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Resumen

La formacion de cadenas montafiosas se considera como un factor que favorece los
procesos evolutivos. Un ejemplo de esto es Los Andes, cuyo levantamiento ha sido
asociado con la diversificacion de diferentes grupos taxonémicos. El género Echinosaura
en la actualidad cuenta con ocho especies descritas, las cuales se distribuyen desde el
noroeste de Panama hasta el norte de Ecuador. Sobre su historia evolutiva se ha
hipotetizado que se origind en los Andes del Norte, por lo cual, en este estudio se pretende
evaluar si el levantamiento de los Andes influyé en la diversificacién y actual distribucién de
las especies del género Echinosaura. Haciendo uso de los marcadores moleculares 12S,
16S, ND4 y C-mos, se infirieron las relaciones filogenéticas, se estimaron tiempos de
divergencia y se reconstruyeron los rangos ancestrales. Se propone que el origen del
género Echinosaura se dio durante el Oligoceno, y su diversificacion fue paralela a la
formacion intensa de los Andes del Norte y el Istmo de Panama. Adicionalmente, a partir
de analisis moleculares, se presentan cinco posibles nuevas especies candidatas

pertenecientes al género.

Palabras clave: Andes del Norte, diversificacion, Echinosaura, especies candidatas,

origen.
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Abstract

The formation of mountain ranges is considered a factor that favors evolutionary processes.
An example of this is Los Andes, whose uplift has been associated with the diversification
of different taxonomic groups. The genus Echinosaura currently has eight described
species, which are distributed from northwestern Panama to northern Ecuador. Regarding
its evolutionary history, it has been hypothesized that it originated in the Northern Andes,
therefore, in this study we intend to evaluate if the uplift of the Andes influenced the
diversification and current distribution of the species of the genus Echinosaura. Using the
molecular markers 12S, 16S, ND4, and C-mos, phylogenetic relationships were inferred,
divergence times were estimated, and ancestral ranges were reconstructed. It is proposed
that the origin of the genus Echinosaura occurred during the Oligocene, and its
diversification paralleled the intense formation of the Northern Andes and the Isthmus of
Panama. Additionally, from molecular analyses, five possible new candidate species

belonging to the genus are presented.

Keywords: Candidate species, diversification, Echinosaura, Northern Andes, origin.
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1.Introduccion

La biogeografia en su esencia por estudiar la distribucién de los organismos en un espacio
geografico y en el tiempo, es una herramienta fundamental para la biologia evolutiva, ya
que facilita la compresién de los procesos de radiacién adaptativa y diversificacion de las
especies, entre otros (Wen et al. 2013). Estos ultimos, pueden ser causados por factores
geograficos (e.g. el surgimiento de barreras o colonizacién de nuevos nichos), ecoldgicos
(e.g. la especializacion a nuevos recursos) y etolégicos (e.g. los apareamientos selectivos)
(Soler 2002; Losos 2010; Hoorn et al. 2013). Considerando los factores geogréficos, la
formacion de las cadenas montafiosas al generar tanto cambios climaticos y de paisaje, asi
como alteraciones en los gradientes ecoldgicos y habitats fisicos, facilitan la evolucién de
las especies (Hoorn et al. 2013), ya que pueden aislar areas y por ende poblaciones de
especies (Weir & Price 2011) o por el contrario conectarlas y generar migraciones (Cody et
al. 2010). Adicionalmente, los levantamientos de las montafias también traen consigo
cambios en los patrones de drenaje (Castelltort et al. 2012), los cuales pueden ser barreras
o puentes para las especies (Hayes & Sewlal 2004), cambios en la circulaciéon atmosférica
(Barnes et al. 2012) y en el ambiente marino (Hannisdal & Peters 2011). Un claro ejemplo

es la cadena montafiosa de Los Andes y el rio Amazonas (Hoorn et al. 2013).

El levantamiento de los Andes Centrales y del Norte fue originado por un movimiento de
subduccion de la placa de Nazca a lo largo del margen del Pacifico durante el Pale6geno
entre hace 65 y 34 Ma (Hoorn et al. 2010). Luego, la fragmentacion de las placas en el
Pacifico y su posterior colision con las placas Sudamericana y del Caribe, intensificaron el
levantamiento de los Andes del Norte, a finales del Oligoceno e inicios del Mioceno cerca
de hace 23 Ma, con momentos mas intensos en su orogénesis durante el Mioceno medio
tardio (= 12 Ma) y el Plioceno temprano (= 4,5 Ma) (Hoorn et al. 2010; Mora et al. 2010).

Finalmente, el reajuste de las placas tectonicas condujo al cierre del Istmo de Panama, en
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un evento geoldgico que iniciaria aproximadamente entre los 15 Ma y los 10 Ma, y finalizaria
~ 3,5 Ma, lo que permitiria el Gran Intercambio Biético Americano (GABI) (Hoorn et al. 2010;
Bacon et al. 2015; Montes et al. 2015). La formacién de los Andes produjo un notable
cambio en las condiciones geolégicas, climaticas y de biodiversidad (Graham 2009; Fjeldsa
et al. 2012; Giarla & Jansa 2014; Ceccarelli et al. 2016; Esquerré et al. 2019), puesto que
dicho proceso orogénico tuvo como impacto el surgimiento de nuevos habitats tales como:
paramos, selvas tropicales, altiplanos y valles, que facilitaron la adaptacion y diversificacién

de la flora y la fauna (Graham 2009; Ceccarelli et al. 2016).

Como resultado de lo anterior, los Andes han presentado algunas de las tasas de
diversificacion mas altas datadas hasta el momento (Lagomarsino 2016; Madrifan et al.
2013; McGuire et al. 2014). Estos procesos evolutivos han sido documentados para
diferentes grupos taxondmicos: en plantas (Luebert et al. 2011; Antonelli & Sanmartin
2011), escorpiones (Mattoni et al. 2012; Ceccarelli et al. 2016), arafias (Salgado-Roa et al.
2018), saltamontes (Pocco et al. 2013), abejas (Dick et al. 2004), mariposas (Elias et al.
2009), mamiferos (Patterson & Costa 2012), aves (Sedano & Burns 2010) y anfibios (Hutter
et al. 2013; Castroviejo-Fisher et al. 2014; Mufioz-Ortiz et al. 2014; Mendoza et al. 2015).
De igual manera, algunos estudios plantean que la formacion de los Andes jugé un papel
importante en la diversificacion de reptiles, por ejemplo, en la familia Liolaemidae (Esquerré
et al. 2019) y en los géneros Liolaemus (Schulte et al. 2000), Pristidactylus (Albino 2011) y

Stenocercus (Torres-Carvajal 2009; Teixeira et al. 2016).

El clado Cercosaurinae (familia Gymnophthalmidae), al cual pertenece Echinosaura, tiene
una edad estimada de 60 Ma (Torres-Carvajal et al. 2016), la cual es congruente con las
primeras etapas de levantamiento de los Andes Centrales y del Norte (Hoorn et al. 2010).
Aunque la distribucion del ancestro comun mas reciente de Cercosaurinae aun es incierta,
Torres-Carvajal et al. (2016) sugieren que probablemente se originaron e irradiaron en los
Andes del Norte antes de llegar a los Andes Centrales en Peru. Asi mismo, los autores
sugieren que los linajes mas basales de este clado para el norte de los Andes (Echinosaura,
Riama y Gelanesaurus) tienen aproximadamente entre 23 y 27 Ma, por lo que la

intensificacion en la elevacion de los Andes del Norte habria tenido una gran incidencia en
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su diversificacion. De otra parte, Marques-Souza et al. (2018) mencionan que Echinosaura

habria comenzado a diversificarse durante el Eoceno medio.

Echinosaura Boulenger, 1890 (Squamata: Gymnophthalmidae) es un género de lagartos
espinosos y riberefos, que hasta el momento cuenta con ocho especies descritas (Uetz et
al. 2023): E. brachycephala Kdhler, Bohme & Schmitz, 2004; E. centralis Dunn, 1944; E.
fischerorum Yanez-Muhoz, Torres-Carvajal, Reyes-Puig, Urgiles-Merchan & Koch 2021; E.
horrida Boulenger, 1890; E. keyi (Fritts & Smith, 1969); E. orcesi Fritts, Aimendariz & Samec,
2002; E. palmeri Boulenger, 1911; y E. panamensis Barbour, 1924. En cuanto a su historia
natural se sabe que estos individuos generalmente se encuentran cerca de arroyos (Uzzell
1965), y tienen habitos semiacuaticos por lo cual han desarrollado caracteristicas propias
para estos ambientes como: escamacién dorsal heterogénea, doble cresta caudal y un
cuerpo aerodinamico (Marques-Souza et al. 2018). Ademas, se han observado debajo de
hojarasca, troncos y rocas, y con habitos tanto diurnos como nocturnos (Dunn 1944; Breder
1946; Uzzell 1965). Sobre su reproduccion, Uzzell (1965) reporté para una hembra de E.
horrida y una hembra E. panamensis, la presencia de un solo huevo por oviducto en cada
una. Este grupo cuenta con una distribucién que va desde el Noroeste de Panama hasta el
Noroeste de Ecuador (Vasquez-Restrepo et al. 2020). Vasquez-Restrepo et al. (2020)
mencionan que aun no hay claridad en cuanto a la evolucion del género Echinosaura, ni de
como las especies obtuvieron sus distribuciones actuales. Por esto, se plantea a
Echinosaura como un buen modelo para evaluar como los procesos del levantamiento de

los Andes del Norte han afectado la diversificacion de los linajes.

La extensién de los Andes del Norte ha sido definida en Jaillard et al. (2000), desde el
extremo este de Venezuela hasta el norte de Peru, implicando asi un area bastante amplia
y generando una dificultad al establecer con precision areas ancestrales y patrones de
diversificacion de los taxones distribuidos en la region. Por lo tanto, en la presente
investigacion se evaluaron las relaciones filogenéticas de las especies del género
Echinosaura empleando datos moleculares, con el fin de reconstruir las areas ancestrales
teniendo en cuenta la regionalizaciéon de la regién tropical definida en Morrone (2014),
determinar los tiempos de divergencia y evaluar el papel del levantamiento de los Andes

del Norte dentro del origen y diversificacion del género.
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Objetivos

Objetivo general: Evaluar si el levantamiento de los Andes influyé en la diversificacion y

actual distribucién de las especies del género Echinosaura.
Objetivos especificos:

1. Inferir las relaciones filogenéticas y evaluar la delimitacion de especies del género

Echinosaura empleando los marcadores moleculares 12S, 16S, ND4 y C-mos.

2. Reconstruir los rangos ancestrales y determinar los tiempos de divergencia de las

especies del género Echinosaura.
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2.Metodologia

2.1 Especimenes analizados

Los tejidos de los individuos del género Echinosaura analizados en este estudio fueron
facilitados por Guido Fabian Medina-Rangel (GFM), en el marco del proyecto “Diversidad
de Anfibios y Reptiles del departamento del Chocd”, el cual se llevé a cabo entre los afios
2012 y 2016. Las localidades de colecta se ubican en varios municipios del departamento
del Chocé (Tabla 1; Fig. 1). Se empled el método de busqueda libre intensiva por encuentro
visual cronometrado y revisando cuidadosamente todos los diferentes microhabitats donde
potencialmente se pueden encontrar las especies de reptiles. Cada muestreo duré minimo
4 horas a través de una distancia promedio de 2 km. Los muestreos diurnos se desarrollaron
entre las 8:00 y 12:00 horas, mientras que los muestreos nocturnos se realizaron entre las
18:00 y 22:00 horas. Los especimenes de cada especie colectados fueron sacrificados por
inyeccion de roxicaina directamente al corazon, etiquetados, fijados con formol al 10% vy
preservados posteriormente en alcohol al 70%. Adicionalmente, se tomaron muestras de

tejidos como musculo o higado y se conservaron en etanol absoluto al 99%.

Tabla 1. Localidades de colecta de los especimenes de Echinosaura. Las siglas GFM

corresponden al codigo de colecta de los mismos.

Caddigo Localidad Latitud X Longitud Y
GFM634  Corregimento Nauca, Reserva 5,60899 -77,06084
Indigena Rio Nauca, Alto Baudoé,
Choco
GFM675  Corregimiento de Titumate, vereda 8,26241 -77,09792

Parcelas Capitan, Reserva de la

Sociedad Civil Ormuz, Unguia, Chocd



GFM703

GFM772

GFM845

GFM858

GFM1009

GFM1742

GFM1744

GFM2501

Corregimiento de Capurgana, Vereda
El Brillante, Finca Las Palomas,

Acandi, Choco

Corregimiento de Titumate, Finca

Nueva Esperanza, Unguia, Chocé

Corregimiento de Tanela, vereda
Titiza, Limites entre los municipios de
Acandi y Unguia (Carretera entre
Unguia y Acandi), Serrania de

Tripoandi, Acandi, Choco

Corregimiento de Titumate, vereda
Parcelas Capitan, Reserva de la

Sociedad Civil Ormuz, Unguia, Choco

Corregimiento Gilgal, Unguia, Chocé

Corregimiento Pavarando Grande,

Finca don Alonso, Riosucio, Chocé

Corregimiento Pavarando Grande,

Finca don Alonso, Riosucio, Chocé

Corregimiento el Siete, El Carmen de
Atrato, Chocd
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8,57737

8,19955

8,30847

8,26241

8,19861

7,24235

7,24235

5,87417

-77,39787

-77,10249

-77,20654

-77,09792

-77,06838

-76,55584

-76,55584

-76,21713
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Figura 1. Localidades de colecta de los especimenes.

2.2 Extraccién, amplificacion y secuenciaciéon de
ADN

La extraccion de ADN gendémico (ADNg) se realizé siguiendo el protocolo de Miller et al.
(1988), a partir de los tejidos de musculo e higado almacenados en etanol al 99%.
Posteriormente, los extractos de ADNg fueron cuantificados empleando un
espectrofotémetro Thermo ScientificTM NanoDrop 2000/2000c¢ y normalizados a 50 ng/pl.
De alli, se amplificaron fragmentos de dos genes mitocondriales, el gen de la subunidad
mayor del ARNr (16S) y la subunidad IV de la NADH deshidrogenasa (ND4), empleando
los siguientes iniciadores: 16Sa (5' ATG TTT TTG ATA AAC AGG CG 3") y BR-R (5' CCG
GTC TGA ACT CAG ATC ACG T 3') (Palumbi et al. 1991) para el gen 16S y, ND412931L
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(5' CTA CCA AAA GCT CAT GTA GAA GC 3') (Blair et al. 2009) y ND413824H (5' CAT TAC
TTT TAC TTG GAT TTG CAC CA 3') (Arévalo et al. 1994) para el gen ND4. Las reacciones
de amplificacion incluyeron 2 yL de ADNg, 1-1,25 U de Go Taq G2 flexi ADN polimerasa,
1X de buffer de reaccién, 200 uM de dNTP Mix, 2,5 mM de MgCI2 y 0,30 uM de cada primer,
en un volumen final de 20 yL. Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se
realizaron siguiendo los protocolos presentados en la Tabla 2, y se emplearon controles
negativos para descartar probables contaminaciones en las reacciones. Tras finalizar la
amplificacién, los productos fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1,5% tefiido con Midori Green, y se usé el marcador de peso molecular 100bp DNA
Ladder RTU para confirmar el tamafo del producto amplificado. Los productos con la
concentracién adecuada se enviaron a Macrogen, Inc (Corea del Sur) para su respectiva
purificacién y secuenciacion en ambas direcciones. La edicion de las secuencias se realizo
con el programa SegMan 7.0.0 (DNASTAR Inc).

Tabla 2. Condiciones de termociclado utilizadas para la amplificacion.

GEN PROTOCOLO
ND4 1 ciclo: 5 min 95 °C
40 ciclos: 1 min 95 °C, 30s 56 °C, 40s 72 °C
1 ciclo: 7 min 72 °C, 2 min 10 °C
16S 1 ciclo: 5 min 95 °C
40 ciclos: 1 min 95 °C, 30s 56 °C, 50s 72 °C
1 ciclo: 7 min 72 °C, 2 min 10 °C

2.3 Analisis filogenéticos y delimitacion de

especies

Para evaluar el estatus taxondmico de las especies del género, ademas de las secuencias
mitocondriales generadas en este estudio para 10 especimenes, se incluyeron secuencias

genéticas disponibles en el GenBank de los genes mitocondriales 16S, ND4 y 12S
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(subunidad menor del ARNr), y del gen nuclear C-mos (oncogén de copia unica) para las
especies del género Echinosaura y Riama yumborum, especie empleada como grupo
externo (Tabla 3). Los alineamientos para cada gen se llevaron a cabo en el programa
MEGAX (Kumar et al. 2018) haciendo uso del algoritmo Muscle y fueron verificados
manualmente para detectar posibles desajustes. Dos conjuntos de datos concatenados
(16S/ND4 y 16S/ND4/12S/C-mos) fueron obtenidos empleando Mesquite 2.74 (Maddison
& Maddison 2011). Posteriormente, se seleccioné segun el criterio de informacion
Bayesiano (BIC) el mejor modelo de substitucion posible en el programa ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al. 2017). Estos modelos fueron: para los genes 12S 'y 16S, TIM2 + F
+ | + G4, para el ND4, TPM2uf + F + | + G4, y el gen C-mos K2P + G4, por ultimo, para

ambos conjuntos de datos concatenados, TIM2 + F + | + G4.

Los analisis filogenéticos se realizaron empleando Inferencia Bayesiana (IB) y Maxima
Verosimilitud (ML). El anélisis de IB se llevd a cabo en MrBayes 3.2.7a (Ronquist et al.
2012) a través de la plataforma de CIPRES Science Gateway (Miller et al. 2010). Debido a
que MrBayes no implementa los modelos de substitucion TIM2 y TPM2uf, estos fueron
modificados por el modelo GTR, siguiendo a Lecocq et al. (2013). Para este analisis, se
hicieron dos corridas independientes de cuatro cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC),
cada una de 15 x 106 generaciones y una frecuencia de muestreo de 1.000 generaciones,
ademas, de un burnin de 0,25%. Una vez obtenidos los resultados, se evalud la
convergencia de las cadenas en Tracer 1.7 (Rambaut et al. 2018). El analisis de ML se
realizé en 1Q-Tree (Trifinopoulos et al. 2016; http://igtree.cibiv.univie.ac.at/)) haciendo uso
de un bootstrap ultrarrapido de 1.000 réplicas (Hoang et al. 2018). Los arboles filogenéticos

fueron visualizados en FigTree 1.3.1(Rambaut 2010).
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Género Especie Voucher 16S ND4 128 C-mos Ref
Echinosaura  brachycephala QCAZ 10824 KU902218  KU902293 KU902137 KU902055  Torres-Carve
Echinosaura  horrida QCAZ 6666 KU902219  KU902294  KU902138 KU902056  Torres-Carve
Echinosaura  horrida QCAZ 8788 KU902220  KU902295 KU902139  KU902057  Torres-Carve
Echinosaura  keyi QCAZ 8074 KU902221 KU902296  KU902140 KU902058  Torres-Carvse
Echinosaura  keyi QCAZ 12485 KU902222  KU902297  KU902141 KU902059  Torres-Carve
Echinosaura  orcesi QCAZ 6299 KU902223  KU902298 KU902142  KU902060  Torres-Carve
Echinosaura  orcesi QCAZ 10022 KU902224  KU902299  KU902143  KU902061 Torres-Carve
Echinosaura  centralis MHUAR12387 MN275481 MN606049 MN275473 MN606045 Vasquez-Re
Echinosaura  centralis MHUAR12583 MN275482 MN606050 MN275474 MN606046 i)/%gauez-Re
Echinosaura  centralis MHUAR13332 MN275483 MN606051 MN275475 MN606047 i)/%gauez-Re
Echinosaura  palmeri CD4163 MN275484 MN606052 MN275476 C/ggauez-Re
Echinosaura  palmeri MHUAR12671 MN275485 MNG606053 MN275477 MN606048 C/g;auez-Re
Echinosaura  panamensis CH5345 MH140720 MN606054 _ ’I\)/Inufigahy ete
Echinosaura  panamensis CH8482 MH140722 MN606055 _ Mulcahy et ¢
Echinosaura  fisherorum DHMECN15208 MW525212 MW5S12699 MWS525209 MW512701  Yanez-Muic
Echinosaura  fisherorum DHMECN14058 MW525211  MW512698 MW525208 MW512700 Yanez-Mufic
Riama yumborum QCAZ10827 KJ948142 KJ948170 KJ948195 KJ948216  Aguirre-Pefi:

Tabla 3. Secuencias del GenBank empleadas en los analisis filogenéticos y de delimitacién

de especies
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La delimitacion de especies se realizo tanto para los genes 16S y ND4 individualmente,
como para el conjunto de datos concatenados formado por estos dos genes. Con el fin de
establecer las MOTUs (Molecular Operational Taxonomic Units), se emplearon dos
métodos de distancias: Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD) (Puillandre et al. 2012)
y Assemble Species by Automatic Partitionig (ASAP) (Puillandre et al. 2021), los cuales se
basan en las distancias genéticas intraespecificas e interespecificas que permiten detectar
el gap que genera la delimitacion. Para estos métodos, se uso la distancia de Kimura 2-
parametros (K2P) y sus correspondientes plataformas web
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html,

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/asapweb.html). De igual manera, se emplearon
métodos basados en coalescencia y cladogénesis, como Poisson Tree Processes model
(bPTP) (Zhang et al. 2013) y Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC) (Fujisawa &
Barraclough 2013). bPTP es un analisis basado en filogenias no ultramétricas, el cual
delimita las especies que presentan mas de un linaje genético; para esto se utilizé el arbol
de ML generado, ademas, de 1 x 105 generaciones de MCMC en la plataforma
https://species.h-its.org/ptp/. En el caso de GMYC, que se apoya en filogenias ultramétricas
(calibradas) y determina las especies detectando los cambios en la tasa de ramificacion
entre la coalescencia y la cladogénesis, el arbol de ML fue transformado en un arbol
ultramétrico empleando el paquete ape (Paradis & Schliep 2019) y, posteriormente, se
implementd la prueba de delimitacion mediante el paquete splits (método = umbral multiple)
(Fujisawa & Barraclough 2013) del programa estadistico R Core Team (2021). Finalmente,
se implementé el método Species Tree And Classification Estimation (STACEY) (Jones
2017) del programa BEAST 2.7.3 (Bouckaert et al. 2019), que se basa en un modelo
coalescente de multiples especies, y es usado para varios genes o locis (Jones 2017), como
el conjunto de datos concatenados usado en este trabajo. Para este analisis, el archivo de
entrada fue generado en BEAULti de BEAST 2.7.3, usando como prior del arbol de especies
el modelo Yule [priors: collapse height = 0,0001; collapse weight = 0,5 usando un beta prior
(Alpha = 1,0, Beta = 1,0); bdcGrowthRate = log normal (M = 4,6, S = 2,0); popPriorScale =
log normal (M = 1,0, S = 1,25); relativeDeathRate = uniform (lower = -0,5, upper = 0,5);

Ploidy = 0,5] y se precis6 un reloj molecular relajado (Drummond et al. 2006). Se corrieron
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1 x 1012 generaciones de MCMC con una frecuencia de muestreo de 50.000 generaciones,
a través de la plataforma de CIPRES Science Gateway. Luego se evalu6 la convergencia
de las cadenas en Tracer 1.7, y los archivos de salida generados, fueron procesados en el
programa Species Delimitation Analyser (Jones et al. 2015) para poder revisar la
delimitacion de las MOTUs. Igualmente haciendo uso de MEGAX, se calcularon las

distancias genéticas intra e inter MOTUs con el modelo K2P para los genes 16S y ND4.

2.4 Tiempos de divergencia y analisis

biogeograficos

Para la estimacion de los tiempos de divergencia se utilizaron las secuencias para los genes
12S, 16S, ND4 y C-mos de la Tabla 1 en el trabajo de Torres-Carvajal et al. (2016, p. 66-
69), al igual que las secuencias obtenidas en este estudio. Tres calibraciones secundarias
de Zheng & Wiens (2016) usadas por Torres-Carvajal et al. (2016) fueron empleadas: a)
Nodo Cercosaurinae: prior normal, media = 59,23 Ma, SD = 1; b) Divergencia entre
Placosoma y Neusticurus: prior normal, media = 44,36 Ma, SD = 1; y c¢) Clado Anadia,
Cercosaura, Macropholidus, Oresosaurus, Petracola, Pholidobolus, Proctoporus,
Potamites, unamedclade2, y unamedclade3: prior normal, media = 36,55 Ma, SD = 1.
Ademas, se usaron nueve calibraciones secundarias para los géneros obtenidas por
Torres-Carvajal et al. (2016): d) Cercosaura: prior normal, media = 26,35 Ma, SD = 1; e)
Gelanesaurus: prior normal, media = 23,19 Ma, SD = 1; f) Macropholidus: prior normal,
media = 15,6 Ma, SD = 1; g) Neusticurus: prior normal, media = 26,38 Ma, SD = 1; h)
Petracola: prior normal, media = 15,66 Ma, SD = 1; i) Pholidobulus: prior normal, media =
17,25 Ma, SD = 1; j) Placosoma: prior normal, media = 16,8 Ma, SD = 1; k) Potamites: prior
normal, media = 16,76 Ma, SD = 1; I) Riama: prior normal, media = 26,28 Ma, SD = 1. El
archivo de entrada fue generado en BEAUti de BEAST 1.10.4 (Suchard et al. 2018), usando
como modelos de sustitucion GTR + F + | + G4 para los genes 16S y ND4, TIM2 + F + | +
G4 para 12S, y K2P + G4 para C-mos. Se empled un reloj relajado no correlacionado con
distribucion lognormal (Drummond et al. 2006), y el modelo Birth-Death Process (Gernhard
2008) fue implementado como prior del arbol. Se definieron 1,2 x108 generaciones de

MCMC, con una frecuencia de muestreo de cada 1.000 generaciones y un burnin del 10%.



13

‘K- Universidad de Caldas
Dos analisis fueron corridos en la plataforma CIPRES Science Gateway y, después de
verificar la convergencia de las cadenas en Tracer 1.7, los archivos de salida fueron
combinados empleando LogCombiner de BEAST 1.10.4. Posteriormente, el arbol de
Maximum clade credibility (MCC) fue obtenido en TreeAnotator de BEAST 1.10.4., y el
cronograma fue editado en R Core Team (2021) empleando el paquete strap (Bell & Lloyd

2015) para generar la escala geoldgica.

Por ultimo, a partir de los arboles de IB se ejecutd un analisis de rangos ancestrales en
RASP 3.2 (Yu et al. 2015), haciendo uso del analisis estadistico Bayesian Binary MCMC
(BBM), con 1 x 106 generaciones de MCMC y un burnin del 10%. Para el andlisis, se
establecieron 7 provincias geogréficas siguiendo la regionalizacién de la region tropical
sugerida por Morrone (2014). La provincia del Cauca fue dividida en Cauca Colombia y
Cauca Ecuador, con el fin de obtener mayor exactitud en los analisis. Para asignar las
provincias a las especies, se revisoé la distribucién de cada una y se siguid la asignacion

realizada por Vasquez-Restrepo et al. (2020).
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3. Resultados

3.1 Analisis Filogenéticos y delimitaciéon de especies

Se obtuvo un alineamiento de 1939 pares de bases (pb), distribuidos de la siguiente
manera: 532 pb del 16S, 651 pb del ND4, 370 pb del 12S, y 386 pb del el C-mos. Los
analisis de Maxima Verosimilitud (ML) (Fig. S1 del material suplementario) e Inferencia
Bayesiana (IB) (Fig. 2) presentaron topologias similares en términos generales y se
evidencia una divisién en dos clados: clado norte y clado sur. El clado sur esta conformado
por Echinosaura orcesi, E. keyi, E. brachycephala, E. horrida y E. fischerorum, mientras que
el clado norte contiene a E. palmeri, E. EC4, E. centralis, E. EC5, E. panamensis, E. EC3,
E. EC2 y E. EC1. Ademas, es importante destacar que la relacion de E. panamensis con
las otras especies dentro del clado norte es aun incierta, ya que se recuperé en posiciones
diferentes en ambos arboles y los soportes estadisticos fueron bajos (Fig. 2, Fig. S1). Esto
también se evidencié con E. brachycephala, la cual varié su posicién entre el analisis de
tiempo de divergencia y los arboles de ML e IB, para estos ultimos, se recuperd en la misma

posicién, aunque con soportes estadisticos bajos (Fig. 2 y 3).

Para los analisis de delimitacion de especies se encontré6 que todos los individuos
evaluados en este trabajo conforman cuatro MOTUs diferentes con altos soportes
estadisticos (Fig. 2). Tres MOTUs préximamente relacionadas: la MOTU 1 conformada por

seis individuos colectados en la region del Darién al norte del Chocd en los Municipios de
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Acandi y Unguia (GFM 772, 703, 858, 675, 1009 y 843), la MOTU 2 integrada por dos

individuos del Municipio de Riosucio al norte del Choco en la regién del Darién (GFM 1742

y 1744), y la MOTU 3 representada por una unica muestra (GFM 2501) del oriente del

Chocé en el Municipio de El Carmen de Atrato. Por ultimo, la MOTU 8 que contiene a GFM
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Figura 2. Filogenia de Inferencia Bayesiana de Echinosaura basada en el conjunto de datos

concatenado. Se indican los valores superiores al 70% de ML e IB respectivamente. Se

presentan los analisis de delimitacion de especies por ABGD, ASAP, bPTP, GMYC y
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STACEY, al igual que el consenso que muestra las MOTUs finales obtenidas de los analisis

de delimitacion. Las especies candidatas nuevas son representadas por EC.

colectado en el Municipio Alto Baudod en la regién centro sur del Chocé, se recuperdé como
linaje hermano de E. palmeri. Estas MOTUs fueron denominadas como posibles especies
candidatas (Echinosaura EC1, Echinosaura EC2, Echinosaura EC3 y Echinosaura ECA4,
respectivamente) (Fig. 4). Adicionalmente, las especies identificadas por Mulcahy et al.
(2022) como E. panamenis se separaron en dos MOTUs (MOTUs 4 y 5), por lo cual se
decide dejar la muestra mas proxima a la localidad tipo de la especie como E. panamenis
y, la otra muestra se define como una posible especie candidata (Echinosaura EC5) (Fig.
2).

Las distancias genéticas InterMOTUs para el gen ND4 varian entre 9,47% y 31,80%,
mientras que para el gen 16S las mismas distancias van desde 1,68% hasta 14,94% (Tabla
4). Las posibles especies candidatas definidas en este trabajo presentan distancias
genéticas considerables. Para el gen ND4 la MOTU 1 presenta distancias de 9,47% y
14,91% respecto alas MOTUs 2y 3, la MOTU 8 presenta una distancia de 11,13% respecto
a su especie hermana (E. palmeri), y la distancia entre la MOTU 5 y E. panamensis es de
14,80%. En el caso del gen 16S la MOTU 1 presenta distancias de 1,68% y 7,46% con las
MOTUs 2 y 3, por su parte la MOTU 8 y E. palmeri presenta una distancia de 4,68%, y la
MOTU 5 y E. panamenis se distancian en un 4,12% (Tablas S1 y S2 del material

suplementario).

Tabla 4. Rangos de distancias genéticas Intra e Inter MOTUs (%), para los genes 16S y
ND4.

16S ND4
Distancia intra MOTUs (0-1,62) (0-3,83)
Distancia inter MOTUs (1,68 -17,72) (9,47 — 31,80)
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3.2 Tiempos de divergencia y analisis biogeografico

El género Echinosaura probablemente se originé en el Oligoceno hace ~ 27,29 Ma (HPD =

22,56 — 32,20) en la provincia de Cauca en la regiéon de Ecuador (probabilidad del area de
0,77) (Fig. 3; Tabla 5). Posteriormente, durante el Mioceno temprano y medio ocurrieron
diferentes diversificaciones (~ 21,81 — 11,41 Ma) dentro de la misma regién que dieron
origen a las especies del clado sur compuesto por E. orcesi, E. keyi, E. brachycephala, E.
fischerorum y E. horrida. Asi mismo, algunas de estas especies dispersaron hacia el norte
en la parte sur de la provincia Chocé-Darién, y al sur hacia el norte de la provincia Ecuador-
Occidental dando como resultado las distribuciones actuales de las especies mencionadas
para el clado. Por otro lado, durante este mismo periodo probablemente ocurrié un evento
de dispersioén hacia la provincia Chocé-Darién que dio origen al ancestro del clado norte
compuesto por E. EC4, E. palmeri, E. centralis, E. panamensis, E. EC5, E. EC3, E. EC2y
E. EC1 hace =~ 15,29 Ma (HPD = 11,97 — 18,80; probabilidad del area de 0,36). El ancestro
del clado diversifico principalmente durante el Mioceno medio y tardio tanto en el area
ancestral (Choco-Darién) como en la region de Colombia de la provincia Cauca (=~ 13,48 —
6,24 Ma). No obstante, dentro de este clado también se presentaron dispersiones
probablemente desde la provincia Chocd-Darién hacia la provincia del Magdalena,
generando la diversificacion de E. centralis, y desde la provincia Cauca en Colombia hacia
la provincia Guatuso Talamanca en Panama, dando origen al ancestro comun de E.
panamensis y E. EC5. Todas las areas ancestrales y edades de los nodos pueden ser

consultadas en la Fig. 3y en la Tabla 5.
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Figura 3. Tiempos de divergencia y reconstruccién de areas ancestrales para Echinosaura.

Arbol de maxima credibilidad del clado basado en el conjunto de datos concatenado. Las

areas biogeograficas mas probables se muestran en los circulos de los nodos (el area en

cada torta es proporcional a la probabilidad maxima). Las distribuciones actuales de las

especies se muestran en los circulos de las puntas de cada rama, al lado del nombre de

cada especie. Los colores correspondientes a las diferentes distribuciones geograficas se

muestran en el mapa. Las otras especies empleadas en el analisis fueron removidas a

posteriori para mayor claridad.
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Tabla 5. Tiempos de divergencia para los nodos representativos de Echinosaura. Se

presentan las edades estimadas en Ma y el intervalo de confianza (95% HPD). Las edades

son las presentadas en la Fig. 4. A: Provincia Guatuso-Talamanca, B: Provincia

Puntarenas-Chiriqui, C: Provincia Chocé-Darién,

D: Provincia Cauca-Colombia, E:

Provincia Magdalena, F: Provincia Ecuador-Occidental, G: Provincia Cauca-Ecuador y H:

Ofros.
Clado Edad nodo Probabilidades
Edad 95% HPD Posterior Area Ancestral
Echinosaura 27,29 2256-3220 1 G=0,78,C=0,07;H=0,15
E. fischerorum, E. horrida, E. brachycephala, E. 21,81 16,80-26,90 0,97 G=0,60; FG=0,22; CG =0,07 H:
keyi, E. orcesi.
E. fischerorum, E. horrida, E. brachycephala, E. 17,29 12,98 -22,20 1 G =0,90; FG =0,08; H= 0,02
lli'?)g'rachycephala, E. keyi. 14,83 10,09 - 19,70 0,83 -
E.EC1, E.EC2, E. EC3, E. EC4, E. EC5, E. 15,29 11,97 -18,80 1 C=0,36;G=0,23;D=0,17; H={
palmeri, E. centralis, E. panamensis.
E. EC1, E.EC2, E. EC3, E. EC5, E. panamensis. 13,48 10,14 -16,90 0,41 D=0,43;A=0,32; C=0,08; H=C(
E. ECA4, E. palmeri, E. centralis. 12,56 9,08-16,10 0,83 C=0,44;,E=0,25;D=0,16; H=(
E.EC1, E.EC2, E. EC3 11,47 7,80-1530 0,94 D =0,93; H=0,07
E. fischerorum, E. horrida. 1,41 7,09-1590 1 G=0,68,FG=0,28; H=0,04
E. EC5, E. panamensis. 7,50 4,36 - 10,87 1 A=0,90; AB =0,08; H=0,02
E. EC4, E. palmeri. 639 367-934 1 C=0,84,CD=0,12;H=0,3
E. EC1, E. EC2. 6,24 3,47 - 9,24 1 D=0,84;,CD=0,09;,C=0,6;H=
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Figura 4. Especimenes de Echinosaura propuestos como posibles especies candidatas. A.
E.EC1GFM 772, B. E. EC2 GFM 1744, C. E. EC3 GFM 2501 y D. E. EC4 GFM 634. Fotos:
Guido Fabian Medina Rangel.
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4. Discusion

Las relaciones filogenéticas de los lagartos del grupo Cercosaurinae han sido evaluadas
por diferentes autores durante los ultimos afnos. Trabajos como los de Goicoechea et al.
(2012), Torres-Carvaijal et al. (2015), Torres-Carvajal et al. (2016), Sanchez-Pacheco et al.
(2017), Marques-Souza et al. (2018), Moravec et al. (2018), Murphy et al. (2020) y Vasquez-
Restrepo et al. (2020), han permitido no sélo dilucidar las relaciones filogenéticas de la
subfamilia, sino también de géneros como Cercosaura, Bachia, Echinosaura, Proctoporus
y Riama, adicionalmente, esto ha contribuido a establecer nuevos grupos como:
Andinosaura, Centrosaura, Oreosaurus, Rheosaurus y Selvasaura. Para el caso de
Echinosaura, Vasquez-Restrepo et al. (2020) y Yanez-Mufoz et al. (2021) presentan
filogenias congruentes entre si, que prueban la monofilia del grupo. En el presente estudio,
si bien los analisis filogenéticos obtenidos (ML e IB) fueron semejantes, algunas relaciones
con bajo soporte estadistico generan incertidumbre. Para el analisis de ML, el clado (E.
panamensis, E. EC5) se recuperé como grupo hermano de (E. centralis, (E. palmeri, E.
EC4)) al igual que en Vasquez-Restrepo et al. (2020) y Yanez-Mufoz et al. (2021), mientras
que para el andlisis de IB y tiempos de divergencia, se presenté como grupo hermano de
(E. EC3, (E. EC2, E. EC1)). Por otro lado, E. brachycephala segun los analisis de ML e IB
es el linaje hermano de (E. fischerorum, E. horrida), 1o que es semejante al resultado
obtenido en IB por Yanez-Mufoz et al. (2021) y al de ML de Vasquez-Restrepo et al. (2020).
No obstante, segun el analisis de tiempos de divergencia E. brachycephala es la especie
hermana de E. keyi, resultado similar al obtenido por Torres-Carvajal et al. (2016).
Finalmente, en los analisis filogenéticos E. orcesi siempre se observo, con bajo soporte
estadistico, como el linaje hermano de (E. keyi, (E. brachycephala, (E. fischerorum, E.
horrida)) como en el arbol de ML de Torres-Carvajal et al. (2016). Sin embargo, este
resultado es diferente a lo presentado por Vasquez-Restrepo et al. (2020) y Yanez-Mufoz
et al. (2021), donde E. orcesi es el linaje hermano de (E. panamensis, (E. centralis, E.
palmeri)). Las incertidumbres en las relaciones mencionadas en este trabajo pueden
deberse a la inclusién de muestras de linajes cripticos antes no evaluados, que estan
generando nuevas relaciones filogenéticas dentro del grupo. Igualmente, es necesario

aumentar los datos moleculares de los nuevos linajes, obteniendo secuencias de los genes
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12S y C-mos, para asi reconstruir hipotesis mejor soportadas y ayudar a clarificar las

relaciones filogenéticas.

En cuanto a la delimitacién de especies, los resultados aqui presentados demuestran la
existencia de diversidad criptica dentro de Echinosaura, como fue sugerido por Yanez-
Munoz et al. (2021). Las distancias genéticas entre las especies candidatas propuestas y
sus especies hermanas varié entre 1,68 — 7,46% para el gen 16S y entre 9,47 — 16,97%
para el gen ND4. Aunque algunas de estas distancias genéticas son inferiores a las
reportadas por Vasquez-Restrepo et al. (2020) y Yanez-Mufoz et al. (2021) (16S:5,6 — 12,6
% y 6 — 14% respectivamente; ND4: 17,2 — 25,4 % y 20 — 35% respectivamente), son
semejantes a las reportadas para el género Cercosaura (Gymnophthalmidae) por Torres-
Carvajal et al. (2015) (16S: 4,3 — 10,5 %; ND4: 8,4 — 29,3 %), validando asi algunos valores
bajos que se obtuvieron para las especies candidatas propuestas. Ademas, como lo
menciond Vasquez-Restrepo et al. (2020), las especies que se distribuyen en el norte (clado
norte) tienen menores distancias genéticas interespecificas (16S: 1,68 — 9,91 % y ND4:
9,47 — 23,71 % en este estudio; 16S: 5,6 — 8,2 % y ND4: 17,6 — 17,9 % para el estudio de
Vasquez-Restrepo et al.) que las especies distribuidas en el sur (16S: 5,91 — 9,38 % y ND4:
18,44 — 23,70 % en este estudio; 16S: 6,5 — 8,2 % y ND4: 17,2 — 19,2 % para el estudio de
Vasquez-Restrepo et al.). Por lo anterior, aparte de completar los datos moleculares de las
especies candidatas, es preciso revisar la morfologia de los individuos, evaluando los
caracteres propios del género expuestos en Vasquez-Restrepo et al. (2020) y, la osteologia
del craneo y la cintura pélvica como lo proponen Yanez-Munoz et al. (2021) con el fin de

realizar un analisis integrativo para la delimitacion de dichas especies.

Por otra parte, debido a la presencia de posibles especies nuevas candidatas presentadas
en este trabajo, las distribuciones de E. palmeri y E. panamensis deben ser revisadas,
puesto que las especies candidatas fueron colectadas en zonas donde habitualmente los
registros son asociados a dichas especies. De igual manera, la distribucion parapatrica de
las especies del norte (E. centralis, E. palmeriy E. panamensis) mencionada en Vasquez-
Restrepo et al. (2020) se debe reevaluar, ya que existe la posibilidad de que estas estén

co-distribuidas con las especies candidatas.
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Con respecto al origen del género Echinosaura, estudios previos han propuesto dos
posibles escenarios empleando calibraciones semejantes. Torres-Carvajal et al. (2016)
sugieren que el origen de este género ocurrié durante el Oligoceno hace ~ 27,68 Ma (HPD
= 21,41 - 34,11) en los Andes del Norte, mientras que Marques-Souza et al. (2018) indican
que Echinosaura comenzo a diversificarse durante el Eoceno medio, entre hace 47 — 41 Ma
aproximadamente. Los resultados del presente estudio concuerdan con que el origen de
los echinosauros ocurrié durante el Oligoceno, y es probable que la datacién mas antigua
obtenida por Marques-Souza et al. (2018) pudo haberse visto influenciada por la inclusién
de E. apodema, actualmente reconocida como Centrosaura apodema (Vasquez-Restrepo
et al. 2020).

Segun, Hoorn et al. (2010) y Mora et al. (2010) desde el Paleégeno han existido diferentes
periodos de levantamiento intensificado de los Andes. Uno de ellos, que ocurrié durante el
Oligoceno coincide con el origen del género. Mientras que el momento mas intenso de
formacion de los Andes del Norte, durante el Mioceno medio tardio y el Plioceno temprano,
coincide con la etapa de mayor diversificacion dentro del género Echinosaura (Tabla 5). Es
probable que los movimientos orogénicos mencionados anteriormente y que se dieron entre
los 33 Ma y 4,5 Ma, hayan generado barreras que permitieran la diversificacion y la
distribucion tanto de los ancestros como de las especies actuales del género. Dichas
barreras probablemente estén asociadas al ambiente fisico del Choco biogeografico, donde
a lo largo del mismo se pueden encontrar distintos valores de precipitacion, temperatura y
humedad, ademas, de diferentes habitats (Poveda et al. 2004). Teixeira et al. (2016),
también reportan una diversificacion del género Stenocercus (familia Tropiduridae)
asociada con la fase mas intensa del levantamiento de los Andes, el cual presenta una
distribucién mas amplia que Echinosaura, pues se encuentra desde Venezuela hasta el

centro de Argentina.

Las diversificaciones mas recientes dentro del género corresponden a especies del clado
norte. Entre estas se encuentra la presentada por E. EC5 y E. panamensis, cuyo ancestro
se ubica en la provincia Guatuso Talamanca en Panama ~ 7,5 Ma (HPD = 4,36 — 10,87), y
el cual probablemente proviene de un evento de dispersion y colonizacién desde la

provincia Cauca en Colombia hace ~ 13.48 Ma. En esta region, uno de los eventos
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geoldgicos que ocurrié durante el Mioceno y que influyé en los patrones de diversificacion
de los linajes fue el proceso de formacién y cierre del istmo de Panama. Segun Montes et
al. (2015), entre los 15 — 10 Ma ocurrid una disminucion en el intercambio de aguas
profundas e intermedias entre el Caribe y el Pacifico, probablemente relacionada con la
elevacion del volcan El Valle que solo permitio el intercambio de aguas poco profundas y
someras. Esto condujo a la conexion de tierra firme entre Suramérica y Centroamérica
durante el Mioceno medio, a través del puente del Baudoé el cual conectaba las serranias
de San Blas-Darién y del Baudé (Campbell et al. 2000; Kirby & MacFadden 2005; Montes
et al. 2015; Pelegrin et al. 2018). Finalmente, el cierre del Istmo se daria hace ~ 3,5 Ma
durante el Plioceno dando paso al Gran Intercambio Biético Americano (GABI) (Hoorn et al.
2010). No obstante, multiples procesos de intercambio de fauna y flora han sido
establecidos durante Mioceno antes del GABI, como podria ser el caso del ancestro comun
de las especies mas al norte de Echinosaura, ya que son individuos semiacuaticos y
seguramente aguas poco profundas y tranquilas no serian una barrera infranqueable para
estos. Bacon et al. (2015), mencionan la dispersion de organismos terrestres en distintas
épocas entre los 20 Ma — 6 Ma. El intercambio de fauna antes del cierre del Istmo se ha
reportado en ambos sentidos. De Norteamérica a Suramérica, Weir et al. (2009) reportan
el paso de aves Icteridae y Mimidae entre 6,4 (1 8,4 Ma, y Forasiepi et al. (2014) el paso de
mamiferos procionidos hace 9 Ma. Y de Suramérica a Norteamérica, Weir et al. (2009)
reportan el paso de aves Thraupidae hace 8,4 Ma, y Laurito & Valerio (2012) el de
mamiferos, los Megalonychidae entre 6,5 0 8,5 Ma. Por otro lado, Cody et al. (2010)
mencionan que las anguilas (Synbranchidae), los roedores (Sigmodontinae) y los
murciélagos (Balantiopteryx) migraron antes de los 10 Ma. Adicionalmente, Kirby &
MacFadden (2005) analizando los molares de mamiferos terrestres determinaron la
conexion de tierra firme entre las dos partes del continente en el Mioceno medio. Por ultimo,
con respecto a anfibios y reptiles, Estes & Baéz (1985) contemplan un intercambio de
Suramérica a Norteamérica durante el Mioceno tempano-medio para Leptodactylus, Anolis
y Cnemidophorus. Y para el sentido contrario, reportan durante el Mioceno tardio la

migracion de Tryonix, Charactosuchus y colubridos a Suramérica.
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5. Conclusiones y recomendaciones

En conclusion, el género Echinosaura se origind y diversifico a la par del levantamiento de
los Andes del Norte y de la formacion del Istmo de Panama, lo cual pudo haber determinado
la distribucién de las especies que lo componen. Sin embargo, es necesario revisar la
morfologia, ecologia y complementar los datos moleculares (obtener secuencias de los
genes 12S y C-mos) de las posibles especies nuevas candidatas para esclarecer algunas
relaciones filogenéticas que a su vez daran mayor certeza sobre la historia evolutiva del
grupo. Ademas, considerando que es probable que los individuos distribuidos entre el
oriente y occidente de Panama corresponden a linajes diferentes, como lo demuestran los
resultados de este trabajo, es importante obtener datos moleculares de la localidad tipo y a
lo largo de la distribucion de E. panamensis que permitan evaluar la presencia de especies
cripticas. Por ultimo, ya que el gradiente altitudinal en la familia Gymnophthalmidae parece
ser un factor importante en la especiacion del grupo (e.g. Cercosaura, Oreosaurus o Riama)
(Torres-Carvajal et al. 2015; Sanchez-Pacheco et al. 2017) es importante considerar la
obtencion de una mayor cantidad de ejemplares secuenciados que abarquen la distribucién
de las especies E. palmeri o E. centralis, las cuales presentan amplias distribuciones y
extensos rangos de altura, con el fin de reunir mayor y mejor evidencia sobre la variabilidad

genética de dichas especies.
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6. Anexos

Anexo 1: Figura 1S. Filogenia de Maxima Verosimilitud de
Echinosaura basada en el conjunto de datos concatenado.

Se indican los valores superiores al 70% de ML e IB

respectivamente.
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Anexo 2: Tabla S1. Distancias Kimura-2-parametros (%)

para las especies de Echinosaura a partir del fragmento

16S. Numero de especimenes indicado entre paréntesis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1. E. EC1 (B) 0,49

2. E.EC2 (2) 1,68 -

3. E.EC3 (1) 746 518 -

4. E.EC4 (1) 759 4,02 991 -

5. E. brachycephala (1) 11,73 10,03 14,94 16,10 -

6. E. centralis (3) 6,73 557 877 7,99 12,00 1,62

7. E. fischerorum (2) 11,60 8,16 1454 1651 591 1157 0

8. E. horrida (2) 12,47 941 14,77 17,72 7,65 1159 7,82 0

9. E. keyi (2) 13,01 878 1424 1693 8,86 1276 7,62 938 0

10. E. orcesi (2) 977 857 1182 1334 859 1026 7,91 847 838 0

11. E. palmeri (2) 572 339 670 468 12,60 549 1144 1314 1235 9,06 0,59
12. E. panamensis (1) 528 3,97 7,12 824 1225 6,94 1053 13,34 12,13 10,54 6,03 -
13. E. EC5 (1) 740 414 875 7582 12,85 7,75 12,52 14,03 1379 11,03 6,39 4,12




28

ﬂ- Universidad de Caldas

Anexo 3: Tabla S2. Distancias Kimura-2-parametros (%)

para las especies de Echinosaura a partir del fragmento

ND4. Numero de especimenes indicado entre paréntesis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1. E.EC3 (1) -
2. E. EC1 (6) 14,91 0,21
3. E.EC2 (2) 16,97 947 1,14
4. E.EC4 (1) 18,89 17,14 16,43 -
5. E. fischerorum (2) 26,91 21,34 21,13 2442 0,31
6. E.EC5(1) 23,30 17,93 17,13 19,20 29,55 -
7. E. panamensis (1) 21,46 16,97 19,28 19,73 2391 1480 -
8. E. palmeri (2) 15,84 18,88 16,39 11,13 22,91 23,71 18,15 1,47
9. E. centralis (3) 21,03 20,44 20,89 21,05 29,51 21,59 19,69 20,71 3,83
10. E. orcesi (2) 27,00 24,79 24,86 24,80 23,70 2538 22,36 2572 2713 O
11. E. keyi (2) 25,76 24,67 24,15 2546 18,62 29,01 24,76 28,09 31,80 20,20 0,32
12. E. horrida (2) 27,36 23,58 24,60 23,84 1844 28,06 23,98 2510 28,67 22,62 21,20 0,16
13. E. brachycephala (1) 23,81 25,78 2487 2531 20,29 26,87 26,42 2544 27,83 22,67 20,04 22,03
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