., 2004; Dixon et al., 2011; Garcia-Vazquez, 2012).
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Antecedentes

Los miembros de la serie R. gaigeae-montana-quinquelineata han sido objeto de
diferentes trabajos orientados a identificar los caracteres distintivos entre las
especies, esto debido a la gran similitud que existe entre ellas (p. ej. Myers, 1974,
Dixon et al., 2011). Los primeros trabajos se enfocaron en la descripcion de
especies, y en reportar nuevos ejemplares y rasgos morfolégicos de las especies
descritas, debido a los pocos registros con los que se contaban de algunas

especies.

Smith (1942) describe a Rhadinaea crassa con tres ejemplares del estado de
Hidalgo, estos ejemplares difieren de R. gaigeae por la presencia de puntos
negros en las escamas ventrales y un mayor namero de dientes maxilares.
Menciona, ademas, que el paratipo de “La placita”, Jacala, Hidalgo es similar
principalmente en coloracion a R. quinquelineata y el paratipo de “Barranca de los
Horcones”, sur de Durango, Hidalgo, presenta el mismo patrén de rayado dorsal

de R. gaigeae.

Myers (1974) propone la sinonimia de R. crassa y R. gaigeae, que anteriormente
estaban separadas debido a que no se habian identificado organismos de R.
gaigeae con puntos en las orillas de las escamas ventrales. Sin embargo, Myers
(1974), reporta que los ejemplares tipo de R. gaigeae presentan estos puntos
solamente en las escamas de la parte anterior del cuerpo, asi mismo habla sobre
la incorrecta revision de los dientes maxilares realizada por Bailey (1937) al

describir el holotipo de R. gaigeae, posterior a esta revision, se encontro que R.
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crassa y R. gaigeae presentan un numero similar de dientes maxilares (16+2-

19+2).

En este mismo trabajo, Myers (1974) propone la conformacion de un subgrupo
morfolégicamente muy similar, basandose en los patrones de coloracion de

Rhadinaea gaigeae, R. montana, R. quinquelineata y R. forbesi.

McCoid y Dixon (1981) describen un macho de R. quinquelineata, colectado en el
municipio de Huauchinango, Puebla e indican que el patron de coloracion es
idéntico al del lectotipo, con este registro asciende a cuatro ejemplares de R.
quinquelineata reportados hasta esa época. En el mismo trabajo McCoid y Dixon
(1981) reportan un macho de Rhadinaea procedente de Xichu, Guanajuato, que
aparentemente presenta el mismo patron de coloracibn que R. hesperia, sin
embargo, por el nimero de escamas ventrales (165), subcaudales (104) asi como
el porcentaje de la cola respecto al cuerpo (31.1%) el ejemplar fue asignado a R.

gaigeae.

Mas tarde, Dixon et al. (2011), realizan una evaluacion y descripcién morfolégica
de la serie Rhadinaea gaigeae-montana-quinquelineata-forbesi; primero discuten
la exclusién de R. forbesi de esta serie por presentar variaciones morfolégicas,
tales como la ausencia de areas claras paravertebrales a lo largo del cuerpo y por
tener un menor numero de escamas ventrales respecto al resto de la serie.
Posteriormente abordan el tema de las diferencias morfologicas intraespecificas
en la serie. Estos autores, enfatizan en la correspondencia geogréfica y ecologica

de las especies y proponen dos posibles respuestas al problema de la variacion, la
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primera es que lo que se ha tratado como especies diferentes en realidad se trata
de una sola con variaciones morfologicas y en cuyo caso proponen que sean
tratadas como subespecies de R. quinquelineata, la segunda repuesta se refiere a
que se trata de especies definidas, con patrones de coloracion asociados al tipo
de ecosistema en el que se encuentran, con distribuciones geograficas

restringidas y alopétricas.

Hasta el momento en el que Dixon et al. (2011) realizan esta discusion sobre las
diferencias morfoldgicas el nimero de ejemplares conocidos de algunas especies
como R. quinquelineata era reducido. Por lo que es importante considerar que
actualmente existen mas ejemplares colectados de esta serie, que no han sido
reportados y que tienen caracteristicas morfolégicas particulares, ya que
presentan caracteristicas tanto de Rhadinaea quinquelineata como de R. gaigeae
que sugieren zonas de posible intergradacion entre estas especies (Garcia-

Vazquez, com. pers.).

Justificacion

Dixon et al. (2011) hacen énfasis en la similitud morfolégica entre las especies de
la serie R. gaigeae-montana-quinquelineata y que de forma intraespecifica
también existe una amplia variacion morfolégica que pone en duda la validez de
estas especies. Considerando que existen mas ejemplares de esta serie que no
han sido reportados y que pueden representar zonas de posible intergradacion es
necesario realizar un analisis mas profundo que involucre no solo caracteres

morfoldgicos, sino que integre informacion molecular, apoyandose de métodos
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coalescentes para la delimitacion de especies para probar si existe independencia

de linajes entre las especies reconocidas actualmente en esta serie.

Objetivo general

Evaluar la situacion taxondmica de las especies que componen la serie Rhadinaea

gaigeae-montana-quinquelineata

Particulares

Obtener secuencias de DNA mitocondrial de R. gaigeae, R. quinquelineata

y R. montana

e Obtener los caracteres morfolégicos diagnosticos de las especies de
Rhadinaea de la serie gaigeae-montana-quinquelineata.

e Realizar pruebas de limites de especies para la serie gaigeae-montana-
quinquelineata.

e Realizar los cambios taxon6micos pertinentes respecto a las especies que

componen esta serie.

Material y Métodos

Muestreo de taxones.

Se incluyeron 15 muestras de tejido de Rhadinaea incluyendo las de las tres

especies que componen la serie , provenientes de la Coleccion Herpetoldgica del

Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera”, de la Facultad de Ciencias UNAM

(MZFC). Adicionalmente, se realiz6 trabajo de campo con la finalidad de tener
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representantes de Rhadinaea gaigeae, R. montana, y R. quinquelineata de toda su
area de distribucion geografica conocida, incluyendo zonas de posible
intergradacion. Los ejemplares recolectados fueron sacrificados de acuerdo con
método sefalado en Pisani y Villa (1974), y se extrajo el tejido hepéatico o muscular
para conservarse en alcohol absoluto, el tejido fue asociado con el numero de
colecta correspondiente al organismo. Los organismos se fijaron con formol al
10% vy preservaron en etanol al 70% (Percino-Daniel et al., 2013), para su
posterior depdsito en la coleccidon herpetoldgica de la Facultad de Estudios

Superiores Zaragoza, UNAM (MZFZ2).

Para el enraizar los arboles, se seleccioné como grupo externo, una secuencia de

Hypsiglena jani (Pyron et al., 2013) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Muestras utilizadas para el andlisis filogenético que incluyen miembros

del grupo decorata, flavilata y géneros emparentados.

Caédigo Nim  Especie VoucherGenBank Estado Pais
VHLM 10 Coniophanes sp. - Oaxaca México
- - Hypsiglenajani texana* EU728592.1 Texas E.U.A.
DGM 52 Rhadinaea cuneata Veracruz México
ENS 9036 Rhadinaea decorata Huehuetenango  Guatemala
JRM 3800 Rhadinaea forbesi Veracruz México
- - Rhadinaea flavilata AF471078.1 Pinellas E.U.A.
AMH 674 Rhadinaea gaigeae Hidalgo México
ISz 531 Rhadinaea hesperia Jalisco México
AZR 211 Rhadinaea laureata Morelos México
ANMO 4339 Rhadinaea marcellae San Luis Potosi México
JAC 21633 Rhadinaea mcdougalli Oaxaca México
CIG 605 Rhadinaea montana Nuevo Ledn México
MZFC 8528 Rhadinaea montana Tamaulipas México
HUEYAPAN S/IN Rhadinaea quinquelineata Puebla México
JCSG 2 Rhadinaea quinquelineata Puebla México
MXC SIN Rhadinaea quinquelineata Puebla México
UoGv 175 Rhadinaea quinquelineata Puebla México
ENS 7810 Rhadinella godmani Quiche Guatemala

e Indica el grupo utilizado para el enraizamiento de las reconstrucciones filogenéticas
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Para la obtencion de los caracteres morfolégicos se revisaron los ejemplares de
diferentes colecciones cientificas nacionales e internacionales y de aquellos

ejemplares que se colectaron en campo durante el presente estudio (Anexo 1).

Morfologia

Se revisaron morfolégicamente 56 ejemplares en total de las tres especies de la
serie, depositados en cinco colecciones cientificas nacionales: Coleccion
Herpetologica del Centro de investigaciones Biolégicas de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo (CIB-UAEH), Coleccion Nacional de Anfibios y
Reptiles del Instituto de Biologia de la UNAM (CNAR), La Coleccién Herpetologica
de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledon (UANL-HERP), Coleccién
Herpetologica del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, UNAM (MZFC) y de la Coleccién Herpetologica del Museo de
Zoologia de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM (MZFZ); y de
una coleccion extranjera, Museum of Comparative Zoology Harvard University,

USA (MC2).

De manera adicional, se obtuvieron registros fotograficos de la coleccion
herpetolégica del Muséum National d’Histoire Naturelle, Paris, Francia (MNHN),
correspondientes a los dos registros asignados como Rhadinaea quinquelineata
(MNHNH 1904.5, MNHNH 1904.6) del estado de Oaxaca, y del paratipo de R.
montana depositado en la coleccion de Vertebrados de The Academy of Natural

Sciences of Drexel University, USA (ANSP).
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Para cada uno de los ejemplares se registraron dos tipos de caracteres, unos de
tipo cuantitativo y otros de tipo cualitativo, entre los cuantitativos se consideraron
las medidas y caracteres meristicos descritos por Myers (1974), asi como los
empleados por King (1997), Devitt et al. (2008), y Rivera-Gonzalez (2009). Para la

nomenclatura de las escamas se sigui6 la propuesta por Myers (1974).

Datos morfométricos.- Los caracteres morfométricos evaluados incluyen la
longitud hocico-cloaca (LHC), longitud de la cola (LC), ancho de la cabeza (AC),
longitud de la cabeza desde la punta de la nariz hasta el margen posterior de las
escamas parietales (Lcb), largo de la mandibula, desde la punta del hocico hasta
el final de la dltima escama supralabial (LM), distancia entre los ojos (DEO), ancho
de la escama rostral (A_ro), longitud de la escama internasal de ambos lados de la
cabeza (L_in), longitud de la escama frontal (L_fro), longitud de la escama
prefrontal de ambos lados de la cabeza (L_pre), longitud de las escamas
parietales (L_pari), longitud de la escama supraocular de cada ojo (Lsupra),
longitud de la escama Loreal Unicamente del lado derecho de la cabeza (L_lord) y

diametro ocular (Diam).

Caracteres meristicos.-Los caracteres meristicos registrados fueron el numero de
hileras de escamas dorsales detras de la nuca (Hn), a mitad de cuerpo (Hm) y al
nivel de la cloaca (Hc), escamas supralabiales del lado derecho (SLD) e izquierdo
(SLI), escamas infralabialesdel lado derecho (ILD) e izquierdo (ILI), escamas
ventrales (V), escamas subcaudales (Sub), nimero de escamas loreales (Lo),

escamas preoculares (PO) y escamas sub-preoculares (SPO).
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Caracteres cualitativos. -Se eligieron de acuerdo con los patrones de coloracion
descritas por Myers (1974), Dixon et al. (2011), los caracteres se codificaron para
su andlisis posterior, con base en la ausencia, presencia o un tipo de estado de

caracter que presento, los caracteres evaluados incluyen:

Areas claras paravertebrales (CPV). Se extienden o no hasta tocar las escamas

parietales, (tocan = 1; no se tocan = 0)

Ocelos (Ocel) si son continuos o se interrumpen hacia el cuello (continuos= 1; se

interrumpen= 2)

Lineas oscuras que delimitan las areas claras paravertebrales (OPV). Lineas que
se extienden a lo largo del cuerpo que pueden o no ocupar diferentes hileras de
escamas (6° hilera= 1; 6°-7° hilera= 2; 7° hilera= 3; 7°-8° hilera= 3; 8° hilera= 4, 6° -

8° hilera=5)

Hemipenes. - Se revis6 la morfologia de los hemipenes siguiendo la nomenclatura
propuesta por Zaher (1999), y Myers (1974). Para aquellos ejemplares que no
presentaban los hemipenes evertidos se procedié a su diseccion y una vez
extraidos se reblandece el tejido con agua tibia, o bien para los que se
encontraban totalmente retraidos con KOH al 2% durante 2-4 horas, una vez
evertidos los hemipenes se rellenaron con vaselina y se asociaron con el nimero
de colecta y museo de los ejemplares (Myers y Cadle, 2003; Angarita-Sierra,

2014).
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MtDNA

Extracciobn y amplificacién. El material genético se extrajo a partir de tejido
hepatico o muscular mediante las técnicas de acetato de amonio y fenol-
cloroformo (Hillis et al., 1996), y con el empleo del Kit DNeasyBlood and Tissue
(QIAGEN, 2013-2017) en el caso de muestras de tejido antiguas. Para verificar la
calidad de la extraccion se corrid la muestra junto con un marcador de peso
molecular de 1Kb plus (100-12,000pb) en un gel de agarosa al 1% y este se
visualizé en un trans-iluminador de luz ultravioleta. A partir del DNA extraido, se
amplificé un fragmento del gen Citocromo b (cytb) por medio de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), con los protocolos y primers sugeridos por
Burbrink et al. (2000) (Cuadro 2). Adicionalmente, para las muestras de DNA

degradado fue necesario disefiar primers internos H15716Z y L15584Z (Cuadro 2).

Cuadro 2. Primers empleados para la amplificacion y secuenciacion de mtDNA

Nombre Secuencia del primer Referencia Direccion
L14919 5-AAC CAC CGT TGT TAT TCA ACT-3' Burbrink et al., 2000 Forward
H15716-Z 5-GGT TTY ATG TGR TGT GGT GTT AC3% El presente estudio  Reverse

H16064 5-CTTTGG TTT ACA AGA ACA ATG CTT TA-3* Burbrink et al., 2000 Reverse

L15584-Z 5-CCATTY CAC CCM TAY CAC TC-3' El presente estudio  Forward

Los fragmentos obtenidos de la amplificacién fueron purificados por medio de la

técnica de polietileno-glycol (Lis, 1980), y enviados a Macrogen Inc. en Corea para
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Su secuenciacion. Las secuencias obtenidas se verificaron mediante un Blast en
NCBI esperando la correspondencia entre las secuencias obtenidas y las

disponibles de Rhadinaea y especies afines en la plataforma GenBANK.

Edicion y alineamiento. - Las secuencias fueron editadas de forma manual en el
programa Sequencher (Gene Code Corp. Ann Arbor, USA) y alineadas en el
software Mega 6 (Tamura et al., 2013) mediante el algoritmo Clustal W (Thompson

et al., 1994).

Analisis

Morfologia

Para disminuir el efecto que pudiera causar las diferencias dimensionales y la
variacion ontogénica los datos se estandarizaron empleando un logaritmo natural
(Thiele, 1993; Hoyos et al., 2003). Los andlisis se realizaron en el software
STATGRAPHICS Centurion XVI v16.2.04 (StatPointechnologies, 2013). De forma
exploratoria se elaboraron graficos de caja y bigote para identificar casos atipicos
en los datos y justificar la eliminacion y revisidbn especifica de los casos

identificados.

Para la identificacion de los caracteres redundantes y que no fueron éptimos para
la evaluacién morfologica se realizé un analisis de correlacién de Person entre
cada uno de ellos, se consideré como un caracter auto-correlacionado aquel con
un valor igual a uno (r= 1) respecto a los demas caracteres por lo que no se
incluyeron en los analisis posteriores. Una vez que los caracteres auto-

correlacionados se identificaron se procedié a determinar la variacion de los
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caracteres, asi como la cantidad de informacién que cada variable aporto,
mediante un analisis de componentes principales (PCA), poniendo a prueba la
hipotesis de que las tres especies son iguales morfolégicamente; una vez
identificadas estas variables se realiz6 un diagrama de sedimentacién para
observar las tendencias de los datos (Zink y Remsen, 1986). Para la identificacion
del peso de cada una de las variables, la distancia entre éstas y el grado de

informacion que aportan se realizé un analisis discriminante (AD).

De los caracteres seleccionados por los analisis se realizaron pruebas de
intervalos de confianza para la caracterizacién de los grupos que se obtuvieron

(Porto y Fernandes, 1996).

Una vez realizados estos analisis se contrastaron con otra evidencia, es decir, se
reviso si los patrones resultantes de los analisis anteriores presentan congruencia
con la distribucién de los ejemplares y las hipétesis de limites de especies

generadas a partir de los analisis moleculares.

Andlisis filogenético

Para seleccionar el mejor esquema de particiones y el mejor modelo de evolucion
para cada particion, el alineamiento de mtDNA fue analizado en PartitionFinder

(Lanfear et al., 2012) .

Para evaluar la monofilia de la serie gaigeae-montana-quinquelineata, se
incluyeron en el analisis filogenético secuencias de otros representantes del grupo
decorata asi como dos secuencias de los miembros del grupo flaviata, una de

Rhadinella godmani (Cuadro 1), separada recientemente del género Rhadinaea
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(Myers, 2011) y una de Coniophanes (Coniophanes sp.) grupo hermano del

género Rhadinaea (Cuadro 1) (Lawson et al., 2005).

Para estimar las relaciones entre los haplotipos, se realizaron dos analisis
probabilisticos, uno de méxima verosimilitud (ML) y otro de inferencia bayesiana
(IB). El andlisis de ML se realizd con el software RAXML HPC 7.42 implementado
en raxmIGUI 1.3.1 (Silvestro y Michalack, 2012). Para este analisis se seleccion6
un modelo GTRGAMMA que utiliza un pequefio nUmero de categorias de tasas
discretas (Yang, 1994). Los andlisis se realizaron siguiendo la estrategia de
particiones sugeridas por PartitionFinder (Lanfear et al., 2012). Se realiz6 una
blasqueda heuristica con 1000 repeticiones. El soporte de los nodos se evalu6 por
medio de un boostrap no paramétrico con 1000 arboles iniciales, considerado
como clados bien soportados aquellos con valores de bootstrap igual o mayores al

70 % (Hillis y Bull, 1993).

Los andlisis Bayesianos se realizaron en el software MrBayes 3.2 (Ronquist et al.,
2012). Se corrieron 4 x 10° generaciones muestreando los arboles obtenidos cada
5000 generaciones, con la estrategia de particion y modelo sugeridos por
PartitionFinder (Lanfear et al., 2012). El cladograma final se obtuvo mediante el
arbol de maxima credibilidad, desechando el 25% de los arboles iniciales como
burn-in, y utilizando la proporcion restante de arboles previamente muestreados.
El soporte de los nodos fue considerado como bueno en aquellos clados con
probabilidades posteriores igual o mayores a 0.95 (Zolano-Zavaleta y Nieto-

Montes de Oca, 2018).
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Limites de especies

Para generar las hipotesis sobre el posible nUmero de especies que representan
las muestras incluidas, se emplearon dos métodos para filogenias de mtDNA,; el
primero de ellos en el que se considera que la poblacidon de interés (especie focal)
representa una sola especie si forma un clado exclusivo con respecto a otras
poblaciones cercanas (WP., Wiens y Prenkrot, 2002). Este método, se basa en el
supuesto de que una poblacion aislada tendra ramas enraizadas que se espera se
produzcan alrededor de las generaciones "N" después de la separacion de linajes,
este método delimita poblaciones "exclusivas”, definidas como la monofila de

haplotipos restringidos geograficamente de otros clados.

El segundo método para filogenias con mtDNA es conocido como Generalized
Mixed Yule Coalescent (GMYC) (Pons et al., 2006). La robustez del método
GMYC depende significativamente del esquema de muestreo; para este método
se construy6é un arbol ultramétrico en BEAST 2.4.8 (Bouckaert et al.,, 2014), a
partir de un alineamiento que consta de siete muestras de la serie de Rhadinaea
gaigeae-montana-quinquelineata, para la construccion del arbol ultramétrico se
analiz6 el alineamiento con las mismas particiones que en el analisis de IB, pero
con los modelos obtenidos mediante bModelTest (Bouckaert and Drummond,
2017) implementado en la paqueteria de Beast 2.4.8 (Bouckaert et al., 2014); para
la reconstruccion filogenética se emple6 un reloj relajado con distribucion
lognormal y el modelo de Yule; el analisis consto de una corrida de 300 millones
de generaciones muestreando cada 5000 generaciones, posterior a esto se

determind el grado de convergencia en Tracer (Rambaut y Drummond, 2007) y se
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construyé un arbol de maxima credibilidad en TreeAnnotator (Drummond vy
Rambaut, 2007), descartando el 25% inicial de los arboles muestreados como
Burn-in. El &rbol obtenido en el paso anterior se emple6 para el andlisis de GMYC,
en el paquete SPLITS del software R (RStudioTeam, 2015) optimizado en un
umbral Unico y un umbral multiple (Fujisawa y Barraclough, 2013; Ortiz y Francke,

2016; De Jesus-Bonilla et al., 2017).

Taxonomia

Una vez obtenidas las hipétesis filogenéticas y de limites de especies, se procedio
a la comparacion de los modelos de limites de especies de cada método,

evaluando la topologia, y el nUmero de especies propuesto por cada analisis.

Retomando los criterios sugeridos por Pavon (2015), y con base en el concepto

filogenético de especie, se consideraron especies a los grupos que:

1. Fueron propuestos como especies por uno o ambos métodos de
descubrimiento (WP o0 GMYC)

2. Conformaron muestras morfol6égicamente distinguibles de otras muestras

Resultados

Morfologia

Se registrard en total 34 caracteres entre morfométricos, meristicos y cualitativos.
Los caracteres Hn, Hm, Hc, Lo, Po no se incluyeron dentro de los demas analisis

debido a que presentaron el mismo valor en todos los casos.
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El andlisis de correlacion de Pearson no mostré autocorrelacion entre ningun
caracter por lo que todos los caracteres se emplearon para realizar el Analisis de
Componentes Principales. La matriz de datos se analiz6 por separado en el ACP;
sin embargo, no mostrd tendencias significativas entre cada una de las variables
con las cuales se pudieran discriminar tendencias entre el conjunto de datos por lo
que se analizaron en conjunto morfometricos, meristicos y cualitativos. Un primer
andlisis en conjunto de las variables se realiz6 con los datos morfométricos
estandarizados en proporcion a la LHC, este analisis obtuvo 12 componentes
principales que clasificaron correctamente el 81.13% de los datos; sin embargo,
limité el poder explicativo de los datos (Jackson,1993); al realizar el analisis de
discriminantes no se observaron tendencias significativas entre los grupos (Fig. 5),
debido a lo anterior, se realizO0 otra estandarizacion sin dividir cada dato
morfométrico entre la LHC y solamente se aplic6 un logaritmo natural (Rivera,
2009). Del analisis PCA se obtuvieron siete componentes principales (Fig. 6) que

representan el 83.75% de los datos (Cuadro 3).

th
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Figura 5. Grafica de dispersion del analisis con datos morfométricos

estandarizados en razén a la LHC.
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Figura 6. Sedimentaciéon de cada uno de los componentes, la seleccién de los

componentes se realizo con el dato de Eigenvalor minimo=1

Cuadro 3. Porcentaje de Varianza acumulado para los primeros diez componentes

Componente namero Eigenvalor Porcentaje de varianza  Porcentaje acumulado
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1 13.5248 46.637 46.637

2 3.09226 10.663 57.300
3 2.34183 8.075 65.376
4 1.80128 6.211 71.587
5 1.30893 4.514 76.101
6 1.16375 4.013 80.113
7 1.05322 3.632 83.745*
8 0.687313 2.370 86.115
9 0.605944 2.089 88.205
10 0.507632 1.750 89.955

*Indica el porcentaje de la varianza de los datos representados hasta el

componente siete

Para cada componente se seleccion6 el caracter que representd la mayor cantidad
de informacion por cada componente (eigenvalue) (Cuadro 4, Fig. 7). Las
funciones de cada componente se ven representadas de la siguiente manera, para
el componente uno el caracter L _preD es el que aporta mayor informacion
(25.68%); para el componente dos el caracter ILI es el que aporta mayor
informacion a esta funcion (37.96%); sin embargo, el nimero de escama
infralabiales del lado derecho es similar excepto por un ejemplar (UANL-
HERP6333), que presentd 9/10 escamas respectivamente; el caracter OCEL
representa el componente tres (39.4%), este caracter es importante debido a que

solamente presenta dos estados (continuo o discontinuo hacia el cuello); el
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caracter Porc es el que mejor representa al componente cuatro (41.5%); para el
componente cinco el nimero de escamas subcaudales es el caracter que mejor
representa a esta funcion (41.25%) de los datos; para el componente seis el
caracter SPO, pequefias escamas insertadas entre la tercer y cuarta escamas
supralabiales, es el caracter que los representa mejor (60.53%); y para el
componente siete el caracter V es el cardcter que representa mejor a este

componente (78.67%).

Cuadro 4. Peso de las variables morfométricas y meristicas que representan la

mayor cantidad de informacién por cada componente.

Componente Caracter Valor
1 L_preD 0.2568
2 ILI 0.3796
3 Ocel 0.3940
4 Porc 0.4150
5 Sub 0.4125
6 SPO 0.6053
7 \% 0.7867
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Componente 7

Componente 3

Figura 7. Representacion de la varianza de cada variable (vectores azules) para el

componente tres y siete.
Analisis de discriminantes

El anadlisis de discriminantes se realiz6 Unicamente con las siete variables
seleccionadas por medio del PCA (Cuadro 3). En este andlisis se clasificaron
correctamente el 100% de los casos para los tres grupos sometidos a pueba (uno
por cada especie de la serie), con un valor de significancia de 1-P menor que 0.05

en un intervalo de confianza del 95% (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores obtenidos para cada funcion discriminante y sus estadisticos

Funcion Eigenvalor Relativo Candnica Lambda Chi-cuadrada GL  Vvalor-P
1 5.2856 98.51 0.9170 0.1473 95.7535 14 0.0000
2 0.0798 1.49 0.2719 0.9260 3.8405 6 0.6983
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Como resultado de la clasificacién de todos los ejemplares de las tres especies
encontramos dos tendencias significativas formadas por los tres grupos sometidos
a prueba (las tres especies), el grafico de dispersién de las funciones uno y dos
permitieron la identificaciébn de tendencias entre las muestras analizadas (Fig. 8),
el grupo Rhadinaea montana presenta un centro de grupo alejado de R. gaigeae
excepto por los ejemplares MZFC 8528 y UANL-HERP 5623 y R. quinquelineata,
la mayoria de los ejemplares catalogados como R. montana se encuentran
agrupados cerca del centro del grupo, sin embargo los ejemplares MZFC 8528 y
UANL-HERP 5623, se agruparon con R. gaigeae y R. quinquelineata; Los centros
de grupo de R. gaigeae y R. quinquelineata se muestran muy cercanos y con
muestras alejadas (i. e. las muestras de R. quinquelineata, circulos rojos,

mezclados con R. gaigeae).
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u R. gaigeae
24 ] R. montana
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Figura 8. Dispersion de las dos funciones del analisis candnico discriminante de

los caracteres morfologicos.
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La funcion uno es la que representa mejor al conjunto de datos (Cuadro 5; 1 -P=
0.0000) y agrupa aproximadamente al 98.51%, el caracter con el valor mas alto

son los ocelos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Coeficientes de los caracteres en relacion con las funciones 1 y 2 del

andlisis discriminante

Funcién 1 Estandarizada Funcién 2 Estandarizada

Porc 0.2107 -0.3083
L_preD 0.0817 0.4233
ILI -0.0242 0.9145
SPO -0.0438 -0.0281
OCEL 1.003 -0.0676
\Y% 0.1267 0.4318
SLI 0.0145 0.1823

Hemipenes

Se analizaron seis muestras de hemipenes, dos de R. gaigeae (MZFC 6228 y
MZFC 13866), tres de R. quinquelineata (MXC 097, UOGV 175 y UOGV 3266) y
dos de R. montana (UANL 411, CIG 605), donde se registraron los principales
caracteres distintivos del capitulum (parte distal del hemipene), la parte media

(medium) y la base del hemipene de ambos lados (Cuadro 7)
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Cuadro 7. Caracteres registrados de los hemipenes de seis muestras de los

miembros de la serie Rhadinaea gaigeae-montana-quinquelineata.

Especie Base del Numero de espinulas en Capitulum Numero de
hemipene la parte media del sulcos
hemipene
Con espinulas Con calices
_ R._ pequefias 13-17 papilados Uno
guinquelineata
_ Con esp|~nulas 14-16 Con pallces Uno
R. gaigeae pequefias papilados
R. montana Con espinulas 19-23 Con calices Uno
pequefias papilados

Los hemipenes en todos los casos son sencillos, unilobulados y monosulcados, el
capitulum presenta calices papilados, la parte media del cuerpo presenta
espinulas de mayor tamafio, la base presenta espinulas de menor tamafo (Fig. 9
y 10), la unica diferencia fue el numero de espinulas presentes en cada una de las
muestras, los ejemplares clasificados como R. montana fueron los que
presentaron un mayor nimero de espinulas (19-23), arregladas en una hileras de
7-8 espinulas que van de menor a mayor tamafio y tres hileras de 4-5 espinulas
(Cuadro 7, Fig.8) mientras que en R. gaigeae y R. quinquelineata se presentaron
dos hileras transversales de 4 espinulas grandes y dos hileras de 4 espinulas de

menor tamaio (Fig. 9).
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Figura 9. Hemipene de Rhadinaea montana (CIG-605). Se indican, Cap=

Capitulum; Med= Parte media; Bas=Base del hemipene; Es= espinulas.
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Figura 10. Hemipene de Rhadinaea gaigeae (CIB-UAEH SN). Se indican,

Cap=Capitulum; Med= Parte media; Bas=Base del hemipene; Sul= Sulco

espermatico; Es= espinulas.
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Andlisis filogenético

El producto final del alineamiento fue de 463 pb que corresponden al tRNAthr
(Treonina) = 1-39 y un fragmento del gen Cytb = 40-463, para este alineamiento

se obtuvieron cuatro particiones (Cuadro 8)

Cuadro 8. Estrategias de particion obtenidas en PartitionFinder para las

reconstrucciones filogenéticas de MV e IB (Lanfear et al. 2012).

Gen Analisis Numero de particiones Esquema de particién Modelo de sustitucién

TRNAT, Subset 1= 1-39

DNA, Subset 2= 40-463

ML 4
DNA, Subset 3= 41-463
DNA, Subset 4= 42-463
Cytb
TRNAT=1-39 GTR+I
Charset partition_2= 40-463 HKY+G
IB 4
Charset partition_3= 41-463 GTR+I
Charsetpartition_ 4= 42-463 HKY+G

Méaxima verosimilitud

En el arbol obtenido en el andlisis de Maxima Verosimilitud el género Rhadinaea
es parafilético respecto al género Rhadinella (Fig. 11) Los grupos decorata y
flavilata no son monofiléticos. Rhadinaea hesperia, representante del grupo de la

region del pacifico no se encuentra dentro del grupo formado por las demas

39



especies del grupo decorata incluidas en este analisis. Los miembros de la serie
Rhadinaea gaigeae-montana-quinquelineata se recuperaron como un grupo
monofilético, soportado por con un valor de boostrap= 63%, Rhadinaea flavilata
esta mas relacionada con el clado compuesto por las especies de interés en este
estudio (Clado A); los miembros de la serie se recuperaron como un clado
monofilético con un valor de boostrap= 63% (Rhadinaea gaigeae-montana-
quinquelineata), asi mismo Rhadinaea laureata es el grupo hermano del clado A
(Fig. 11).
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Figura 11. Arbol de maxima verosimilitud obtenido con base en secuencias del gen
mitocondrial Cytb. Los numeros de los nodos indican el valor de Boostrap de cada

clado. Grupo decorata, circulos naranja; Grupo flavilata, circulos verde.

En la serie Rhadinaea gaigeae-montana-quinquelineata se observan dos clados
principales, uno compuesto por la muestra de Nuevo Leon de R. montana, y el
segundo compuesto por R. gaigeae, R. quinquelineata, y el ejemplar de R.
montana del estado de Tamaulipas (Clado B), este ultimo mas relacionado
filogenéticamente con los haplotipos de R. gaigeae y R quinquelineata de los

estados de Hidalgo y Puebla respectivamente.

Rhadinaea forbesi de Veracruz aparece como grupo hermano del haplotipo de R.
marcellae de San Luis Potosi, alejado de la serie R. gaigeae-montana-
quinquelineata. El clado C se encuentra compuesto por las muestras de R.
cuneata + (R. mcdougalli + (R. forbesi + R. marcellae)). El clado D es el grupo

formado por las muestras de R. decorata de Guatemala y Rhadinella godmani.
Inferencia Bayesiana

El andlisis de Inferencia Bayesiana no mostré resolucién entre los géneros
Coniophanes, Hypsiglena, Rhadinella y Rhadinaea (Fig. 12). El clado formado por
Rhadinaea decorata, R. hesperia, Rhadinella godmani y el clado A, presenta un
valor de soporte alto de PP= 0.93. Sin embargo, las relaciones internas no se
encuentran definidas. . De las relaciones filogenéticas recuperadas en el clado A,
el grupo decorata no es monofilético ya que se encuentran integrados miembros

del grupo flavilata y existen dos clado principales (B y C); el clado B esta
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compuesto por los haplotipos del grupo flavilata representados por Rhadinaea

flavilata y R. laureata mas los miembros de la serie R. gaigeae-montana-

quinquelineata (PP= 1); el clado C se encuentra conformado por los haplotipos de

R. cuneata + (R. mcdougalli + (R. forbesi + R. marcellae)) con un valor de

probabilidad posterior PP= 1(Fig. 12).
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Figura 12. Arbol de Inferencia Bayesiana obtenido con secuencias del gen

mitocondrial Cytb. Los numeros en los nodos indican el valor de probabilidad
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posterior de cada clado. Grupo decorata, circulos naranja; Grupo flavilata, circulos

verde.

Los miembros de la serie Rhadinaea gaigeae-montana-quinquelineata forman un
grupo monofilético, sin embargo, presenta valores bajos de soporte PP= 0.74
(Clado D). Los haplotipos de R. montana de Tamaulipas y de Nuevo Ledn se
mantienen una independiente de la otra y la muestra de Tamaulipas se incluye
dentro del clado E. El clado formado por los haplotipos de R. quinquelineata, R.

gaigeae + R. montana (Tamps) presenta un valor de soporte alto (PP=1).

Limites de especies

WP

Debido a que en los andlisis de MV e IB el grupo de interés mostré la misma
topologia, se seleccioné el arbol de IB (Fig. 12), ya que en IB, los clados que
incluyen la serie gaigeae-montana-quinquelineata presentan valores de soporte
altos, un aspecto importante en la eleccion de especies putativas (Wiens y
Penkrot, 2002). Se utilizaron como especies focales a Rhadinaea gaigeae, R.

montana y R. quinguelineata.

El haplotipo de la especie focal R. montana de Nuevo Leon, es el grupo hermano
del resto de loshaplotipos de las especies R. gaigeae y R. quinquelineata, asi
como del haplotipo de R. montana procedente de Tamaulipas, geograficamente

esta muestra de R. montanase encuentra alejada geograficamente de R.
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quinquelineataque Unicamente se distribuye en la Gltima porcion de la SMO.
Debido al bajo soporte (PP=0.74), se descarta la probabilidad de flujo génico
entre R. montanay R. gaigeae, considerando que son especies simpatridas en la
misma porcién de la SMO en el estado de Tamaulipas, por lo que de acuerdo al
método WP, esta especie es independiente, con respecto a R. gaigeae, R.
quinquelineata y el haplotipo de R. montana de Tamaulipas, por lo que representa

una especie Unica.

Las otras dos especies focales R. gaigeae, R. quinquelineata y la muestra de R.
montana de Tamaulipas, no muestran independencia entre sus haplotipos y la
hipotesis de relacion estd bien soportada dentro del cladograma (PP= 1),
geograficamente R. gaigeae se encuentra ampliamente distribuida dentro de la
SMO desde Tamaulipas y Nuevo Leodn hasta el sureste de Hidalgo, en diversos
ambientes como BPE, BP y BMM; por su parte R. quinquelineata se encuentra
Gnicamente en la porcion sur de la SMO en el Norte de Puebla y existe una
porcién entre el sureste de Hidalgo y el Norte de Puebla en donde existen
ejemplares que comparten similitudes morfoldégicas entre R. gaigeae y R.
quinquelineata; ambas especies, R. gaigeae y R. quinguelineata, no son
mutuamente excluyentes en la reconstruccion filogenética, ademas de ser

simpatridas por lo que pueden representar una especie.

GMYC

Para el analisis de GMYC se incluyeron siete muestras de la serie R. gaigeae-

montana-quinquelineata. El analisis GMYC con el umbral “single Threshold” y el
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umbral “multiplethreshold” (Fig. 13), sugiere la presencia de tres especies con un
intervalo de confianza de 1-6 para el método single y un intervalo de confianza de
1-4 para el modelo multiple; en este analisis la muestra de R. montana de Nuevo
Ledn se observa como una especie valida; la segunda especie corresponden dos
muestras de R. quinquelineata del estado de Puebla; la tercer especie sugerida
esta representada por R. gaigeae + R. quinquelineata (Hgo, Zacatlan) + R.

montana (Tamps).
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Figura 13. Especies sugeridas por el analisis de GMYC de acuerdo con el modelo

“singlethreshold” y “multiplethreshold”.
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Discusioén

Morfologia

El empleo de un solo tipo de caracteres ya sea meristicos, morfométricos o
cualitativos, no mostré tendencias significativas dentro de los datos analizados,
por lo que cada matriz de datos en este estudio no son representativas por
separado para realizar deducciones acertadas sobre qué tipo de caracteres deben
emplearse para diagnosticar correctamente a cada una de las especies en
cuestion, ante ello es necesario incluir los tres tipos de caracteres en un solo
analisis, es decir, tomar el mayor niumero de caracteres fenotipicos (Rivera-
Gonzalez, 2009), esto puede explicar la incorrecta clasificacion de los ejemplares
a una especie en particular (R. gaigeae, R. montana, R. quinquelineata), realizada
de forma tradicional solo con caracteres cualitativos, tales como la coloracién (i. e.

Dixon et al., 2011).

El andlisis de PCA con los tres tipos de caracteres morfoldégicos en conjunto,
explican la mayor parte de la variacion de los datos de los ejemplares revisados,
debido a que este analisis relaciona correctamente el 83.75% de los datos con los
primeros siete componentes sin limitar el poder explicativo de cada uno de los
componentes (Fig. 6), y los distribuye entre los tres tipos de datos de manera casi
uniforme. Al realizar el célculo de la relacion de cada caracter morfométrico
respecto a la LHC se encontr0 que el caracter L_preD en R. montana es
significativamente mas grande respecto a las otras dos especies, representa el

0.62-0.73% (n=16, y con un 95% de confianza), mientras que en R. gaigeae del

46



0.64-0.71% (n=34) y R. quinquelinea 0.50-0.68% (n=6), Myers (1974), menciona
que el empleo de caracteres morfométricos en la caracterizacion de las diferentes
especies de colubridos cercanamente emparentados con Rhadinaea, asi como en
su momento entre los miembros el grupo lateristriga (=Urotheca) es poco
empleado y que debe ser considerado debido a que representa un potencial
importante en la caracterizacidon de especies. Actualmente el empleo de las
proporciones de algunas escamas Yy longitudes de la cabeza han ayudado a
distinguir entre grupos morfolégicamente similares con amplia distribucion como
en Ninia atrata (Angarita-Sierra, 2009), por lo que no debe descartarse el empleo
de éste caracter al describir a las especies del grupo decorata. EI nimero de
escamas infralabiales es un caracter que presento variacion en un solo ejemplar
de R. montana con 9/10, en el resto de muestras de las tres especies presento un
intervalo de 10-11, este caracter es importante para la clasificacion de grupos
propuesta por Myers (1974), en México el grupo decorata y el grupo taeniata
poseen 10 escamas infralabiales en cada lado de la cabeza, los miembros del
grupo flavilata presentan 9 y el grupo eduardoi de 8-9 (Myers,1974; Mata Silva et
al.,, 2019), sin embargo, el numero de escamas infralabiales presenta variacion
dentro de los grupos propuestos y particularmente variacion intra especifica, por lo
que deben ser tratadas como un caracter diagnostico de poco valor (Myers, 1974).
En este mismo sentido la presencia de la escama sub preocular (SPO), en los
miembros del grupo decorata esta usualmente presente (Myers, 1974; Mata-Silva,
2019), y en este estudio se observo que las tres especies presentan 0 no, estas
escamas en uno o ambos lados de la cabeza, éste es un caracter de valor

taxonomico importante, como lo sefiala Myers (1974), para identificar entre los
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grupos que conforman al género Rhadinaea, ya que Unicamente el grupo taeniata,
decorata y eduardoi presentan esta caracteristica (Myers, 1974; Mata-Silva et al.,

2019), y no deberia ser considerado a la hora de diagnosticar entre las especies.

Los ocelos son un caracter de mayor peso (39.4%), que al presentar solamente
dos estados de caracter (continuo o discontinuo) contribuyen en mayor medida a
la distincion de dos grupos, este caracter de acuerdo con Myers (1974), ayuda a
distinguir entre los miembros del grupo decorata, debido a que solamente
Rhadinaea hesperia y R. decorata presentan este par de ocelos interrumpidos
detras del ojo hasta antes del cuello (Bailey, 1940; Gunther, 1858), en el caso de
los ejemplares catalogados como R. montana del estado de Nuevo Ledn, todos
presentaron estos ocelos interrumpidos hacia el cuello, mismo patron que en el
holotipo (FMNH30826) y el paratipo (ANSP 15355), mientras que los ejemplares
de Tamaulipas (MZFC 8528) y el de Nuevo Ledn (UANL 5623), catalogados como
R. montana presentan ocelos continuos junto con todos los ejemplares asignados
a R. gaigeae y R. quinquelineata (Fig.14), lo que concuerda con lo descrito por

Smith (1944) en la descripcion de la especie.
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Figura 14. Patrones de coloracion de la cabeza; Ocelos continuos en R.
quinquelineata (UOGV 3266) y R. gaigeae (RICB 340); discontinuos en R.

montana (FMNH 30826, ANSP 15355).

El porcentaje que la cola representa respecto a la LHC es uno de los caracteres
que aporta mas informacién, los miembros del grupo decorata son quienes
representan un intervalo mayor en esta relacion (25-48%), de acuerdo con esto se
observé que R. montana posee una relacién LC/LHC (Porc), mayor respecto a las
otras dos especies del subgrupo (Porc= 41.6-48.8%, n= 16 y un intervalo de
confianza de 95%), y el resto de los miembros del grupo decorata, este caracter es
seleccionado por Myers (1974) para la formacién de los grupos y menciona que
las relaciones que se establecen en funcién de este caracter en colubridos son
importantes particularmente en el género Rhadinaea proporciona informacion
necesaria para distinguir entre este y otros géneros, debido a que representa mas
del 30% en relacion a la longitud hocico-cloaca; la variacion en este estado de
caracter estd asociado a variacion ontogénica o dimorfismo sexual (Myers, 1974),
por lo que es importante identificar que R. gaigeae y R. quinquelineata al presentar
intervalos similares en este caracter (Cuadro 9) puede tratarse de variaciones
pueden estar asociadas a alguno de estos factores; en este sentido Myers (1974)
establece que existe una relacion directamente proporcional entre la longitud de la
cola y el niumero de escamas subcaudales, y de acuerdo con los resultados del
presente estudio R. montana es la especie que posee un mayor numero de

escamas subcaudales, dentro del subgrupo y respecto al resto de especies del
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género, por lo que es un caracter de gran peso para identificar especies miembros

del grupo decorata y de la serie R. gaigeae-montana-quinquelineata (Myers,1974).

Cuadro 9. Intervalos de confianza para el caracter Porc de las tres especies N=56,

intervalo de confianza de 95%.

Error Est.

Especie Casos Media (s Limite Limite

) agrupada) Inferior Superior
R. gaigeae 34 41.87

4522 1.76745 39.3632 44.3767

R. montana 16 '
= 6 38.81 2.57648 41.5616 48.8699
quinqueline 4.20737 32.8474 44.7818
ata

Las serpientes del género Rhadinaea presentan relaciones en los patrones de
escutelacién y tamafio corporal asociados a factores como la variacién ontogénica
(Myers, 1974), R. gaigeae y R. quinquelineata poseen una relacion respecto al
caracter V que no muestran diferencias significativas entre las tres especies, sin
embargo Myers (1974), reporta que es identificable que en los machos de esta
especie tienden a tener un niamero menor a diferencia de las hembras; este mismo
caracter presenta valores muy similares en los intervalos de confianza en R

guinquelineata y R. gaigeae (166-173 y 166-169 respectivamente).
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Morfologia de los hemipenes

Existen pocos trabajos que resaltan la importancia de la morfologia de los
hemipenes en serpientes (Ascenso et al., 2019), en este estudio en todos los
casos los hemipenes presentaron morfologia similar a la descrita por Myers
(1974), y difieren unicamente en el arreglo y numero de espinulas en la seccion
media del hemipene, R. montana es la especie que presenta un mayor numero de
espinulas, con 19-23 en cada hemipene, mientras que en R. gaigeae y R.
quinquelineata presentan de 11-17 espinulas, el empleo de este caracter en la
diferenciacion entre especies del género Rhadinaea se ha limitado a la formacién
de grupos (Myers, 1974), y en otros grupos de colubridos se ha demostrado que
presentan un papel importante en la diferenciacion entre especies con amplia

variacion morfoldégica como Ninia ( Angarita-Sierra, 2014).

Variacion morfoldgica y dimorfismo sexual

Entre los patrones morfolégicos identificados se encuentra la coloracion de los
organismos inmaduros, Myers (1974) asegura que noO reconoce una
correspondencia geografica entre los patrones de coloraciéon de los organismos
identificados como R. gaigeae, sin embargo, este mismo autor reporta que los
organismos inmaduros de San Luis Potosi (Fig. 15), presentan patrones de
coloraciéon mas claros que los adultos de la misma region, asi mismo refiere que
en general los individuos inmaduros presentan costados mas claros que
eventualmente se van volviendo mas oscuros conforme van creciendo (Fig. 15).

La variacion en los patrones de coloracion asociados a la ontogenia, ha sido
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reportado en otras ocasiones para grupos con amplia distribucion, tales como
Oxyrhopus (Lynch, 2009), Chironius (Cacciali y Cabral, 2015), Clelia clelia (Arquilla
y Lehtinen, 2017) y Spilotes sulphureus (Valencia y Garzon-Tello, 2018), estos
cambios de coloracion han sido asociados a condiciones ambientales o
estrategias de supervivencia en los organismos jévenes (Valencia y Garzon-Tello,

2018).

Figura 15. Patrones de coloracion de organismos inmaduros de R. gaigeae; A,
Noreste de Querétaro (MZFC 8434); B, Suroeste de Querétaro (MZFC 8433); C,

San Luis potosi (RICB 340); R. quinquelineata D, Puebla (MFO 832).

La variacion morfolégica relacionada con el tamafio corporal de los organismos

puede estar relacionada con la distribucion altitudinal que estos presentan
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(Bergman, 1847; Zamora-Camacho et al., 2014), ya que en regiones mas frias los
organismos de R. gaigeae y R. quinquelineata son de mayor tamafio corporal,

principalmente las de BPE.

El dimorfismo sexual en serpientes generalmente no es tan marcado, y en el
género Rhadinaea se habia reportado Unicamente por la presencia de escamas
quilladas en la region de la cloaca (Myers, 1974). Sin embargo, en este trabajo se
encontré un dimorfismo en los patrones de coloracion entre machos y hembras de

R. gaigeae y R. quinquelineata (Fig. 16).
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Figura 16. Patrones de coloracion entre machos y hembras A (Hembra) 8528
Tamaulipas; B (Hembra) R. quinquelineata SN, Hueyapan, Puebla; C (Macho)
MXC 97, Zacatlan, Puebla; D (Macho) MZFC13866, Ixmiquilpan, Hidalgo. La

flecha indica la posicién de la linea oscura vertebral.

Los machos presentan colores mas claros y generalmente las lineas oscuras entre
la séptima y octava hilera de escamas, estas lineas generalmente no son nitidas
(Fig. 16, C y D), la linea media vertebral es mas delgada y menos nitida,
solamente en los ejemplares de Puebla esta linea es casi imperceptible en los

machos (Fig. 16, Cy D).

Los machos procedentes de zonas que cuentan con vegetacion de Pino (Fig. 17 A
y C), presentan colores marron mas claros similares a los de los organismos mas
jévenes mientras que los de Bosques de Encino presentaron colores olivaceos a
grises (Fig.17 B), en todos los casos la linea media vertebral y la linea lateral son
nitidas, este fenbmeno ha sido asociado en otras serpientes a necesidades de
termorregulacion, éxito reproductivo, proteccion contra depredadores (Jablonski et

al., 2017).
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Figura 17. Diferentes coloraciones presentes entre machos de Rhadinaea
quinquelineata. A UOGV3266, Zacatlan, Puebla; B UAEH SN, Pisaflores Hidalgo;

C UOGV 175, Zacatlan, Puebla.

Con base en las caracteristicas anteriores y el peso de cada variable dentro de los
andlisis de PCA y AD, se distinguen Unicamente dos morfoespecies, Rhadinaea

montana y R. quinquelineata (Cuadro 10).

Cuadro 10. Caracteres morfolégicos de las especies que componen la serie

Especie Porc Ventrales Sub Subpreoc Ocelos OPV  Epinulas
R. gaigeae 39.36- 150-180 58- Usualmente  Continuos 6-8 14-17
44.37 111 una hilera
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Usualmente  Continuos 6-8 13-17

R.quinquelineata  32.84- 166-179 57

44,78 96 una hilera
R. montana 41.56- 159-179 88- Usualmente  Continuos 6-8 18-23
48.86 113 una hilera

Analisis filogenéticos

La reconstruccion filogenética de los analisis de MV e IB, recuperaron la monofilia
de los miembros de la serie. Sin embargo, las relaciones filogenéticas del resto de
los miembros del grupo decorata no se recuperaron, especialmente en el caso del
analisis de IB, estas relaciones han sido retomadas en otras investigaciones con
especies del grupo Rhadinaea decorata, y particularmente en el caso de R. forbesi
se ha encontrado que junto con el clado que representa (Clado C, Figs. 11y 12),
requieren de un analisis mas complejo (Sanchez, 2018), y con esto se excluye

definitivamente del resto de la serie de interés.

Limites de especies

De acuerdo con el método WP, se pueden reconocer dos especies dentro de la
serie Rhadinaea gaigeae-montana-quinquelineata, el clado B (Fig. 11) conforma
una sola especie, este clado lo conforman las muestras de Hidalgo, Puebla y
Tamaulipas. No se obtuvo una hipotesis cuyo valor de soporte de acuerdo a los
propuestos para inferencia Bayesiana (>0.90), proporcionaran informacion
suficiente para proponer la independencia de las muestras de Zacatlan y

Hueyapan, Puebla, del resto de las muestras del clado B. Rhadinaea montana de
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Tamaulipas (FMQ3246), originalmente habia sido asignada por Garcia-Vazquez
(2012) como R. montana y fue asignada convencionalmente asi durante este
estudio; sin embargo, después de la revision morfoldgica, este ejemplar
corresponde a R. gaigeae, por lo que reafirma la independencia de R. montana de
Nuevo Ledn (Fig. 11). El andlisis de limite de especies con GMYC, sobreestima el
namero de especies bajo los dos umbrales, debido a que bajo el umbral single
sugiere de 1-6 especies, mientras que en el caso del umbral multiple propone de
1-4 especies probables, en ambas hipétesis se recupera la independencia de la
muestra de R. montana del estado de Nuevo Ledn (CIG 605). La segunda especie
que se recupera en ambas hipétesis es la conformada por las muestras de R.
quinquelineata de Puebla, las muestras de R. gaigeae de Hidalgo y R. montana de
Tamaulipas, una tercer especie es R. quinquelineata de Puebla (MXC SN,
R_quinque_Hueyapan), ambas muestras proceden de regiones cercanas en el
municipio de Zacatlan y Hueyapan, al norte del estado, morfolégicamente estas
dos muestras no presentan diferencias significativas respecto al complejo formado
por el resto de muestras analizadas durante los analisis de PCA y AD, en el caso
de la muestra de R. quinquelineata de Zacatlan (MXC 097), la Unica diferencia
significativa es la ausencia de la linea oscura vertebral, este mismo proceso se
presento en otro ejemplar colectado en la misma zona que presentaba una linea
oscura vertebral que desaparecio dias posteriores a su fijacion en formol,
considerando que no existe un método de fijacion adecuado que impida la
decoloracion de los ejemplares, producto del contacto con sustancias como formol

o alcohol, se presenta la pérdida de caracteres importantes, lo que hace probable
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que ésta linea haya desaparecido después de que los ejemplares hayan sido

sacrificados y fijados en formol (Kohler, 2012; Shu, 2017) (Fig. 18).

Figura 18. Patron de coloracion a mitad de cuerpo en los ejemplares catalogados
como R. quinquelineata procedentes de Zacatlan, Puebla; A, UOGV175 (macho);

B, MXC 097(macho).
Consideraciones taxondmicas

Myers reporta dos ejemplares catalogados como R. quinquelineata del estado de
Oaxaca (MNHN 1904.506-7), posterior a la revision morfolégica sobre los patrones
de coloracion y el nUmero de escamas, se encontré6 que si bien pertenecen al
grupo decorata, se descarta la posibilidad de que pertenezcan a R. quinquelineata
debido a que existe un amplio espacio geografico disyunto entre esta poblacion y
la méas surefia registrada en la SMO, en el norte de Puebla, esta distribucién se ve
interrumpida principalmente por la Faja Volcanica Trans-mexicana, cordillera que
de acuerdo con estudios como el de Daza et al. (2009), ha influido al interrumpir el
flujo génico entre poblaciones de serpientes distribuidas desde el atlantico hasta el

pacifico dando lugar a nuevos taxones de serpientes.
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Estos ejemplares presentan en parte el patron de lineas laterales de R. myersi, en
la tercera hilera de escamas, esta linea es interrumpida en la parte posterior de
cada escama y posee una linea media vertebral discontinua, sin embargo,
presenta dos areas claras paravertebrales delimitadas por un par de lineas
oscuras que ocupan la mitad de la séptima y octava hileras de escamas, ausentes
en R. myersi (Fig. 19). Geograficamente se encuentra restringida de las
poblaciones méas cercanas de R. myersi (Fig. 20), por lo que no representan
ejemplares de Rhadinaea myersi o R. quinquelineata y requieren de una revision

mas detallada.

Figura 19. Patrones de coloracion de los ejemplares de Rhadinaea, MNHN

1904.507, de Oaxaca.
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Figura 20. Distribucién de los ejemplares MNHN 1904.506-507, respecto a las

especies Rhadinaea hesperia, R. myersi y R. bogertorum, del grupo decorata.
Taxonomia

De acuerdo con los resultados de morfologia, en relacion con el tamafio, nUmero
de escamas y coloracion existen varios patrones identificados en R. gaigeae y R.
quinquelineata que son importantes de reconocer, debido a que este tipo de
patrones no identificados anteriormente entre las poblaciones suponian la
existencia de varias especies dentro del género Rhadinaea que actualmente son
sinonimias, tales como las incluidas en R. hesperia y en grupos cercanos como

Rhadinella (Myers, 1974).
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Considerando que Rhadinaea montana se identific6 como una identidad
morfolégica y filogenética exclusiva en todas las pruebas, se propone la
independencia de esta especie y se comprueba su validez taxondmica; las
caracteristicas morfologicas de Rhadinaea gaigeae y R. quinquelineata son
iguales, virtualmente presentan distribuciones simpétridas, filogeneticamente las
tres especies representan un grupo parafilético y la prueba de limite de especie de
WP las sugieren como una sola especie, se propone que R. gaigeae (Bailey,

1937) sea considerada como sinonimo minor de R. quinquelieneata (Cope, 1866).

A continuacion, se presenta la descripcion de las especies propuestas del

presente trabajo.

Rhadinaea montana Smith, 1944

Holotipo: FMNH 30826, una hembra adulta en buenas condiciones procedente de
Ojo de Agua, cerca de Galeana, Nuevo Ledn, México, colectado el 11 de agosto

de 1938 por Harry Hoogstral y colaboradores.

Diagnosis

Rhadinaea montana, representa una de las dos especies del grupo decorata con
distribucion mas nortefia, puede distinguirse del resto de los miembros del grupo
decorata excepto de R. quinquelineata por poseer un par areas claras a cada lado
de la linea vertebral oscura, esta banda oscura ocupa desde la mitad de la sexta 'y
hasta la mitad de la octava hilera de escamas; se distingue de R. quinquelineata
porque esta banda siempre presenta bordes nitidos y mas oscuros que el centro

de la misma. Presenta dos manchas claras desde la punta del hocico, continlan
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por arriba del ojo y posterior a €l y son interrumpidas hacia el cuello, poseer un
mayor numero de escamas subcaudales (88-113 escamas) a diferencia de R.

quinquelineata (Myers, 1974; Linner, 1996) (Fig. 21).

Figura 21. Patrones de coloracion en R. montana (UANL-HERP5842); A, patrén

de coloracion a mitad de cuerpo; B, patron de coloracion de la cabeza.

Distribucién. - Rhadinaea montana se encuentra distribuida en el estado de Nuevo
Leén y Tamaulipas en las serranias que comprenden la ultima porcion de la
provincia fisiogréfica de la Gran Sierra Plegada en dénde predominan los bosques
de pino, pino encino y matorrales submontanos (Ruiz-Jiménez et al., 2004). R.
montana es endémica a la porcién septentrional de la SMO limitada al sur por el

cauce del Rio Panuco (Espinosa-Organista, et al. 2004) (Fig. 22).
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Figura 22. Distribucién geogréafica de Rhadinaea montana.

Descripcién. - Son serpientes pequefias de hasta 309 mm, la longitud de la cola
respecto al resto del cuerpo representa el 41.6-48.8%, posee de 159-179 escamas
ventrales. Puede o no presentar una escama pequefia subpreocular insertada
entre la tercer y cuarta escamas supralabiales. Posee de 9-11 escamas
infralabiales, posee de 8-9 escamas supralabiales. Los machos presentan
hemipenes simples, unilobulados, monosulcado, el capitulum con célices
papilados, en la parte media poseen mas de 18-23 espinulas grandes arregladas

en cuatro hileras, la base presenta pequefias espinulas (Fig.9).

Coloracion. - Presenta una linea media vertebral justo por la mitad de la novena

hilera de escamas, posee un par de areas claras paravertebrales delimitadas por
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un par de bandas oscuras entre la séptima y octava hilera de escamas, las lineas

son contrastantes en todos los casos.

R. quinquelineata Cope, 1886

Diadophis decoratus Garman, 1883

Liophis decorata Barbour y Amaral, 1924

Rhadinaea gaigeae Bayley, 1937 (Nuevo sinénimo)

Rhadinaea crassa Smith, 1942

Lectotipo: USNM 31350, Una hembra (aparentemente adulta) de [Teziutlan],
Puebla, México, colectada por Santiago Bernard. Lectotipo designado pr por

Bailey (1940, p. 11).

Diagnosis

Es diferente de otras especies de Rhadinaea (excepto de R. montana) por poseer
una linea oscura vertebral bordeada por un area clara a cada lado de la linea
oscura vertebral. Las areas claras paravertebrales se encuentran delimitadas por
una banda oscura con bordes nitidos que ocupa principalmente la séptima hilera
de escamas y puede ocupar parte de la sexta hasta y octava hilera de escamas,

difiere de R. montana por la ausencia de un par de ocelos posteriores a los 0jos.

Distribucion. - R. quinquelineatase encuentra distribuida en los Bosques de Pino-
Encino, Bosques Mesofilos de Montafia y Bosques de Pino y en la Selva Mediana

Superennifolia, desde los 200 msnm hasta los 2683 msnm, en las porciones de la
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SMO que comprende a los estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi,
Querétaro, Hidalgo y Puebla (Myers, 1974; McCoid y Dixon, 1981; Canseco-

Marquez et al., 2004; Dixon et al., 2011) (Fig. 23).

-97I.00 -96|.00 -95|.00 -94I.00

-104.00 -103.00 -102.00 -10?.00 -10(|).00 -99|.00 -QBI.OO
o -

Leyenda

@ R guinguelineata
Vegetacion
"l Bosque de encino
Bosque de pino
Elevacion
b
[ 6488
B 7296
Bl 7944
I 2592

Figura 23. Distribucidén geogréfica de R. quinquelineata.

Descripcion

Son serpientes pequefias de hasta 420 mm de longitud, la longitud de la cola
respecto al resto del cuerpo representa del 29-55%, posee de 150-180 escamas
ventrales. Posee de 10-11 escamas infralabiales, siempre con 8 supralabiales. Los
machos presentan un hemipene simple, unilobulado, monosulcado, que se bifurca

en el segundo tercio del capitulum del hemipene, el capitulum con calices

65



papilados, las papilas son pequefias, en la parte media poseen de 13-17 espinulas
de mayor tamafio arregladas en cuatro hileras, la base del hemipene presenta

numerosas espinas pequenas.

Coloracion. - presenta una linea media vertebral oscura justo por la mitad de la
novena hilera de escamas, un par de areas claras bordeando la linea media
vertebral limitadas por un par de bandas oscuras sin bordes nitidos que ocupan
principalmente la séptima hilera de escamas y parte de las hileras adyacentes. Los
organismos inmaduros presentan el mismo patrén de coloracién las cinco bandas

oscuras son evidentes, aunque con coloraciones mas claras

Conclusiones

Los miembros de la serie Rhadinaea gaigeae-montana-quinquelineata se
recuperan como un grupo monofilético, y se presenta independiente del resto de

los miembros del grupo decorata.

En el presente trabajo las muestras de las especies Rhadinaea gaigeae y R.
quinquelineata no se mostraron como especies diferentes y de acuerdo con los
criterios morfoldgicos y de limites de especies representan una sola especie, por
lo que se plantea la sinonimia entre R. gaigeae y R. quinquelineata, y se propone

el nombre de ésta ultima como nombre valido.

La variacién ontogénica en algunos caracteres diagndésticos es un factor que juega
un papel importante en la determinacion de las especies, por lo que deberia ser

considerado inherentemente a la hora de describir una nueva especie y en
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aquellas especies con amplia distribucion geografica, como en este caso donde R.
quinquelineata presenta una amplia variacion morfolégica a lo largo de su

distribucion.

Se reporta por primera vez dimorfismo sexual en R. quinquelineata con relacion al
tamafio corporal, la proporcién de la cola respecto a la longitud hocico cloaca y el

numero de escamas subcaudales.

Las reconstrucciones filogenéticas en grupos morfolégicamente muy similares
como el del presente estudio, representa un papel importante en la distincién de
especies, debido a que incluyen informacion de tipo molecular de herencia
materna con tasas de evolucion rapidas (mtDNA), en la linea de tiempo evolutivo

gue ayudan a dilucidar los cambios que se dan de poblaciones a especies.

Los ejemplares de Oaxaca son diferentes a los taxones descritos para Rhadinaea
por lo que deben ser analizados a profundidad e incluir mas muestras de la misma

region para establecer la situacion taxonémica de los mismos respecto al género.

Rhadianea montana representa una especie independiente de R. quiquelineata y
el resto de las muestras del grupo decorata incluidas en este trabajo; esta especie
es endémica a la porcibn norte de la SMO y representa junto con R.

quinquelineata la especie con distribucion mas nortefia dentro del grupo decorata.
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Anexo |
Localidades de los ejemplares incluidos en la revision morfoldgica y en la

elaboracién de los mapas. (*) indica los ejemplares revisados

Rhadinaea bogertorum

Oaxaca: MZFC 16079 A lo largo de la carretera de Totontepec; 27182 Desviacion

a San Isidro, aproximadamente 23 km norte de la desviacién a San Pedro Yolox

Rhadinaea gaigeae

Nuevo Leodn: *UANL-HERP 5623 Cafdén San Isidro; Querétaro: *MZFC13866 a 7
km SE Tres Lagunas, Landa de Matamoros, *AMH 674 ejido el pifion; San Luis
Potosi: *MCZ 24982, MCZ 19047 Alvarez, *RICB 340 Rio verde, Cerro el cabezon,
*CNAR 15207, 15209 Zaragoza, *FMNH 73384 Alvarez, LSU 262, 602, 601, 264,
603 Region de Xilitla; Tamaulipas *MZFC 8528 Gomez Farias Carretera La Gloria-
Las palmas; *UANL-HERP 4121 Carretera Tula-Ocampo entronque con terraceria
N km 20, 7092 Sierra Mancha, sobre Carr. Al Refugio (La Unién), 13 Km E-NE de

Tula, 7107 Reserva de la Bidsfera "El cielo”

Rhadinaea hesperia
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Guerrero: MZFC 28409 Camino hacia barranca Panal, 6 km de Xochiatenco,
CNAR 9845 4 km al Oeste de Ayutla, BMNH 94.5.25.5 AMULA,; Oaxaca: UCM

41192-93 Cerro San Felipe.

Rhadinaea montana

Nuevo Ledn: *UANL-HERP 2194 Los Canelos; 2704 1 Km de Potrero Redondo
camino el Salto- Potrero Redondo; 28321 Km al O de Puerto Genovevo; 3164El
Nopal, Sierra de Higueras- Marin; 3302El Salto; 38221.5 Km La Trinidad; 4111
Carretera La Encantada- Zaragoza rumbo a Zaragoza la cafiada; 5310 Col. Del
Valle; 53251 Km al O de Puerto Genovevo; 5749Col. Cumbres (a un lado de la
Sierra Madre); 5623, 5842, 7077 y 7584 Cafon San Isidro; 5559, 5797,6194,
6334-36, 6836, 6959 Parque Ecologico Chipinque; 6333 ND; 6676-77 Boquillas y
Atongo; 6802Cafon de Novillero; 6915 5 de mayo y Juarez,Carr. Km 5; 7248
Charco Azul, Col. San Roque; 7249 Dr. Arroyo — Galeana; 7258 Ruta Caracol al
pico Norte, Cerro de la Silla; 7626 Las Moras 1.5Km, Parque Ecoldgico Chipinque;

*FMNH 30826 (Holotipo), Monterrey, *ANSP 15355 (Paratipo) Monterrey.

Rhadinaea myersi

Oaxaca: MZFC 9946-47 San Martin Caballero; 13547 Guadalupe Zacatepec
camino a Santa Ana del Progreso; 13548 Rumbo a Santa Ana del Progreso;

19373 Carretera Cerro del Vidrio-Santa Catarina Juquila

Rhadinaea quinquelineata
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Puebla: *JCSG 002, *UOGV 175, *MXC 097, UOGV 3266, Valle de Piedras
Encimadas, Zacatldn; *MFO 832, Ixtacamaxtitlan; *R_QUINQUE_HUEYAPAN,

Hueyapan; USNM 31350, Teziutlan

Anexo Il

#NEXUS

BEGIN DATA;
DIMENSIONS NTAX=14 NCHAR=464;
FORMAT DATATYPE = DNA GAP = - MISSING = ?;
MATRIX

R_gaigeae_ AMH_674 cytb 115584
CAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACCAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATT
TTGTTTTCTGACCAACCCAGTAATGGATTCATAATGAAGAATAGGAAGTATAG
GATGGAGGTTGTTTGGCTAATAAGGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTG
GCTGCTCAAGTGATTGTTATAAATGTAGCGACTAGTGTTCAAAATGTAAGTTGT
ATTAGGGGGCGGAATGTTATTGGCCGTATGTGTGATGTGTGGGTAAATGGGG
TTGTGATTAGAATAGTAATTGATATGATTAAGGCTAAGGTGCCCCCCAGTTTAT
TTGGGATAGATCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAATATCATTCCGGTTTA
ATGTGTTGTGGTGTTACTATGGGATTGGCCTTTGAAAAGTTCTCTGGGTCGTT
AAAAATGTTGGGGGAGAATGTCAGGATAATGAATAGTA-

R_quinque_Huey SN 60 26 115584
CAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACCAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATT
TTGTTTTCTGACCAACCCAGCAATGGACTCATAACGAAGAATAGGAAGTATAG
GATGGAGGTTGTTTGGCTAATAAGGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTG
GCTGCTCAAGTGATTGTTATAAATGTAGCGACTAGTGTTCAAAATGTAAGTTGT
ATTAGGGGGCGGAATGTTATTGGCCGTATGTGTGATGTGTGGGTAAATGGGG
TTGTAATTAGGATAGTAATTGATATGATTAAGGCTAAGGTGCCCCCTAGTTTAT
TTGGGATAGATCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAATATCATTCCGGTTTA
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ATGTGTTGTGGTGTTACTATAGGATTGGCCTTTGAAAAGTTTTCTGGGTCGTTA
AAAATGTTGGGGGTGAATGTTAGGATAATGAATAGTA-

R_cuneata DGM_52_ 115584
CAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGATTAGGTATTTATGATTT
TGTTTTCTGACCAGCCCAGTAATGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGA
ATGGAGGTTGTTTGTCCAATAAGTGTGAATGGTGGTTCTACTGGTTTAGTGGC
GGCTCATGTAATTGTTATGAATGTAGCGACTAAGGTTCAAAATATAAGTTGGG
TTAGTGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACGTGGGCTGTGTGAGTGAATGGGGT
TGTAGTAAGAATAGCAATAGATATGATTAGGGCTATGGTTCCCCCCAGTTTATT
TGGGATTGATCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAGTACCACTCTGGTTTAA
TGTGCTGTGGTGTTACCAGGGGGTTAGCTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCATTA
AAGATGTTGGGGGAGAATGTTAAAATAATGAATAATA-

R_forbesi_JRM_3800_30_1
CAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTT
TGTTTTCTGATCAGCCCAGTAGTGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGG
ATGGAGGTCGTTTGTCCAATAAGTGTGAATGGTGGCTCTACTGGTTTGGTGG
CGGCTCACGTGATTGTTATGAATGTAGCGATCAGGGTTCAAAATATAAGTTGG
GTTAGTGGACGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGGGTGAATGGGG
TTGTGATAAGGATAGCGATAGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCCAGTTTAT
TTGGGATAGATCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAGTATCATTCTGGTTTG
ATGTGTTGTGGTGTTACCATGGGGTTAGCTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTT
AAAAATGTTGGGGGAGAATGTTAAGATGATAAATATTA-

R_marcellae_ ANMO_4339 115584
CAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTT
TGTTTTCTGATCAGCCCAGTAGTGGGCTGGTGATGAAGAATAAAAAGTATAGG
ATGGAGGTTGTTTGTCCAATAAGTGTGAATGGTGGTTCTACTGGTTTGGTGGC
GGCTCATGTGATTGTTATGAATGTAGCGACTAGGGTTCAAAATATAAGTTGGG
TTAGTGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGCTGTGTGGGTAAATGGGGT
TGTAATAAGGATAGCGATGGATATAATTAGGGCTATGGTTCCTCCCAGTTTATT
TGGGATAGATCGTAGAATTCCGTAAGCAAATAGGAAGTATCATTCGGGTTTGA
TGTGTTGTGGTGTTACCATGGGGTTAGCTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTA
AAGAATGTTGGGGGAGAATGTTAAGCATGATAAATAT-

R_decorata_ RRA 301 R44 39
GAACAACGCTTTAAAGGTTTAAGCTATTAGAGCAGTGGTTAGGTATTTATGATT
TTGTTTTCTGATCAGCCCAGTAGGGGGTTTGTGATGAAGAAAAGGAAGTATAG
AATGGAGGTTGTTTGTCCAATTAGAGTAAATGGGGGTTCTACGGGTTTGGTGG
CTGCTCATGTAATTGTTATGAATGTGGCAATTAGGGTTCAGAATATAAGTTGG
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GTTAGGGGTCGGAATGTTATTGGTCGTACATGGGATGTGTGGGTAAATGGTG
TTGTGAGAAGGATGGCAATGGATATTACTAGGGCTAAGGTTCCGCCTAGTTTG
TTTGGGATAGATCGGAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAATATCATTCGGGTTT
AATGTGTTGTGGTGTAATCATGGGGTTAGCTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGT
TGAAGATGTTAGGGGTGAATGATATRATAATGAATAGTA-

R_mcdougalli_JAC 21633
CAAGAACAATGCTTTAATTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATGATT
TTGTTTTCTGATCAACCCAGTAGTGGGCTGGTGATAAAGAATAAAAAGTATAG
AATGGAGGTCGTTTGTCCGATAAGTGTGAATGGTGGTTCTACTGGTTTGGTGG
CGGCTCATGTAATTGTTATAAATGTGGCGACTAGGGTTCAGAATATAAGTTGG
GTTAATGGGCGGAATGTTATTGGTCGTATGTGGGCTGTGTGAGTGAATGGGG
TTGTAATAAGAATAGCGATAGACATAATTAGGGCTATAGTTCCCCCTAATTTAT
TAGGGATAGATCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAGTACCATTCTGGTTTA
ATGTGTTGTGGTGTTACTATGGGGTTAGCTTTTGAGAAGTTTTCTGGGTCGTT
GAAAATGTTGGGGGAGAATGTTAAGATAATAAATAACA-

R_montana_CIG_605 cytb
CAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACTAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATTT
TGTTTTCTGATCAACCAAGTAATGGATTTATAATGAAGAATATAAAGTATAGGA
TGGAGGTTGTTTGGCTAATAAGGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTAGC
TGCTCAAGTGATTGTTATAAATGTAGCGATTAGTGTTCAAAATGTAAGTTGTAT
TAAAGGGCGGAATGTTATTGGTCGTATGTGTGATGTGTGGGTAAATGGGGTT
GTAATTAGAATAGTAATTGATATGATTAAGGCTAAGGTGCCTCCCAGTTTATTT
GGGATTGATCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAGTACCATTCTGGTTTAAT
ATGTTGTGGTGTTACCATAGGATTGGCCTTTGAAAAATTCTCTGGATCATTAAA
AATGTTGGGGGTGAGTGTTAGGATAATAAATAGTA-

R_laureata_ AZR_211 cytb
CAAGAACAATGCTTTA?TTTAAGCTACTAGAACTGAGACTAAGTGTTTATAATTT
TGTTTTCTGATCAACCTAATAATGGATTAGTAATGAAAAATAGAAAGTATAGGG
TGGAGGTTGTTTGGCCAATGAGGGTAAATGGGGGTTCTACTGGTTTAGTTGCT
GCTCAAGTGATTGTGATAAATGTGGCGATTAGGGTTCAGAATATAAGTTGTAT
TAGGGGGCGGAATGTTATTGGTCGTACGTGAGATGTGTGGGTAAATGGGGTT
GTAATTAGAATAGTAATTGATATAATTAGGGCTAATGTGCCTCCTAGCTTGTTT
GGGATTGACCGTAAGATTCCATAGGCAAATAGGAAATATCACTCAGGTTTAAT
GTGTTGTGGTGTTACTATGGGGTTTGCTTTAGAGAAGTTTTCTGGGTCGTTGA
AAATGTTAGGGGTGAATGTTAGGATAATAAATAATA-

R_quinque_MXC_SN_cytb
CAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACCAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATT
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TTGTTTTCTGACCAACCCAGCAATGGACTCATAACGAAGAATAGGAAGTATAG
GATGGAGGTTGTTTGGCTAATAAGGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTG
GCTGCTCAAGTGATTGTTATAAATGTAGCGACTAGTGTTCAAAATGTAAGTTGT
ATTAGGGGGCGGAATGTTATTGGCCGTATGTGTGATGTGTGGGTAAATGGGG
TTGTAATTAGGATAGTAATTGATATGATTAAGGCTAAGGTGCCCCCTAGTTTAT
TTGGGATAGATCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAATATCATTCCGGTTTA
ATGTGTTGTGGTGTTACTATAGGATTGGCCTTTGAAAAGTTTTCTGGGTCGTTA
AAAATGTTGGGGGTGAATGTTAGGATAATGAATAGTA-

R_quinque_JCSG_2 CYTB
CAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACCAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATT
TTGTTTTCTGACCAACCCAGCAATGGATTCATAATGAAGAATAGGAAGTATAG
GATGGAGGTTGTTTGGCTAATAAGGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTG
GCTGCTCAAGTGATTGTTATAAATGTAGCGACTAGTGTTCAAAATGTAAGTTGT
ATTAGGGGGCGGAATGTTATTGGCCGTATGTGTGATGTGTGGGTAAATGGGG
TTGTGATTAGGATAGTAATTGATATGATTAAGGCTAAGGTGCCCCCCAGTTTAT
TTGGGATAGATCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAATATCATTCTGGTTTAA
TGTGTTGTGGTGTTACTATGGGATTGGCCTTTGAAAAGTTCTCTGGGTCGTTA
AAAATGTTGGGGGAGAATGTCAGGATAATGAATAGTA-

R_flavilata_cytb

TGATCAACCGAGTAATGGATTTGTGATGAAGAATAGAAAGTATAGGATGGAAG
TTGTTTGGCTAATAATAATAAATGGTGGTTCTACTGGTTTGGTGGCAGCTCAA
GTAATTGTTATGAATGTAGCGATTAATGTTCAGAATGTAAGTTGTATTAGGGGG
CGGAATGTTATTGGTCGTATGTGTGATGTATGTGTAAATGGGGCAGAGATTAA
AATGGTAATTGATATGATTAAGGCTAGGGTGCCTCCTAATTTATTTGGAATTGA
TCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAGGAAGTATCATTCTGGTTTAATATGTTGTG
GTGTTACTATAGGGTTAGCCTTTGAAAAGTTTTCTGGGTCGTTAAAGATGTTG
GGGTAGAATGTTAGAATAATAAATAATA-

R_montana_FMQ_3246 cytb
CAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACCAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATT
TTGTTTTCTGACCAACCCAGTAATGGATTCATAATGAAGAATAGGAAGTATAG
GATGGAGGTTGTTTGGCTAATAAGGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTG
GCTGCTCAAGTGATTGTTATAAATGTAGCGACTAGTGTTCAAAATGTAAGTTGT
ATTAGGGGGCGGAATGTTATTGGCCGTATGTGTGATGTGTGGGTAAATGGGG
TTGTGATTAGGATAGTAATTGATATGATTAAGGCTAAGGTGCCCCCCAGTTTAT
TTGGGATAGATCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAATATCATTCCGGTTTA
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ATGTGTTGTGGTGTTACTATAGGATTGGCCTTTGAAAAGTTCTCTGGGTCGTT
AAAAATGTTGGGGGAGAATGTCAGGATAATGAATAGTA-

R_quinque_UOGV_175_CYTB
CAAGAACAATGCTTTATTTTAAGCTACCAGAACTAAGACTAAGTGTTTATAATT
TTGTTTTCTGACCAACCCAGCAATGGATTCATAATGAAGAATAGGAAGTATAG
GATGGAGGTTGTTTGGCTAATAAGGGTGAATGGGGGTTCTACTGGTTTGGTG
GCTGCTCAAGTGATTGTTATAAATGTAGCGACTAGTGTTCAAAATGTAAGTTGT
ATTAGGGGGCGGAATGTTATTGGCCGTATGTGTGATGTGTGGGTAAATGGGG
TTGTGATTAGGATAGTAATTGATATGATTAAGGCTAAGGTGCCCCCCAGTTTAT
TTGGGATAGATCGTAGAATTCCGTAGGCAAATAAGAAATATCATTCTGGTTTAA
TGTGTTGTGGTGTTACTATGGGATTGGCCTTTGAAAAGTTCTCTGGGTCGTTA
AAAATGTTGGGGGAGAATGTCAGGATAATGAATAGTA-

END,;

beginassumptions;

charset partition_1 = 1-39;
charset partition_2 = 40-463\3;
charset partition_3 = 41-463\3;

charset partition_4 = 42-463\3;

end;
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