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Resumen

Titulo: Evaluacién de los patrones filogeograficos y estructura genética en Anolis heterodermus de la
Cordillera Oriental de los Andes*

Autor: Paula Daniela Cano Quintero**

Palabras Clave: Anolis heterodermus, Serrania de los Yariguies, linaje evolutivo, estructura genética,
Cordillera Oriental.

Descripcion: La serie heterodermus es un complejo de especies de Anolis de alta montafia
distribuidas en la Cordillera de los Andes; actualmente cuenta con 7 especies reconocidas, sin embargo,
existen vacios de informacion que impiden resolver su taxonomia, debido principalmente a que la
informacion molecular existente se limita a una fraccion de su rango de distribucion y a la ausencia de
informaciéon morfoldgica. Con el objetivo de resolver las relaciones filogenéticas dentro del grupo y
reconocer los patrones filogeograficos y genética poblacional de A. heterodermus, se amplificaron dos genes
de ADN mitocondrial (ND2 y COIl) de individuos colectados en la Serrania de los Yariguies (N=11), Boyaca
(N=5) e individuos de A. nicefori (N=4). Esta informacion fue utilizada en conjunto con datos de esta y otras
especies del grupo heterodermus disponibles en Genbank. Se realizaron analisis filogenéticos y
estimaciones de estructura, diversidad y flujo genético. Los resultados obtenidos soportan cuatro linajes
evolutivamente independientes de A. heterodermus, con marcada estructura genética (FSt(min-max.) =0,74-
0,98; p<0.005). Uno de estos linajes fue encontrado en la Serrania de los Yariguies, poblacién por primera
vez incluida en analisis filogenéticos, la cual esta genéticamente aislada de otras poblaciones (Nm=0),
incluso de aquellas geograficamente mas proximas distribuidas al este de la Cordillera Oriental. Nuestros
resultados soportan a A. heterodermus como un complejo de especies cripticas y destaca la importancia de
los valles (e.g., valle seco del rio Suarez y Chicamocha) para promover y mantener la divergencia entre
linajes de alta montafia. La existencia de un linaje Unico en la Serrania de los Yariguies es crucial, ya que,
dada la evidencia, debe considerarse como especie candidata, a la espera de mas datos confirmatorios. En
cuanto a las relaciones filogenéticas y taxonomia dentro del grupo heterodermus, es importante incluir
informacion de otras poblaciones y especies en futuros analisis para dar mas resolucion a las relaciones

encontradas.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Biologia, Tutor: Natalia Trujillo Arias, Doctora en Ciencias Biolégicas.
Cotutor: Elson Ferley Meneses Pelayo, Bi6logo.
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Abstract

Title: Evaluation of the phylogeographic patterns and genetic structure in Anolis heterodermus from the
Eastern Cordillera of the Andes*

Author(s): Paula Daniela Cano Quinterol

Key Words: Anolis heterodermus, Serrania de los Yariguies, evolutionary lineage, genetic structure,
Eastern Cordillera.

Description: heterodermus series is a complex of high mountain Anole species distributed in the Andes
mountains, it currently has 7 recognized species, however, there are gaps on information that prevent solving its
taxonomy, because the existing molecular information is limited to a fraction of its distribution range and the
absence of morphological information. In order to resolve the phylogenetic relationships within the group and
recognize the phylogeographic and population genetic patterns of A. heterodermus, we amplified two
mitochondrial DNA genes (ND2 and COIl) of individuals collected in the Serrania de los Yariguies (N=11),
Boyacé (N=5) and individuals of A. nicefori (N=4). This information was used in conjunction with data on this
and other species of the heterodermus series available in Genbank. Phylogenetic analyzes and estimates of
structure, diversity and gene flow were performed. The results support four evolutionarily independent lineages
of A. heterodermus, with marked genetic structure (Fst(min-max.) =0.74-0.98; p<0.005). One of these lineages
was found in the Serrania de los Yariguies, a population for first time included in phylogenetic analyses, which
is genetically isolated from other populations (Nm=0), even from those geographically closest distributed to the
east of the Cordillera Oriental. Our results support A. heterodermus as a complex of cryptic species and highlights
the importance of valleys (e.g., dry valley of the Suarez River and Chicamocha) in promoting and maintaining
divergence between high mountain lineages. The existence of a single lineage in the Serrania de los Yariguies is
crucial, since, given the evidence, should be anticipated as a candidate species, pending further confirmatory
data. Regarding the phylogenetic relationships and taxonomy within the heterodermus series, it is important to
include information from other populations and species in future analyzes to give more resolution to the

relationships found.

* Degree Work
**Sciences Faculty, Department of Biology, Advisor: Natalia Trujillo Arias, PhD Biological Sciences. Co-advisor:
Elson Ferley Meneses Pelayo, Biologist
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Introduccion

La cordillera de los Andes es un sistema montafioso que se extiende desde las tierras surefias
de Chile y Argentina hasta Venezuela, recorriendo el costado oeste del continente suramericano.
Los Andes tropicales son considerados como uno de los mayores hotspots de biodiversidad debido
a la riqueza de especies y los altos niveles de endemismo que alli existen (Myers et al., 2000). Lo
anterior se relaciona a su compleja historia geogréafica y climatica que ha sido promotora de la
formacion de ambientes Unicos (e.g. Alta montafia, valles interandinos) y que ha llevado a plantear
distintos escenarios que buscan explicar el rol de los Andes en la diversificacion de linajes como
las hipotesis de museo “museum” (Stebbins, 1974), cuna “cradle” (Graham et al., 2004; Hughes &
Eastwood 2006), atractor-de-especies “species-atractor” (Beckman & Witt, 2015) y tiempo-de-
especiacion “time-for-speciation”( Stephens & Wiens, 2003), que guardan una estrecha relacion,
no solo con las condiciones anteriormente mencionadas sino con las tasas de especiacion, extincion
y el tiempo de colonizacién (Chazot et al.,2016). Todo esto ha sido punto de partida para muchas
preguntas de investigacion relacionadas a la diversidad y especiacion de varios grupos taxonémicos
con distribucion en los Andes (Valderrama et al., 2014; De-Silva et al., 2015; Carvajal-Quintero
etal., 2015; Meza-Joya & Torres, 2016; Cadena et al., 2016; Mufioz-Valencia et al., 2022).

La mayor complejidad de la Cordillera se alcanza en los Andes del norte, en Colombia,
donde se elevan las Cordilleras Occidental, Central y Oriental, siendo esta Gltima la que presenta
la historia orogénica mas reciente (Caballero et al., 2010) y a la cual se atribuyen importantes
eventos como la formacion del valle del Magdalena Medio y la cuenca de los Llanos (Chicangana
& Kramer, 2013; Anderson et al., 2016; Horton et al.,2020). Al oeste de la Cordillera Oriental se

encuentra la Serrania de los Yariguies, una estribacion montafiosa que esta aislada del este y norte
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de la Cordillera Oriental por depresiones geograficas asociadas a valles y rios en la region (e.g.
Valle seco del Rio Suéarez y Sogamoso, depresiones de las cabeceras de los rios Horta y Opdn)
(Donegan et al., 2010). Esta estribacion presenta una extensién de aproximadamente 500 000
hectareas (Ha) en la que se encuentran ecosistemas de bosque andino, subandino y paramo,
alcanzando una altitud de 3 400 m.s.n.m. (Donegan & Huertas, 2005) y posee unas condiciones
climéticas y topograficas Unicas que han promovido la existencia de nuevos linajes como Aves
(Donegan et al.,2005, 2013; Sedano et al., 2010), mamiferos (Colmenares-Pinzén, 2021) anfibios
(Mufioz-Ortiz et al., 2015; Meza-Joya et al., 2017), reptiles (Meneses-Pelayo & Ramirez, 2020),
insectos (Huertas et al., 2009;) y plantas (Aguilar-Cano et al., 2018; Jara-Mufioz & Zabala-Rivera,
2018).

Los lagartos del género Anolis representan un modelo de estudio excepcional para evaluar
procesos evolutivos promovidos por eventos geograficos y climaticos. Particularmente, las
especies de este género han sido utilizadas como modelo de estudios de evolucién y ecologia (e.g.,
radiacion adaptativa (Losos, 1992; Pinto et al., 2008; Johnson et al., 2010; Stroud & Losos, 2020)),
ademas, son uno de los grupos de vertebrados més diversos y con mayor nimero de especies en el
mundo (Uetz et al., 2022). Esta gran diversidad y el creciente conocimiento del grupo han llevado
a modificar su clasificacion taxonémica en repetidas ocasiones (Losos et al., 1998; Jackman et al.,
1999; Nicholson et al., 2012; Castafieda & de Queiroz, 2013, Poe et al, 2015, 2017; Prates et al.,
2017, 2020), siendo la clasificacion en series la que se encuentra vigente (Castafieda & de Queiroz,
2013). Concretamente, la serie heterodermus constituye un grupo muy interesante debido a que
representa un complejo de especies de Anolis de alta montafia distribuidas en los Andes tropicales

que actualmente cuenta con siete especies reconocidas (A. proboscis, A. orcesi, A. euskalerriari,
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A. inderenae, A. vanzolinii, A. nicefori y A. heterodermus) (Prates et al., 2020) pero que aun
presenta una compleja taxonomia sin resolver, debido a vacios de informacién molecular y/o
morfoldgica.

Dentro de este grupo resalta Anolis heterodermus, especie endémica de los Andes del norte,
distribuida en un rango altitudinal de 1 800 a 3 750 m.s.n.my la Unica de la serie heterodermus que
se encuentra en las tres cordilleras y en la Serrania de los Yariguies (Dunn, 1944; Hellmich, 1949,
Torres-Carvajal et al., 2010; Nicholson et al., 2012). Pese a que ha sido incluida en estudios de
sistematica filogenética (Castafieda & de Queiroz 2011, 2013; Nicholson et al., 2012, Vargas-
Ramirez & Moreno-Arias, 2014), el conocimiento en torno a su historia evolutiva es escaso y poco
concluyente, lo cual puede ser explicado porque la informacion molecular existente esta limitada a
una fraccién de su rango de distribucion. A pesar de esto, se tiene evidencia sustentada de la
existencia de elevada estructura y diferenciacion genética entre sus poblaciones que son
geograficamente cercanas (Vargas-Ramirez & Moreno-Arias, 2014); dando indicios de la
existencia de aislamiento por efecto de valles y rios asociados a las montafias y de ambientes
heterogéneos que limitan el intercambio de material genético.

Con base en lo anterior y en la necesidad de ampliar el conocimiento respecto a la
biodiversidad de los Andes del norte, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar los patrones
filogeogréficos y estructura genética de A. heterodermus incorporando informacion de dos
marcadores mitocondriales de individuos de la Serrania de los Yariguies y de A. nicefori que hasta

la fecha no habian sido incluidos en andlisis previos.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo General
Evaluar los patrones filogeogréaficos y estructura genética en Anolis heterodermus

de la Cordillera Oriental de los Andes colombianos.

2.2 Objetivos Especificos
Amplificar secuencias nucleotidicas de los genes Deshidrogenasa subunidad 11 (ND2) y

Citocromo oxidasa | (COl).

Identificar las relaciones filogenéticas dentro de la serie heterodermus incluyendo

datos moleculares de los individuos del PNN Serrania de los Yariguies, de Boyaca e individuos

de A. nicefori.

Inferir la estructura genética entre poblaciones de A. heterodermus del norte y centro

de la Cordillera Oriental.

Dilucidar los aspectos filogeogréaficos de A. heterodermus en la Cordillera Oriental.
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2. Competencias

Extrae ADN de tejidos de las especies consideradas en el estudio.

Amplifica segmentos de los genes Deshidrogenasa subunidad 11 (ND2) y Citocromo

oxidasa | (COI) mediante la técnica de Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR).

Emplea herramientas bioinformaticas para explorar y analizar datos moleculares para

la obtencion de resultados.

Redacta un informe con contenido cientifico de manera adecuada para el desarrollo del

proyecto.

14
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3. Materiales y Métodos
3.1. Especimenes utilizados

En este trabajo se incluyeron muestras de A. heterodermus de la Serrania de los Yariguies
y del departamento de Boyaca que no habian sido analizados en estudios previos, ampliando
significativamente la informacién molecular de la especie; ademés, también se adicionaron
muestras de A. nicefori debido a que solamente existia hasta entonces informacién molecular de
dos individuos y de un solo marcador (Figura 1).

Las muestras de tejido de A. heterodermus y A. nicefori, fueron obtenidas de individuos
pertenecientes a la Coleccion Herpetoldgica (UIS-R) y la Coleccion de Tejidos (UIS-CT) del
Museo de Historia Natural de la Universidad Industrial de Santander (MHN-UIS) y a la Coleccién
de Tejidos del Instituto de Investigacion de Recursos Bioldgicos Alexander von Humboldt (IAvH-
CT). Los especimenes pertenecientes a A. heterodermus de la zona norte de la cordillera Oriental
corresponden a individuos colectados en localidades de la Serrania de los Yariguies (N=11), en
jurisdiccion de dos municipios de Santander (San Vicente de Chucuri (Yari) y El Carmen de
Chucuri (Yaril)) y del departamento de Boyacé (N=5) correspondientes a 5 municipios (Samacéa
(Boyl), Tutaza (Boy2), Cerinza (Boy3), Tasco (Boy4) y Arcabuco (Boy5). Las muestras de tejido
de A. nicefori que se incluyeron en este trabajo pertenecen a individuos colectados en los

municipios de Santa Barbara (N=2) y Coromoro (N=2), Santander.

Las secuencias de los fragmentos de los genes ND2 y COI de los individuos de la region
central de la cordillera Oriental, demés especies que componen la serie A. heterodermus y especies

utilizadas como grupo externo, fueron obtenidas de la base de datos de GenBank (COl N=74; ND2
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N=19) (Harmon, 2003; Castafieda & de Queiroz, 2011; Vargas-Ramirez & Moreno-Arias, 2014;

Poe et al., 2015; Nicholson et al.,2012) (Apéndice Al).

@A

e
A
"
A Anoli.f tropidogaster N =2 ® A. vanzolinii N =2 Elevacion
A A latifrons N =1 @ A fnskalrrrmn N=2 3.000 m.s.nm.
& A. heterodermus Sabana N = 63 @ A.inderenae N=1
O A. heterodermus Yariguies N =11 O A orcesi N =1 .
& A heterodermus C.Central N=3 @ A-proboscis N=1
0 . 100 20 © A heterodermus Boyaci N = 5
O A. nicefori N =6 0 m.s.nm.

Figura 1. Distribucién geogréfica de especimenes utilizados. (A) Individuos de la serie heterodermus e
individuos utilizados como grupo externo. (B) Vista del PNN Serrania de los Yariguies (poligono rojo) y
localidades de muestreo. (C) Vista del muestreo de la zona central de la Cordillera Oriental indicando los

sitios con muestras. N hace referencia al nimero de muestras analizadas.

3.2. Extraccion, Amplificacion y Edicion de secuencias de ADN

Se realizo la extraccion de ADN de 20 muestras de tejido de higado y cola de individuos de
A. heterodermus y A. nicefori preservados en etanol al 96%, utilizando el kit de extraccion comercial
GeneJet Genomic (Thermo Scientific) y siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, se

amplificaron mediante PCR fragmentosde los genes mitocondriales Deshidrogenasa subunidad 11
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(ND2) y Citocromo Oxidasa subunidad | (COI). Para el marcador ND2 se utilizaron los primers
Metf6  (5-AAGCTTTCGGGCCCATACC-3’) (Macey et al, 1997) y HetNIR (5-
GCTATTAAAATTGGTAGGGG-3’) (Vargas-Ramirez & Moreno-Arias, 2014). El protocolo de
amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 94° por 5 min seguido de 40 ciclos: 10
ciclos de desnaturalizacion a 94° por 35 s, anillamiento a 48° por 45 s y extension a 72°, por 1 min;
30 ciclos de desnaturalizacion a 94° por 35 s, anillamiento a 55° por 45 sy extension a 72°, por 1
min y un paso de extensidn final a 72° por 10 min. En el caso del marcador COl, se utilizaron los
primers  RepCOI-F  (5-TNTTMTCAACNAACCACAAAGA-3’) 'y RepCOI-R  (5°-
ACTTCTGGRTGKCCAAARAATCA-3) (Nagy et al., 2012), el protocolo de amplificacion
consistié en una desnaturalizacidn inicial a 94° por 3 min seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion
a 94° por 40 s, anillamiento a 48,5° por 30 s y extension a 72°, por 1 min y un paso de extension

final a 72° por 7 min.

Cada reaccion se condujo en un volumen final de 20pL que contenia 2 pL de muestra de
ADN, 1X de buffer, 2 mM de MgCly, 0,2 uM de dNTP’s, 0,5 uM de cada primer y 1,5 u/uL de
Platinum™ Tagq DNA Polymerase (Thermo Scientific). La purificacién y secuenciacion de los
productos amplificados fue realizada por el Centro de Secuenciacién de ADN de la Universidad de
los Andes (GenCaore) y el Servicio de Secuenciacion y Analisis Molecular (SSiGMOL) del Instituto

de Genética de la Universidad Nacional de Colombia.

La edicion de las secuencias obtenidas y la generacion de las secuencias consenso fueron
realizadas en el software CodonCode Aligner v.10.0.2 (CodonCode Co., USA), en el cual se
verificd que no existieran codones de parada dentro de los marcos de lectura de las secuencias, en

el orden de garantizar la correcta edicion de estas. Posteriormente se realiz6 un alineamiento de las



PATR.FILOGEOFRAFICOS Y ESTR.GENETICA ANOLIS HETERODERMUS 18

secuencias en el software MEGA v.10.2.6 (Kumar et al., 2018) utilizando el algoritmo ClustalW
(Thompson et al., 1994).

3.3. Analisis filogenético

Las estimaciones filogenéticas se realizaron por los métodos de Maxima Verosimilitud
(MV) e Inferencia Bayesiana (IB), analizando tres matrices: una por cada marcador y una de los
dos marcadores concatenados. Inicialmente, se seleccioné el modelo de sustitucién nucleotidica
para cada particién empleando el software jModelTest v.2.1.10 (Darriba et al., 2012) bajo el
Criterio de Informacién de Akaike (AIC) QCOI =GTR+I+Gamma; ND2=HKY+I+Gamma;
COI+ND2=GTR+l+Gamma). Posteriormente se llevé a cabo el anélisis de MV en la plataforma
web CIPRES (Miller et al., 2010) utilizando el algoritmo RaxML v.8.2.12 implementado en
XSEDE (Stamatakis, 2014). Para este analisis se emple6 el modelo de sustituciéon GTR+I1+Gamma
para las matrices de COl y COI+ND2 y HKY+I+Gamma para la matriz de ND2 y un bootstrap no
paramétrico de 1000 réplicas para evaluar el soporte de los nodos. Adicionalmente, se efectué un
analisis por Inferencia Bayesiana (IB) en el software MrBayes v.3.2.7a (Ronquist et al., 2012)
utilizando el mismo modelo de sustitucion nucleotidica del analisis por MV. Se realizaron dos
corridas paralelas con cuatro cadenas de Markov-Monte Carlo (MCMC), para un total de 10
millones de generaciones, muestreando cada 1000 generaciones y utilizando los siguientes priors:
Tratiopr=fixed, Revmatpr=dirichlet, Aamodelpr=GTR, Statefrqpr=Dirichlet, Pinvarpr=fixed. Se
descart6 el 25% inicial de las topologias muestreadas como burn-in y se calculé el arbol consenso
de mayoria obteniendo las probabilidades posteriores (PP) de cada nodo. Los taxones utilizados

como grupo externo fueron A. latifrons y A. tropidogaster.
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3.4. Analisis de estructura y diferenciacion genética

Los analisis poblacionales se llevaron a cabo utilizando informacion molecular del
marcador COI de 90 individuos de A. heterodermus.

Para observar el nimero de haplotipos y las relaciones entre estos se realizé una red de
haplotipos bajo el método de Méaxima Parsimonia (MP) en el software POpART (Leigh & Bryant,
2015). Adicionalmente, con el objetivo estimar el nimero mas probable de subpoblaciones
genéticamente diferenciadas en A. heterodermus, se utilizé el método de agrupamiento bayesiano,
utilizando el paquete rhierbaps y la libreria del mismo nombre del repositorio CRAN en R (R Core
Team, 2022) y los parametros por defecto. Este anlisis evalla la probabilidad de diferentes grupos
genéticos (clusters) (K=1 a K=8) y selecciona el mejor K en funcion de la menor probabilidad

logaritmica de likelihood (InL) (Cheng et al., 2013).

Con el objetivo de evaluar la variabilidad intraespecifica de A. heterodermus e
interespecifica con las demas especies de la serie heterodermus, se gener6 una matriz de distancias
genéticas no corregidas por cada marcador en el software MEGA v.10.2.6 (Kumar et al., 2018).

Por Gltimo, para evaluar la diferenciacién genética entre los grupos inferidos con el método de
agrupamiento bayesiano, se realizé un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) y se estimaron los
valores del estadistico ®st pareado utilizando distancias sin corregir y la significancia de estos fue
evaluada mediante 2 000 permutaciones al azar. Adicionalmente, con la finalidad de medir el flujo
genético entre dichas poblaciones, se estimé el nimero efectivo de migrantes (Nm) por generacion.

Lo anterior fue realizado en el software Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010).
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4. Resultados

En el procedimiento de amplificacion del marcador COI se generaron 16 nuevas secuencias
de A. heterodermus correspondientes a los individuos de la Serrania de los Yariguies (UIS-CT;
UIS-R), Boyaca (IAVH-CT), y 4 secuencias de A. nicefori (UIS-R); la longitud de los fragmentos
oscilé entre las 550 y 600 pb. En el caso del marcador ND2 se obtuvo una secuencia de A.
heterodermus de la Serrania de los Yariguies (UIS-R-3844), dos de Boyaca (IAvH-23432, IAvH-
27155) y una secuencia de A. nicefori (UIS-R-3076); los fragmentos de ND2 presentaron una
longitud entre las 750 y 800 pb.

4.1. Andlisis filogenético

Las filogenias de Inferencia Bayesiana y de Maxima Verosimilitud obtenidas a partir de los
tres conjuntos de datos evaluados indicaron que A. heterodermus representa un complejo de
especies cripticas y que el estatus de especie de algunas de las especies pertenecientes a la serie
heterodermus, aln es incierto y requiere la inclusion de mas datos (e.g., para A. vanzolinii, A.
inderenae y A. nicefori) (Figura 2 y 3). Cabe resaltar, que, aunque las matrices del set de datos
concatenado (COI+0OND?2) y de solo el marcador ND2 tuvieron un nimero de muestras menor a la
matriz de COl, en todos los analisis se cont6 con representacion de como minimo una muestra por
cada localidad analizada.

Concretamente, para A. heterodermus los analisis filogenéticos indicaron que las muestras
de la Serrania de los Yariguies forman un grupo monofilético (clado B; Figuras 2 y 3). Otros grupos
monofiléticos inferidos fueron, el clado A compuesto por A. heterodermus de Gachancipa (Gac),
Tabio (Tab) y Boyacé (Boy) y por A. nicefori con soportes altos a moderados; el clado C compuesto

por A. heterodermus de Huila, Antioquia (Ant) y Caldas (Cal) relacionados cercanamente a A.
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vanzolinii y A. inderenae; y el clado D compuesto por A. heterodermus de Madrid (Mad), Majuy

(Maj) y Conejera (Con) con soportes moderados a altos (Figura 2 y 3).

Los otros grupos monofiléticos obtenidos a partir de las reconstrucciones filogenéticas
fueron, el clado E conformado por el taxén Anolis sp Z- SP2016 y A. orcesi con alto soporte, y el
clado F conformado por los taxones de A. euskalerriari con soportes altos (Figura 2 y 3).
Finalmente, en las reconstrucciones de ND2 y evidencia total A. proboscis se ubica dentro de la
serie heterodermus con soportes moderados y altos (Figura 2) mientras que en la reconstruccion

basada en COI este taxon queda mas distante de los demas integrantes de la serie heterodermus

(Figura 3).
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Figura 2. Arboles filogenéticos de A. heterodermus y sus especies cercanas obtenidos del analisis de
ND2+COl y ND2. El soporte de los nodos es indicado como probabilidad posterior (PP) en color negro y
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los valores de bootstrap de Maxima Verosimilitud se muestran en color rojo. Las flechas de color rojo

indican la diferencia con respecto a la filogenia del marcador COI (ver figura 3).

‘A.heterodermus MTD T 10141 Tab2"
"A.hz.’t(.’r()d(.’rrmls MTD T 10136 Tab1"
\'A.heterodermus MTD T 10128 Gacl’
‘A.heterodermus MTD T 10127 Gac'
‘A.heterodermus IAvH CT 23432 Boy1"
'A.heterodermus IAvH CT 24871 Boy2'
[ 'A-heterodermus IAvH CT 26485 Boy4" A
- 'A.heterodermus IAvH CT 24875 Boy3'
‘A.heterodermus IAvH CT 27155 Boy5'

0,96/94\

‘A.heterodermus UIS CT 00510 Yaril'
‘A.heterodermus UIS CT 00511 Yaril'
"A.heterodermus EMP 2825 Yari'
1/86 'A.heterodermus UIS R 3829 Yari'
'A.heterodermus UIS R 3839 Yari' B
"A.heterodermus UIS R 3851 Yari'
'A.heterodermus UIS R 3858 Yari'
"A.heterodermus EMP 2818 Yari'
"A.heterodermus UIS R 3859 Yari'
|'A.heterodermus EMP 2817 Yari'
‘A.heterodermus UIS R 3844 Yari’

1/74_| 'A.inderenae’
EA.vanzolinii QCAZ 6926'
1/93

0,88/65
~

‘A.heterodermus Huila' C
'A.heterodermus Cal'
i 1%%e[erodermus Ant'
0,84/5£ 'A.heterodermus MTD T 10104 Mad1'
| "A.heterodermus MTD T 10117 Mad2'
'A.heterodermus MTD T 10107 Maj' D
'A.heterodermus MTD T 10097 Con1'
‘A.heterodermus MTD T 10100 Con2'
@Anolis sp Z SP2016 QCAZ 10200
‘A.orcesi QCAZ 9692'
;:?4 %uska!erriari MBLUZ 935" F
Weuskalerriari MBLUZ 934'
‘———————————"Alatifrons MHUAR 11519'
~———————"A.proboscis QCAZ 10211’
Anolis tropidogaster

0,82/71
171, |

0,81/51
it

1/50_|

008

Figura 3. Arbol filogenético de A. heterodermus y sus especies cercanas obtenido del analisis del
marcador COIl. Se muestran los clados principales en letras (A-G). El soporte de los nodos es indicado
como probabilidad posterior (PP) en color negro y los valores de bootstrap de Maxima Verosimilitud se
muestran en color rojo. La flecha de color rojo indica la diferencia con respecto a las filogenias basadas en
ND2 y ND2+COl. El mapa a la izquierda muestra la distribucion geogréafica de los clados definidos por las
letras A, B,CyD.
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4.2. Andlisis de estructura y diferenciacion genética

La red de haplotipos de las secuencias de COIl indicé cuatro haplogrupos dentro de A.
heterodermus marcadamente diferenciados (Figura 4). (1) Haplogrupo Yariguies: Conformado por
las muestras de la Serrania de los Yariguies. En total se identificaron cinco haplotipos Unicos
separados por 1 a 4 sustituciones nucleotidicas, de los cuales el mas frecuente es Yarl con 6
individuos, seguido de Yar3 con 2 individuos. Los 3 haplotipos restantes estan presentes en un
individuo cada uno. (2) Haplogrupo Cordillera Central: Conformado por las muestras de Antioquia,
Huila y Caldas, en este grupo existen 3 haplotipos diferentes, correspondientes a cada uno de los
individuos de la subpoblacién incluidos en el analisis. (3) Haplogrupo Mad/Maj/Con: Constituido
por las muestras de Madrid, Majuy y Conejera, en este haplogrupo fueron inferidos 5 haplotipos
diferentes; los mas frecuentes fueron los haplotipos Mad y Mad2 con 8 individuos cada uno,
seguido de los haplotipos Maj, con una frecuencia de 4 individuos presentes en las subpoblaciones
de Madrid y Majuy y el haplotipo Con representado en 4 individuos de la subpoblacién de
Conejera. (4) Haplogrupo Tab/Gac/Boy: Constituido por 10 haplotipos correspondientes a las
muestras de Tabio, Gachancipa y Boyaca, cada uno individuos de Boyaca representaron un
haplotipo diferente (Boy1-5), el haplotipo méas frecuente fue Tab2 con una frecuencia de 28
individuos, seguido de los haplotipos Tab y Gac con una frecuencia de dos y un individuo,

respectivamente.
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Figura 4. Red de haplotipos de parsimonia estadistica de A. heterodermus construida a partir de

secuencias del marcador COI. Las lineas verticales sobre las ramas representan los pasos mutacionales y

el largo de las ramas es proporcional a la cantidad de cambios dentro de la red. El tamafio de los circulos es

proporcional a la cantidad de haplotipos iguales (n entre paréntesis) y los circulos negros de menor tamafio

corresponden a haplotipos intermedios no observados. Los colores representan el origen geogréfico de las

muestras.

La matriz de distancias genéticas para cada uno de los marcadores indicé valores de

diferenciacion entre taxones que concuerdan con los resultados de las filogenias inferidas (Tabla

1). La diferenciacion intraespecifica entre A. heterodermus de la Serrania de los Yariguies con
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respecto a los A. heterodermus de las demés localidades presentd méas del 7% de diferenciacion
genética para el marcador ND2 y del 8% para COIl. Finalmente, con respecto a las demas especies
de la serie heterodermus, las distancias genéticas superaron el 10%.

Segun el anélisis de agrupamiento bayesiano, la diversidad genética de A. heterodermus
esta estructurada en 4 grupos genéticos (clusters) (Figura 5). El clister 1 (C. Central) esta
constituido por los individuos de la subpoblacién de la Cordillera central; el Cluster 2
(Mad/Maj/Con), lo componen individuos de las subpoblaciones de Conejera, Madrid y Majuy; en
un tercer clUster (Tab7Gac/Boy) se agrupan las subpoblaciones de Tabio, Gachancipa y Boyaca y
el cluster 4 (Yariguies) estd compuesto Unicamente por la subpoblacion de A. heterodermus de la

Serrania de los Yariguies.

outgroup  A.proboscis A.euskalerriari A.orcesi A.inderenae A.vanzolinii A.nicefori Cord.Central Madrid/Majuy/Con Tabio/Gac/Boy Yariguies

outgroup 20,2 19,6 195 20,3 20,4 21,0 21,0 20,0 20,6 21,2
A.proboscis 233 19,1 19,9 18,5 179 19,1 177 17,7 18,2 18,2
A.euskalerriari 239 177 15,6 16,8 154 152 152 14,1 147 147
A.orcesi 25,0 20,0 16,3 16,0 145 159 149 157 15,0 15,0
A.inderenaee 252 197 15,4 16,8 72 117 84 8,6 10,2 10,9
A.vanzolinii 24,1 179 14,5 16,2 51 10,6 6,0 7.8 99 9,0
A.nicefori 24,7 184 14,2 155 10,4 10,6 117 11,0 6.3 10,3
Cord.Central 25,0 185 14,2 16,8 6,2 34 11,2 9,0 103 10,0
Madrid/Majuy/Con 254 19,0 15,2 16,1 73 56 10,8 6,1 10,0 10,8
Tabio/Gac/Boy 246 19,6 14,3 14,6 9.8 9.8 6,6 10,2 10,0 8,6
Yariguies 255 20,4 14,6 159 11,2 11,6 79 119 115 74

Tabla 1. Matriz de distancias p no corregidas. Las distancias genéticas se basan en la informacion de los
marcadores ND2 (diagonal inferior) y COI (diagonal superior). Los valores se encuentran en porcentaje

(%).
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Figura 5. Andlisis de estructura genética de A. heterodermus basado en secuencias del marcador COI.

Los colores dentro de cada grupo (cluster) genético representan el origen geogréfico de las muestras.

La estructura genética indicada en el analisis anterior fue corroborada por los analisis de
AMOVA y ®st pareado (Tabla 2 y 3). Especificamente, el AMOVA indicé que la mayor
proporcion de la variacion genética se encuentra entre las subpoblaciones (93,2% de la varianza),
mientras que un 6,8% es debida a la variacion intrapoblacional. Los valores de ®st pareado
mostraron una marcada diferenciacion genética entre las cuatro subpoblaciones (®st pareado
>0,90), ademas, el nimero efectivo de migrantes (Nm) fue menor a un individuo por generacion,

indicando la ausencia de flujo genético entre las subpaoblaciones (Tabla 3).
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Fuente de variacion d.f. Suma de cuadrados Componentes de  Porcentaje de la

la varianza variacion
Entre poblaciones 3 1052,813 20,48053 93,16
Dentro de las 77 115,853 1,50459 6,84

poblaciones

Tabla 2. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) de A. heterodermus empleando el marcador COI.

Las muestras fueron agrupadas con base en los cuatro grupos inferidos en el andlisis de agrupamiento

bayesiano (ver Figura 5).

Cordillera Central Mad/Maj/Con Tab/Gac/Boy Yariguies

Cordillera Central 0,047 0,037 0,049

Mad/Maj/Con 0,914 (+) 0,034 0,03

Tab/Gac/Boy 0,931 (+) 0,936 (+) 0,037
Yariguies 0,911 (-) 0,943 (+) 0,931 (+)

Tabla 3. ®st de a pares y nimero de migrantes entre cuatro subpoblaciones de A. heterodermus.
En la diagonal inferior se encuentran los valores de @sr, en la diagonal superior el nimero de migrantes.
Frente a cada valor se encuentran los simbolos (+) o (-) los cuales representan un p-valor significativo y no

significativo, respectivamente.
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5. Discusion

El hallazgo méas importante de este trabajo corresponde a la identificacion de un linaje
evolutivo independiente en la Serrania de los Yariguies, muestreo incluido por primera vez en
reconstrucciones de la serie heterodermus. Este linaje es fuertemente soportado por los analisis
filogenéticos y de genética de poblaciones. Aunque no se puede aproximar con exactitud el evento
que propicio la divergencia de este linaje, ya que en este trabajo no se realizaron estimaciones de
los tiempos de divergencia, las inferencias que aqui se proponen, se basan en las estimaciones
realizadas por VVargas-Ramirez y Moreno-Arias (2014), para la serie heterodermus.

La divergencia de este clado parece estar estrechamente relacionada a la historia orogénica
y topogréfica de esta porcion de la Cordillera Oriental y posiblemente también a eventos climéaticos
que ocurrieron durante el Pleistoceno. Algunos eventos que posiblemente jugaron un papel en la
formacion de este linaje fueron el surgimiento de la estribacién montafiosa de la Serrania de los
Yariguies (Caballero et al., 2013) y el aislamiento de esta por los valles secos de los Rios Suérez y
Chicamocha (Anderson et al., 2016; Horton et al.,2020), los cuales pudieron fragmentar la
distribucion ancestral de A. heterodermus y promover su diversificacion (Vargas-Ramirez y
Moreno-Arias, 2014). Evidencia del surgimiento de nuevos linajes por la existencia de estas
depresiones soportan esta hip6tesis (Jara-Mufioz & Zabala-Rivera, 2018; Colmenares-Pinzdn,
2021). Otro posible evento pudo haberse dado a partir de cambios en las condiciones climaticas
que derivaron en la formacion de ambientes propicios que habrian favorecido temporalmente la
dispersion y colonizacién de un pequefio grupo de individuos hacia la Serrania de los Yariguies.
En este punto, es fundamental mencionar que la promocién de la divergencia genética inter e

intraespecifica en los Anolis continentales esta fuertemente influenciada por la compleja
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reorganizacion topogréafica en las areas de distribucion y la heterogeneidad climética, que resultan
en biomas complejos (Weir & Schluter, 2007) (este patron es especialmente marcado en las
regiones tropicales como los Andes del Norte y el Cerrado en Brasil (Guarnizo et al., 2016)).
Dichos biomas se componen de distintos tipos de vegetacion que, en el caso de los Anolis puede
determinar la estructura de comunidades de especies y el uso de recursos de algunas poblaciones
debido a la competencia dependiendo de sus preferencias, este patron, posiblemente pudo conducir
a adaptaciones microevolutivas en una poblacién de un linaje ancestral de A. heterodermus, en
respuesta a cambios en los recursos disponibles, a su vez, estas adaptaciones pudieron favorecer la
preferencia por determinados héabitats, lo cual se ha relacionado con caracteristicas morfologicas y
factores de comportamiento (Losos, 1994, 2010; Sanger et al., 2008, Stroud & Losos, 2020).

En la porciéon central de la Cordillera Oriental existen dos linajes diferenciados
(Mad/Maj/Con y Tab/Gac/Boy), la divergencia entre estos al parecer pudo estar relacionada al
fraccionamiento de un linaje en un periodo glacial del Pleistoceno que restringié algunas
poblaciones en zonas mas altas, donde la vegetacion también se acumuld y posiblemente favorecid
la permanencia de estos nuevos grupos de individuos (Hooghiemstra et al.,2006).

Por otro lado, el estatus de especie de algunas de las especies que integran la serie
heterodermus (sensu Castafieda & de Queiroz, 2013) aln es incierto (e.g. A nicefori). Sin embargo,
cabe sefialar que las relaciones dentro de la serie reportadas en este trabajo concuerdan con las
inferidas en estudios previos (Castafieda & de Queiroz, 2013, Poe et al, 2015, 2017; Prates et al.,
2017, 2020). Adicionalmente, estos resultados junto con los obtenidos por Vargas-Ramirez y
Moreno-Arias en 2014, confirman que A. heterodermus representa un complejo de especies

cripticas.
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Existen cuatro linajes evolutivos independientes de A. heterodermus que deben ser
considerados como especies candidatas, esto es soportado por las filogenias y los resultados del
analisis de estructura genética, por los siguientes puntos: 1) Se conoce que para especies
estrechamente relacionadas en el género Anolis, la divergencia entre secuencias es superior al 5%
para el marcador ND2 (D’Angiolella et al., 2011; Gartner et al., 2013) y de 3,7-7,1% en COI
(Hofmann et al, 2019), estos porcentajes de distancia genética fueron superados entre los filogrupos
inferidos. 2) El agrupamiento bayesiano dedujo cuatro grupos como el nimero méas probable de
subpoblaciones genéticamente diferenciadas, concordando con los resultados filogenéticos y los
haplogrupos de la red de parsimonia. 3) La variacion genética es mayoritariamente atribuida a la
existente entre subpoblaciones, las cuales se encuentran altamente estructuradas y aparentemente
no presentan intercambio de material genético entre si. El linaje que incluye los muestreos de
Madrid, Majuy y Conejera podria corresponder a A. heterodermus sensu stricto, debido a que estas
localidades se encuentran muy cerca de la localidad tipo de la especie (Barbour,1920).

Dentro del clado compuesto por Gac/Tab/Boy también se recupera a A. nicefori, la cual,
con base en estos analisis, no seria un grupo monofilético. Es importante resaltar que, en
reconstrucciones filogenéticas anteriores, A. nicefori solo contaba con dos secuencias de un solo
marcador. Adicionando informacion de muestras de otra localidad los resultados sugieren que
podria existir un linaje diferenciado al sur del Cafién del Chicamocha, que presenta distancias
genéticas mayores al 9% con respecto al linaje que esta geograficamente cercano a la localidad tipo
de A. nicefori (Dunn, 1944), al norte del Cafidn (evidencia adicional en los Anexos B y C), es
importante mencionar que esta barrera geografica ha sido conductora de divergencia de linajes en

otros grupos taxonémicos (Mufioz-Ortiz et al, 2015; Arbelaez-Cortés & Trujillo-Arias, 2021). El
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linaje correspondiente a la Cordillera Central, aunque es bien soportado por los anélisis
filogenéticos y poblacionales presenta diferencias entre las estimaciones de las relaciones
filogenéticas usando cada marcador por separado y ambos marcadores concatenados con A.
vanzolinii y A. inderenae, esta particularidad puede ser debida a la muy limitada informacion
existente tanto de individuos de A. heterodermus de la Cordillera Central como de las especies
mencionadas, que pueden estar generando ruido en los analisis filogenéticos e impidiendo la

resolucion de las relaciones.

6. Conclusiones

La adicion de nueva informacion molecular de dos marcadores de especies de la serie heterodermus
permitio identificar un linaje evolutivo independiente en la Serrania de los Yariguies, con elevada
estructura y diferenciacion genética respecto a otros linajes de la especie, el cual posiblemente
divergio por las condiciones dadas por las caracteristicas topograficas y climaticas heterogéneas de

la Cordillera Oriental de los Andes.

Anolis heterodermus representa un complejo de especies cripticas y cada uno de los linajes
inferidos deben considerarse como especies potencialmente putativas y candidatas a nuevas
especies. A. heterodermus sensu stricto corresponde al linaje de la porcion media de la Cordillera

Oriental.

El estatus de especie de algunas de las especies que integran la serie heterodermus (sensu Castafieda

& de Queiroz, 2013) adn es incierto (e.g. A nicefori).
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7. Recomendaciones

Para futuros anlisis de las relaciones dentro de la serie heterodermus es importante ampliar tanto
el nimero de marcadores genéticos como de secuencias que cubran la mayor parte del rango de
distribucion de cada una de las especies, esto debido a que existe un muestro muy limitado de
algunas especies como A. inderenae, A. vanzolinii y de A. heterodermus de la Cordillera
Occidental. Esto con el fin de dar mas rigor cientifico a los resultados que se han obtenido y de

resolver relaciones que aun contindan siendo probleméticas.

Enfocar nuevos estudios en la evaluaciéon de la taxonomia de A. nicefori en funcién de los

hallazgos inferidos en este trabajo.
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Apéndices

Apéndice A

Muestras, nimero de catalogo y nimeros de acceso en GenBank de los individuos utilizados.

Especie Localidad

Serrania de los Yariguies

Arcabuco, Boyacd
Tutazd, Boyaca
Cerinza, Boyaca
Tasco, Boyaca

A. heterodermus 3
Arcabuco, Boyacd

Tabio, Cundinamarca

Voucher

UIS-R-3829
UIS-R-3839
UIS-R-3844
UIS-R-3851
UIS-R-3858
UIS-R-3859
Uls--3864
UIS-CT-00510
UIS-CT-00511
EMP-2817
EMP-2818
EMP-2825
IAVH-CT-23432
IAVH-CT-24871
IAVH-CT-24875
IAVH-CT-26485
IAVH-CT-27155
MTD-T-10129
MTD-T-10131
MTD-T-10132
MTD-T-10133
MTD-T-10134
MTD-T-10135
MTD-T-10136
MTD-T-10137
MTD-T-10138
MTD-T-10139
MTD-T-10140
MTD-T-10141
MTD-T-10142
MTD-T-10143
MTD-T-10144

Numeros de acceso
GenBank
col ND2
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo  Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo  Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo  Este trabajo
KC966794
KC966796
KC966797
KC966798
KC966799
KC966800
KC966801
KC966802
KC966803
KC966804
KC966805
KC966806 KC966831
KC966807
KC966808
KC966809
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Gachancipd, Cundinamarca

Madrid, Cundinamarca

Serrania del Majuy,
Cundinamarca

La Conejera, Cundinamarca

MTD-T-10145
MTD-T-10146
MTD-T-10147
MTD-T-10148
MTD-T-10149
MTD-T-10150
MTD-T-10151
MTD-T-10152
MTD-T-10153
MTD-T-10154
MTD-T-10155
MTD-T-10156
MTD-T-10157
MTD-T-10158
MTD-T-10126
MTD-T-10127
MTD-T-10128
MTD-T-10130
MTD-T-10103
MTD-T-10104
MTD-T-10108
MTD-T-10109
MTD-T-10110
MTD-T-10111
MTD-T-10112
MTD-T-10113
MTD-T-10114
MTD-T-10115
MTD-T-10116
MTD-T-10117
MTD-T-10118
MTD-T-10119
MTD-T-10120
MTD-T-10121
MTD-T-10122
MTD-T-10123
MTD-T-10124
MTD-T-10125
MTD-T-10105
MTD-T-10106
MTD-T-10107
MTD-T-10096

KC966810
KC966811
KC966812
KC966813
KC966814
KC966815
KC966816
KC966817
KC966818
KC966819
KC966820
KC966821
KC966822
KC966823
KC966791
KC966792
KC966793
KC966795
KC966768
KC966769
KC966773
KC966774
KC966775
KC966776
KC966777
KC966778
KC966779
KC966780
KC966781
KC966782
KC966783
KC966784
KC966785
KC966786
KC966787
KC966788
KC966789
KC966790
KC966770
KC966771
KC966772
KC966761
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KC966827

KC966828

KC966829

KC966826
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A. nicefori

A. vanzolinii

A. inderenae

Anolis sp Z SP-
2016
A. orcesi

A. euskalerriari

A. proboscis
A. latifrons

Palestina, La Guajira, Huila
El Retiro, Anori, Antioquia
Rio Blanco, Manizales, Caldas
Santa Barbara, Santander
Santa Barbara, Santander
Coromoro, Santander

Sucumbios, Ecuador

Colombia

Serrania del Perija, Venezuela
Serrania del Perija, Venezuela

San Luis, Antioquia

MTD-T-10097
MTD-T-10098
MTD-T-10099
MTD-T-10100
MTD-T-10101
MTD-T-10102
MRC-145
MHUA-R-11265
MHUA-11396
J. Renjifo 2537
UIS-R-3076
UIS-R-3841
UIS-R-4826
UIS-R-4827

QCAZ-6926
QCAZ-10188
JMR-3744

QCAZ-10200

QCAZ-9692
MBLUZ-934
MBLUZ-935
QCAZ-10211
MHUA-R-11519

KC966762
KC966763
KC966764
KC966765
KC966766
KC966767
JN112752
JN112751
JN112750

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

JN112775

JN112755

KU316040
KU316041
JN112737
JN112738
KU316044
JN112746
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KC966824

KC966825

AF337768
Este trabajo

AF055948

JN112712
KU316059

AY296145

KU316051
KU316052
JN112678
JN112679
KU316057
JN112685
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Apéndice B

Analisis de estructura genética para las especies de la serie heterodermus.

Localidad

. Anolis sp ZS5P2016

. Boy
. C.Central

Con

. euskalerriari
Gac

. inderenae

. Mad

B

I:I nicefori

l:l nicefori Coro

orcesi

proboscis

[ 7
. vanzolinii
l:l Yari

1 2 3 4 5 6 7 8 0
Cluster
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Apéndice C

Distancia genética entre las dos subpoblaciones de A. nicefori.

A. nicefori Santa Barbara A. nicefori Coromoro

A. nicefori Santa Barbara

A. nicefori Coromoro 9,5

Nota. El valor se encuentra en porcentaje.



