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1. RESUMEN
Se realizo un estudio taxondémico de un grupo de culebras de la familia Dipsadidae formado por
las especies: Rhadinaea cuneata, R. forbesi, R. macdougalli y R. marcellae con base en evidencia
morfolégica y molecular (multilocus). Se examinaron diez caracteres morfométricos, ocho
cuantitativos y cinco cualitativos de un total de 52 ejemplares. Se realizo una revision morfoldgica
y un analisis de componentes principales. Ademas, se secuenciaron dos genes de origen
mitocondrial (cyt-b, ND4) y dos de origen nuclear (c-mos, DNAH3), de un total de 33 individuos.
Se reconstruyeron las relaciones filogenéticas mediante anélisis de Méxima Verosimilitud e
Inferencia Bayesiana. Finalmente se evaluaron los limites de especie con dos métodos coalescentes
de delimitacion (GMYC y PTP), y se calcularon las distancias genéticas. El analisis de
componentes principales muestra que no existen diferencias morfométricas entre las especies
revisadas. La revision morfologica muestra que un ejemplar de R. macdougalli colectado en Los
Tuxtlas, Veracruz presenta diferencias significativas con respecto a los individuos Provenientes
de Oaxaca. Los arboles obtenidos en ambos analisis son congruentes con los arboles generados en
estudios previos, ya que no se recupera la monofilia del grupo decorata, el cual incluye a las
especies estudiadas. Por su parte los andlisis de limites de especie fueron congruentes entre si, y
reconocen cinco linajes independientes dentro del grupo de estudio: a) R. cuneata, b) R. forbesi,
¢) R. macdougalli, d) R. marcellae y ) Rhadinaea sp. Tuxtlas. Las distancias genéticas robustecen
los resultados de los analisis de delimitacion de especies, ya que la variacion genética mas grande
fue entre R. macdougalli y Rhadinaea sp. Tuxtlas. Estos resultados fueron congruentes con la
morfologia, por lo que las especies nominales se mantienen como validas y se propone a

Rhadinaea sp. Tuxtlas como un taxon aun no descrito.



2. ABSTRACT
A taxonomic study was conducted on a group of snakes that belongs to the Dipsadidae family,
consisting of the species Rhadinaea cuneata, R. forbesi, R. macdougalli, and R. marcellae, based
on morphological and molecular (multilocus) evidence. Ten morphometric characters, eight
quantitative and five qualitative, were examined in a total of 52 specimens. A morphological
review and principal component analysis were performed. In addition, two mitochondrial genes
(cyt-b, ND4) and two nuclear genes (c-mos, DNAH3) were sequenced from a total of 33
individuals. Phylogenetic relationships were reconstructed using Maximum Likelihood and
Bayesian Inference analyses. Finally, species limits were evaluated using two coalescent
delimitation methods (GMYC and PTP), and genetic distances were calculated. The principal
component analysis shows that there are no morphometric differences between the revised species.
The morphological review shows that a specimen of R. macdougalli collected in Los Tuxtlas,
Veracruz, exhibits significant differences from individuals from Oaxaca. The trees obtained in
both analyses are congruent with the trees generated in previous studies, as the monophyly of the
decorata group, which includes the studied species, is not recovered. The species delimitation
analyses were congruent with each other and recognize five independent lineages within the study
group: a) R. cuneata, b) R. forbesi, ¢) R. macdougalli, d) R. marcellae, and e) Rhadinaea sp.
Tuxtlas. The genetic distances support the results of the species delimitation analyses, as the largest
genetic variation was observed between R. macdougalli and Rhadinaea sp. Tuxtlas. These results
were congruent with the morphology, so the nominal species remain valid, and Rhadinaea sp.

Tuxtlas is proposed as a undescribed taxon.



3. INTRODUCCION

El problema principal de la taxonomia es delimitar especies y definir cuando dos especimenes
diferentes son o no parte de un mismo linaje evolutivo. Muchas areas como la biologia evolutiva,
ecologia o biogeografia dependen de la delimitacién de especies como un factor imprescindible
para llevar a cabo sus estudios, por lo que es una tarea necesaria para la evaluacion de la
biodiversidad (Puorto et al. 2001, Dyrat 2005). En términos generales, la base para generar
hipotesis acerca de la evolucion de la diversidad son los eventos bioldgicos, como la especiacion,
extincion y diversificacion (Carvalho 2010, Cox et al. 2016).

La descripcidn de especies cominmente se lleva a cabo a traves de las llamadas “morfoespecies”,
las cuales son descritas exclusivamente con el uso de caracteres morfologicos. Por ejemplo, los
patrones de coloracion, conteo de escamas, estructura de los esqueletos e incluso la denticion. El
uso de caracteres morfolégicos debe hacerse con cuidado, ya que no es posible tener la certeza de
que un caréacter sea diagndstico revisando pocos ejemplares. De esta manera, hay casos en los que
la morfologia no puede resolver los limites de especies, ejemplo de ello son las especies cripticas,
que son dificiles de reconocer mediante la morfologia (Puorto et al. 2001, Hoyos et al. 2003, Lee
et al. 2007). Sin embargo, las morfoespecies fungen como hipdtesis de delimitacién que deben ser
puestas a prueba mediante otras fuentes de evidencia (Dyrat 2005, Wiens 2007, Schlick-Steiner et
al. 2010).

La utilizacion de informacidon molecular ha tenido un gran impacto en la sistematica, debido a la
capacidad de inferir relaciones filogenéticas, sobre todo a partir de secuencias de DNA.
Comunmente estas relaciones se obtienen a partir de tres tipos de andlisis. Parsimonia (P) que
busca el arbol mas corto o con el menor numero de pasos. Méaxima verosimilitud (MV) que busca
el arbol que con mayor probabilidad dio origen a los datos originales, mediante un modelo
evolutivo establecido. Inferencia bayesiana (IB) que permite la estimacion inicial de cada uno de
los parametros utilizados en los modelos seleccionados (Leache y Reeder 2002, De Luna et al.
2005).

Para reconocer especies se requiere de la evidencia de propiedades Unicas, que demuestren que
una poblacion o conjunto de poblaciones con distribuciones alopatricas o parapatricas sean
exclusivas con respecto a otras (Sites y Marshall 2003, Sdez 2009). Esto generalmente sucede
cuando ha tenido lugar la extincién de haplotipos complementarios ancestrales de un locus,
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siempre y cuando no existan fendmenos como la separacion incompleta de linajes o la introgresion
(Crandall et al. 2000, Kiziriana y Donnelly 2004, De Quieroz 2007). Sin embargo, el problema
con los métodos basados en arboles filogenéticos es que no se sabe cuales de los clados fuertemente
soportados representan especies diferentes (Dyrat 2005, Wiens 2007). Por otra parte, los caracteres
morfoldgicos son faciles de utilizar y tienen un origen a partir de diversos genes, por lo que son
mas confiables y constituye una base solida para separar linajes que utilizando informacion

molecular proveniente de un solo locus (Dyrat 2005, Will et al. 2005, Wiens 2007).

3.1 Taxonomia integradora
Existen dos escenarios posibles al momento de delimitar especies, el primero es cuando no se tiene
ninguna hipdtesis previa de qué especimenes 0 poblaciones pertenecen a cada especie, y se generan
las hipotesis a partir de los clados generados por un analisis filogenético. El segundo es en el que
ya existen hipotesis previas a partir de la morfologia, y se pretende ponerlas a prueba mediante

informacion genética.

Cualquier taxon en la categoria de especie, es una hipotesis, la cual no debe tomarse como verdad
absoluta, aun cuando este bien soportada. El riesgo de delimitar errdbneamente a las especies no
puede ser eliminado por completo, pero si disminuido en la medida que se tengan mas fuentes
independientes de evidencia. Por tal motivo, los taxbnomos optan por abordar una taxonomia

integrativa, en la que se integre evidencia morfoldgica, molecular, geogréfica, ecologica, etc.

Existen dos metodologias distintas para evaluar en conjunto hipdtesis provenientes de diferentes
lineas de evidencia, la integracion por congruencia y la integracién por acumulacion (Padial et al.
2010). En la primera se busca que todas las fuentes de evidencia sean concordantes entre si, sin
embargo; aunque dos o mas hipdtesis de diferentes lineas de investigacion sean congruentes en
proponer dos especies para un grupo de individuos, aun cuando estén bien soportadas, siempre
tendremos la incertidumbre de que en la naturaleza exista en realidad una sola especie. Por otro
lado, en la integracion por acumulacion se toman en cuenta aquellas lineas de investigacion que
reflejen la diversificacion de las especies, aunque existan otras que no lo hagan. En este sentido,
la integracion por acumulacion funciona mejor para estudiar especies en reciente estado de
divergencia en las que aun no se han adquirido diferentes caracteristicas Unicas que indiquen una
especiacion (Padial et al. 2010, Schlick-Steiner et al. 2010).



A partir de la forma de integrar los datos, los estudios que se realizan para delimitar especies
también se pueden dividir en cuatro tipos. Los que comparan cualitativamente los resultados de
sus delimitaciones entre las diferentes fuentes de evidencia. Los que se basan en caracteres no
moleculares, mapeados en una filogenia molecular. Los que utilizan diferentes particiones
moleculares concatenadas y por ultimo, aquellos que se basan en métodos basados en la te
coalescencia (Dayrat, 2005, DeSalle et al. 2005, Rubinoff & Holland 2005, Schlick-Steiner et al.,
2010, Yeates, 2010).

3.2 Métodos coalescentes de delimitacion de especies
La teoria de la coalescencia (Kingman 1982) es una extension de la genética de poblaciones que
utiliza los principios de la genética mendeliana para construir y analizar genealogias al azar. Esto
nos permite incorporar conceptos como la recombinacion y fendmenos demogréaficos. Ademas,
nos indica que la historia genética de dos alelos puede ser trazada hacia atras en el tiempo hasta el
momento que convergen (evento de coalescencia) en el ancestro comun mas cercano (Kingman
2000), lo cual proporciona un marco conceptual muy solido para identificar objetivamente especies

cripticas y alopatricas (Zufiga et al. 2009).

En general cuando se utiliza un analisis filogenético que incluya datos de méas de una linea de
evidencia, no se suele tomar en cuenta si los datos de las diferentes fuentes estan en discrepancia.
Por ejemplo: una especie putativa basada en evidencia morfoldgica puede ser parafilética con
respecto a su DNA (Schlick-Steiner et al. 2010, Yeates, 2010). Para formular una hipotesis que
incluya resultados no congruentes entre las disciplinas aplicadas, esta debe tener alguna
explicacion evolutiva para tal desacuerdo, no obstante, la teoria de la coalescencia nos da una
explicacion bioldgica para esa discordancia ya que la coalescencia considera que el arbol de las
especies no es igual al arbol de genes, y cada uno tiene una genealogia diferente (Rosenberg y
Nordborg 2002).

Con base en la teoria de la coalescencia, se han implementado numerosos métodos para delimitar
especies, un ejemplo es el General Mixed Yule Coalescent (GMYC, Pons et al., 2006), el cual es
un método de probabilidad que identifica cambios significativos en las tasas de ramificacion,
utilizando el tiempo para identificar puntos de transicion, lo que nos permite distinguir entre
eventos de diversificacion intra e interespecificos. GMYC supone que todas las ramas que parten
de la raiz hasta dichos puntos de transicion son especies diferentes (Fujisawa y Barraclough, 2013;
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Zhang et al., 2013). Otro ejemplo es el Poisson Tree Processes (PTP, Zhang et al., 2013) el cual
utiliza el modelado de procesos de especiacion considerando el nimero de sustituciones entre cada
ramificacion y/o eventos de especiacion en lugar del tiempo. Este método es ideal para la
delimitacién de especies en filogenias moleculares de un solo locus ya que solo necesita como

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

3.3 Concepto de especie

Existen al menos 22 diferentes conceptos de especie, que varian en cuanto al argumento o criterios
que utilizan para delimitar especies (Mayden 1997). Por ejemplo, el concepto bioldgico
(Dobzhansky 1935) establece que las especies deben ser entidades naturales, caracterizadas por su
mutuo aislamiento reproductivo. Por otra parte, el concepto filogenético (Cracraft 1983) define a
una especie como un grupo irreducible de organismos con caracteristicas diagnosticas diferentes
a las de otros grupos similares, y que ademas exhibe un patrén de ancestria y descendencia. El
problema con el primero es que no considera a los casos de hibridaciones ni a las especies
asexuales, en cambio el segundo depende totalmente del estado monofilético de estos grupos,
evidencia gue no siempre esta disponible (Saez 2009, Schlick-Steiner et al. 2010). Otro caso es el
concepto evolutivo (Wiley 1978) en el cual se toma en cuenta la independencia evolutiva de los
grupos a través del tiempo (Ruano y Tinaut 2002). Actualmente la mayoria de los bi6dlogos
reconocen que una especie es un linaje evolutivo, y que los diferentes conceptos de especie
representan diferentes etapas del proceso de especiacion. La Unica duda es sobre en qué punto del
proceso de separacion de linajes es que deben considerarse especies diferentes (De Queiroz 2007,
Knowles y Carstens 2007, Wiens 2007, Padial et al. 2010, Yeates et al. 2010).

3.4 El género Rhadinaea
Rhadinaea Cope 1863 (Squamata: Dipsadidae) comprende un grupo de serpientes diurnas con
pupila redonda, de talla pequefia y cuerpo delgado que en su mayoria presentan un patrén de
coloracion “rayada” a lo largo de su cuerpo. Habitan principalmente en los bosques nublados,
bosques caducifolios y bosques de pino; con un rango altitudinal que abarca desde el nivel de mar
hasta los 3500 m. La distribucién del género se extiende desde la Sierra Madre occidental (sur de
Sinaloa) y Sierra Madre Oriental (norte de Nuevo Ledn) en México, hasta el noroeste de Ecuador.

Con la excepcidn de R. flavilata Cope 1871, cuyas poblaciones se encuentran aisladas en el sureste



de Estados Unidos (Myers 1974, Schargel et al. 2005, Myers 2011, Garcia-Vazquez et al. 2018,
Palacios-Aguilar y Garcia-Vazquez 2020, Garcia-Sotelo et al. 2021).

La conformacion del género fue establecida por Myers (1974), quien realizd una revision
morfoldgica del grupo con base en caracteres como la denticién, estructura de los hemipenes,
patrones de escutelacién y de coloracion. A partir de esta informacién clasificoO 45 especies
(incluidas dos especies descritas en el mismo estudio) dentro de ocho grupos de la siguiente
manera: brevirostris (6 especies), calligaster (1 especie), decorata (11 especies), flavilata (2
especies), godmani (11 especies), lateristriga (8 especies), taeniata (3 especies) y vermiculaticeps

(3 especies).

Desde la revision de Myers (1974) la composicion del género ha tenido algunos cambios
taxonomicos importantes Entre los mas relevantes se puede mencionar la transferencia del grupo
lateristriga al género Urotheca (Savage y Crother 1989); la inclusion del grupo brevirostris en el
género Taeniophallus (Myers and Cadle 1994), y la desaparicion del grupo godmani, el cual se
elevo a nivel de género, para lo cual se resucito al género Rhadinella (Myers 2011). Por ultimo,
Mata-Silva et al. (2019) describieron a R. eduardoi a partir de un ejemplar de Oaxaca, y debido a
la gran diferencia que este presentaba con respecto a las demas especies del género, formaron un
nuevo grupo monotipico (eduardoi). Sin embargo, Palacios-Aguilar y Garcia-Vazquez (2020)
demostraron que el ejemplar en realidad correspondia a un individuo de la especie Coniophanes
fissidens Glinther 1858, por lo que el taxén R. eduardoi asi como el Grupo eduardoi ya no son

validos.

Actualmente el género Rhadinaea se compone de 21 especies distribuidas en cinco grupos:
calligaster (1 especie), decorata (12 especies), flavilata (2 especies), taeniata (3 especies) y
vermiculaticeps (3 especies) (Garcia-Vazquez et al. 2018, Palacios-Aguilar y Garcia-Vazquez
2020). Sin embargo, en los ultimos afios se han realizado estudios basados en morfologia e
informacién molecular, que han puesto en duda la monofila del género y las relaciones intra e
interespecificas de sus especies. En estos trabajos se sugiere la existencia de dos entidades
taxonomicas aun no descritas (R. cf. marcellae y R. cf. taeniata) y ademas se propone la sinonimia
entre R. quinquelineata y R. gaigeae, quedando la primera como especie valida (Sanchez-Garcia
2018, Martinez-Fuentes 2019, Garcia-Sotelo et al. 2021).



3.4.1 El grupo decorata
El grupo decorata se caracteriza por tener 17 hileras de escamas dorsales sin reduccion hacia la
parte posterior y una escama subpreocular. Tienen una coloracién dorsal marron con una serie de
lineas longitudinales, una linea oscura ocupando la cuarta y/o quinta hileras de escamas dorsales
(a menudo acompafiada por una linea clara). Presentan una marca blanca desde el borde posterior
o dorsal del ojo y que se extiende horizontalmente o de forma inclinada hasta detras del borde de
la boca. En algunos casos esta linea se puede extender hacia la parte dorsal formando un “collar

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

Este grupo es el méas diverso del género Rhadinaea y comprende 12 especies: R. bogertorum Myers
1974, R. cuneata Myers 1974, R. decorata Glnther 1858, R. forbesi Smith 1942, R. gaigeae Bailey
1937, R. hesperia Bailey 1937, R. macdougalli Smith y Langebartel 1949, R. marcellae Taylor
1949, R. montana Smith 1944, R. myersi Rossman 1965, R. nuchalis Garcia-Vazquez, Pavon-
Vazquez, Blancas-Hernandez, Blancas-Calva y Centenero-Alcalad 2018 y R. quinguelineata Cope
1886. Estas especies se distribuyen casi exclusivamente en la Sierra Madre Oriental y Sierra Madre
del Sur con la excepcion de R. decorata, cuya distribucion se extiende hasta Colombia y noroeste
de Ecuador (Myers 1974, Ramirez- Bautista et al. 1998, Pérez-Higareda et al. 2002, Garcia-
Vazquez et al. 2009, Garcia-Vazquez et al. 2018, Sanchez-Garcia et al. 2019).



4. ANTECEDENTES
La falta de muestras de tejido disponibles y el hecho de que algunas especies del género Rhadinaea
son raramente colectadas representan desafios importantes para su estudio (Myers 2011). Por tal
motivo, las relaciones filogenéticas del grupo decorata no han sido resueltas en su totalidad, y
desde la revision del género elaborada por Myers (1974) solo algunos autores han realizado
sugerencias taxondmicas. Estas se basaron en revisiones morfologicas de los nuevos ejemplares
que han sido recolectados, sin embargo, varios de los problemas taxonémicos del grupo ain no se
han resuelto (Nieto-Montes de Oca y Mendelson I11 1997, Ramirez-Bautista et al. 1998, Dixon et
al. 2011, Garcia-Vazquez et al. 2018). En algunos trabajos se han presentado filogenias de
coltbridos que incluyen al género Rhadinaea (Pyron et al. 2011, 2013, Figueroa et al. 2016, Zaher
et al. 2019, Palacios-Aguilar y Garcia-Vazquez 2020). Sin embargo, ninguno de estos estudios
estuvo enfocado en descubrir las relaciones filogenéticas del género, por lo que solo incluyeron a

R. decorata, R. flavilata, y R. fulvivittis .

En los dltimos afios el uso de informacion molecular ha permitido inferir las relaciones
filogenéticas dentro del grupo decorata (Sanchez-Garcia 2018, Martinez-Fuentes 2019). En
particular en el estudio de Garcia-Sotelo et al. (2021) acerca de la biogeografia del género
Rhadinaea, donde se propone una filogenia a partir de marcadores mitocondriales y nucleares que
incluyd a cada una de las especies del género. Con excepcién de R. sargenti y R. vermiculaticeps,
las cuales son especies raras de observar. En estos trabajos se puede observar que el grupo decorata
es polifilético con respecto a los grupos taeniata y flavilata, ademas, de la formacién de algunos
clados fuertemente soportados en estas filogenias. Por ejemplo, el formado por R. cuneata, R.

forbesi, R. marcellae y R. macdougalli.

Las relaciones de parentesco entre R. cuneata, R. forbesi, R. marcellae y R. macdougalli han sido
sugeridas anteriormente en algunos trabajos. Ramirez-Bautista et al. (1998), al realizar una
revision morfoldgica de R. macdougalli, propusieron que esta especie se encuentra estrechamente
relacionada con R. marcellae. Esto debido a la convergencia que encontraron en los intervalos de
variacion de algunos caracteres, como el nimero de escamas ventrales y subcaudales; asi como la

similitud de la linea oscura vertebral.

En el trabajo de Nieto-Montes de Oca y Mendelson Il (1997) se examinO la variacion

intraespecifica que existe en el collar nucal de R. marcellae, el cual es la principal caracteristica
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diagnostica de la especie (Taylor 1949, Myers 1974). Ademas, se reporté un ejemplar colectado
en Tepango, Puebla, el cual presentaba caracteristicas Unicas con respecto a los demas ejemplares
conocidos de R. marcellae (Taylor 1949, Myers 1974, Hernandez-Garcia y Mendoza-Quijano
1994). Este ejemplar exhibia un collar vestigial y una cola mas larga que cualquier otro miembro
del grupo decorata (Myers 1974), aunque con solo 71 escamas subcaudales. La localidad donde
fue recolectado era mas cercana a la distribucion de R. forbesi, en los alrededores de Xalapa,
Veracruz (Smith 1942, Myers 1974), que a los registros mas cercanos de R. marcellae conocidos
hasta entonces, en Tlanchinol, Hidalgo (Hernandez-Garcia y Mendoza-Quijano 1994). El patrén
de coloracion también era mas similar al de R. forbesi que a R. marcellae, por lo que los autores
sugirieron que el organismo de Tepango podia representar a un ejemplar de R. forbesi, o bien, a
un hibrido de esta especie con R. marcellae. Sin embargo, decidieron asignar tentativamente este
ejemplar a R. marcellae, principalmente por el nimero de espinas en los hemipenes, sin descartar

que se pudiera tratar de un taxén adn no descrito.

Mas tarde, Canseco-Marquez et al. (2000) confirmaron la presencia de R. marcellae en el estado
de Puebla, con base en un ejemplar colectado cerca de Cuetzalan, Puebla, el cual, a diferencia del
ejemplar de Tepango, presentaba un collar completo y un patrén de la cabeza consistentes con las
caracteristicas diagndsticas de la especie (Taylor 1949, Myers 1974).

Dos décadas después de la publicacion de Nieto-Montes de Oca y Mendelson 111 (1997) y debido
a que el estado taxondmico del ejemplar de Tepango ain no se habia resuelto, Sdnchez-Garcia
(2018) realizé un estudio de delimitacion de especies con base en datos morfoldgicos y un gen
mitocondrial (Cyt-b). Esto con el objetivo de esclarecer las relaciones filogenéticas existentes entre
R. marcellae y R. forbesi. Como parte de los resultados de la inferencia filogenética, se formé un
clado compuesto por R. macdougalli como grupo hermano de R. marcellae y R. cuneata como
grupo hermano de R. forbesi; ademas, se sugirid la existencia de una entidad taxondémica aln no
descrita (R. cf. marcellae) que incluia al ejemplar de Tepango. Esta propuesta se baso en la
monofila reciproca presentada entre R. cf. marcellae y R. marcellae; ademas, de los resultados de
un analisis de componentes principales a partir de datos morfometricos. Se propusieron como
caracteres distintivos de R. cf. marcellae la continuidad de la linea postocular con la linea lateral

de las escamas dorsales en combinacién con la presencia de un collar nucal vestigial.
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Un afio mas tarde, Sdnchez-Garcia et al. (2019) realizaron una actualizacion de la distribucion de
R. marcellae y reportaron 14 nuevos registros en los estados de San Luis Potosi, Hidalgo, Puebla
y el primer registro de la especie en Veracruz; adicionalmente discutieron la variacion del collar
nucal que presentan los ejemplares revisados, de los cuales cuatro presentan un patron parecido al
de R. cf. marcellae; estos ejemplares provenian de localidades de San Luis Potosi, Hidalgo y
Puebla.

El andlisis filogenético realizado por Sanchez-Garcia (2018) fue el primero en evaluar las
relaciones entre algunas especies del género. Este andlisis se llevd a cabo con solo un gen
mitocondrial y pocas muestras para cada especie, ya que solo se enfocd en analizar los limites de
especie entre R. marcellae y R. forbesi, dejando sin resolver las relaciones encontradas con

respecto a R. cuneata y a R. macdougalli.

Por ultimo, en el trabajo elaborado por Garcia-Sotelo et al. (2021) se utilizaron marcadores
moleculares y nucleares, sin embargo, sus objetivos se centraron en la biogeografia del género
Rhadinaea en conjunto, por lo que se incluyeron pocas muestras por especie. Los resultados de
este estudio fueron similares a los obtenidos por Sanchez-Garcia (2018). Ambos trabajos
sugirieron un clado soportado donde R. cuneata y R. forbesi representan el grupo hermano de R.

macdougalli, R. marcellae y R. cf. marcellae.
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5. JUSTIFICACION
Tomando en consideracion los resultados obtenidos por Sanchez-Garcia (2018) y Garcia Sotelo et
al. (2021), las relaciones filogenéticas de R. marcellae y R. forbesi con respecto a R. cuneata y R.
macdougalli no han quedado resueltas por completo. Por otra parte, la situacién taxonémica de las
poblaciones asignadas a R. cf. marcellae solo ha sido investigada con informacion de un solo gen
mitocondrial (cytb), por lo que no se puede descartar la introgresion o el sorteo incompleto de
linajes. El presente trabajo pretende resolver los problemas mencionados utilizando la integracion
de secuencias mitocondriales y nucleares con datos morfoldgicos. Para lo que se aumentd el

numero de ejemplares revisados, asi como las muestras de tejido para los analisis filogenéticos.

6. HIPOTESIS
R. marcellae y R. macdougalli estaran compuestas por mas de un linaje cada una, mientras que R.

cuneata y R. forbesi representaran un solo taxon respectivamente.
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7. OBJETIVOS
7.1 Objetivo general

Poner a prueba los limites de especies entre R. cuneata, R. forbesi, R. marcellae y R. macdougalli

mediante datos morfoldgicos y moleculares.

7.2 Objetivos particulares
1. Inferir las relaciones filogenéticas entre las especies mencionadas mediante informacion

molecular.
2. Utilizar métodos basados en la coalescencia para generar hip6tesis de delimitacion de especies.

3. Investigar la congruencia de los datos morfolégicos con respecto a las hipétesis de delimitacion
de especies generadas a partir de los andlisis basados en la coalescencia.

4. Esclarecer el estado taxondmico de las poblaciones propuestas tentativamente como una especie
nueva (R. cf. marcellae).

5. Proponer los cambios taxonémicos pertinentes.
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8. MATERIALES Y METODOS

Se realizd una busqueda exhaustiva en literatura y bases de datos (VertNet,
http://portal.vertnet.org; GBIF, https://www.gbif.org) de todos los registros existentes de R.
cuneata, R. forbesi, R. macdougalli y R. marcellae, para recopilar las localidades documentadas
hasta la fecha. Adicionalmente, se realizo solicitud de muestras de tejidos para los analisis
filogenéticos, asi como la revision morfoldgica de todos los ejemplares disponibles de las cuatro
especies del género Rhadinaea incluidos en este estudio (R. cuneata, R. forbesi, R. macdougalli y
R. marcellae ) en las siguientes colecciones herpetolégicas Coleccion Herpetoldgica del Museo de
Zoologia Alfonso L. Herrera, Facultad de ciencias, UNAM (MZFC-HE); Coleccion Nacional de
Anfibios y Reptiles, Instituto de Biologia, UNAM (CNAR); Coleccidn Herpetoldgica del Museo
de Zoologia, Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM (MZFZ); Coleccién
Herpetoldgica de la Facultad de Biologia: Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
(EBUAP); Coleccién de Reptiles del de Investigaciones Biologicas, Universidad Autdnoma del
Estado de Hidalgo (CIB-UAEH y Herpetological Collection, University of Texas at Arlington
(UTA).

8.1 Trabajo de Campo
Se realiz0 trabajo de campo en los estados de Hidalgo, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi y Veracruz
para la recolecta de ejemplares adicionales de R. cuneata, R. forbesi, R. macdougalli y R. marcellae
para los analisis tanto morfolégicos como filogenéticos (Anexo 1). La colecta se realiz6 en
localidades donde no se tenian muestras, asi como en zonas cercanas a las localidades tipo ya que
algunas especies no se especifica con exactitud, la busqueda se realizé en los tipos de vegetacion
y rango altitudinal mencionados en los registros de literatura. Se consideraron colectas de muestras
que pudieran ser incluidas en los analisis filogenéticos como organismos muertos (atropellados o

depredados) asi como muestras de mudas.

Los ejemplares colectados fueron sacrificados con sobredosis de anestésico (lidocaina 5%) a los
cuales se les extrajo una muestra de tejido hepatico que se conservo en una solucion de etanol
(96%), en el caso de organismos que se encontraron muertos se extrajo tejido muscular,
posteriormente los ejemplares se fijaron con una solucién de formol al 10% y finalmente fueron

preservados en frascos con alcohol etilico al 70% (Smart et al. 2017). Todos los ejemplares se
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depositaron en la coleccion herpetolégica del Museo de Zoologia de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM (MZF2Z2).

8.2 Revision morfoldgica

Se tomaron datos morfométricos de todos los ejemplares revisados, utilizando los caracteres
sugeridos por Rivera-Gonzélez (2009) en su estudio del género Atractus (Fig. 1). Las medidas se
tomaron con una cinta métrica y un calibrador vernier digital (0.05 mm). Todas las mediciones
fueron tomadas por la misma persona, ademas éstas se hicieron dos veces y se promediaron para
aumentar la precision de la medicién (Hoyos et al., 2003). También se revisaron los caracteres
morfoldgicos que son considerados importantes en la diagnosis de las especies de Rhadinaea (Figs.
1y 2; Myers 1974, Nieto-Montes de Oca y Mendelson I11 1997, Myers 2011).

8.2.1 Caracteres morfométricos

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

Longitud de la cabeza (desde la punta del hocico hasta la Ultima escama supralabial).
Longitud de la escama loreal.

Ancho de la escama rostral.

Longitud de la escama parietal.

Longitud de la escama internasal.

Longitud de la escama frontal.

Longitud de la escama prefrontal.

© 0o N o g bk~ w DN PE

Longitud de la escama supraocular.

10. Didmetro ocular.

8.2.2 Caracteres meristicos

Proporcion longitud de la cola/longitud del cuerpo.
Numero de escamas ventrales.

Numero de escamas subcaudales.

Numero de escamas supralabiales.

NuUmero de escamas infralabiales.

o ok~ w D PF

Numero de escamas subpreoculares.
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8.2.3 Caracteres cualitativos
1. Estado del collar: 1) ausente, 2) vestigial, 3) incompleto, 4) completo, 5) en forma de cufias.
2. Escamas de la linea vertebral: 1) solo bordes oscuros, 2) solo el centro oscuro, 3) solo
apices oscuros.
3. Posicion de la linea lateral a medio cuerpo: 1) cuarta fila, 2) quinta fila.
4. Grosor de la linea lateral a medio cuerpo: 1) <1/2 escama, 2) >1/2 escama < 1 escama, =1
escama, 3) >1 escama.

5. Vermiculaciones en la cabeza (manchas en forma de gusano): 1) presentes, 2) ausentes.

Subpreocular

| Infralabiales

2

Figura 1. Principales caracteres morfoldgicos de la cabeza en el género Rhadinaea. Las flechas rojas ejemplifican
como se toman las medidas de los caracteres enumerados en el texto. Arriba, vista dorsal. Abajo. Vista lateral.

16



Collar nucal

Linea lateral
Linea vertebral

Figura 2. Principales patrones de coloracion en el en el cuerpo en el género Rhadinaea.

8.3 Andlisis de Componentes Principales
Para evaluar si existen diferencias morfométricas significativas entre especies se realizd un analisis
de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) a partir de una matriz de varianza-
covarianza con los datos en el software STATGRAPHICS Centurion XVI Version 16.2.04
(StatPoint technologies, 2013). Los datos fueron estandarizados transformandolos a logaritmo
natural para disminuir la influencia que pudieran causar las diferencias dimensionales que existen

entre los caracteres usados (Hoyos et al., 2003; Rivera-Gonzalez, 2009).

8.4 Muestreo genético

Para inferir las relaciones filogenéticas entre R. marcellae, R. forbesi, R. macdougalli y R. cuneata,
se amplificaron dos genes mitocondriales: Cytochrome b (cyt-b) y NADH-ubiquinone
oxidoreductase chain 4 (ND4) y dos genes nucleares: Oocyte maturation factor mos (c-mos) y
Dynein axonemal, heavy chain 3 (DNAH3) de 33 ejemplares: 12 de R. forbesi, 15 de R. marcellae,
tres de R. macdougalli y tres de R. cuneata (Fig. 3, Cuadro 1). Estos genes fueron seleccionados
debido a que han sido utilizados previamente en algunos estudios filogenéticos de la familia
Dipsadidae (Lawson et al. 2005, Pyron et al. 2011, 2013, Myers et al. 2017).
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Especie
® R cuneata
R. forbesi
® R macdougalli

® R marcellae

Altitud (m)

< 1000
B 1001-2000
Il 2001 - 3000
I 3000 - 4000

B 3729 - 4669
W - 4000

Figura 3. Distribucion geogréafica de las muestras de tejido utilizados para los analisis filogenéticos y de
delimitacion de especies.

Cuadro 1. Localidades de los ejemplares utilizados para los andlisis filogenéticos y delimitacion de especies.

Etiqueta Especie Localidad Estado
DGM 52 R. cuneata Aticpac, Zongolica Veracruz
UOGV 3375 R. cuneata La Aurora, Atoyac Veracruz
UOGYV 3885 R. cuneata Finca "La Gloria" Villa Nueva, Tezonapa Veracruz
AEVB 481 R. forbesi Finca Santa Martha, Los reyes Veracruz
JCSG 127 R. forbesi Cumbre de Reyes, Los Reyes Veracruz
JCSG 197 R. forbesi Xalapa, Veracruz Veracruz
JCSG 326 R. forbesi Palo Verde, Nogales Veracruz
LOR 111 R. forbesi Finca Santa Martha, Los reyes Veracruz
LOR 120 R. forbesi Finca Santa Martha, Los reyes Veracruz
MZFC 5134 R. forbesi 8Km NE Xalapa, Banderillo Rancho "EI Alamo™ Veracruz
RICB 188 R. forbesi Palo Verde, Nogales Veracruz
UOGV 3025 R. forbesi La joya Veracruz
UOGYV 3058 R. forbesi Finca Santa Martha, Los reyes Veracruz
UOGYV 3068 R. forbesi Finca Santa Martha, Los reyes Veracruz
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Etiqueta Especie Localidad Estado
UOGV 3939 R. forbesi Coyomitla, Tequila Veracruz
MZFC 7380 R. macdougalli Sierra Juarez, 19.7 mi S San Mateo Yetla Oaxaca
UOGV 2091 R. macdougalli Totontepec Oaxaca
UOGV 4130 R. macdougalli Ejido Miguel Hidalgo y Costilla, San Andrés Tuxtla Veracruz
AEVB 453 R. marcellae La Silleta San Luis Potosi
AEVB 455 R. marcellae La Silleta San Luis Potosi
CIG 1381 R. marcellae cerca de Hueyapan Puebla
MZFC 24585 R. marcellae Xocayucan, Tlatlauquitepec Puebla
MZFC 5324 R. marcellae 25Km NE Zacatlan, carretera Zaragoza-Huachinango ~ Puebla
MZFZz 3730 R. marcellae Finca Santa Ménica, Xilitla San Luis Potosi
MZFz 3731 R. marcellae Hueyapan Puebla
MZFZ 3732 R. marcellae Ejido San Nicolasillo, Chontla Veracruz
MZFZ-IMG 183 R. marcellae Tlanchinol Hidalgo
UOGV 3497 R. marcellae Ejido Oxpantla, Hueyatlapa, Tianguistengo Hidalgo
UOGYV 3991 R. marcellae Ejido Oxpantla, Hueyatlapa, Tianguistengo Hidalgo
UOGV 3992 R. marcellae Ejido Oxpantla, Hueyatlapa, Tianguistengo Hidalgo
UOGYV 4000 R. marcellae Santa Ménica, Tianguistengo Hidalgo
UOGV 4008 R. marcellae Ejido Oxpantla, Hueyatlapa, Tianguistengo Hidalgo
UOGV 4575 R. marcellae Ejido Oxpantla, Hueyatlapa, Tianguistengo Hidalgo

Para investigar las relaciones filogenéticas con respecto a otras especies del grupo decorata se
utiliz6 una muestra de cada una de las 12 especies restantes del grupo, ademas se incluyeron a los
andlisis muestras de especies correspondientes a los grupos flavilata (R. laureata Gilinther 1868,
R. flavilata Cope 1871) y taeniata (R. fulvivittis, R. taeniata Peters 1863). Para enraizar el arbol
filogenético se utilizd una secuencia del género Coniophanes (C. imperialis Baird y Girard 1859),
considerado el grupo hermano de Rhadinaea (Lawson et al. 2005, Pyron et al. 2011, Garcia-Sotelo
etal. 2021).

8.4.1 Obtencion de las secuencias de DNA
Se llevé a cabo la extraccion de DNA a partir de tejido hepatico o muscular mediante la técnica de
acetato de amonio (Fetzner, 1999) para las muestras de tejido colectadas durante el estudio,
mientras que, para las muestras de cinco afios 0 mas de antigiiedad se utiliz6 un kit de extraccion
de DNA (Quiagen DNeasy Blood & Tissue Kit, Quiagen, Valencia CA).

Se amplificaron los loci de interés mediante la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)

utilizando los primers y protocolos sugeridos por Burbrink et al. (2000) para cytb, Lawson et al.
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(2005) para c-mos, Arévalo et al. (1994) para ND4 y Reyes-Velasco y Mulcahy (2010) para
DNAMHS3. La verificacion de la calidad de los productos amplificados se realizé por medio de la
técnica de electroforesis en gel de agarosa, tomando como criterio el tamafio en pares de bases, los
productos de la amplificacion se purificaron por medio de la técnica de Polyethylene Glycol
(PEG), para conservar solo los fragmentos de interés (Lis 1980). Los productos purificados se
enviaron a la empresa Macrogen Sequencing Service, Corea, para su secuenciacion mediante
procesos automatizados con equipos secuenciadores AppliedBiosystems 3730XL de alto

rendimiento.

Los fragmentos de las secuencias se editaron y ensamblaron en el programa Sequencher 4.1 (Gene
Code Corp, Ann Arbor, USA), mientras que el alineamiento de las secuencias se realizd con la
aplicacion Muscle (Robert 2004) implementada en MEGA 7.0 (Kumar et al. 2016), posteriormente
se ajusto el alineamiento a “o0jo” en los sitios donde el algoritmo de alineamiento no reconocié las
homologias. Se construyeron dos matrices, una que corresponde al mtDNA con una longitud de
1884 pb y la segunda que corresponde a una matriz concatenada a partir de los loci mitocondriales
y nucleares con una longitud de 2919 pb, ambas matrices conformadas por 41 terminales (28 de

las especies de interés y 13 del grupo externo).

8.5 Analisis filogenéticos
Para elegir los esquemas de particion, asi como los modelos de sustitucion nucleotidica que mejor
se ajustaban a los datos, se utiliz6 el programa PartitionFinder (Lanfear et al. 2012) mediante el

algoritmo de busqueda “greedy” (Smart et al. 2017).

Se utilizaron dos tipos de analisis filogenético: de Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia
Bayesiana (IB). El analisis de MV se llevé a cabo con el software RAXML HPC 7.4.2 (Stamatakis
2006) en la interfaz raxmIGUI 1.3 (Silvestro y Michalak 2012). Para ello se realiz6 una busqueda
heuristica con el modelo general de tiempo reversible GTR+GAMMA. Para evaluar el soporte de
los nodos se implementd un Bootstrap no paramétrico con 1000 pseudoreplicas (Orrico et al.
2017).

El andlisis basado en IB se realiz6 en el programa MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al. 2012) utilizando
las particiones y modelos sugeridos por PartitionFinder. Para ello se corrieron dos cadenas

paralelas de Markov (MCMC) de 5 X 107 generaciones cada una, muestreando cada 5000
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generaciones. EI 25% de generaciones iniciales se eliminé como burn-in (Ruane et al. 2014, Smart
et al. 2017). La convergencia de las cadenas de Markov se corrobor6 con el programa TRACER

1.5 (Rambaut y Drummond, 2007) y se construyd el &rbol de consenso estricto.

Los resultados de ambos anélisis se visualizaron en el software FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2012) y
con respecto a el soporte de los nodos, se consideraron como bien soportados aquellos con valores
de Bootstrap por encima de 70% para Maxima Verosimilitud (Hillis y Bull, 1993, Taylor y Piel,
2004) y con probabilidades posteriores superiores a 0.95 PP para Inferencia Bayesiana (Orrico et
al. 2017).

8.6 Distancias genéticas
Se utilizo el software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 7.0 (Kumar et
al. 2016) para estimar las distancias genéticas. Se utilizaron los clados que se obtuvieron en los
analisis, la distancia genética corregida fue calculada usando el modelo de Kimura 2 pardmetros.

Se realizd una prueba de bootstrap con 1000 replicaciones para evaluar la robustez del analisis.

8.7 Delimitacion de especies
Para generar las hipotesis de delimitacion de especies se utilizaron dos métodos coalescentes,
utilizando los genes mitocondriales concatenados (cytb y ND4). Para ello se identificaron los
haplotipos repetidos, de los cuales solo se conservé una copia. Después se construyd un
alineamiento con todas las secuencias restantes de R. marcellae, R. forbesi, R. macdougalli y R.
cuneata. Se recomienda incluir al menos a cinco especies estrechamente relacionadas con el grupo
de interés (Talavera et al. 2013, Pavdn-Vazquez et al. 2018), por lo que, de acuerdo con el
cladograma obtenido en el analisis filogenético, se afiadieron secuencias de R. laureata, R.

flavilata, R. montana, R. quinquelineata y R. gaigeae.

El primer método fue General Mixed Yule Coalescent (GMYC: Pons et al. 2006), el cual identifica
cambios significativos en las tasas de ramificacion correspondiente a los procesos inter e
intraespecificos en el tiempo para identificar los puntos de transicion, distinguiendo entre eventos
de diversificacion y eventos de coalescencia, por lo que depende completamente de la calidad del
analisis ultramétrico empleado (Pons et al. 2006, Ceccarelli et al. 2012). Ademas, se utiliz6 Poisson

Tree Processes (PTP: Zhang et al. 2013) un método que considera el nUmero de sustituciones entre
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cada ramificacion y/o eventos de especiacion en lugar del tiempo y solo utiliza un arbol

filogenético enraizado como entrada.

Para correr GMY C primero se construyo un arbol ultramétrico en BEAST v2.6.7 (Bouckaert et al.
2019). Se utilizaron las mismas particiones que en los anélisis filogenéticos, mientras que los
modelos utilizados fueron calculados mediante bModelTest (Bouckaert y Drummond 2017). Se
corrieron dos andlisis por separado de 3 X 107 generaciones cada uno, muestreando cada 1,000
generaciones y desechando el 10% de los arboles iniciales como burn-in. Se utilizaron como
parametros: un modelo de ramificacion “constant-Size coalescent” y un modelo de reloj “strict
clock” ya que el modelo coalescente es ideal para trabajar con especies de reciente divergencia
(Drummond et al. 2006). Ademas, los andlisis que usan un reloj estricto y un modelo de
coalescencia constante suelen trabajar bien en GMYC (Monaghan et al. 2009, Talavera et al. 2013,
Pavon-Vazquez et al. 2018). Para calibrar la tasa de mutacion de cytb y ND4, se usé la estimada
por Daza (2009) para collbridos neotropicales, de 1.34% substituciones/sitio/millones de afios.

Los archivos de arboles generados por BEAST fueron combinados en LogCombiner v2.6.7
(Bouckaert et al. 2019). Después se usé el software TRACER 1.5 (Rambaut y Drummond 2007)
para comprobar la convergencia de las cadenas y, por ultimo, se construy6 un arbol de maxima
credibilidad en TreeAnottator V1.10.4 (Suchard et al. 2018). El arbol resultante se utilizé6 como
archivo de entrada para GMYC, para el cual se eligié un modelo “single threshold” debido a que
el modelo “multiple threshold” tiende a sobreestimar el nimero de especies cuando el nimero de
muestras no es tan grande; esto se debe a que, al considerar mas de un umbral en las tasas de
ramificacion, GMYC puede estimar méas eventos de especiacion de los que probablemente
existieron (Esselstyn et al. 2012, Schwarzfeld y Sperling 2015, Jesus-Bonilla et al. 2017). El
analisis fue ejecutado con el wuso del paquete “SPLITS” (Ezard et al. 2009:

http://rforge.rproject.org/projects/splits) implementado en el software estadistico “R”

(Development Core Team, 2010).

Para correr PTP se construy6 un arbol de Maxima Verosimilitud en RAXML con 1000
pseudorréplicas de bootstrap para utilizarlo como archivo de entrada. Se corrié un analisis de 1 X
10° generaciones con los siguientes parametros: Thinning 100, burn-in 0.1 y Seed 123, mediante

el servidor web (Zhang et al. 2013: http://species.h-its.org/ptp/).

22


http://rforge.rproject.org/projects/splits
http://species.h-its.org/ptp/

Se debe tener en cuenta que los limites estimados por estos métodos son solo inferencias y a pesar
de que los métodos brindan una aproximacion Util, no pueden resolver por si solos los limites de
especies, ya que para tener una hipdtesis de delimitacion robusta se requiere incluir informacion
de mdltiples evidencias, que pueden ser morfoldgicas, ecolégicas, etologicas o geogréficas (Baker
et al. 1998, Lee et al. 2007, Ence y Carstens 2011, Grechko 2013).

8.7.1 Criterios para delimitar especies

En este trabajo se considerara a una especie como un linaje de metapoblaciones que evoluciona
independientemente, de acuerdo con el concepto unificado de especie propuesto por De Queiroz
(2007). La eleccién de este concepto obedece a que nos proporciona una manera objetiva de
delimitar especies ya que sélo considera la evolucién independiente entre linajes, de tal manera
que, un linaje que sea reconocido como especie no debe cumplir necesariamente con los requisitos
de otros conceptos como son: el reconocer grupos monofiléticos, el aislamiento reproductivo,
presentar caracteres morfoldgicos Unicos, entre otros. Cualquiera de las propiedades descritas
anteriormente es evidencia de que el linaje esta en alguna etapa del proceso de adquirir
independencia evolutiva (De Queiroz 2007, Knowles y Carstens 2007). Lo anterior se
complementa con el esquema de taxonomia integradora por acumulacion, donde no es necesaria
la congruencia entre las lineas de evidencia empleadas. Sin embargo, cada fuente de informacion
que concuerde con cierta hipotesis de delimitacion le dard méas peso y confiabilidad a dicha
hipétesis (Lee et al. 2007, Padial et al. 2010).

De acuerdo con lo anterior, los criterios utilizados para considerar a una especie como valida

fueron los siguientes:
1) Ser monofilética o en su defecto parafilética, siempre y cuando exista concordancia geogréafica.
2) Que esté soportada por al menos uno de los métodos de delimitacion de especie.

3) Que presente una caracteristica o0 conjunto de caracteres que permitan distinguirlo

morfol6gicamente de las demas especies.
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9. RESULTADOS

9.1 Registros totales
Se recopil6 un total de 124 registros de R. cuneata, R. forbesi, R. macdougalli y R. marcellae

(Anexo 1). 56 corresponden a ejemplares reportados en la literatura, mientras que 68 pertenecen
a registros no publicados, de estos, 31 son ejemplares colectados en campo (29 con tejido
disponible), siete son ejemplares de colecciones cientificas (tres con tejido disponible), 29 son
registros encontrados en bases de datos (cuatro con fotografia) y por ultimo, un tejido de R.
marcellae (identificado por fotografia y por los analisis filogenéticos), obtenido cerca de
Hueyapan, Puebla, estos registros se distribuyen geograficamente en los estados de San Luis

Potosi, Hidalgo, Puebla, Oaxaca y Veracruz (Fig. 4).

-96 94

Especie Altitud (m)
® R cuneata [ <1000
© R forbesi I 1001-2000
® R macdougalli || Il 2001 - 3000
® R marcellae B 3000 - 4000
Wl 3729 - 4669
Il > 4000

Figura 4. Distribucién geografica de todos los registros recopilados por especie. Las estrellas representan registros
nuevos de cada especie.

Entre los registros mas relevantes para el presente estudio, se encuentran seis ejemplares de R.
marcellae colectados en Tianguistengo, Hidalgo (UOGYV 3497, 3991, 3992, 4000, 4008, 4575),
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que aumentan la zona de distribucion sur de la especie, en el estado de Hidalgo, también se registro
un ejemplar cerca de Hueyapan, Puebla (CIG 1381), del cual solo se tiene el tejido y una foto.
Ademas, se colectaron 12 ejemplares nuevos de R. forbesi del estado de Veracruz, provenientes
de los municipios: Los Reyes, Nogales, Tequila, San Andrés Tenejapan y Zongolica (AEVB 481,
JCSG 86, 127,197,326, LOR 111, 120, RICB 188, UOGV 3026, 3939, 4093, 4104, 4109), ademas
de dos ejemplares (UOGV 4156, 4261) y una muda (JCSG 197) colectados en los alrededores de
Xalapa. Por otro lado, fueron capturados tres ejemplares nuevos de R. cuneata: el primero proviene
de La Aurora, municipio de Atoyac (UOGV 3375) y dos ejemplares més en el municipio de
Tezonapa (UOGV 3887, 4267), todos en el estado de Veracruz. Por Gltimo, se colecto un ejemplar
de R. macdougalli en San Andrés Tuxtla, Veracruz (UOGV 4130), el cual representa la Unica
muestra de tejido de disponible en la zona, finalmente se obtuvo una muestra de tejido de un
ejemplar proveniente de Totontepec, Oaxaca (UOGV 2091).

9.2 Revision Morfologica
Considerando los ejemplares colectados en campo y resguardados en colecciones cientificas, se

reviso la morfologia de 18 ejemplares de R. marcellae, 18 de R. forbesi, ocho R. cuneata y ocho
de R. macdougalli; de acuerdo con la taxonomia actual. Se obtuvieron datos de caracteres
morfometricos (Anexo 2), meristicos (Anexo3) y cualitativos (Anexo 4), ademas, se
consideraron datos de morfologia de ejemplares reportados en la literatura.

En cuanto a la proporcion LC/LHC, el rango de variacion que existe muestra que no existe
diferencia significativa entre las especies revisadas. La unica especie que difiere un poco es R.
forbesi (35.6% - 48.4%), sin embargo esta diferencia es minima y no es posible utilizarla parra

diferenciar a R. forbesi del resto de las especies del grupo.
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Figura 8. Diagramas de caja y bigote por especie, de la Proporciéon LC/ LHC. Las X representan la media de los

datos. Los puntos representan los valores atipicos.

En cuanto al conteo de las escamas ventrales y subcaudales (Fig. 8) se observa que, salvo algunos
valores atipicos, las distribuciones de las escamas ventrales R. cuneata (153-158), R. forbesi (130-
153) y R. macdougalli (119-130) no se empalman entre si, mientras que la distribucion de R.
marcellae (125-145) se empalma con las de R. forbesi y R. macdougalli, sin embargo, si se toma

en cuenta solo la zona Inter cuartil (50% de los datos) estas distribuciones no se empalman.

En la distribucion de los datos de las escamas subcaudales, se observa que R. cuneata es la especie
que tiene un mayor nimero de escamas, con un intervalo de variacion de 47 a 115 (Fig. 8) v,
aunque el limite inferior es de 47 escamas, el 75% superior de los datos (79-115) no se empalma
con el nimero de escamas de las demas especies. Por otra parte, el 75% superior de los datos de
R. marcellae que va de 66 a las 79 escamas, no se empalma con el 75% inferior de R. forbesi (57-
67) ni de R. macdougalli (56-69), sin embargo, estas dos especies son las que mas parecido tienen
en cuanto al namero de escamas ventrales ya que sus intervalos de variacion van de las 57 a las 77
escamas, con una media de 63 para R. forbesi mientras que, para R. macdougalli va de las 56 a las

74 escamas con una media de 65.
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Figura 8. Diagramas de caja y bigote por especie, del nimero de escamas ventrales y subcaudales. Las X

representan la media de los datos. Los puntos representan los valores atipicos.

Al comparar la distribucion de los caracteres cualitativos entre especies (Fig. 9), se puede observar
gue R. cuneata es la especie con menor variacion en sus estados de caracter. Por otra parte, la linea
lateral es el caracter con mas variacion general, con excepcion de R. forbesi, que exhibe lineas
delgadas de menos de media escama de ancho, hasta lineas de méas de una escama de grosor. En
cuanto al estado del collar, R. forbesi y R. marcellae cuentan con dos estados de caracter; ausente,
vestigial e incompleto; pero R. marcellae es la Unica que tiene un collar completo. En cuanto a la
linea vertebral, todos los ejemplares de R. cuneata tienen esta linea formada por una mancha en el
apice de cada escama, en el caso de R. marcellae los centros de cada escama son claros, por su
parte R. forbesi puede presentar los centros de cada escama claros o los bordes de cada escama
claros, mientras que R. macdougalli es la Gnica especie que exhibe los tres tipos de linea vertebral.

Todas las especies tienen la linea lateral principalmente sobre la cuarta linea de escamas dorsales,
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con la excepcion de seis ejemplares con esta linea en la quinta fila; uno de R. forbesi, uno de R.
macdougalli y cuatro de R. marcellae. Por Gltimo, R. forbesi y R. marcellae son las Unicas especies

que tienen vermiculaciones en la parte dorsal de la cabeza.

6
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R. cuneata R. forbesi R. macdougalli R. marcellae

Figura 9. Diagramas de caja y bigote de cinco caracteres cualitativos por especie. Los caracteres estan codificados

por estado de caracter. Las X representan la media de los datos. Los puntos representan los valores atipicos.

El patron de las lineas y manchas de la cabeza exhibe diferencias intraespecificas considerables en
R. marcellae y R. forbesi, mientras que en R. macougalli y R. cuneata estos patrones son menos
variables. Especificamente en el caso de R. cuneata se pudieron revisar tres ejemplares entre los
que la marca distintiva de la especie, una linea postocular en forma de cufia, no presentaba una
variacién considerable, ya que en los tres ejemplares revisados (DGM 52; UOGV 3375, 3887) la
mancha tocaba el borde de las parietales y se extendia por las temporales, para terminar en punta
justo arriba de las supralabiales (Fig. 5). Esta especie cuenta con otra marca distintiva, dos manchas
en la parte de la nuca, que en UOGYV 3887 tienen una forma elipsoide (Fig. 10A), mientras que en
DGM 52 y UOGV 3375 tienen una forma triangular muy parecida a la mancha postocular (Fig.
10-B). Ademas, en un ejemplar que no pudo ser revisado para este trabajo, pero del cual se tiene

una fotografia (UOGYV 4267), se observa gque estas manchas en forma triangular se extienden para
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juntarse con la linea color crema que se ubica encima de la linea oscura lateral, a lo largo del

cuerpo sin llegar a formar un collar nucal completo.

Figura 10. Vista dorsal y lateral del patrdn de coloracidn en la cabeza de R. cuneata. A. UOGV 3375; Atoyac,
Veracruz. B. UOGYV 3887; Tezonapa, Veracruz.

Por su parte, R. forbesi muestra diferentes variantes en los patrones de coloracion de la cabeza
(Fig. 11), por ejemplo, en UOGV 3025 se observa una linea postocular inclinada, que se extiende
desde el borde superior del ojo hasta por debajo de las escamas supralabiales, esta linea no toca a
la linea lateral clara; este carece de collar o cualquier marca en la parte de la nuca (Fig. 11-A).
Otro patron se puede apreciar en AEVB 481, en el que la linea clara postocular es més ancha e
irregular que en UOGV 3025 y forma una linea continua con la linea lateral clara. Ademas, en este
ejemplar la linea postocular tiene una proyeccion hacia la parte dorsal de la cabeza, en el borde de
las escamas parietales, la cual se une a un collar vestigial que comprende las escamas vertebrales
formando una “Y” (Fig. 11-B). En cuanto al collar nucal algunos de los ejemplares de R. forbesi
presentan un collar vestigial, el cual solo comprende una linea clara sobre la hilera de escamas
vertebrales, que varia en cuanto al largo, sin embargo, esta linea en algunos ejemplares presenta

proyecciones laterales como en UOGYV 3068, ejemplar que aparenta tener “medio collar” (Fig.11-
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C); mientras que en otros casos como en JCSG 127, el borde de las lineas laterales claras son los

que se proyectan hacia el centro de la nuca para formar un collar incompleto (Fig.11-D).

Figura 11. Vista dorsal y lateral de diferentes patrones de coloracion en la cabeza de R. forbesi. A. UOGV 3025;
Acajete, Veracruz. B. AEVB 481; Los Reyes, Veracruz. C. JCSG 127; Los Reyes, Veracruz. D. UOGV 3068;
Tequila, Veracruz.

El patron de la cabeza en R. macdougalli, tiene dos variantes: la primera se presenta en los dos
ejemplares revisados provenientes de la Sierra de Juarez, Oaxaca (MZFC 7380, UOGV 2091), en
la cual la linea postocular es inclinada y se extiende hasta el borde de las supralabiales, sin llegar
a tocar la linea clara lateral; ambas lineas (postocular y lateral) tienen bordes encontrados que se
proyectan hacia la zona ventral (Fig. 12-A). La segunda variante es observada en los ejemplares
colectados en la zona de Los Tuxtlas, en el estado de Veracruz como en UOGV 4130; en estos

ejemplares la linea postocular también es inclinada, sin tocar a la linea lateral clara, sin embargo,
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estas lineas no se precipitan hacia la zona ventral como en los ejemplares de Oaxaca; ademas, en
los ejemplares de Veracruz revisados, se observa una linea oscura que ocupa las cinco primeras
supralabiales anteriores y la escama rostral (Fig. 12-B). Ninguno de los ejemplares de Oaxaca
presenta este patron en las escamas supralabiales.
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Figura 12. Vista dorsal y lateral de diferentes patrones de coloracién en la cabeza de R. macdougalli. A. MZFC
7380; San Mateo Yetla, Oaxaca. B. UOGV 4130; San Andrés Tuxtla, Veracruz.

La especie que tiene la mayor variacion es R. marcellae, principalmente en el patron del collar
nucal que presenta desde un collar completo y grueso hasta carecer de este (Fig. 13). En algunos
ejemplares como MZFZ 3730 y MZFC 31339 el collar une a las dos lineas claras laterales y a las
lineas postoculares, tomando una forma de “M” (Fig. 13-A, C), por su parte el collar presente en
MZFZz 3732, aunque es completo difiere del patron anterior al ocupar dos escamas de ancho y se
ubica en el borde de las escamas parietales, y no en la zona de la nuca como en los demas
ejemplares, ademas se extiende hasta fusionarse con la zona clara ventral de la cabeza (Fig. 13-B).
En el caso de ejemplares como en MZFZ 3731 el collar no es completo, ya que no logra formar
una linea continua que una a las lineas laterales y postoculares (Fig. 13-D). Por ultimo, existen
ejemplares que solo cuentan con un collar vestigial, que comprende una linea clara que ocupa la
hilera de escamas vertebrales sin proyectarse hacia las lineas laterales o bien, que carecen de
cualquier coloracion en esta zona, como es el caso de EBUAP 1593, en el que el collar esta

completamente ausente (Fig. 13-E).
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El morfotipo “R. cf. marcellae” no obedece a algin patron geografico, sino una variacion
intraespecifica en el fenotipo de las poblaciones, y se puede observar cualquiera de las variantes
del collar en la mayoria de las localidades conocidas. Por ejemplo, en individuos de R. marcellae
colectados en la localidad conocida como “La silleta” en el municipio de Xilitla, San Luis Potosi,
se han reportado los dos “morfotipos” diferentes (Sanchez-Garcia et al. 2019), uno correspondiente
al patron tipico de R. marcellae con el collar completo (Fig. 14-A), mientras que el segundo
corresponde al morfotipo de R. cf. marcellae (Fig. 14-B); otro ejemplo es el de la localidad
conocida como “Oxpantla” ubicada en Tienguistengo, Hidalgo, donde se han colectado cinco
ejemplares, entre los cuales hay dos adultos y tres juveniles. El ejemplar UOGV 4575 presenta un
collar completo (Fig. 14-C), mientras que UOGV 4000 solo cuenta con un collar vestigial (Fig.
14-D). Esta variacion morfolégica en una misma poblacion, incluso entre ejemplares hermanos ya
habia sido reportada por Nieto-Montes de Ocay Mendelson 111 (1997). Por tltimo, el sexo tampoco
es un factor que condicione la presencia de un fenotipo u otro, debido a que se han colectado
ejemplares hembra con el collar completo (AEVB 453) y machos (Canseco-Marquez et al. 2000);
asi como machos (AEVB 455, UOGV 4000) y hembras (EBUAP 1593; UAEH) que presentan un
collar vestigial.
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Figura 13. Vista dorsal y lateral de diferentes patrones de coloracién en la cabeza de R. marcellae entre ejemplares
de distintas localidades. A. MZFZ 3730; Xilitla, San Luis Potosi. B. MZFZ 3732; Chontla, Veracruz. C. MZFC
31339; Metztitlan, Hidalgo. D. MZFC 3731; Hueyapan, Puebla. E. EBUAP 1593; Cuetzalan, Puebla.
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Figura 14. Vista dorsal y lateral de diferentes patrones de coloracién en la cabeza de R. marcellae entre ejemplares
de la misma localidad. A. AEVB 453; Xilitla, San Luis Potosi. B. AEVB 455; Xilitla, San Luis Potosi. C. UOGV
4575; Tianguistengo, Hidalgo. D. UOGV 4000; Tianguistengo, Hidalgo.
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9.3 Analisis de Componentes Principales

El analisis de componentes principales arrojo ocho componentes, de los cuales los primeros
dos explican en conjunto el 96.15% de la varianza original. La variable que més informacion
aportd al componente 1 fue el ancho de la cabeza, mientras que para el componente 2 fue el largo
de la cabeza (Cuadro 1). Al graficar estos componentes (Fig. 5) no se aprecia ninguna
acumulacién o formacion de grupos dentro de la nube de puntos lo que nos sugiere que no existe

una diferencia morfométrica significativa entre las especies.

Cuadro 2. Eigen valores y varianza explicada por cada componente.

PC Eigen valor % varianza

1 4.09399 76.142

2 1.0757 20.006

3 0.105667 1.9652

4 0.0603465 1.1223

5 0.0218658 0.40667

6 0.0105479 0.19617

7 0.00546431 0.10163

8 0.00322758 0.060028
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Figura 5. Grafica de los componentes principales y la varianza explicada por estos.
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Figura 6. Grafica de los primeros dos componentes generados a partir de 10 caracteres morfométricos. Los

poligonos representan la distribucién de cada especie.

9.4 Analisis filogenético
Los arboles generados por maxima verosimilitud (Fig. 15) e inferencia bayesiana (Fig. 16)
obtuvieron topologias casi idénticas, las cuales solo varian en cuanto a la ubicacién de algunos
ejemplares y el soporte de los nodos. Las secuencias de las especies del género Rhadinaea forman

tres clados fuertemente soportados.

El clado A incluye a R. decorata como grupo hermano del grupo conformado por R. bogertorum
que a su vez es grupo hermano del grupo conformado por R. hesperia + R. fulvivittis + R. myersi
+ R. nuchalis + R. taeniata, cuyas relaciones no estan definidas en el arbol de consenso, ni

soportadas por el analisis de maxima verosimilitud.

El clado B estd formado por R. laureata como grupo hermano del grupo conformado por R.
flavilata que es a su vez grupo hermano de R. montana y R. quinquelineata + R. gaigaeae; estas

relaciones son fuertemente soportadas en ambos analisis.
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El clado C lo conforman todas las muestras de R. cuneata, R. forbesi, R. macdougalli y R.
marcellae y se divide a su vez en dos clados principales fuertemente soportados en ambos analisis:
en el primer clado se encuentran las muestras de R. macdougalli de Oaxaca (MZFC 7380, UOGV
2091) como grupo hermano de Todas las muestras de R. marcellae, aunque este nodo no esta
soportado por ninguno de los dos analisis; el segundo clado se conforma por la muestra de R.
macdougalli proveniente de Veracruz (UOGV 4130) como grupo hermano (nodo no soportado)
del grupo formado por R. cuneata que a su vez es grupo hermano de R. forbesi, este Gltimo nodo

se encuentra fuertemente soportado en ambos analisis.

Dentro del clado de R. marcellae, se observa que la muestra proveniente de Veracruz (MZFZ
3732) representa el grupo hermano de dos grupos, de los cuales uno se compone de las muestras
de los estados de Hidalgo y San Luis Potosi, mientras que el segundo contiene a las muestras del
estado de Puebla. Por otra parte, el clado de R. forbesi se divide en dos grupos principales: el
primero incluye a las muestras provenientes de las localidades cercanas a Xalapa como grupo
hermano de las muestras de Nogales, mientras que el segundo grupo se conforma de las muestras
de Los Reyes y Tequila, en la Sierra de Zongolica. Todas las muestras de R. forbesi son del estado

de Veracruz.
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Figura 15. Arbol construido a partir de MV. Los valores en cada nodo indican el valor de soporte de Bootstrap. Los
circulos verdes representan a los nodos considerados como soportados, con valores >70.
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Figura 16. Arbol construido a partir de Inferencia bayesiana. Los valores de cada nodo indican sus probabilidades
posteriores. Los circulos verdes representan a los nodos considerados soportados, con valores > 0.9.

39



9.5 Delimitacion de especies

La delimitacion molecular de especies realizada con GMYC predice un total de nueve especies
putativas con un intervalo de confianza de siete a quince especies. El tiempo estimado para el
umbral de diversificacion (threshold) fue de 1.73 Ma, utilizando un &rbol de méxima credibilidad
y edades medias. La verosimilitud del modelo nulo fue de 3.998457, mientras que la maxima
verosimilitud del modelo GMYC fue de 9.024529. Por su parte, el analisis de PTP utilizando un
arbol de méxima verosimilitud propone nueve especies (Fig. 17). El puntaje del modelo nulo fue
de 91.49125, mientras que el maximo puntaje del modelo fue de 128.90225.

El Arbol ultramétrico calibrado que se empled para correr GMYC difiere del obtenido en los
analisis filogenéticos (Fig. 17), ya que sitla a la muestra de R. macdougalli de Los Tuxtlas,
Veracruz como grupo hermano de un clado conformado por dos grupos: R. forbesi como grupo
hermano de R. cuneata y R. marcellae como grupo hermano de las muestras de R. macdougalli de
la Sierra de Juarez, Oaxaca. Todos los nodos se encuentran fuertemente soportados, con excepcion
del que separa al grupo formado por R. marcellae y R. macdougalli (Sierra de Juarez) del

compuesto por R. forbesi y R. cuneata.

Ambos andlisis de descubrimiento de especies obtuvieron los mismos resultados, predicen cinco
especies dentro del grupo de estudio: a) R. cuneata, b) R. forbesi, ¢) R. macdougalli, d) R.

marcellae y e) Rhadinaea sp. Tuxtlas.

40



R. laureata

[
|
-
I

R. flavilata

R. montana

Lr R. gaigeae

T

R. quinquelineata

R. macdougalli UOGV 4130
R. marcellae MZFZ 3732

R. marcellae AEVB 455
0.88

R. marcellae MZFZ 3730
1

R. marcellae UOGV 3497
1

R. marcellae UOGV 4000

{ R. marcelae MZFC 24585
0.71

1R marcellae MZFC 5324
R. marcellae CIG 1381

E R. macdougalli UOGV 2091
R. macdougalli MZFC 7380

R. forbesi MZFC 5134
R. forbesi UOGV 3025
R. forbesi RICB 188
R. forbesi JCSG 127

R. forbesi UOGV 3058
R. forbesi AEVB 481

R. cuneata UOGV 3375
R. cuneata UOGV 3885

R. cuneata DGM 52

Figura 17. Arbol ultramétrico utilizado para GMYC. La linea roja indica el tiempo estimado del umbral de
diversificacion de especies. Los cuadros de color indican los clados o ramas que GMYC y PTP sugieren como

linajes independientes.

9.6 Distancias genéticas

Las distancias genéticas entre especies tuvieron un rango de entre 4.5% y 10.7%, mientras que las

distancias dentro de las especies fueron méas pequefias, con un rango de entre 1% y 2.1% (Cuadro

3). Las especies mas cercanas entre si son R. cuneata y R. forbesi, las mas lejanas son R.

macdougalli y R. sp. Tuxtlas. Por otra parte R. macdougalli es la especie que mas distancia genética

presenta entre sus haplotipos.
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Cuadro 3. Distancias genéticas del mtDNA por pares, calculadas con el modelo K2P. Entre especies (debajo de la

diagonal) y dentro de especies (diagonal, en negritas). n/c = no se tuvieron suficientes muestras para calcular las

distancias.
R. cuneata R. forbesi R. macdougalli  R. sp. Tuxtlas R. marcellae
R. cuneata 0.0137
R. forbesi 0.0454 0.0035
R. macdougalli 0.1021 0.0891 0.0207
R. sp. Tuxtlas 0.0995 0.0878 0.1067 n/c
R. marcellae 0.0809 0.0692 0.0786 0.0916 0.0098
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10. DISCUSION

10.1 Sistematica y biogeografia del Grupo
A partir de los resultados obtenidos en los analisis filogenéticos, el grupo decorata no es
monofilético, en su lugar estas especies forman un grupo parafilético con respecto a los grupos
taeniata y flavilata. Estos resultados son consistentes con las filogenias presentadas en los estudios
recientes (Sanchez-Garcia 2018, Martinez-Fuentes 2019, Garcia-Sotelo et al. 2021). Por otro lado,
R. cuneata, R. forbesi, R. macdougalli y R. marcellae forman un grupo monofilético fuertemente

soportado, tanto por maxima verosimilitud, como por inferencia bayesiana.

10.1.1 Rhadinaea cuneata

Esta especie fue la Unica que en ambos analisis filogenéticos se encuentra soportada en todos los
nodos y la que menor variacion morfoldgica presenta en sus caracteres diagnostico, principalmente
la linea postocular en forma de cufia, la cual no muestra alguna variacion considerable. Estas
caracteristicas son constantes en todo el rango de distribucion geografica de la especie, desde los
registros mas nortefios en “La Aurora” (UOGV 3375) y “El nacimiento” en el municipio de
Atoyac, Veracruz; hasta los registros ubicados en Tlacotepec de Diaz, Puebla y en Tuxtepec,
Oaxaca.

La distribucién de R. cuneata se acerca a los limites de la de R. macdougalli, en Oaxaca debido a
que se tienen registros de ambas especies en la zona cercana a Tuxtepec y probablemente R.
cuneata pueda habitar en la Sierra de Juarez, en las zonas tropicales de menor altitud. Con respecto
a R. forbesi, estas especies presentan una distribucion similar en las regiones cercanas a Orizaba y
La Sierra de Zongolica; aunque R. cuneata se distribuye a menor altitud que R. forbesi, y a
diferencia de R. macdougalli que habita en bosque mesofilo, los registros de R. cuneata son en
Bosque tropical (Myers 1974, McCoid y Dixon 1981, Ramirez- Bautista et al. 1998, De la Torre-
Loranca 2002, Luria-Manzano et al. 2014).

En cuanto el nimero de escamas ventrales, el intervalo de variacidn en ejemplares reportados en
literatura es de 153 a 158 escamas (Myers 1974, Luria-Manzano et al. 2014). Sin embargo, dos
organismos colectados en la Sierra de Zongolica difieren de este intervalo. Un ejemplar de Aticpac
(DGM 52) cuenta con 145 escamas, mientras que otro ejemplar colectado en Tezonapa presenta

162. Por otro lado, dos ejemplares revisados presentan 47 y 62 escamas subcaudales, lo que
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también representa una reduccion en el intervalo de variacion reportado en la literatura de 95-115
(Myers 1974, Luria-Manzano et al. 2014). Esto puede deberse a que las colas de los ejemplares
mencionados estuvieran en alguna etapa de regeneracion, sin embargo, no es posible saberlo con
exactitud. De esta manera, R. cuneata representa la especie con el mayor nimero de escamas

ventrales y subcaudales, con respecto a R. forbesi, R. macdougalli y R. marcellae.

10.1.2 Rhadinaea forbesi

En general, el clado conformado por las muestras de R. forbesi presentan ramas cortas y ninguno
de los ejemplares es considerablemente mas divergente con respecto a las demés muestras del
grupo. En ambas filogenias los ejemplares MZFC 5134 y UOGV 3025 de localidades cercanas a
Xalapa (Sanchez-Garcia 2018), Veracruz, forman un clado fuertemente soportado con los
ejemplares RICB 188 y JCSG 326, provenientes de “Palo Verde” en Nogales, Veracruz; mientras
que todos lo demas ejemplares de R. forbesi forman un grupo que no esta soportado en ninguno
de los arboles filogenéticos. A pesar de esto, no se observo una congruencia geogréafica entre los
clados mencionados. El ejemplar de Nogales (RICB 188) es muy similar al morfotipo tipico que
presentan lo ejemplares de los alrededores de Xalapa (Smith 1942, Myers 1974), por ejemplo, el
ejemplar UOGV 3025 (Fig. 6-A). Sin embargo, Palo Verde se encuentra a mas de 80 km de
distancia de las localidades conocidas al oeste de Xalapay a solo 20 km de la localidad mas cercana
en el otro clado, Los Reyes, en la Sierra de Zongolica (Myers 1974, Sanchez-Garcia 2018). En
contraste, los ejemplares provenientes de la Sierra de Zongolica poseen mas de dos variantes en
los patrones de coloracion de la cabeza (Fig. 6-B, C, D) aun cuando estas localidades se encuentran
separadas a menos de 30 km entre si (Fig. 9).

10.1.3 Rhadinaea marcellae
Dentro del clado formado por R. marcellae destaca el espécimen MZFZ 3732, proveniente de
Chontla, Veracruz, en ambos analisis este ejemplar se recupera como un grupo divergente del resto
de las muestras de R. marcellae. Esta relacion se encuentra fuertemente soportada en ambos
analisis, ademaés el individuo de Chontla fue colectado en una localidad aislada de La Sierra de
Otontepec, ubicada en la Planicie Veracruzana. Esta se encuentra en una zona biogeogréafica
distinta a los registros mas cercanos en los estados de Hidalgo y San Luis Potosi (Sanchez-Garcia
et al. 2019; Garcia-Sotelo et al., 2021). En cuanto a su morfologia MZFZ 3732 cuenta con un

patrén de collar completo pero distinto a los demas ejemplares revisados en este estudio (Fig. 8-
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B) o reportados en la literatura (Myers 1974, Hernandez-Garcia y Mendoza-Quijano 1994, Nieto-
Montes de Oca y Mendelson 111 1997, Canseco-Marquez et al. 2000). El ejemplar cuenta con 130
ventrales y 71 caudales, por lo que se encuentra en el intervalo de variacion de R. marcellae: 125-
145 ventrales y 66-79 subcaudales. Tampoco presenta alguna variacion con respecto a los demas

ejemplares revisados en ningun otro caracter (ver Cuadros 1, 2 'y 3).

Otra relacion filogenética de importancia dentro del clado R. marcellae, es la agrupacion de las
tres muestras de la Sierra Norte de Puebla (CIG 1381, MZFC 5324, MZFC 24585) como un grupo
hermano de las muestras de los estados de Hidalgo y San Luis Potosi. Cabe destacar que los
ejemplares MZFC 532 y MZFC 24585 son los que Sanchez-Garcia (2018) asign6 como R. cf
marcellae. Por otra parte, el morfotipo descrito por Nieto-Montes de Oca y Mendelson 111 (1997)
como “cf. marcellae” carece de collar nucal, sin embargo, esta caracteristica no es exclusiva de
las poblaciones de la Sierra Norte de Puebla. Esta caracteristica puede encontrarse en otros
ejemplares del estado de Hidalgo, incluso en el ejemplar AEVB 455 que proviene de la localidad
llamada “La Silleta” en Xilitla, San Luis Potosi. Esta se encuentra muy cerca de la localidad tipo
de R. marcellae (Taylor 1949, Myers 1974).

10.1.4 Rhadinaea macdougalli
De acuerdo con Smith y Langebartel (1949) y MacDougall (1971), la localidad tipo de R.
macdougalli se ubica en la Sierra de los Chimalapas, en el estado de Oaxaca. El ejemplar que se
convertiria en el holotipo de R. macdougalli (UIMNH 3775) fue colectado, en una localidad
Ilamada “Buena Vista”, a los 1372 m de altitud. Sin embargo, desde la descripcion de la especie
ningun otro ejemplar ha sido reportado en la regién de los Chimalapas hasta la fecha, y durante el
tiempo que fue realizado el muestreo en campo para este estudio, no fue posible realizar colectas

en esta zona.

Los registros de la Sierra de Juarez, al Norte de Oaxaca se encuentran separados por una distancia
de cerca de 150 km lineales de los registros provenientes de la regién de Los Tuxtlas, Veracruz.
Este patron geogréafico es congruente con los resultados obtenidos en los analisis filogenéticos,
donde las muestras de Oaxaca se encuentran relacionadas con R. marcellae, mientras que el
ejemplar de Veracruz esta relacionado con R. cuneata y R. forbesi. Estas relaciones no se
encuentran soportadas en ninguno de los analisis filogenéticos. La diferencia méas notable entre

estos dos grupos es que, los ejemplares de Oaxaca posen un patrén en el que las lineas lateral y
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postocular se proyectan hacia la zona ventral clara. Los ejemplares de Veracruz tienen una linea
postocular recta que termina justo detrds de la ultima escama supralabial, pero sin proyectarse

hacia la zona ventral (Myers 1974, Ramirez- Bautista et al. 1998, Pérez-Higareda et al. 2002).

10.2 Anélisis morfométrico
Cuando se realiza un ACP para clasificar y diferenciar especies, se espera que las medidas se
agrupen en clusters o grupos distintos. Si la nube de puntos resultante no muestra una clara
formacion de grupos, significa que las medidas no presentan una estructura y que no hay
diferencias significativas entre los individuos medidos. En otras palabras, si no hay agrupaciones
claras, se puede concluir que las variables morfométricas utilizadas en este estudio no son Utiles
para clasificar o diferenciar a las serpientes del género Rhadinaea. El resultado de nuestro analisis
no es un caso Unico, ya que en otros estudios se ha encontrado que las medidas morfologicas no
siempre son Utiles para clasificar a las serpientes a nivel de especie (Kluge, 1991; Pyron et al.,
2014). Ademas, en algunos casos las medidas morfoldgicas son mas Utiles para clasificar a las

serpientes a nivel de género o familia que a nivel de especies (Kluge, 1991; Wilson et al., 2012).

10.3 Distancias genéticas
Las distancias genéticas obtenidas sugieren una divergencia evolutiva considerable entre las
especies, principalmente entre R. macdougalli y R. sp. Tuxtlas. Adicionalmente, la distancia
calculada dentro de especies para R. macdougalli (2%) también es elevada, sin embargo, sugerir
una divergencia evolutiva entre las dos poblaciones de las que provienen estas muestras es
complicado. Definir si dos especies son distintas si sus distancias genéticas son mayores que un
umbral determinado es un enfoque comidnmente utilizado en la delimitacion de especies (Hebert
et al., 2003; Wiens & Penkrot, 2002). Pero es importante aclarar que la magnitud de la distancia
genetica que se considera suficiente para indicar una separacion evolutiva significativa puede
variar segun el grupo taxondémico, la region del genoma analizada y la tasa de evolucion del
marcador utilizado (Avise, 2004). Ademas, el célculo de distancias genéticas también puede verse

afectada por otros factores, como la hibridacion y la especiacion alopétrica (Mallet, 2007).

10.4 delimitacion de especies
De acuerdo con nuestro criterio para delimitar especies, se puede confirmar que R. cuneata es una
entidad taxonémica valida. El caracter diagnostico que la distingue de las demas especies del grupo
es la mancha postocular en forma de cufia. Ademas, R. cuneata posee 145-162 ventrales, 47-115
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subcaudales, 8-9 supralabiales, 9-10 infralabiales. Todos los ejemplares revisados presentan una
linea oscura vertebral formada por una mancha en el apice de cada escama y la linea oscura lateral

ubicada en la quinta fila de escamas dorsales.

A pesar de la variacion morfoldgica que presenta R. forbesi, esta fue considerada como un linaje
independiente por los andlisis de delimitacion y ninguna de las muestras exhibe una divergencia
considerable en los analisis filogenéticos. R. forbesi puede presentar caracteristicas morfoldgicas
similares a R. marcellae, principalmente en el estado del collar nucal, en el intervalo de variacién
de las escamas ventrales y subcaudales. La presencia de vermiculaciones en algunos ejemplares
de R. forbesi, descarta que esta caracteristica sea utilizada como diagnostica para R. marcellae, de
acuerdo con lo propuesto por Nieto-Montes de Oca y Mendelson 11l (1997). Debido a estas
similitudes, R. forbesi solo puede diferenciarse morfoldgicamente de R. marcellae por la presencia
exclusiva de un collar nucal completo, presente solo en algunos ejemplares de R. marcellae, por
la distribucion geogréfica y por su habitat. R. marcellae se distribuye exclusivamente en la parte
septentrional de la Sierra Madre Oriental, al norte de la Faja Volcanica, desde los 700 m hasta
1900 m. Habita principalmente en bosque mesofilo de montafia y bosque tropical caducifolio. R.
forbesi se distribuye desde el sur de la faja VVolcénica, y hacia el sur en la Sierra de Zongolica, de
los 1200 m hasta los 2300 m. Se puede encontrar en bosques de pino, pino-encino y bosque
mesofilo de montafa. Por otra parte, R. forbesi puede diferenciarse de R. macdougalli por tener un

mayor nimero de escamas ventrales, 130-153 y 119-130 respectivamente.

A partir de los resultados de los analisis filogenéticos se puede separar a R. marcellae en tres
grupos: las poblaciones de la Sierra Norte de Puebla, las poblaciones de Hidalgo-San Luis Potosi
y la poblacion de la Sierra de Otontepec. Aunque ninguno de estos grupos fue soportado por los
analisis de GMYC o PTP como linajes evolutivos independientes. La muestra de la Sierra de
Otontepec (MZFZ 3732) es la mas divergente del clado R. marcellae, ademas presenta un estado
del collar nucal unico con respecto a los demas ejemplares conocidos (Myers 1974, Nieto-Montes

de Oca y Mendelson I1l, Sdnchez-Garcia et al. 2019).

Por otra parte, no se encontraron diferencias morfologicas o ecologicas que permitan separar a las
poblaciones de R. marcellae de Puebla de las de Hidalgo-San Luis Potosi. Por tal motivo se
concluye, que la entidad taxondmica reconocida como R. cf. marcellae (Sanchez-Garcia 2018,

Garcia-Sotelo et al. 2021) no es una especie valida, ya que no fue reconocida por ninguno de los
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analisis de descubrimiento de especies. El caracter diagnostico en el que se basaba esta propuesta
era la ausencia de un collar nucal o la presencia de un collar vestigial (Nieto-Montes de Oca y
Mendelson I11). Este caracter se encontr6 en individuos provenientes de localidades donde también
se colectaron individuos con el patron tipico de R. marcellae (Taylor 1949, Myers 1974) e incluso
entre ejemplares de distintos sexos. Por tltimo, el largo de la cola del ejemplar de Tepango (MZFC
5324) es mayor que en cualquier otro ejemplar de R. marcellae y esta caracteristica no ha sido
encontrada en ninguno de los ejemplares colectados en la Sierra Norte de Puebla (Canseco-
Marquez et al. 2000, Sanchez-Garcia et al. 2019, este estudio). Sin embargo, el nimero de escamas
subcaudales de este ejemplar es de 74, lo cual es un valor dentro del intervalo de variacion de la
especie (ver cuadro 1y Fig. 2). Aunque el largo de la cola de este ejemplar es notable, si tomamos
en consideracion la proporcion LC/LHC, el ejemplar MZFC 5324 no es el que tiene el porcentaje
mas alto, sino el ejemplar MZFZ 3731. Este individuo fue colectado en la localidad tipo de R.

marcelae, en Xilitla, San Luis Potosi.

El ejemplar de R. macdougalli de San Andres Tuxtlas (UOGV 4130) fue reconocido como un
linaje independiente tanto por GMYC como por PTP, pero al tener solo una muestra disponible se
tienen que tomar en cuenta algunos factores. GMYC depende de la calidad del analisis
ultramétrico, por lo que al no tener un muestreo equitativo se puede ver afectado el tamafio
poblacional. Esto puede causar un sesgo en el tiempo que se calcula para el punto de transicion en
el cual, cada rama representa a una especie (Pons et al., 2006, Ceccarelli et al., 2012, Fujita et al.
2012, Reid y Carstens 2012, Fujisawa y Barraclough 2013, Talavera et al. 2013). Por otra parte,
PTP se basa en el nimero de sustituciones para encontrar la coalescencia, de modo que las
longitudes de ramas largas y las deficiencias en el muestreo pueden influir en el resultado del
analisis, al situar al ancestro comin maés atras en el tiempo (Zhang et al. 2013, Le Ru et al. 2014).
En ambos casos un mejor esquema de muestreo en el que cada poblacion este mejor representado,

podria contribuir a mejorar la eficacia de la delimitacion (Le Ru et al. 2014; Mallo y Posada 2016).

Es importante aclarar que el ejemplar UOGV 4130 proveniente de los Tuxtlas fue recuperado
como el grupo hermano de R. forbesi + R. cuneata en los anélisis filogenéticos, mientras que las
muestras de Oaxaca son recuperadas como grupo hermano de R. marcellae. Por tal motivo, la
asignacion del ejemplar de Los Tuxtlas como especie nueva no es producto de un muestreo

deficiente. Esta hipotesis esta soportada por ambos andlisis de descubrimiento de especies.
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Ademas, las distancias genéticas calculadas sugieren que la especie mas lejana a Rhadinaea sp.

Tuxtlas es R. macdougalli, lo cual robustece los resultados.

El ejemplar tipo de R. macdougalli tiene un patrén consistente con el de las muestras provenientes
de la Sierra de Juarez. Este presenta 10 escamas infralabiales, una linea postocular inclinada que
termina bordeando la Gltima supralabial y se protyecta hacia la parte ventral, sin hacer contacto
con la linea clara lateral (Smith y Langebartel 1949, Myers 1974, Ramirez- Bautista et al. 1998).
La localidad tipo esta separada por casi 150 km de distancia de los ejemplares de Oaxaca, sin
embargo, existen similitudes morfoldgicas del ejemplar tipo con respecto los reportados en la
literatura y los revisados en este estudio. Estas similitudes sugieren que las poblaciones de la Sierra
de Juarez representan a R. macdougalli, mientras que las poblaciones de R. macdougalli de la
region de Los Tuxtlas pueden ser propuestas como una entidad taxonémica nueva (Rhadinaea sp.
Tuxtlas).

Rhadinaea sp. Tuxtlas cuenta con una combinacion de caracteres Unicos, que la hacen reconocible
con respecto a los ejemplares de Oaxaca (Figura 7-B). En los ejemplares de los Tuxtlas la linea
postocular es recta, sin tocar la zona ventral; presentan una linea oscura en las cinco supralabiales
anteriores y escama rostral; carecen de cualquier linea 0 mancha clara en la zona de la nuca; posen
8-9 escamas infralabiales y tienen la linea vertebral formada por una mancha en el apice de cada

escama (Myers 1974, Ramirez- Bautista et al. 1998, Pérez-Higareda et al. 2002).
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11. CONCLUSIONES
Las especies nominales R. cuneata, R. forbesi, R. macdougalli y R. marcellae fueron reconocidos

como linajes independientes por los métodos coalescentes de delimitacion.

Los caracteres morfométricos utilizados no fueron de utilidad para separar a las especies del

grupo.
Las distancias genéticas son considerablemente mayores entre especies que dentro de especies.

Se requiere colectar mas ejemplares de la poblacion de R. marcellae de la Sierra de Otontepec,
para comprobar si se trata de una entidad taxondmica distinta a la de las poblaciones de la Sierra
Madre Oriental.

Se descarta a R. cf. marcellae como una especie valida debido a que no cumple con los requisitos

del criterio de delimitacion.

Se propone a Rhadinaea sp. Tuxtlas como una especie nueva, y distinta con respecto a las

poblaciones de R. macdougalli de Oaxaca.
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13. ANEXOS

13.1 Anexo 1. Registros recopilados de R. cuneata, R. forbesi, R. macdougalli y R. marcellae.

Etiqueta Especie Fuente Localidad
CARIE 1151 R. cuneata GBIF/JLAL 1.2 km al oeste de Fortin de Las Flores, Veracruz
CHCIB 4284 R. cuneata Luria-Manzano, 2014 Tlacotepec de Porfirio Diaz, Puebla
DGM 52 R. cuneata Trabajo de campo Aticpac, Zongolica, Veracruz
EBUAP 2262 R. cuneata Luria-Manzano, 2014 Tlacotepec de Porfirio Diaz, Puebla
TCWC 57933 R. cuneata Lopez-Luna & Flores-Villela, 2007 23 mi SSW Tuxtepec (by road), ca. 150 mi Oaxaca
UAZ 26580 R. cuneata Myers, 1974 Ojo del Agua, Nacimiento del Rio Atoyac, 10 km. NNE Cordoba, Veracruz
UMMZ 128998 R. cuneata Myers, 1974 vicinity km. 324, ca. 9 km. SW Fortin, Veracruz
UOGV 3375 R. cuneata Trabajo de campo La Aurora, Atoyac, Veracruz
UOGYV 3885 R. cuneata Trabajo de campo Finca La Gloria, Tezonapa, Veracruz
UOGV 4267 R. cuneata Trabajo de campo Manantiales, Tezonapa
UOGYV 4093 R. forbesi Trabajo de campo Mitepec, Tequila
UOGYV 4104 R. forbesi Trabajo de campo Petlalcala, San Andres Tenejapan
UOGV 4109 R. forbesi Trabajo de campo Finca Santa Martha, Los Reyes, Veracruz
UOGV 4156 R. forbesi Trabajo de campo Veracruz
UOGV 4261 R. forbesi Trabajo de campo Veracruz
AEVB 481 R. forbesi Trabajo de campo Finca Santa Martha, Los Reyes, Veracruz
CARIE 1181 R. forbesi GBIF/enciclovida 3 km al noreste de Coscomatepec
EHT-HMS 13211 R. forbesi Smith, 1942 Tequeyutepec, 7 miles west of Xalapa, Veracruz
FMNH 100725 R. forbesi Myers, 1974 Tequeyutepec, 7 miles west of Xalapa, Veracruz
FMNH 100748 R. forbesi Myers, 1974 Las Vigas, Veracruz
IBH 19726 R. forbesi De la Torre-Loranca & Lopez-Luna, 2002 Petlacala, San Andres Tenejepan, Veracruz
IBH 29710 R. forbesi De la Torre-Loranca & Lopez-Luna, 2002 Petlacala, San Andres Tenejepan, Veracruz
IBH 29711 R. forbesi De la Torre-Loranca & Lopez-Luna, 2002 Petlacala, San Andres Tenejepan, Veracruz
IBH 29712 R. forbesi De la Torre-Loranca & Lopez-Luna, 2002 Petlacala, San Andres Tenejepan, Veracruz
IBH 29713 R. forbesi De la Torre-Loranca & Lopez-Luna, 2002 Petlacala, San Andres Tenejepan, Veracruz
IBH 3845 R. forbesi CNAR El negro 6km SE las Vigas, Veracruz
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Etiqueta Especie Fuente Localidad
INECOL/MTOS R. forbesi GBIF 5.3 km al noreste de Atzalan
JCSG 127 R. forbesi Trabajo de campo Cumbre de Reyes, Los Reyes, Veracruz
JCSG 197 R. forbesi Trabajo de campo Xalapa, Veracruz
JCSG 326 R. forbesi Trabajo de campo Palo Verde, Nogales, Veracruz
JCSG 86 R. forbesi Trabajo de campo Finca Santa Martha, Los Reyes, Veracruz
KU 23963 R. forbesi Myers, 1974 4 km. W Tlapacoyan, 1700 ft
KU 26733 R. forbesi Myers, 1974 Las Vigas, Veracruz
LOR 111 R. forbesi Trabajo de campo Finca Santa Martha, Los Reyes, Veracruz
LOR 120 R. forbesi Trabajo de campo Finca Santa Martha, Los Reyes, Veracruz
MZFC 5134 R. forbesi MZFC 8Km NE Xalapa,S Banderillo R."El Alamo", Veracruz
RICB 188 R. forbesi Trabajo de campo Sendero ecoturistico "Palo Verde", Nogales, Veracruz
UF 105598 R. forbesi Vernet/GBIF Sin informacion
UMMZ 89378 R. forbesi Myers, 1974 15 km. N Jalapa
UMMZ 89379 R. forbesi Myers, 1974 15 km. N Jalapa
UMMZ 89380 R. forbesi Myers, 1974 15 km. N Jalapa
UOGV 3025 R. forbesi Trabajo de campo La joya, Acajete, Veracruz
UOGV 3026 R. forbesi Trabajo de campo Los reyes, Veracruz
UOGV 3058 R. forbesi Trabajo de campo Finca Santa Martha, Los Reyes, Veracruz
UOGV 3068 R. forbesi Trabajo de campo Finca Santa Martha, Los Reyes, Veracruz
UOGV 3939 R. forbesi Trabajo de campo Koyomitla, Tequila, Veracruz
USNM 110364 R. forbesi Smith, 1942 Tequeyutepec, 7 miles west of Xalapa, Veracruz
USNM 110365 R. forbesi Smith, 1942 Tequeyutepec, 10 miles NE of Xalapa, Veracruz
USNM 29124 R. forbesi Smith, 1942 Probably near Orizaba, Veracruz
AMNH 89618 R. macdougalli ~ Myers, 1974 Yelagago, Sierra Madre Sur, northern part of the Cerro Zempoaltepec ridge
CNAR 19777 R. macdougalli CNAR Primero de 5, Ejido, faldas del volcdn San Martin Tuxtla
CNAR 23235 R. macdougalli  CNAR Sin informacion
CNAR 23692 R. macdougalli  GBIF Miguel Hidalgo
CNAR 23752 R. macdougalli  GBIF Volcan San Martin
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Etiqueta Especie Fuente Localidad
CNAR 25086 R. macdougalli CNAR Sin informacion
MZFC 7380 R. macdougalli  MZFC Sierra Juarez, 19.7 mi S San Mateo Yetla
MZFC 9946 R. macdougalli  Ramirez-Bautista et al., 1998 San Martin Caballero, Oaxaca
MZFC 9947 R. macdougalli  Ramirez-Bautista et al., 1998 San Martin Caballero, Oaxaca
Naturalista 1773322 R. macdougalli ~ Naturalista/escalante-pasos 2 km N Santiago Tuxtla, Veracruz
Naturalista 4195160 R. macdougalli ~ Naturalista/cotonpinto near N Catemaco, Veracruz
Naturalista 4715866 R. macdougalli ~ Naturalista/danieldorantes? 1 km W Catemaco, Veracruz
UCM 41189 R. macdougalli ~ Ramirez-Bautista et al., 1998 Vista Hermosa, Comaltepec, Oaxaca, 50 km NW Yelagago
UCM 44517 R. macdougalli ~ Vernet/GBIF Vista Hermosa, Comaltepec, Oaxaca, 50 km NW Yelagago
UCM 49354 R. macdougalli ~ Vernet/GBIF Vista Hermosa, Comaltepec, Oaxaca, 50 km NW Yelagago
UCM 52493 R. macdougalli ~ Ramirez-Bautista et al., 1998 Vista Hermosa, Comaltepec, Oaxaca, 50 km NW Yelagago
UCM 52669 R. macdougalli ~ Ramirez-Bautista et al., 1998 Vista Hermosa, Comaltepec, Oaxaca, 50 km NW Yelagago
UIMNH 37163 R. macdougalli ~ Myers, 1974 No especific locality (Chiapas or Oaxaca)
UIMNH 3775 R. macdougalli ~ Smith & Langebartel, 1949 near Buena Vista, at crest of Sierra Madre, north of Rio Grande, Oaxaca
UNAM-LT 3571 R. macdougalli ~ Pérez-Higareda et al., 2002 western slope of San Martin Tuxtla volcano, Veracruz
UOGV 2091 R. macdougalli  MZFC/Trabajo de campo Totontepec
UOGV 4130 R. macdougalli ~ Trabajo de campo Ejido Miguel Hidalgo y Costilla, San Andres Tuxtla, Veracruz
AEVB 453 R. marcellae Trabajo de campo La silleta, Xilitla, San Luis Potosi
AEVB 455 R. marcellae Trabajo de campo La silleta, Xilitla, San Luis Potosi
CIG 1381 R. marcellae HerpMex cerca de Hueyapan, Puebla
CNAR 6895 R. marcellae Sénchez-Garcia et al., 2019 Tepango de Rodriguez, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM San Miguel Tzinacapan, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM Atecocomol, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM Atepolihui, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM Octimaxal Sur, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM Coyoxochico, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM San Andrés Tzicuilan, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM Chichicazapan, Cuetzalan, Puebla
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Etiqueta Especie Fuente Localidad
EBUAP R. marcellae LCM Cascadas Las brisas, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM Cuichat, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM Xalpanat, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM San Fermin, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM Vista Hermosa, Cuetzalan, Puebla.
EBUAP R. marcellae LCM Xocoyolo, Cuetzalan, Puebla.
EBUAP R. marcellae LCM Barranca Lapolate, Cuetzalan, Puebla
EBUAP R. marcellae LCM Rio Apulco en Xocoyolo, Cuetzalan, Puebla
EBUAP 1133 R. marcellae Canseco-Marquez, 2000 Xalpanat, Cuetzalan, Puebla
EBUAP 1582 R. marcellae Sanchez-Garcia et al., 2019 Xalpanat, E of Cuetzalan, Puebla
EBUAP 1592 R. marcellae Sanchez-Garcia et al., 2019 4km SE San Miguel Tzinacapan, Cuetzalan, Puebla
EBUAP 1593 R. marcellae Sanchez-Garcia et al., 2019 Aprox 150 m Oeste villa Hermosa, Cuetzalan, Puebla
LSU 270 R. marcellae Taylor, 1949 6 km E Xilitla, San Luis Potosi
MZFC 24585 R. marcellae Sanchez-Garcia et al., 2019 Xocayucan, Tlatlauguitepec, Puebla
MZFC 31339 R. marcellae Sanchez-Garcia et al., 2019 Meztitlan, Hidalgo
MZFC 5315 R. marcellae LCM Cerca de Tepango de Rodriguez, Puebla.
MZFC 5324 R. marcellae Nieto-Montes de Oca & Mendelson 111, 1997  25Km NE Zacatlan, Zaragoza-Huachinango road, Puebla
MZFC 5868 R. marcellae Herndndez-Garcia & Mendoza-Quijano, 1994 5.3 km E Tlanchinol, Arroyo de Apatlanzol, Hidalgo
MZFZ 3730 R. marcellae Garcia-Vazquez et al., 2018 Finca Santa Monica, Xilitla, San Luis Potosi
MZFZz 3731 R. marcellae Sanchez-Garcia et al., 2019 Hueyapan, Puebla
MZFZ 3732 R. marcellae Sénchez-Garcia et al., 2019 San Nicolasillo, Chontla, Veracruz
MZFZz 3733 R. marcellae Sénchez-Garcia et al., 2019 Pahuatlan, Puebla
MZFZ-IMG 181 R. marcellae Sanchez-Garcia et al., 2019 La silleta, Xilitla, San Luis Potosi
MZFZ-IMG 182 R. marcellae Sénchez-Garcia et al., 2019 La silleta, Xilitla, San Luis Potosi
MZFZ-IMG 183 R. marcellae Sanchez-Garcia et al., 2019 Tlanchinol, Hidalgo
Naturalista 18035784 R. marcellae Naturalista/ecochavos_aguazarca Jalpan, Xilitla
UAEH R. marcellae Sénchez-Garcia et al., 2019 Xilipa, Tepehuacéan de Guerrero
UOGV 3497 R. marcellae Trabajo de campo Ejido de Oxpantla, Hueyatlapa, Tianguistengo, Hidalgo
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Etiqueta Especie Fuente Localidad

UOGV 3991 R. marcellae Trabajo de campo Ejido de Oxpantla, Hueyatlapa, Tianguistengo, Hidalgo
UOGV 3992 R. marcellae Trabajo de campo Ejido de Oxpantla, Hueyatlapa, Tianguistengo, Hidalgo
UOGYV 4000 R. marcellae Trabajo de campo Santa Monica, Tianguistengo, Hidalgo
UOGYV 4008 R. marcellae Trabajo de campo Ejido de Oxpantla, Hueyatlapa, Tianguistengo, Hidalgo
UOGV 4575 R. marcellae Trabajo de campo Ejido de Oxpantla, Hueyatlapa, Tianguistengo, Hidalgo
UTA 53042 R. marcellae Séanchez-Garcia et al., 2019 Municipalidad Tlanchinol: La Cabana
UTA R-12409 R. marcellae LCM 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo.
UTA R-12410 R. marcellae Nieto-Montes de Oca & Mendelson 111, 1997 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo
UTA R-12411 R. marcellae Nieto-Montes de Oca & Mendelson 111, 1997 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo
UTA R-12412 R. marcellae Nieto-Montes de Oca & Mendelson 111, 1997 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo
UTA R-12413 R. marcellae Nieto-Montes de Oca & Mendelson 111, 1997 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo
UTA R-12414 R. marcellae Nieto-Montes de Oca & Mendelson 111, 1997 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo
UTA R-12415 R. marcellae Nieto-Montes de Oca & Mendelson 111, 1997 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo
UTA R-12416 R. marcellae Nieto-Montes de Oca & Mendelson 111, 1997 4.5 km NE Tlanchinol, Hidalgo

13.2 Anexo 2. Variables morfométricas (mm) de cada ejemplar revisado de R. cuneata, R. forbesi, R. macdougalli y R. marcellae.

Ejemplar Especie A cabeza L _cabeza Loreal Rostral Parietal Internasal Frontal Prefrontal Supraocular D_ocular
DGM 52 R. cuneata 3.69 5.19 0.37 1.10 2.82 0.56 1.87 0.89 1.34 1.26
UOGYV 3375 R. cuneata 3.88 5.64 0.45 1.16 2.70 0.58 2.07 0.89 1.61 1.20
UOGYV 3885 R. cuneata 2.24 3.50 0.31 0.73 1.62 0.38 1.08 0.63 0.97 0.76
AEVB 481 R. forbesi 3.01 3.87 0.33 0.80 1.80 0.40 1.30 0.67 1.23 0.80
IBH 19726 R. forbesi 2.01 3.96 0.29 0.66 1.79 0.29 1.21 0.66 1.06 0.70
IBH 29710 R. forbesi 3.66 6.67 0.32 1.72 3.66 0.65 2.26 1.08 1.72 1.29
IBH 29711 R. forbesi 4.34 7.11 0.48 1.69 3.73 0.36 2.65 1.08 2.05 1.69
IBH 29712 R. forbesi 4.29 6.81 0.33 1.54 3.85 0.33 2.53 0.99 1.98 1.32
IBH 3845 R. forbesi 2.80 4.50 0.30 1.00 1.40 0.45 1.40 0.55 1.10 0.85
JCSG 127 R. forbesi 2.21 3.48 0.30 0.74 177 0.37 1.10 0.63 1.05 0.74
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Ejemplar Especie A cabeza L_cabeza Loreal Rostral  Parietal Internasal Frontal Prefrontal Supraocular D _ocular
JCSG 326 R. forbesi 2.54 3.44 0.27 0.77 1.57 0.40 1.12 0.58 0.96 0.61
JCSG 86 R. forbesi 4.20 3.95 0.52 1.58 3.01 0.60 2.48 1.15 2.04 1.43
LOR 111 R. forbesi 6.21 3.56 0.33 1.20 341 0.67 2.20 0.95 1.83 1.20
LOR 120 R. forbesi 4.70 6.27 0.42 1.39 3.76 0.66 2.51 0.96 1.85 1.48
RICB 188 R. forbesi 2.34 3.78 0.29 0.94 1.88 0.46 1.43 0.75 1.11 0.77
UOGYV 3025 R. forbesi 1.12 1.80 0.12 0.42 0.89 0.18 0.61 0.32 0.54 0.38
UOGYV 3026 R. forbesi 3.04 4.69 0.31 1.02 2.26 0.49 1.48 0.65 1.10 0.36
UOGYV 3058 R. forbesi 4.63 7.12 0.48 1.54 3.63 0.71 2.74 1.13 1.99 1.68
UOGYV 3068 R. forbesi 3.80 6.21 0.37 1.33 3.17 0.50 2.18 0.98 1.72 1.36
UOGYV 3939 R. forbesi 1.98 3.38 0.27 0.79 1.78 0.40 1.21 0.64 1.01 0.70
IBH 19777 R. macdougalli 2.40 3.88 0.22 0.77 1.91 0.38 1.26 0.60 0.87 0.66
IBH 23235 R. macdougalli 2.65 4.44 0.26 0.90 2.12 0.37 1.43 0.69 1.27 0.90
IBH 25086 R. macdougalli 2.47 3.44 0.27 0.70 1.88 0.86 1.24 0.59 0.91 0.86
MZFC 07380  R. macdougalli 3.54 4.48 0.33 1.02 2.18 0.47 1.51 0.76 1.16 0.98
UOGV 2091 R. macdougalli 3.42 461 0.33 0.92 2.30 1.09 1.52 0.70 1.24 0.86
UOGYV 4130 R. macdougalli 3.65 5.66 0.34 1.03 2.26 0.50 1.58 0.78 1.29 0.99
AEVB 453 R. marcellae 2.57 3.76 0.28 0.80 1.72 0.37 1.23 0.62 1.00 0.69
AEVB 455 R. marcellae 2.47 3.94 0.34 0.93 1.92 0.44 1.38 0.75 1.08 0.74
ANMO 4339  R. marcellae 3.63 5.72 0.43 1.21 2.83 0.60 2.02 0.86 1.41 1.19
EBUAP 1582  R. marcellae 3.06 5.07 0.37 1.15 2.68 0.43 1.95 0.85 1.42 1.03
EBUAP 1592  R. marcellae 2.08 3.81 0.29 0.74 1.87 0.46 1.15 0.68 0.99 0.78
EBUAP 1593  R. marcellae 2.32 4.22 0.41 0.86 2.23 0.44 1.54 0.69 1.16 0.81
IBH 6895 R. marcellae 4.10 5.81 0.29 1.52 3.24 0.48 1.62 1.05 1.71 1.24
JCSG 22 R. marcellae 1.41 2.10 0.20 0.51 1.00 0.24 0.75 0.39 0.59 0.43
MZFC 24585  R. marcellae 4.33 6.69 0.45 1.60 3.55 0.66 2.29 0.96 1.77 1.27
MZFC 31339  R. marcellae 2.59 4.25 0.35 0.35 2.02 0.15 1.37 0.68 1.07 0.69
RICB 415 R. marcellae 1.16 2.01 0.20 0.43 1.00 0.33 0.66 0.36 0.55 0.17
UAEH R. marcellae 2.55 351 0.24 0.77 1.61 0.37 1.24 0.58 0.96 0.75

68



Ejemplar Especie A cabeza L_cabeza Loreal Rostral  Parietal Internasal Frontal Prefrontal Supraocular D _ocular

UOGYV 3497 R. marcellae 2.80 4.16 0.35 0.92 1.89 0.45 1.36 0.75 1.08 0.76
UOGV 3991 R. marcellae 3.80 6.55 0.43 1.28 3.69 0.63 2.51 1.10 1.88 1.33
UOGV 3992 R. marcellae 3.60 6.75 0.45 1.40 3.52 0.71 2.49 0.98 1.83 1.45
UOGYV 4000 R. marcellae 3.16 4.73 0.33 0.99 2.40 0.42 1.61 0.78 1.25 0.95
UOGV 4008 R. marcellae 3.79 6.04 0.47 1.28 3.45 0.59 2.33 1.03 1.79 1.34

13.3 Anexo 3. Proporcion en porcentaje del largo de la cola (LC) entre el largo hocico-cloaca (LHC) y caracteres meristicos de cada ejemplar

revisado morfolégicamente.

Ejemplar Especie SLV LC LC/SLV Ventrales  Subcaudales  Supralabiales  Infralabiales  Subpreoculares
CHCIB 4284 R. cuneata 267 139.5 34.3% 158 101 8,8 10,10 11
DGM 52 R. cuneata 150 74 49.3% 145 62 8,8 9,9 0,1
EBUAP 2262 R. cuneata 326.2 180.1 35.6% 155 106 8,8 10,10 11
TCWC 57933 R. cuneata 180 96 34.8% ? ? ? ? ?
UAZ 26580 R. cuneata 339 175 34.7% 153 95 9,9 9,10 0,0
UMMZ 128998 R. cuneata 134 70 34.3% 153 115 8,8 10,10 11
UOGYV 3375 R. cuneata 146 74 50.7% 154 109 8,8 10,10 11
UOGYV 3885 R. cuneata 372 92 24.7% 162 47 8,8 10,10 11
AEVB 481 R. forbesi 251 95 37.8% 142 64 8,8 10,10 11
IBH 19726 R. forbesi 273 125 45.8% 146 46 8,8 9,9 1,1
IBH 29710 R. forbesi 93 32 34.4% 135 77 8,9 9,9 1,1
IBH 29711 R. forbesi 83 36 43.4% 138 60 8,8 9,9 1,1
IBH 29712 R. forbesi 91 34 37.4% 130 67 8,8 9,9 1,1
IBH 29713 R. forbesi ? ? ? ? ? 8,8 9,9 1,1
IBH 3845 R. forbesi 200 73 36.5% 133 65 8,8 9,10 1,1
JCSG 127 R. forbesi 271 92 33.9% 146 61 8,9 10,10 11
JCSG 326 R. forbesi 305 105 34.4% 153 62 8,8 10,10 1,1
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Ejemplar Especie SLV LC LC/SLV Ventrales  Subcaudales  Supralabiales  Infralabiales  Subpreoculares
JCSG 86 R. forbesi 93 29 31.2% 139 58 8,8 9,9 1,1
LOR 111 R. forbesi 105 31 29.5% 145 62 8,8 10,10 11
LOR 120 R. forbesi 93 33 35.5% 146 69 8,8 10,10 11
RICB 188 R. forbesi 215 82 38.1% 143 68 8,8 10,9 11
UOGYV 3025 R. forbesi 307 94 30.6% 150 57 8,8 8,9 11
UOGYV 3026 R. forbesi 157 60 38.2% 140 63 8,8 10,10 11
UOGYV 3058 R. forbesi 90 35 38.9% 140 70 9,8 10,10 11
UOGYV 3068 R. forbesi 103 33 32.0% 143 60 8,8 10,9 0,0
UOGV 3939 R. forbesi 278 96 34.5% 147 60 8,8 10,10 11
IBH 19777 R. macdougalli 183 77 42.1% 126 59 8,8 8,8 11
IBH 23235 R. macdougalli 189 ? ? 119 ? 8,8 9,9 11
IBH 25086 R. macdougalli 186 ? ? 130 ? 8,8 9,9 1,1
MZFC 07380 R. macdougalli 215 105 48.8% 127 68 8,8 9,9 1,1
UIMNH 3775 R. macdougalli 188 104 35.6% 119 74 8,8 10,10 1,1
UNAM-LT 3571 R. macdougalli ? ? ? 127 56 8,8 8,8 1,1
UOGV 2091 R. macdougalli 162 59 36.4% 145 62 8,? 9,? 0,0
UOGV 4130 R. macdougalli 152 74 48.7% 124 69 8,8 8,8 0,1
AEVB 453 R. marcellae 316 135 42.7% 139 74 8,8 10,10 0,1
AEVB 455 R. marcellae 271 129 47.6% 135 75 8,8 10,10 0,1
ANMO 4339 R. marcellae 142 73 51.4% 139 75 8,8 10,10 1,1
EBUAP 1582 R. marcellae 140 68 48.6% 125 73 8,8 9,9 1,1
EBUAP 1592 R. marcellae 223 75 33.6% 136 50 8,8 9,9 1,1
EBUAP 1593 R. marcellae 202 94 46.5% 130 67 78 ?,10 11
IBH 6895 R. marcellae 105 43 41.0% 130 70 8,8 10,10 1,0
JCSG 22 R. marcellae 197 92 46.7% 130 71 8,9 10,10 1,1
LSUMZ R. marcellae 195 95 32.8% 128 77 8,8 9,9 1,1
UTA R-12410 R. marcellae 89 40 31.0% 127 78 8,8 9,9 0,1
UTAR-12411  R. marcellae 100 39 28.1% 134 70 8,8 10,10 0,1
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Ejemplar Especie SLV LC LC/SLV Ventrales  Subcaudales  Supralabiales  Infralabiales  Subpreoculares

UTAR-12412  R. marcellae 94 37 28.2% 132 69 8,8 10,10 0,0
UTA R-12413  R. marcellae 95 41 30.2% 133 72 8,8 10,10 1,2
UTA R-12414  R. marcellae 95 39 29.1% 130 69 8,8 10,9 0,0
UTAR-12415  R. marcellae 103 39 27.5% 137 70 8,8 10,9 11
UTAR-12416  R. marcellae 105 41 28.1% 136 71 8,8 10,9 1,1
MZFC 5324 R. marcellae 229 116 50.7% 129 71 8,8 10,10 0,1
MZFC 5868 R. marcellae 208 96 31.6% 138 73 8,8 9,9 11
MZFC 24585 R. marcellae 96 41 42.7% 131 74 8,8 10,10 11
MZFC 31339 R. marcellae 212 90 42.5% 135 69 8,8 10,10 0,0
RICB 415 R. marcellae 270 125 46.3% 132 71 8,8 10,10 11
UAEH R. marcellae 295 133 45.1% 145 72 8,8 10,10 0,0
UOGYV 3497 R. marcellae 280 133 47.5% 130 75 8,8 10,10 1,1
UOGV 3991 R. marcellae 104 43 41.3% 137 72 8,8 10,10 1,1
UOGV 3992 R. marcellae 107 41 38.3% 134 66 8,8 10,10 1,0
UOGYV 4000 R. marcellae 185 93 50.3% 131 79 8,8 10,10 1,1
UOGV 4008 R. marcellae 105 38 36.2% 138 66 8,8 10,10 0,0

13.4 Anexo 4. Caracteres cualitativos de cada ejemplar disponible, codificados en estados de caracter, de acuerdo con la seccién de

Metodologia.
Ejemplar Especie Collar L. vertebral Pos. L. lateral Ancho L. lateral Vermiculaciones
CHCIB 4284 R. cuneata 5 3 1 ? ?
DGM 52 R. cuneata 5 3 1 2 2
EBUAP 2262 R. cuneata 5 3 1 ? ?
UOGYV 3375 R. cuneata 5 3 1 1 2
2 R. cuneata 5 3 1 2 2
AEVB 481 R. forbesi 2 1 1 3 2
IBH 19726 R. forbesi 2 ? 1 1 2
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Ejemplar Especie Collar L. vertebral Pos. L. lateral Ancho L. lateral Vermiculaciones
IBH 29710 R. forbesi 2 2 1 3 2
IBH 29711 R. forbesi 2 2 1 3 2
IBH 29712 R. forbesi 2 2 1 3 2
IBH 29713 R. forbesi 3 1 1 3 2
IBH 3845 R. forbesi 2 2 1 1 2
JCSG 127 R. forbesi 2 1 1 3 2
JCSG 326 R. forbesi 3 2 1 1 2
JCSG 86 R. forbesi 3 2 1 2 1
LOR 111 R. forbesi 3 2 1 2 2
LOR 120 R. forbesi 2 1 1 2 2
RICB 188 R. forbesi 1 2 1 3 2
UOGYV 3025 R. forbesi 1 1 2 2 2
UOGYV 3026 R. forbesi 1 1 1 1 2
UOGYV 3058 R. forbesi 3 2 1 3 1
UOGYV 3068 R. forbesi 3 1 1 3 2
UOGV 3939 R. forbesi 2 1 1 1 2
IBH 19777 R. macdougalli 1 1 1 1 2
IBH 23235 R. macdougalli 1 1 1 2 2
IBH 25086 R. macdougalli 1 1 1 2 2
MZFC 07380 R. macdougalli 2 1 2 2 2
UNAM-LT 3571 R. macdougalli 1 3 ? ? ?
UOGV 2091 R. macdougalli 2 1 1 1 2
UOGV 4130 R. macdougalli 1 3 1 2 2
AEVB 453 R. marcellae 4 1 1 1 2
AEVB 455 R. marcellae 2 1 1 1 2
ANMO 4339 R. marcellae 4 1 1 2 1
EBUAP 1582 R. marcellae 3 1 2 1 2
EBUAP 1592 R. marcellae 2 1 1 3 2

72



Ejemplar Especie Collar L. vertebral Pos. L. lateral Ancho L. lateral Vermiculaciones
EBUAP 1593 R. marcellae 1 1 2 2 2
IBH 6895 R. marcellae 3 1 1 2 2
JCSG 22 R. marcellae 4 1 2 1 1
LCM 1322 R. marcellae 3 1 1 2 2
MZFC 24585 R. marcellae 3 1 1 3 2
MZFC 31339 R. marcellae 4 1 1 2 1
RICB 415 R. marcellae 4 1 2 1 2
UAEH R. marcellae 2 1 1 2 2
UOGV 3497 R. marcellae 2 1 1 1 2
UOGV 3991 R. marcellae 2 1 1 1 1
UOGV 3992 R. marcellae 4 1 1 1 2
UOGYV 4000 R. marcellae 2 1 1 1 1
UOGV 4008 R. marcellae 4 1 1 2 2
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