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RESUMEN

La biodiversidad en Guatemala es conocida como una de las mas variadas de
Mesoameérica, principalmente en (Caudata: Plethodontidae) salamandras teniendo la mayor
riqueza a nivel americano. Esta caracteristica se atribuye a la edad geoldgica y variacion
tectonica. Sin embargo, la poca cantidad de estudios y la alta variabilidad geografica de
Guatemala favorecen la especiacion, permitiendo la aparicion de nuevas especies, generando
resiliencia o variabilidad genética y el aumento en la diversidad de especies de Guatemala. Es
por ello por lo que es indispensable conocer la filogenética y filogeografia de grupos, clados o
especies en si para establecer métodos de conservacion o alternativas para aprovechamiento de
bosques. Sobre todo, el conocer las rutas de colonizacion de las especies, para localizar

variaciones genéticas por aparicién de barreras biogeogréaficas a lo largo del tiempo.

El clado perteneciente al subgénero Magnadigita conocido como el “subgrupo lincolni”
presenta rangos de distribucién aislados y el hallazgo de individuos semejantes a los del clado,
sugiere especiacion alopatrica, por lo que es importante conocer la historia biogeografica del
mismo, para permitir determinar el surgimiento de una nueva especie o subespecie, mediante
andlisis genéticos y proyecciones de distribucion. También provee informacion del
comportamiento de colonizacion del clado y datos de distribuciones potenciales a futuro. Por
ende, este proyecto propone analizar la distribucion histérica del clado en el que se sitla la
especie de salamandra negra de Tzunuj. Generando primero su analisis filogenético para
ubicarla dentro de un clado y luego realizar los procedimientos comparativos, como lo son
mediciones universales de parametros morfoldégicos de salamandras, tomando en cuenta

veinticinco medidas para tener mayor estandar de comparacion.

Se trabajo con dos ejemplares de la finca Tzunuj, a los cuales se les extirp6 tejido de
varios érganos para la extraccion de ADN. Se secuencid la muestra mediante Sanger y luego de
la alineacion de realizaron dendrogramas, para confirmar la pertenencia al clado. Se procede a la
evaluacion morfométrica con la medicion de las tres especies del clado segiun Wake y Lynch
(1976), siendo estas Bolitoglossa meliana, Bolitoglossa franklini y Bolitoglossa lincolni, para
poder realizar el andlisis de comparacion con la salamandra negra de Tzunuj. Luego se midieron
las variables morfolégicas, teniendo un total de 64 ejemplares para la mediciéon y dos de la
poblaciéon de Tzunuj. La informacion fue aglomerada para la generacion de un analisis de
componentes principales (PCA) que, por la existencia de valores nulos, no se ajusto
significativamente a los datos y se apoyd con un analisis de escalado multidimensional no
métrico (NMDS) que permite tomar en cuenta todos los valores a pesar de los datos nulos. Con
este analisis, se soporta la conjetura que las variaciones morfologicas y el aislamiento de la

poblacion de salamandras negras de Tzunuj sean lo suficientemente diferenciadas para
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establecerse como nueva especie. Esto se apoy6 con la generacién de arboles filogenéticos que
indican mediante porcentajes la distancia evolutiva de las especies pertenecientes al clado.
Finalmente se realizan proyecciones de distribucién, generando mapas, de la posible distribucién
actual, la proyeccién que existi6 en el Holoceno y sobre el escenario mas drastico de cambio
climatico se proyecté para los afios 2030, 2050 y 2070, evidenciando las areas indispensables

para la conservacion de las salamandras del clado lincolni.

Las proyecciones y los andlisis genéticos indican altas variaciones en dos especies
pertenecientes al clado. Bolitoglossa meliana, tiende a una mayor variacidon y a una distancia
evolutiva mayor que las deméas especies, situandose en un clado totalmente diferente para
ambos marcadores analizados. Se sugiere, por tanto, realizar un analisis mas exhaustivo tanto
genético como de distribucién de esta especie ya que, la salamandra negra de Tzunuj coincide
con la descripcion de Wake (1982) de Bolitoglossa meliana, donde el patrén de coloracién negro
seria el ancestral del clado lincolni y que seria la primera en distribuirse a lo largo de las

vertientes guatemaltecas.



l. INTRODUCCION

Dentro de Mesoamérica Guatemala es una de las regiones conocidas con mayor diversidad,
gracias a las multiples variaciones geoldgicas y climaticas con las que cuenta. Algunos de los
grupos de organismos vivos que se clasifica como la mas diverso, es el de anfibios, dando lugar
a multiples hallazgos de nuevas especies, variaciones morfoldgicas, subespecies,
subpoblaciones, hibridaciones, poblaciones alopatricas, entre otras. En la actualidad se ha
demostrado que la diversidad de anfibios de Guatemala se encuentra infravalorada y se tiene
una diversidad muy superior a la esperada (Campbell y Smith, 1998; Wake y Campbell, 2000).
Uno de estos grupos ampliamente diversos de Guatemala, es el resultado de la mayor radiacion
de salamandras de la familia Plethodontidae en América Tropical, la cual es una de las
radiaciones evolutivas mas notables en cuanto a la magnitud del nUmero de especies y a la
diversidad de formas morfoldgicas y ecolégicas (Wake y Lynch, 1976; Parra-Olea y Wake, 2001).

La fauna de salamandras que habitan en Guatemala se ha agrupado en 8 de los 13 géneros de
salamandras neotropicales pertenecientes a la familia Plethodontidae, Bolitoglossa,
Pseudoeurycea, Nyctanolis, Nototriton, Cryptotriton, Dendrotriton, Oedipina y Bradytriton. De
estas Bolitoglossa se destaca entre los otros géneros de la familia Plethodontidae debido a su
alta diversidad, con 124 especies descritas hasta la fecha (Amphibiaweb 2019). También
presenta la distribucion geografica mas extensa entre los pletodéntidos: desde el noreste de
México hasta la cuenca del Amazonas y en algunas montafias de la regién central de Bolivia
(Parra-Olea et al. 2004).

Dentro de Guatemala, se propone que las tierras altas son uno de los centros de la
radiacion de estos individuos, destacando que las variables de temperatura, precipitacion y
altitud son las que mas influencian en su presencia. Esta caracteristica da lugar a que se
encuentren mayormente en bosques altos nubosos, clasificados segin Holdridge (1950) en la
zona de vida de Bosque Pluvial Montano Bajo Subtropical. Dentro de esta zona de vida se
localiza la finca Pamac que cuenta con las areas de Sach Wach Ja y Tzunuj, esta area cuenta
con bosques altamente conservados, que estaban destinados Unicamente a la extraccién de
chipe hasta el 2000. Por ende, se cuenta con una amplia variedad de especies indicadoras de
buena calidad de héabitat, caracteristica ejemplar de la mayoria de los anfibios, principalmente
salamandras. Las salamandras de la familia Plethodontidae carecen de la presencia de
pulmones por lo que dependen de una buena calidad de habitat para poder tener un ambiente lo
suficientemente puro para el intercambio gaseoso a través de la humedad de la piel. El hallazgo
de un espécimen de la familia Plethodontidae, género Bolitoglossa con caracteristicas totalmente
diferenciadas a las especies del género, lleva a un estudio mas profundo de la poblacion de
salamandras negras presentes en Tzunuj, para discernir la posibilidad de su novedad.
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Para establecer de una manera concreta que es una nueva especie, deben llevarse a
cabo estudios comparativos, tanto morfolégicos como genéticos y andlisis evolutivo o patrones
historicos de distribucién, para discernir o establecer el origen de la poblacion. Sin embargo, una
limitante para este grupo es que la evolucion y biogeografia histérica no esta del todo
comprendida, respaldada por analisis de ADN mitocondrial, dando lugar en Guatemala que aln

se pueda proponer un escenario evolutivo completo (Parra-Olea, 2006).

Por ende, este proyecto propone analizar la distribucion histérica del clado en el que se
sitUa la especie de salamandra negra de Tzunuj. Generando primero su andlisis filogenético para
ubicarla dentro de un clado y luego realizar los procedimientos comparativos, como lo son
mediciones universales de parametros morfolégicos de salamandras, tomando en cuenta
veinticinco medidas para tener mayor estdndar de comparacién. Se trabajé con dos ejemplares
de la finca Tzunuj, a los cuales se les extrajo tejido de varios 6rganos para la extraccion de ADN.
Se secuencié la muestra mediante Sanger y luego de la alineacion de realizaron dendrogramas,
para confirmar la pertenencia al clado. Se procede a la evaluacién morfométrica con la medicion
de las tres especies del clado segun Wake y Lynch (1976), siendo estas Bolitoglossa meliana,
Bolitoglossa franklini y Bolitoglossa lincolni, para poder realizar el andlisis de comparacién con la
salamandra negra de Tzunuj. Luego se midieron las variables morfolégicas, teniendo un total de
64 ejemplares para la medicion y dos de la poblacion de Tzunuj. La informacion fue aglomerada
para la generacion de un andlisis de componentes principales (PCA) que, por la existencia de
valores nulos, no se ajusté significativamente a los datos y se apoy6 con un analisis de escalado
multidimensional no métrico (NMDS) que permite tomar en cuenta todos los valores a pesar de
los datos nulos. Con este andlisis, se soporta la conjetura que las variaciones morfolégicas y el
aislamiento de la poblacion de salamandras negras de Tzunuj sean lo suficientemente

diferenciadas para establecerse como nueva especie.

Los andlisis morfométricos se sustentaron con la generacion de dos arboles filogenéticos
de maxima verosimilitud con el modelo de Tamura-Nei, para los genes ARN16s y citocromo B.
Donde se indica que la salamandra negra de Tzunuj tiene un alto porcentaje de asociacion a dos
especies del clado del subgrupo lincolni, Bolitoglossa franklini y Bolitoglossa lincolni. Para
fortalecer esta ubicacion dentro del arbol, se generan mapas histéricos para conocer posibles
rutas de colonizacion del clado de variables climaticas durante el Holoceno y las actuales. Con
esto, puede hipotetizarse que el ancestro del clado cuenta con coloracion negra y proviene de la
vertiente pacifica de Cuilco, México.

Para sustentar y sugerir métodos de conservacion de las salamandras del clado, se
generan mapas con proyecciones a fututo para priorizar areas de conservacion y conocer las

variables climéticas mas influyentes.



Il ANTECEDENTES

A. Clasificacion de anfibios

Amphibia es la familia de tetrapodos que engloba a todos los organismos conocidos como
anfibios, se divide en tres subclases de las cuales dos estan extintas y la tercera, Lissamphibia,
incluye a todos los anfibios vivientes. En esta subclase se incluyen tres 6rdenes: Gymnophiona
(Cecilidos), Caudata (Salamandras), y Anura (Sapos y Ranas). Se conocen mas de 6500
especies de anfibios que habitan todos los continentes, exceptuando las regiones articas y los
desiertos mas aridos. Los adultos tropicales son principalmente terrestres o arb6reos, mientras

gue pocos son estrictamente acuaticos (Gouts 2011).

En la Figura 1 se puede observar el nimero de especies aproximado de anfibios por pais,
cada color representa el rango en el que éste se encuentra, dando asi una perspectiva de su
distribucion a nivel mundial (Bertonatti 1994). A nivel mundial, las regiones tropicales, presentan
caracteristicas esenciales para el desarrollo de anfibios, estas involucran patrones climéticos,
microhdbitats delimitados y la ausencia de grandes depredadores. Para los anfibios es
indispensable la presencia de humedad en el ambiente para poder realizar el intercambio
gaseoso. Se conoce que para Amphibia una de las &reas mas importantes se encuentra desde
San Luis Potosi, México, hacia el sur hasta Bolivia que cuenta con una precipitacion media anual
entre 700-2500mm (FAO, 2015). Centroamérica nuclear, el area entre el istmo de Tehuantepec y
la depresion nicaragiiense, es uno de los centros de diversidad de este grupo (Wake y Lynch,
1976).

Figura 1. Distribucion de especies de anfibios a nivel mundial

(Adaptada de: Bertonatti, 1994)



B. Caracteristicas generales de Caudata

Los anfibios cuentan con una piel como una estructura desnuda, sencilla, permeable al agua,
muy vascularizada, llena de una multitud de glandulas cutaneas, que llevan a cabo una serie de
funciones vitales en los anfibios al protegerlos contra la abrasion y agentes patégenos. Muchos
anfibios poseen glandulas, conocidas como glandulas granulares, las cuales secretan un moco
liquido e incoloro que previene la desecacion, mantiene el equilibrio i6nico, ademéas de la
produccion de compuestos biolégicamente activos y de toxicidad variable tales como aminas
biogénicas, alcaloides o péptidos (Hickman 2001). Otras de las funciones de la piel, lo constituye
la respiracién cutanea, la regulacion de la absorcion de agua, la contribucién del cambio a las
pigmentaciones, como un sistema de protecciéon y/o comunicacion, en algunas especies y el
control de la temperatura corporal (Goraya 2000). Gracias a esto, la piel actia muchas veces
como un medio de defensa contra depredadores ya que, algunas poseen glandulas venenosas y

pigmentaciones de advertencia (Stebbins 1997).

Los caudatos presentan, por lo general, cuatro extremidades. La boca alcanza gran tamarfio
y, en ocasiones, presentan pequefios dientes débiles, maxilares y vomerianos. Son animales
engullidores, puesto que introducen en su tubo digestivo a sus presas sin masticar previamente
(Hickman 2001)

Figura 2. Diagrama de dientes de pletodéntidos, sefialando mexilares (MT), vomerinos (VT) y
premaxilares (PT)

(Adaptado de Caravahlo, 2013).

En cuanto a la ecologia de las salamandras, la mayoria son parcial o completamente
arbéreas, habitando en bosques nubosos o bosques montanos himedos en su mayoria. En
comparacion con la mayoria de los vertebrados las salamandras tropicales tienen rangos de
distribucion relativamente pequefios, con endemismo local mas caracteristico para las de
bosques nubosos, mientras que las de hébitats de tierras bajas tienen rangos geograficos mas
extensos (Wake y Lynch, 1976)



C. Distribucion de Caudata

Caudata se encuentra ausente en los trépicos del viejo mundo, mientras que casi 150
especies (cerca de la mitad del total mundial) se encuentran en latitudes tropicales en América
Central y del Sur. El rango total de salamandras en los tropicos esta dividido en trece regiones
faunisticas, incluyendo de una a cuarenta especies; sin embargo, en América Central la variacion
de abundancia de especies entre regiones faunisticas se encuentra ligado a factores
topograficos y climéticos, siendo las tierras altas la influencia mas importante (Wake y Lynch,
1976).

En el neotrépico, las salamandras de la familia Plethodontidae son representadas por un
Unico linaje del supergénero Bolitoglossa. Muchas éareas de Mesoamérica son ricas en
salamandras, sin embargo, una de las areas de mayor diversidad son las tierras altas de

Guatemala occidental (Wake y Lynch, 1976).

Figura 3. Distribucion mundial de Caudata

(adaptada de: Jones, 2010)

D. Familia Plethodontidae

Los pletodéntidos, salamandras conocidas por no tener pulmones, pertenecen a la familia
Plethodontidae, es considerada como una de las familias de anfibios caudados mas amplia;
constando de 26 géneros y mas de 300 especies; sin embargo, su taxonomia aun sigue siendo
de un amplio debate, definiéndose especies nuevas regularmente. (Vasquez-Almazan et al.,
2009; Campbell et al., 2010; Rovito et al., 2010; Brodie et al., 2012). La familia Plethodontidae

esta clasificada en el suborden caudado Salamandroidea (Duellman y Trueb, 1986) que agrupa



todas las salamandras que realizan fertilizacién interna. Sin embargo, Estes (1981) reconoce

anteriormente un suborden separado (Plethodontoidea) para la familia Plethodontidae.

Tradicionalmente, Plethodontidae se subdividi6 en dos subfamilias: Desmognathinae y
Plethodontinae, la Ultima de las cuales se subdividi6é en las tribus Bolitoglossini, Hemidactyliini y
Plethodontini (Wake, 1966; Lombard y Wake, 1986). Sin embargo, los analisis filogenéticos con
secuencias de ADN gendmico mitocondrial completo (Macey, 2005; Mueller et al., 2004) y la
combinacion de ADN mitocondrial, ADN nuclear y morfologia (Chippindale et al., 2004) han

puesto en duda la monofilia de estos grupos.

Se caracterizan por la ausencia de pulmones, realizando su intercambio gaseoso a través de
la piel y algunas membranas recubiertas de mucosa a lo largo de la garganta y en la boca
(Bucofaringea), todas las salamandras tropicales se caracterizan por tener una lengua
extremadamente larga que funciona como proyectil y se encuentra adherida a la cadera (Larson
et al., 2006; Kdhler, 2011). Son Unicas entre las salamandras por tener surcos estrechos entre
cada fosa nasal y el labio superior. En época reproductiva los machos a menudo tienen
protuberancias en el labio superior asociadas con los surcos nasolabiales y una glandula mental

ubicada debajo de la boca.

Figura 4. Diagrama de lengua de pletoddntidos asemejando proyectil.

Figura 5. Diagrama de extremidades delantera (A) y trasera (B) de pletodontidos.



Figura 6. Diagrama de cabeza de pletodéntido macho con surcos nasolabiales protuberantes.

La mayoria de las pletodontidos son completamente terrestres y ponen huevos en tierra
(subfamilias Bolitoglossinae y Plethdontinae y tres especies del supergénero Desmognathus).
Algunos tienen un ciclo de vida bifasico con una larva acuatica y un adulto terrestre (la mayoria
de los miembros del supergénero Desmognathus y la subfamilia Hemidactyliinae), y otros son
completamente acuaticos y de forma larval permanente (algunos miembros de la subfamilia
Spelerpinae). Las formas acuéticas habitualmente habitan corrientes. Todos los pletodéntidos

tienen surcos costales altamente pronunciados.

Figura 7. Diagrama de salamandra con surcos costales fuertemente pronunciados y localizacion de
cloaca.

Los miembros de la familia Plethodontidae, habitan en zonas con mucha humedad
(cuevas, debajo de piedras, hojarasca, etc.), indispensable para poder respirar a través de su
piel. Ocupan una gran diversidad de zonas adaptativas que van desde las estrictamente
acudticas hasta las estrictamente terrestres e incluso arboreas (Wake, 1966; Larson, 1984). Se
cree que los ancestros de los pletodéntidos fueron semiacuaticos, con larvas acuéticas con
branquias que habitaban en arroyos pasando por una metamorfosis dando lugar a adultos que
muestran diversos rasgos terrestres. Wake y Larson (1987) discuten los patrones evolutivos

morfolégicos y sus relaciones con la diversificacion adaptativa de las salamandras.

Todas las salamandras centroamericanas pertenecen a la familia Plethodontidae y a la
subfamilia Bolitoglossinae que cuenta con 13 géneros y aproximadamente 220 especies. Las

especies de esta subfamilia se distribuyen desde Nueva Escocia y el extremo sureste de Alaska
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hacia el sur, llegando al este de Brasil y centro de Bolivia. Mesoamérica es el centro de
diversidad mas importante de este grupo, con 13 géneros actualmente conocidos y 220 especies
(Kéhler, 2011). Guatemala cuenta con un Unico Bolitoglossa y segun extensos estudios de
campo de Schmidt (1936) y Stuart (1943) es el area mas diversa y rica de salamandras con

nuevos hallazgos (Campbell y Smith, 1998).

E. Género Bolitoglossa

Bolitoglossa se destaca entre los otros géneros de la familia Plethodontidae debido a su alta
diversidad, con 124 especies descritas hasta la fecha (Amphibiaweb 2013). También presenta la
distribucion geogréafica mas extensa entre los pletodontidos: desde el noreste de México hasta la
cuenca del Amazonas y en algunas montafias de la regién central de Bolivia (Parra-Olea et al.
2004). Este grupo sufre una extensa radiacion evolutiva en los tropicos del Nuevo Mundo,
incluidos los grupos altamente arbéreos y fosoriales (Wake y Lynch, 1976). Origenes evolutivos,
tanto paralelos como convergentes permiten que en el género Bolitoglossa se observen
membranas interdigitales amplias, asociado a su habitat arboricola en una vegetacién himeda y
también a sus formas alargadas y fosoriales con la caracteristica principal de lengua en forma de
hongo (Wake y Lynch, 1976; Alberch, 1981).

Los miembros de Bolitoglossa presentan extensas membranas interdigitales, varios surcos
costales entre las extremidades y la ausencia de un pliegue sublingual (Wake 1966; Wake y
Elias 1983). A pesar de la gran diversidad del género, se pueden observar convergencias
morfoloégicas y morfologias conservadoras, que dificultan el establecimiento de la relacion
filogenética y la delimitacion de especies (Wake 1966, 1970; Wake y Lynch 1976; Crump 1977,
Larson y Chippindale 1993; Campbell et al. 2010; Fermin et al. 2012).

F. Salamandras de Guatemala

La familia Plethodontidae dentro del Neotrépico, esta representada Unicamente por un linaje,
el supergénero Bolitoglossa. Dentro de las areas mas diversas y ricas para Mesoamérica esta
Guatemala (Wake y Lynch, 1976), debido a su variedad topografia y la edad geoldgica de
muchas de estas y la compleja topografia (Marshall, 2007) dando lugar a presentar areas con
aislamiento geografico, permitiendo la presencia de altos endemismos y mucha variacion

alopétrica.

La mayor diversidad se encuentra vinculada a los Bosques Nubosos y Bosques tropicales
humedos. Ambos ecosistemas han sido identificados como ecosistemas forestales con altos
niveles de endemismo, particularmente a consecuencia de las condiciones climéticas que los
caracterizan restringen su distribucion y biodiversidad (Rovito et al. 2015; Ramirez-Bautista y

Cruz-Elizalde, 2013). Segun Islebe y Véliz (2001), estos bosques se caracterizan por tener
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precipitacion horizontal y una vegetacion compuesta por una gran abundancia de plantas
epifitas, musgos y helechos arborescentes. En Guatemala estos se encuentran principalmente
en Sierra de las Minas, la cadena volcéanica, en los Cuchumatanes y en el Corredor Bioldgico del
Bosque Nuboso de Baja Verapaz. La alta sensibilidad a cambios ecoldgicos de un grupo como

las salamandras permite indicar la calidad de un ecosistema (Landres et al., 1998).

Estas caracteristicas geograficas, permiten una recurrente especiacion dentro del territorio,

dando lugar a la presencia de aproximadamente 67 especies en Guatemala.

G. Sub-grupo lincolni

El subgrupo lincolni estd compuesto por un complejo de salamandras estrechamente
relacionadas localizadas dentro del subgénero Magnadigita. Se caracterizan por tener un tamafio
grande (mayor a 6mm SVL), son animales robustos con color de fondo negro. La mayoria de las
especies del grupo estdn notablemente marcadas por parches, rojos, amarillos o verdoso
plateados y se han encontrado de coloracion completamente negra (Wake y Lynch, 1976; Wake
y Lynch, 1982). Las patas cuentan con digitos moderadamente largos, bien formados, robustos y
poco tejido, como se encuentra en todo el género. Sin embargo, estas cuentan con dedos
alargados y con membrana interdigital que llega a cubrir hasta la penuiltima falange dejando

descubiertas las puntas de los dedos.

Al subgrupo actualmente lo conforman tres especies, Bolitoglossa meliana, Bolitoglossa
franklini y Bolitoglossa lincolni. Bolitoglossa meliana es uniformemente negra y es la que alcanza
un tamafio mucho mayor a las demas, esta fue descrita en 1982 por Wake y Lynch, se encuentra
en bosques de tierras altas que van desde pino-encino relativamente secos hasta bosques
nubosos con elevaciones entre 1550-2730msnm como lo es la Sierra Chuacls en Quiché y Baja
Verapaz. Bolitoglossa lincolni tiene patrones dorsales de coloracion rojiza, habita en bosques de
pino-encino y ciprés relativamente secos, y se encuentra también en otras localidades de bosque
nuboso entre los 2000 y 3000msnm (Campbell y Vannini 1989; Wake y Lynch, 1982). Mientras
gue Bolitoglossa franklini tiene patrones distintivos color amarillo o verde, esta esta restringida
exclusivamente a bosques nubosos casi entrando a bosque montano a aproximadamente 1500-
3000msnm (Wake et al., 1980). Bolitoglossa franklini esta restringida a localidades en las laderas
del pacifico, mientras que B. lincolni cuenta con una distribucién mas amplia en laderas del

Pacifico y el oeste de Guatemala.



Figura 10. Bolitoglossa franklini (Imagen adaptada de CalPhotos)
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H. Filogeografia y sistematica

Para conocer patrones de aislamientos y posibles barreras biogeograficas que permitan la
alopatria en especies, es indispensable conocer patrones filogeograficos. En grupos con poca
variabilidad morfolégica como lo es el subgrupo lincolni, es preciso conocer los flujos genéticos y
mas que todo patrones geograficos que sean los que permitan aislamiento. Para generar esta
informacion también es funcional la herramienta de la sistematica que localiza dentro de la

filogenia del grupo a posibles variaciones, nuevas especies o subespecies dentro de un clado.

Las variaciones o limites de los taxones cripticos se establecen mediante filogeografia o
sistematica molecular y gracias a ello se logra comprender origenes y diversidad a nivel de
especie (Foque et al., 2007; Hanken, 1983; Bickford et al., 2006). Una alta diversidad genética
dentro de un taxén para una regién pequefia, indica una historia con un cambio ambiental
persistente, mientras que cuando existen interrupciones genéticas entre poblaciones sugieren
una historia demogréafica mucho mas compleja que involucra periodos de aislamiento o flujos
genéticos restringidos (Rovito, et al. 2012). Existen variantes alopétricas y dentro de ello también
se engloban barreras climéticas o0 accidentes geolégicos que causan esas rupturas
filogeograficas y se puede suponer su resultado en aislamiento de poblaciones. Ideando que
para la mayoria de los taxones el modo de especiacién geografica dominante es la divergencia
alopatrica, lo principal es comprender que barreras son las que han llevado a la divergencia
dentro de la especie de interés, para dilucidar el impacto de tales barreras en una escala de

tiempo mas amplia.

La comprension de factores histéricos, para resultar en una especie o la divergencia de la
poblacién, es de alto interés para las areas que presentan una alta diversidad de especies como
las regiones tropicales himedas. Existen diversos métodos para la generacion y blsqueda de
informacién genética, como lo son genes que cuentan con regiones altamente conservadas,
regiones con informacion de ADN mitocondrial entre otros mas especificos. Estos se conocen
como marcadores moleculares, los cuales permiten la investigacién bésica de andlisis
filogenéticos o aplicada como la seleccion asistida; Se centran en la aplicacion a la
caracterizacion de diversidad de los recursos zoo genéticos y blsquedas de variantes
funcionales de determinados genes. Los marcadores de ADN mitocondrial (mtADN) son
utilizados en andlisis filogenéticos y de diversidad genética ya que, son altamente conservados
por ser heredado Unicamente por la madre, también presentando una alta tasa de mutacién por
la ausencia de recombinacion (FAO, 2010). Los marcadores mitocondriales permiten la rapida

deteccion de hibridacién entre especies o subespecies (Nijiman et al., 2003).
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Los marcadores mas utilizados para reconstruccion filogenética y localizacién de

subespecies 0 nuevas especies son los siguientes:

e 16 S rARN: En esta region se encuentran genes que se utilizan para la reconstruccién
filogenética debido a que esta zona presenta una baja tasa de evolucion (Woose y Fox,
1997) Esta baja tasa de evolucién permite determinar facilmente entre organismos de
distintas especies, asi como la relacion entre las especies. Si bien este marcador fue
utilizado al inicio para diferenciacién entre bacterias, se ha demostrado que puede
utilizarse con una gran variedad de animales, ya sea vertebrados e invertebrados
(Mindell y Honeycutt, 1990), y a través de éste determinar con seguridad al menos hasta
género. Esta secuencia de ARN es una herramienta til en diversas situaciones para la

identificacién de especies.

e Citocromo B (CytB): Se utiliza cominmente para estudiar relaciones filogenéticas entre
mamiferos, ya que es un gen del cual se posee una gran cantidad de informacion para
diversas especies de mamiferos. Ademas, la variabilidad de la secuencia permite
comparar facilmente entre especies del mismo género o familia de cualquier vertebrado
(Castresana, 2000). Contiene una alta proporcion de sustitucion de nucleétidos causada
por la evolucion, lo que la hace particularmente valiosa para discriminar entre
vertebrados estrechamente relacionados. La disponibilidad de una regién conservada del
gen en los vertebrados también hace que el ADN mitocondrial del gen de citocromo b
sea un buen candidato para la identificacion por PCR (Guo, et al., 2012).

I. Geologiay topologia de Guatemala

América Central abarca un amplio mosaico de paisajes dinamicos con muchos procesos de
la superficie terrestre, es de las pocas regiones del mundo con tanta diversidad geomorfica,
debido a que, a lo largo del pequefio istmo todos los dominios tecténicos, litolégicos y climéticos
son altamente variables. Cada region de América Central tiene un conjunto diferente de relieves
permitiendo conservar una historia Unica de evolucion del paisaje (Marshall, 2007). La peculiar
geologia de Mesoamérica se remonta a la subduccion Cenozoica de la placa oceanica de Cocos
y la placa Farallén que sucedi6 debajo del margen occidental de la placa del Caribe (Weyl, 1980;
Denego, 1968; Gardner, et al., 1987); mientras que el frente volcanico se desarrollaba al norte en
el Paleozoico con los bloques maya y chortis y el bloque volcanico sur se formé en el fondo del

océano con la placa caribefia conformando los bloques chorotega y chocé.

Las variaciones en el suelo del fondo del océano a lo largo del Cenozoico dan origen a un
conjunto diverso de formaciones rocosas. Estas son generadas debido a la variedad de

configuracién tecténica, incluyendo cordilleras volcanicas, cuencas, zanjas, llanuras, deltas,
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valles, mesetas, etc. La aparicion de los anfibios esta datada hace 350 millones de afios (Cox et
al., 2016), dando lugar a la especiacién por alopatria. Es muy probable que esta gran diversidad
de salamandras sea producto de la gran edad geoldgica de muchas de estas tierras altas

(Marshall, 2007), asi como de la compleja topografia de la region.
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Figura 11. Mapa de composicion tecténica de Centro América
(Adaptado de Marshall, 2007)

Ventajosamente, para la diversidad dentro de Guatemala el estar situada en
Mesoamérica no es su Unica caracteristica, sino que es geolégicamente compleja porque se
encuentra en la interseccion de las placas de América del Norte y el Caribe. Es gran
interconexion para el area entre el istmo de Tehuantepec y la depresion nicaragliiense
(Schuchert, 1935), se divide en dos grandes bloques geolégicos: el bloque maya y el bloque de
Chorti (Marshall, 2007). Estos dos bloques se encuentran a lo largo de la zona de falla Motagua-
Polochic creando un area rugosa y elevada que se extiende aproximadamente de este a oeste a
través del centro de Guatemala. La Sierra de las Minas, que alcanza mas de 3,000 m de altura, y
la Sierra de Chuacu se encuentran entre las fallas de Motagua y Polochic, y los valles a lo largo
de cualquier zona de falla separan la Sierra de las Minas de otras areas de las tierras altas al
norte y sur. El Valle de Motagua en particular, un area de baja elevacion con vegetacion
semiarida (Stuart, 1954), es una barrera biogeografica importante para mdultiples taxones (Castoe
et al., 2009; Daza et al., 2010) y divide las &reas forestales de mayor elevacion a cada lado.
Estas fuertes barreras geogréficas han llevado a un alto endemismo en la Sierra de las Minas y
Sierra de Chuacus, tanto en salamandras como en el resto de los anfibios (Campbell et al., 2010;
Rovito et al., 2010).
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Il. JUSTIFICACION

Los estudios con mayor influencia sobre salamandras se llevaron a cabo por Brocchi en
1883, que fue enviado por las expediciones francesas para la investigaciéon de las tierras
guatemaltecas. Luego los estudios con mayor influencia para las salamandras en Guatemala se
condujeron por la Universidad de California en Berkeley desde 1969 hasta 1979 los cuales se
enfocaron en el oeste de Guatemala, dandole prioridad a la cordillera Volcanica, San Marcos,
Huehuetenango y algunas regiones del Altiplano Central. Los estudios exhaustivos mas
recientes fueron impartidos por la Universidad de Texas Arlington en los ochentas y principio de
los noventa, describiendo muchas nuevas especies (Campbell y Smith 1998; Wake y Campbell
2000). Estas expediciones dieron lugar a que se publicaran decenas de documentos donde se
reporta el hallazgo de nuevas especies en la regién y ademas se describen las relaciones
ecolégicas, de habitat, filogenia y distribucion de la fauna de salamandras (Wake & Brame, 1969;
Wake & Elias, 1983; Elias, 1984; Wake, et al., 1992).

El hallazgo de una posible nueva especie permite que esta investigacion sea de gran
importancia debido a que provee informacién de las variantes biogeograficas en las que habita el
clado, presentando un patrén posible para las posibles rutas de migracién de los individuos, con
lo que se permitiria generar e identificar areas de importancia para la conservacion y para
mantener la alta biodiversidad o también puede dar indicios de patrones de aislamiento en
resultado de variantes morfoldgicas. Asi mismo, se podra generar mas informacion que permita
entender de mejor manera la historia del clado y posibles razones de la segregacion de
especies, y con ello identificar procesos de alopatria por aislamiento y las posibles razones de

variantes morfoldgicas y la importancia de ellas.

Acevedo et al. (2008), proponen que Bolitoglossa lincolni esta dentro de la categoria de casi
amenazada, al igual que proponen a Bolitoglossa meliana como amenazada, también Parra-Olea
et al. (2008) a Bolitoglossa franklini dentro de la categoria de amenazada, lo que sitla al clado
del “subgrupo lincolni” en alta vulnerabilidad segun la lista roja de la IUCN. Sin embargo, la
variabilidad geogréfica de Guatemala permite la especiacion, dando lugar a la aparicion de
nuevas especies, permitiendo tener una resiliencia o variabilidad genética y un aumento en la
diversidad de especies de Guatemala. Debido a la escasez de informacion respecto a posibles
razones de especiacidn es importante analizar tanto de manera biogeogréafica como genética al

clado, evaluando posibles nuevas especies, subespecies o hibridaciones.

Los miembros del “subgrupo lincolni”, se encuentran en las tierras altas sedimentarias,
asociado a bosques pluvial subtropical y muy himedo subtropical segun Holdridge (2001) de

Guatemala, los cuales se encuentran altamente amenazados por variaciones climaticas y el
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cambio de los patrones de lluvia, unido a las practicas forestales insostenibles y la conversion del
bosque en tierras agricolas. Estos bosques, ademas de su alta biodiversidad, tienen alto valor

por los bienes y servicios ecosistémicos que proveen como agua, madera, etc.

Para conocer la importancia de la biodiversidad de Guatemala, es necesario también
conocer los origenes de esta diversidad, entendiendo la importancia de las barreras
biogeograficas y los microclimas que se desenvuelven a lo largo de un territorio. El condensar
estudios biogeograficos, genéticos y morfolégicos ayudan a conocer los origenes evolutivos de
las especies. Es el caso de este estudio, que es el primero en reunir toda la informacién sobre un
clado, para conocer los patrones histéricos de colonizacion, dispersion y actual distribucion, junto
con las variantes morfolégicas que ha tenido el subgrupo lincolni para dar como resultado la

existencia de las posibles cuatro especies pertenecientes al mismo.

Se han realizado estudios para conservacion de especies conociendo los patrones actuales
de distribucion y tomando en cuenta las caracteristicas actuales derivadas, sin embargo, no se
ha realizado una retrospeccién para conocer de dénde vienen estas caracteristicas. Para poder
concluir que la especie negra de Tzunuj es una nueva especie, se busca comparar con las
demas especies del clado y con esto resultar en informacion propia del clado para planes de
conservacion, tomando en cuenta los patrones de distribucion y sobre todo conociendo de dénde
vienen estas salamandras y asi identificar variantes tanto genéticas como morfoldgicas que
puedan ser propiamente debido a variables del clima en que se han desenvuelto y por ende

resultado en aislamiento, tanto genético como geografico.
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V. OBJETIVOS

A. General

Desarrollar un analisis filogenético y filogeografico de cuatro especies de salamandras, del

“subgrupo lincolni” en parches de bosque nuboso.
B. Especificos
Descripcion biogeografica del clado mediante proyecciones, considerando variables

climaticas de humedad y precipitacion mediante el modelo MAXENT.
2. Alineacién de secuencias correspondientes a genes ARN16s y CytB de salamandras de

la familia Plethodontidae, con caracteristicas del “subgrupo lincolni”.
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V. HIPOTESIS

Los individuos de salamandras analizados mediante filogeografia, filogenética y morfologia,
presentan aislamiento filogeografico, propiciando la presencia de especies nuevas de

salamandras dentro del subgénero Magnadigita en el clado “subgrupo lincolni”.
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VI. METODOLOGIA

La metodologia consta de tres fases, la primera involucrd el analisis histérico de la
distribucion de las salamandras del “subgrupo lincolni” para Guatemala, pero haciendo énfasis
en los bosques nubosos. El segundo involucré la revisién, medicion y registro de coordenadas de
individuos del clado lincolni, localizados en colecciones de la Universidad del Valle de Guatemala
e individuos del Museo de la Universidad de Texas Arlington, para la generacion de mapas de
distribuciéon y poder generar las proyecciones en el tiempo, segun las variables climéticas. La
tercera consté del andlisis genético junto con la alineacién de secuencias genéticas vinculadas
con los genes ARN16s y CytB.

A. Sitios de estudio

1. Recoleccién de muestras de campo

El muestro de especies se realiz6 tanto en campo, como a través de visitas a colecciones y
revision bibliografica. El estudio enfoc6 el trabajo de campo en la regiéon de San Cristébal
Verapaz, Alta Verapaz, por ser un area poco estudiada y no contar con registros de
salamandras. Para lo cual se seleccioné la Finca Tzunuj, por poseer un remanente de bosque
nuboso y ser un buen macizo de bosque nuboso. Se encuentra cerca de la aldea el Chiborrén en
el municipio de San Cristdbal Verapaz en el departamento de Alta Verapaz. Posee una extension
aproximada de 670 hectéreas y un clima frio con temperaturas promedio de 16-23°C. Presenta
una altitud aproximada de 2000 msnm, precipitacion promedio anual 3250 mm, ademas hay
lluvia horizontal permanente en el area lo que mantiene su humedad (Ramirez, 1998). Esta finca
pertenece a la regiéon de Bosque Pluvial Montano Bajo Subtropical compuesta principalmente por
especies de bosque latifoliado, musgos y helechos (Ramirez, 1998). Dos de los muestreos se
realizaron durante la época seca en las fechas del 2-4 de marzo y del 6-9 de abril; el dltimo
muestreo se realizd en época lluviosa del 1-5 de junio del 2018. Se siguié la metodologia de

caminatas por encuentro visual (VES) (Crump y Scott, 1994)

Se encontraron salamandras en varios estadios, a la altura de la rodilla postradas sobre
helechos, de estas se eligieron dos para la identificacion morfolégica y posterior extraccién para

andlisis genético.

2. Recoleccién de datos de individuos almacenados
Se solicitdé permiso para la toma de datos a Colecciones Biol6gicas de la Universidad del
Valle de Guatemala y a la Universidad de Texas Arlington donde se almacenan individuos

guatemaltecos desde la década de los setenta.
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B. Sujetos de estudio

1. Individuos colectados

Se seleccionaron 2 individuos adultos, preferentemente del sexo masculino con un SVL
mayor a 5.5. Para la eutanasia se suministraron 3ml de lidocaina. Luego se extrajeron del lado
derecho abdominal, tejidos como higado, corazén y musculo. Se fijaron las salamandras para su

almacenaje con 2ml de formol 10% y luego se colocaron en frascos con etanol al 70%.

2. Muestras almacenadas

Para las salamandras del clado, especies Bolitoglossa lincolni, Bolitoglossa franklini y
Bolitoglossa meliana, se realizaron mediciones y toma de datos de ubicacion de colectas de
individuos de colecciones de UVG y del Museo de UTA. Se tomaran veinticinco medidas
universales con un vernier electrénico; distancia de la trompa a la cloaca (SVL), tamafio estandar
(SL), largo de la cola (TL), distancia de la trompa a la axila (SA), distancia axilar (AG), largo de
pierna delantera (FL), largo de pierna trasera (HLL), distancia de la trompa al saco gular (SG),
cantidad de surcos costales, surcos costales entre patas, ancho pectoral (PECW), ancho de pata
delantera derecha (HW), ancho de pata trasera derecha (FW), tamafio del tercer dedo de la pata
delantera derecha (LiiiF), tamafio del tercer dedo de la pata trasera derecha (LiiiT), tamafio del
quinto dedo de la pata trasera derecha (LvT), ancho del ojo (EW), ancho de cabeza (HW),
distancia entre ojos (DBE) , ancho de la glandula mental (LMG), distancia entre narina y ojo (EN),
distancia entre narinas (DN), dientes vomerianos derechos e izquierdos (VT), dientes maxilares

derechos e izquierdos (MT) y dientes premaxilares (PT).

3. Procesamiento de muestras para analisis de ADN
Se realizaron dos métodos de extraccion para tener respaldo de resultados y éxito en la

purificacion de las muestras.

a. Metodologia de extraccién de ADN segun Jain et al. (2007)
Extraccion de ADN

Se pesaron 250 mg de cada tejido de las salamandras de interés correspondientes,
Bolitoglossa sp. nov. 1 y Bolitoglossa sp. nov. 2. A esto se agregaron 500ul de buffer de lisis (50
mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 100 mM NaCl, 2% SDS y 150 pg/ml Proteinasa K).
Luego se llevé a incubacion (Incubadora: Boekel shake and bake) prolongada por 4 horas a
55°C, hasta desintegrar el tejido. Al obtener el tejido desintegrado, se centrifugd (Centrifuga:
Eppendorf 5415D) por 10 minutos a 14,000xg.

Al obtener el sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo agregando un volumen de fenol

saturado de TRIS agitando por inmersion para repetir la centrifugacion (10 min x 14,000xg).
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Luego de obtener el sobrenadante de ADN purificado con fenol se transfiere a un nuevo
tubo. Se agregé 1 volumen de Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) homogenizando por
inversion. Con lo que se prosiguié con otra centrifugacién a 14,000xg por 8 minutos para
transferir la fase acuosa a un nuevo tubo agregando 1 volumen de isopropanol y 1/20 de acetato
de sodio (3M, pH 5.5), luego se agitd por inmersion e incubd por 10 minutos a -20°C. Al finalizar

la incubacion centrifugar por 10 min (14,000xg).

Purificacion

Se descarta el sobrenadante de isopropanol y acetato de sodio y se lava el precipitado
con 300ul de EtOH70%. EIl precipitado con etanol se centrifugé por 5 minutos (14,000xg) para
luego descartarlo y secar el precipitado en papel secante. Por Gltimo, se disolvié el precipitado en
300ul de H20dd.

Cuantificacion de ADN

Para realizar la cuantificacion de ADN, se utilizé un espectrofotometro UV/Vis (eppendorf
Biophotometer plus). Utilizando un blanco dentro de la misma celda que las muestras para no
introducir mas error. Del cual se registraron datos de ADN/proteinas ng/ul (260/280) y ADN/
compuestos organicos ng/ul (260/230).

Integridad de ADN

Para la integridad del ADN, se realiz6 un gel de agarosa 1%, tefiido con GelRed 500x.

Se carg6 1ul-3ul de muestra dependiendo de la cuantificacion de cada una. (<300, 1ul) (>300,

3ul). Luego se dejo correr las muestras por 45 minutos a 90 voltios.

Realizar PCR (Marcador general)

Se elaboraron 10 tubos con master mix para el PCR utilizando los siguientes reactivos:
16.9ul H20, 2.5 ul Buffer (Con 0.15 mM de MgCI2), 1 pyl dNTPs, 1.7ul Forward Primer, 1.7pl
Reverse Primer, 0.2ul Taq. Posteriormente agregar a cada uno 1 ul de cada muestra de ADN,
dejando dos tubos para blanco y error, respectivamente.

Para la preparacion de las muestras de ADN para el andlisis de PCR, se elabor6é un programa
para termociclaje especifico para estos marcadores. Este consistié en llevar a cabo 37 ciclos
cada uno con cinco pasos:
1. 94°C por 2 minutos
94°C por 30 seg.
Tanning por 40 seg.
72°C por 1 min.
72°C por 10 min

o > w0 DN
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Se tomaron 25ul de cada muestra para termociclar. Posteriormente se elaboré un gel de
agarosa 1.5% tefiido con GelRed, y se cargd 1ul-3ul de cada muestra corriendo las muestras por
45 minutos a 90 voltios.

Realizacion de PCR (Marcadores especificos)

Se eligieron dos marcadores especificos, MVZ 117-98 y MVZ15Bol (Palumbi, 1996).
Para el marcador MVZ117 forward y 98 reverse para el marcador ARN16s (Palumbi et al., 2002)
se elaboraron diez tubos con master mix (10.08ul H20, 1.5 pl Buffer (Con 0.15 mM de MgClI2),
0.9 ul de MgCl2, 0.6 ul dNTPs, 0.6 ul Forward Primer, 0.6 ul Reverse Primer y 0.12 uyl Taq) para
el PCR.
Para el marcador MVZ15Bol forward y Plethl6SiR1 reverse (Rovito et al., 2013) para la

subunidad de citocromo b, se elaboraron diez tubos con master mix (10.98 pl H20, 1.5 pl Buffer
(Con 0.15 mM de MgClI2), 0.6 pl dNTPs, 0.6 yl Forward Primer, 0.6 ul Reverse Primer y 0.12 pl
Taq) para el PCR. Posteriormente a cada uno se le agregd 1 yl de cada muestra de ADN.,
exceptuando los ultimos dos tubos se utilizaron como blanco y error.

Para preparar las muestras de ADN para el andlisis de PCR, se elaboré un programa para
termociclaje especifico para estos marcadores. Este consistié en llevar a cabo 37 ciclos cada
uno con cinco pasos:

1. 94°C por 2 minutos
94°C por 30 seg.

Tanning por 40 seg a 53°C
72°C por 1 min.
72°C por 10 min

Se tomaron 25ul de cada muestra para termociclar. Posteriormente se elaboré un gel de

o M 0D

agarosa 1.5% tefiido con GelRed, y se carg6 1ul-3ul de cada muestra corriendo las muestras por

45 minutos a 90 voltios.

b. Extraccion de ADN con Kit DNeasy (QIAGEN, 2006)
Extraccion de ADN

Se realizaron cortes de tejido de 25mg para posterior almacenaje en tubos eppendorf de
1.5. Proceder a una lisis con nitrégeno liquido agregando 180 pl de buffer ATL, homogenizando
la muestra en Vortex. Se procede a la degradacion de proteinas agregando 20 pl de proteinasa
K, homogenizando la muestra para degradacién completa con Vortex. Luego se coloca en
incubacion a 56°C hasta que la lisis del tejido ocurra por completo (aproximadamente 6 horas),
mezclando ocasionalmente con vortex. Luego de la lisis completa se agrega 20 pl de buffer AL y

200 pl de etanol 96-100% homogenizando en vortex por 15 segundos.
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Luego se transfiere el contenido del tubo (incluyendo el precipitado) con ayuda de una
pipeta para la primera filtracién a la mini columna DNeasy colocada en el tubo de recoleccion de
2ml. Centrifugar a >6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto y descartar el sobrenadante. Para la
segunda filtracién se coloca un nuevo tubo de recoleccion en la columna y se agrega 500 pl de
buffer AW1, repitiendo centrifugacion y descarte, colocar nuevo tubo de recoleccién en la
columna y agregar 500 pl de buffer AW2 y centrifugar por 3 min a >20000 x g (14000 rpm) para
secar la membrana y descartar el sobrenadante. Se procede a la cuarta filtracién colocando una
nueva columna en el tubo de centrifugacion de 1.5 y agregar 200 ul de buffer AE directamente
en la membrana, proceder a incubacién por un minuto a temperatura ambiente y centrifugar por

1 minuto a >6000 x g (8000 rpm) para diluir.

Cuantificacién de ADN

Realizar la cuantificacién con 1 yl de ADN en Nanodrop.

Realizacion de PCR (Marcadores especificos)

Se eligieron dos marcadores especificos con primers MVZ 117-98 y MVZ15Bol (Palumbi,
1996), para ARN16s (Palumbi et al, 2002) y CytB (Moritz et al., 1992). Para el marcador MVZ117
forward y 98 (Palumbi, 1996), reverse para el marcador elaborando un méaster mix (100.8ul H20,
15 pl Buffer (Con 1.5 mM de MgCI2), 9 yl de MgCI2, 6 yl dNT, 6 uyl Forward Primer, 6 ul Reverse
Primer y 1.2 pl Taq) para el PCR.

Para el marcador MVZ15Bol forward y Pleth16SiR1 (Rovito et al., 2013) reverse para el
marcador de citocromo b elaboré un master mix (109.8 yl H20, 15 pl Buffer (Con 1.5 mM de
MgCI2), 6 pl dNT, 6 yl Forward Primer, 6 pl Reverse Primer y 1.2 pyl Taq) para el PCR
Esto se repartié en 10 tubos eppendorf de 0.5, realizando alicuotas de 24ul. Posteriormente a
cada uno se le agregd 1 pl de cada muestra de ADN., exceptuando los ultimos dos tubos que
fueron utilizados como blanco y error, respectivamente.

Para preparar las muestras de ADN para el andlisis de PCR, se elaboré un programa para
termociclaje especifico para estos marcadores. Este consistié en llevar a cabo 37 ciclos cada
uno con cinco pasos:

1. 94°C por 2 minutos

2. 94°C por 30 seg.

3. Tanning por 40 seg a 53°C

4. 72°C por 1 min.

5. 72°C por 10 min

Se tomaron 25ul de cada muestra para termociclar. Posteriormente se elaboré una
electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con GelRed, y se cargé 1ul-3ul de cada muestra.

Se corrieron las muestras por 45 minutos a 90 voltios.
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4. Secuenciacion

Para la secuenciacién se enviaron las muestras a Macrogen Korea, donde el procedimiento
consta el completar informacion sobre el experimento en las plantillas universales, adjuntadas en
Anexos y enviar muestra de ADN con 30-50ng de concentracién y 10 ul de muestra por reaccion,
en tubos rotulados apropiadamente y 10 pl de cada primer utilizado. Para garantizar una
concentracion adecuada se tomaron en cuenta los resultados de la electroforesis con bandas de
tamafios apropiados, almacenando finalmente los productos de PCR en buffer EDTA para evitar
una disolucion del ADN en agua o la adhesién de este a las paredes de los tubos. Se procedio a
enviarlos y se solicitdé una secuenciacion de tipo Sanger, que consiste en la replicacion de una
cadena de ADN incorporando un nucleétido sintético modificado llamado didesoxinucleétido
(ddNTP) que se caracteriza por la falta de un grupo hidroxilo en su carbono 3’ y de esta manera
el nucledtido termina la elongacion durante la replicacion de ADN. La reaccion se lleva a cabo
con El cuatro diferentes mezclas, cada una con varias copias de la cadena de ADN que se
secuenciara, también ADN polimerasa y los cebadores apropiados. Dependera del ddNTP
incorporado, el sitio donde se encontrara la adenina, guanina, citosina y timina donde se parara
la elongacion para que en la reaccién se generen fragmentos de ADN con diferentes longitudes,
la lectura la realizé una computadora que cuenta con un laser para leer la fluorescencia de los
marcadores conforma a las bases que emergen o se marcan en cada uno de los carriles de la
electroforesis (Solomon et al., 2013)

5. Elaboracion de dendrogramas
Se procede a una limpieza de las secuencias Sanger obtenidas de Macrogen Korea, con el

Software Sequencher DNA 5.4.6. donde se eliminaran picos atipicos y se alinearan las
secuencias a manera de obtener los ensamblajes adecuados. Se continGa descargando las
secuencias de las especies semejantes (Cuadro 3) tanto del marcador ARN16s o como
citocromo B, para alinearlas a la secuencia de la salamandra negra de Tzunuj en el software de
Mega 7. Al tener las secuencias alineadas se hace uso de la herramienta de creacién de
dendrogramas de tipo UPGMA, para la generacion de la historia evolutiva. Esta herramienta
agrupara a las salamandras con menos variaciones alélicas dentro de sus secuencias, dando

como resultado los posibles clados.

6. Generacién de andlisis de componentes principales y andlisis de escalado
multidimensional no métrico
Al obtener el clado mas semejante a la salamandra negra de Tzunuj, se realizaron las
mediciones morfoldgicas, las cuales se analizaron a manera de diferenciar dentro del clado. Los

andlisis estadisticos para el conocimiento de la distribucion de las variables morfolégicas de las
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salamandras del clado lincolni, se realizaron con un andlisis de componentes principales para el
agrupamiento de las variables en elipses acorde a la semejanza de las variables. Esto se realizé
en Rstudio (Version 1.2.5019) con los paquetes de “vegan”, “FactomineR”, “stats” “Factoextra” e
“ISRL". El PCA, fue luego apoyado por un andlisis de escalado multidimensional no métrico para
soportar la diferenciacion de las variables sin omitir los factores nulos y ajustando o “escalando”
los valores colapsando la informacion en diferentes dimensiones. Se hizo con los mismos

paquetes. Script en Anexos.

7. Elaboracién de arboles filogenéticos

Luego de tener los dendrogramas para la ubicacién de la salamandra negra de Tzunuj
dentro del clado y las mediciones respectivas, se procede a la generacién de los arboles
filogenéticos, para situar la distancia evolutiva de cada una de las salamandras del clado. Esto
se lleva a cabo con el software de Mega 7, donde se hace uso de la herramienta de filogenia y
se selecciona el método de maxima verosimilitud. Con un analisis de reconstruccién de filogenia
se prueba con el método de “Bootstrap” con 500 replicaciones con modelo de sustitucion de
nucledtidos con patrones de Gamma distribuido en cinco categorias discretas y con el método
heuristico de sustitucion del vecino mas cercano (Nearest-Neighbor-Interchange, NNI). Para
finalmente buscar una matriz por pares estimados de méxima verosimilitud (MCL) para finalizar

con la topologia con un valor de probabilidad de registro superior.

8. Construcciéon de mapas

La elaboracién de los mapas involucré dos partes, la elaboracién de los mapas histéricos y la
generacion de mapas de proyecciones, basado en variables climaticas para conocimiento de
futuras areas de migracion o de distribucién de las poblaciones de salamandras del grupo con el
escenario de CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical). Esto consté de la obtencion de
las coordenadas de la base de datos de GBIF (Global Biodiversity Information Facility) y el
registro de los datos del centro de investigaciones de reptiles y anfibios de la Universidad de
Arlington, Texas, la coleccion de vertebrados de la Universidad del Valle de Guatemala, datos
del Museo de vertebrados de la Universidad de California Berkeley y el Museo de vertebrados de
la Universidad de Michigan. Estos fueron condensados en una Unica base de datos para luego
poder ser ingresados al mapa mediante ArcGis y las proyecciones dentro de la plataforma de
MAXENT.
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VII. RESULTADOS

Cuadro 1. BLAST de Bolitoglossa sp. Novl

Especie Descripcion Acceso Porcentaje de semejanza
Bolitoglossa lincolni  16s ARN ribosomal MK165223.1 96.09%
Bolitoglossa franklini  16s ARN ribosomal MK165224.1 95.90%
Bolitoglossa lincolni  16s ARN ribosomal MK165222.1 95.90%
Bolitoglossa lincolni  16s ARN ribosomal AY526148.1 95.90%
Bolitoglossa franklini  16s ARN ribosomal AY526147.1 95.71%

En el Cuadro 1 presenta las cinco especies con maxima similitud a la secuencia de

Bolitoglossa sp nov. 1 de las secuencias de las bases de datos identificadas por BLAST,

con el porcentaje de semejanza que indica la coincidencia de la secuencia de interés

con las bases nitrogenadas de las secuencias de comparacion.

Cuadro 2. BLAST de Bolitoglossa sp. Nov2

Especie Descripcion Acceso Porcentaje de semejanza
Bolitoglossa lincolni  16s ARN ribosomal MK165223.1 96.15%
Bolitoglossa franklini  16s ARN ribosomal MK165224.1 95.93%
Bolitoglossa lincolni  16s ARN ribosomal MK165222.1 95.93%
Bolitoglossa lincolni  16s ARN ribosomal AY526148.1 95.93%
Bolitoglossa franklini  16s ARN ribosomal AY526147.1 95.52%

En el Cuadro 2 presenta las cinco especies con maxima similitud a la secuencia de

Bolitoglossa sp nov. 2 de las secuencias de las bases de datos identificadas por BLAST,

con el porcentaje de semejanza que indica la coincidencia de la secuencia de interés

con las bases nitrogenadas de las secuencias de comparacion.
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Cuadro 3. Informacion para especimenes de Bolitoglossa de GenBank y sus vauchers

utilizados para los analisis filogenéticos.

Especie Vaucher Pais ARN16s CytB
Bolitoglossa carri USNM Honduras AY526138 AY526175
523276
Bolitoglossa cataguana UF 51786 Honduras KJ628089 KJ628090
Bolitoglossa celaque SMF 78087 Honduras AY526140 AY526177
Bolitoglossa conanti MVZ 257800  Guatemala GU725445 GU725458
Bolitoglossa cuchumatana MVZ 252541  Guatemala GU725454 GU725467
Bolitoglossa decora USNM Honduras AY526143 AY526180
497533
Bolitoglossa diaphora MVZ 263440  Honduras GU725447 GU725460
Bolitoglossa dunni MVZ 263454  Honduras GU725446 GU725459
Bolitoglossa engelharti MVZ 251495  Guatemala GU725448 GU725461
Bolitoglossa eremia UTA A-58429 Guatemala - HQ009992
Bolitoglossa flavimembris MVZ 177786 México GU725449 GU725462
Bolitoglossa franklini MVZ 185991 México AY526147 AY526184
Bolitoglossa franklini UTA A-58687 Guatemala - HQO010016
Bolitoglossa heriroreias MVZ 233028 El Salvador AY526154 AY526191
Bolitoglossa helmrichi MVZ 257804  Guatemala GU725450 GU725463
Bolitoglossa UTA A-58565 Guatemala - HQ010020
kagchikelorum
Bolitoglossa lincolni MVZ 263475  Guatemala GU725451 GU725464
Bolitoglossa longissima USNM Honduras AY526149 AY526186
523285
Bolitoglossa meliana MVZ 265621 Guatemala KJ175100 KJ175105
Bolitoglossa mexicana MVZ 176838 México GU725457 GU725470
Bolitoglossa morio MVZ 257825  Guatemala GU725452 GU725465
Bolitoglossa morio MVZ 251466  Guatemala KJ175098 KJ175106
Bolitoglossa oresbia USNM Honduras KJ175098 KJ175106
579667
Bolitoglossa porrasorum MVZ 225852  Honduras AY526151 AY526193
Bolitoglossa rostrata MVZ 263517  Guatemala GU725453 GU725466
Bolitoglossa rostrata MVZ 251521  Guatemala KJ175099 KJ175107
Bolitoglossa suchitanensis UTA A-58422  Guatemala - HQ010001
Bolitoglossa synoria SMF 78084 Honduras AY526156 AY526193
Bolitoglossa tenebrosa MVZ 264289  Guatemala KJ175103 KJ175110

26



Especie Vaucher Pais ARN16s CytB

Bolitoglossa tenebrosa MVZ 265504  Guatemala KJ175102 KJ175109
Bolitoglossa tenebrosa MVZ 169038  Guatemala KJ175104 -
Bolitoglossa tenebrosa UTA A-58565 Guatemala - HG010004
Bolitoglossa zacapensis MVZ 257803  Guatemala GU725455 GU725468
Bolitoglossa zacapensis MVZ 257805  Guatemala GU725456 GU725469

El Cuadro 3 presenta las especies utilizadas para el analisis filogenético con su cddigo
de acceso de GenBank para los genes ARN16s y CytB. Los niumeros de acceso de
GenBank son de Parra-Olea et al. (2004), Rovito y Vazquez-Almazan (2010), Vazquez-
Almazan y Rovito (2014) y Campbell et al. (2010).

Cuadro 4. Tamario de la muestra

Toma de medidas Coordenadas  Secuencias Secuencias

de distribucion ARN16s CytB
Bolitoglossa lincolni 30 782 1 6
Bolitoglossa franklini 13 3031 1 2
Bolitoglossa meliana 30 215 1 1
Bolitoglossa sp. Nov. 3 26 2 2

El tamafio de las muestras para cada metodologia se encuentra resumido en el Cuadro 4,
presentando la cantidad de individuos con los que se contaba para cada procedimiento. Para la
toma de medidas, la mayoria de los individuos fueron adquiridos del Centro de Investigaciones
de anfibios y reptiles de la Universidad de Texas, Arlington; luego las coordenadas, se tomaron
en cuenta de la plataforma GBIF y del museo de UTA, el museo de la Universidad de Berkeley
California y de la Universidad de Michigan. Finalmente, la cantidad de secuencias obtenidas de

la plataforma de GenBank para la comparacion filogenética.
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KIHTOIO1. Bologssaarssi Figura 12. Relaciones evolutivas de taxones
segun el fragmento ARN16s

GUT25248 Boitoglossa flavmembris

La historia evolutiva se infiere utilizando el
método UPGMA (Sneath, 1973). Se
muestra el arbol 6ptimo con la suma de la
longitud de la rama = 0.51253969. EIl
4{ “ porcentaje de arboles replicados en los que

AY520133. Boltoglossa cari

Boltogloz=a sp. novl

. I los taxones asociados se agruparon con
500 repeticiones (Falsenstein, 1985). Las longitudes de cada rama

e s se encuentran en las mismas unidades que las distancias

[ s s evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias
evolutivas se calcularon utilizando el método de la distancia p (Nei,

. 2000) y estan en las unidades del nimero de diferencias de base
M - _ por sitio. Este analisis incluyé 31 secuencias de nucleétidos. Se

s

eliminaron todas las posiciones ambiguas para cada par de

secuencias. Hubo un total de 508 posiciones en el conjunto de

GUT25453 Boitoglossa rosrata

datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA X
KJ1 75095, Boliloglossa rostrata. (Kumar, 2016)

m

GU725457 Boitoglossa mexicans

R L ]
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HQO10016. Boltoglossa franklini
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AY526184. Boltoglossa franklini

HQO010003. Boltoglossa lincolni

HQ010008. Bolitoglossa lincolni

100
— HQO010007. Bolitoglossa lincolni

49 [ HQO10006. Bolitoglossa lincolni

40

A‘ HQO010019. Bolitoglossa lincolni

63

[ AY526185. Bolitoglossa lincolni

Figura 13. Relaciones evolutivas de taxones segun el fragmento CytB

La historia evolutiva se infiere utilizando el método UPGMA (Sneath,
1973). Se muestra el &rbol éptimo con la suma de la longitud de la rama
= 1.24774340. El porcentaje de arboles replicados de los taxones
asociados se agruparon segun 500 repeticiones (Falsenstein, 1985).
Las longitudes de cada rama se encuentran en las mismas unidades
que las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético.
Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de la
distancia p (Nei, 2000) y estdn en las unidades del ndmero de
diferencias de base por sitio. Este analisis incluyé 31 secuencias de
nucledtidos. Se eliminaron todas las posiciones ambiguas para cada par
de secuencias. Hubo un total de 508 posiciones en el conjunto de datos

final. Los andlisis evolutivos se realizaron en MEGA X (Kumar, 2016).
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Cuadro 5. Comparacién de patas delanteras derechas de salamandras del clado lincolni

En el Cuadro 4 se presentan fotografias de las patas delanteras derechas de las tres
salamandras pertenecientes al clado lincolni (Wake y Lynch, 1976) y la salamandra negra de
Tzunuj. Donde A. Pata delantera de Bolitoglossa franklini A-48520, B. Pata delantera de
Bolitoglossa lincolni A-51447, C. Pata delantera de Bolitoglossa meliana A-38609 y D. Pata

delantera de Bolitoglossa sp. Nov.
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Cuadro 6. Comparacién de patas traseras derechas de salamandras del clado lincolni

e
=

R
peen
S
e

En el Cuadro 5 se presentan fotografias de las patas traseras derechas de las tres salamandras
pertenecientes al clado lincolni (Wake y Lynch, 1976) y la salamandra negra de Tzunuj. Donde
A. Pata trasera de Bolitoglossa franklini A-18233, B. Pata trasera de Bolitoglossa lincolni A-
51447, C. Pata trasera de Bolitoglossa meliana A-58565 y D. Pata trasera de Bolitoglossa sp.
Nov.
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Cuadro 7. Comparacion vista ventral de cabeza y seccidon gular de salamandras del clado

lincolni

En el Cuadro 7 se presentan fotografias de la vista ventral de cabeza y seccion gular de las tres
salamandras pertenecientes al clado lincolni (Wake y Lynch, 1976) y la salamandra negra de
Tzunuj. Donde A. Vista ventral de cabeza y seccién gular de Bolitoglossa franklini A-18233, B.
Vista ventral de cabeza y seccidén gular de Bolitoglossa lincolni A-51499, C. Vista ventral de
cabeza y seccion gular de Bolitoglossa meliana A-58565 y D. Vista ventral de cabeza y seccion
gular de Bolitoglossa sp. Nov.
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Cuadro 8. Andlisis de componentes principales de Bolitoglossa meliana, Bolitoglossa

franklini, Bolitoglossa lincolni y Bolitoglossa sp. Nov.

PC1 PC2 PC3 PC4
Desviacion estandar 32.0572 13.0119 7.19102 4.20764
0.43930
Proporcidn de varianza 0.8061 0.1328 0.04056 0.01389
0.00015
Proporcién Cumulativa 0.8061 0.9389 0.97945 0.99334
0.99925

El andlisis de componentes principales consta del ajuste de las variables medidas en
direccién en la varianza mayor, llevandolas a la misma escala elevada al cuadrado. Por
ende, se obtienen veinticinco PCA ajustados que explican a distintos niveles como
agrupan las variables. El Cuadro 7 explica la diferenciacion de las variables con una

proporcion >70% para el ajuste con PC1y el PC2.

pPC2

-40
|

-50 0 50 100

PC1

Figura 13. Andlisis de componentes principales (PCA)

La Figura 13 presenta las veinticinco medidas de las salamandras agrupadas por especies, las
elipses del PCA agrupan todas las variables, limitando una diferenciacién, exceptuando

Bolitoglossa sp. Nov. Que se encuentra un poco mas alejada de las demas.
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Figura 14. Andlisis de escalado multidimensional no métrico (NMDS)

Se realiza un NMDS con el fin de diferenciar mas las variables entre las especies ya
gue, el escalado multidimensional, permite colapsar informacion en mdltiples
dimensiones en solo unas pocas, para que puedan ser visualizadas e interpretadas de
mejor manera. EI NMDS hace uno de érdenes de rango y por lo tanto es mas flexible
para el tipo de datos, que son las medidas de la salamandra. En la Figura 13 el NMDS
indica que Bolitoglossa lincolni y Bolitoglossa meliana cuentan con caracteristicas
morfoldgicas poco diferenciables, mientras que Bolitoglossa franklini varia de estas por
los dientes vomerianos y Bolitoglossa sp. Nov, por mas variables separandose por casi -
0.02, diferenciandose en cantidad de dientes premaxilares, dientes vomerianos,

maxilares y tamafios de cola.
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Figura 15. Andlisis evolutivo por método de maxima

verosimilitud para gen ARN16s

GUT25448. Boltoglossa flavimembris

| s s oo La historia evolutiva se infirio utilizando el método de maxima
: erosimilitud y el modelo Tamura-Nei (1993). Se muestra el arbol

KJ175098. Bolitogiossa merio

7 con la mayor probabilidad de registro (-2265.81). El porcentaje de

asociacion de arboles en que los taxones se agrupan se muestra

” junto a las ramas. Los arboles iniciales para la busqueda heuristica

otttoss 5 or 11 se obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos de union de

vecinos y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas

Boltoglossa sp. novt

- utilizando el enfoque de maxima verosimilitud compuesta (MCL), y

luego seleccionando la topologia con un valor de probabilidad de

[“"“"E“'“g'““““‘””‘"‘ registro superior. Se utilizé una distribucion Gamma discreta para
P — modelar las diferencias de velocidad evolutiva entre los sitios (5
categorias (+ G, parametro = 0.1901)). Este andlisis incluyé 31

GUT25453. Bolitoglossa rostrata
secuencias de nucleétidos. Hubo un total de 508 posiciones en el

KJ175099. Bollogiossa rostrala

conjunto de datos final. Los andlisis evolutivos se realizaron en
GUT25448. Balagloss2 engelhardi M EGA X (Ku mar, 2018)

GUT25455. Boliloglossa sp. SMR-2010
4{,, * ) i
Bolitoglossa meliana

a0
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lﬂ—rmzemz. Bolitoglossa dunni método de maxima verosimilitud para gen
100 HQO010011. Bolitoglossa dunni

99 ’—AY526192. Bolitoglossa sp. Cth
HQ010010. Bolitoglossa heiroreias
88 AY526193. Bolitoglossa synoria La historia evolutiva se infiri6 utilizando el método
7(_7(”526”7‘ Bolitoglossa celague de méaxima verosimilitud basado en el modelo
98 AY526178. Bolitoglossa celaque
AY526180. Bolitoglossa decora Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993). Se muestra el

AY526188. Bolitoglossa porrasorum arbol con la mayor probabilidad de registro (-

AY526186. Bolitoglossa longissima .
o7 AY526189. Bolitoglossa rostrita 15634.65). Se presenta el porcentaje de

—‘77 LAYS2619°-B°"‘°9'°SS ostala  gsociacion de taxones junto a las ramas. Se
% AY691755. Bolitoglossa helmrichi

AF212987. Bolitoglossa engelhardti aplicaron los algoritmos de unién de vecinos y Bio

% ——Boitogossasp.nov1 | NJ para busqueda heuristica a una matriz de
99 r AY526184. Bolitoglossa franklini

o ﬂHQOlOOl&Bonmglossaﬁank"ni distancias por pares estimadas utilizando el

o 41| HQ010003. Bolitoglossa lincolni L enfoque de maxima verosimilitud compuesta

HQO010008. Bolitoglossa lincolni
51AY526185. Bolitoglossa lincolni
HQ010019. Bolitoglossa lincolni valor de probabilidad de registro superior. Se

19 [~ HQ010006. Bolitoglossa lincolni
HQO010007. Bolitoglossa lincolni
|AF212988. Bolitoglossa dofleini modelar las diferencias de velocidad evolutiva

(MCL), y luego seleccionando la topologia con un
96

utilizé6 una distribucion Gamma discreta para

100 L—— HQD10015. Bolitoglossa dofleini . . .
Q olioglossa e entre los sitios (5 categorias (+ G, parametro =

0080 0.3192)). El analisis incluyé 47 secuencias de

nucledtidos. Hubo un total de 563 posiciones en | conjunto de datos final. Los andlisis evolutivos se
realizaron en MEGA7 (Kumar et al., 2016).

Bolitoglossa meliana
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Proyeccién de distribucion de subgrupo lincolni con variables
climaticas de precipitacion, elevacién y temperatura actuales
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Figura 17. Mapa de patrones de distribucion del subgrupo lincolni con variables climaticas del afio
2019
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Proyeccién de distribucion de subgrupo lincolni con variables
climaticas de precipitacion, elevacion y temperatura del Holoceno
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Figura 18. Mapa de patrones de distribucién del subgrupo lincolni con variables climaticas del

Holoceno
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Proyeccion de distribucion de salamandras con variables climaticas
de precipitacion, elevacion y temperatura para el 2030
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Figura 19. Mapa de patrones de distribucion del subgrupo lincolni con variables climaticas para el
afio 2030
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Proyeccién de distribucion de subgrupo lincolni con variables
climaticas de precipitacion, elevacion y temperatura para el 2050
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Figura 20. Mapa de patrones de distribucion del subgrupo lincolni con variables climaticas para el
afio 2050
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Proyeccién de distribucion de subgrupo lincolni con variables
climaticas de precipitacion, elevacion y temperatura para el 2070
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Figura 21. Mapa de patrones de distribucion del subgrupo lincolni con variables climaticas para el
afio 2070
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VIIl.  DISCUSION DE RESULTADOS

La hipétesis planteada sobre que el aislamiento filogeogréfico propicia la presencia de una
especie nueva de salamandra del subgénero Magnadigita en el clado del subgrupo lincolni, fue
probada mediante un andlisis genético del clado de salamandras evaluando dos genes, el
ARN16s y el citocromo b; un analisis morfolégico con mediciéon de veinticinco variables de 4
especies y un analisis filogeografico para ver patrones de aislamiento y distribucion histérica.
Para cumplir con el fin dltimo de explicar la variacion de caracteristicas morfométricas de la
poblacion de salamandras negras presentes en la finca Tzunuj, San Cristébal, Alta Verapaz y la
recopilacién de patrones histdricos de aislamiento de las salamandras del clado lincolni.

A. Comparacion y revision taxonémica

Los especimenes de salamandra del género Bolitoglossa del area de San Crist6bal, Alta
Verapaz diferian de los especimenes de las localidades mas cercanas. A pesar de que la
especie no fue descubierta hasta 2018, la existencia de méas especies de Bolitoglossa
(Magnadigita) en la Sierra Chuacus fue anticipada por Stuart (1943). Se descarto la coincidencia
con las poblaciones de salamandras simpatricas por una rdpida comparacién y facil
diferenciacion, ya que en Tzunuj se encuentran, Bolitoglossa helmrichi, Cryptotriton veraepacis y
Nyctanolis pernix (Ramirez, 1998; Pineda-Schwarz et al., 2018). Al analizar la coloracién, se
observd que las posibles salamandras cercanas fueran Bolitoglossa meliana y Bolitoglossa
tenebrosa, por ser negras y de un tamafo considerablemente grande (SVL: 50-70cm). Aparte de
los patrones de distribucién, que es totalmente posible que el bosque nuboso que cubre toda la
Sierra Chuacus y de las Minas encajara con este esquema (grupo de especies Bolitoglossa
meliana, Bolitoglossa lincolni y Bolitoglossa tenebrosa).

B. Analisis genético

Con los resultados de la variacion de la coloracion se procedié a un analisis genético para
la localizacion de la salamandra dentro de la filogenia. Se evaluaron dos genes mitocondriales
ARN16s y Citocromo B. Se hace uso del gen ARN16s por ser altamente conservado, teniendo
bajas tasas de evolucién, lo que permite facilmente hacer una reconstruccién de una filogenia, a
cambio el gen de citocromo B ayuda para la determinacion de las relaciones filogenéticas entre
organismos sobre la base de la variabilidad de su secuencia (Woose y Fox, 1997; Guo et al.,
2012); siendo ambos muy buenos candidatos para la identificacion de una nueva especie por
tener la distribucién y variabilidad adecuada para poder ser utilizados como marcadores (Koonin,
2003). Los resultados del analisis genético sittan a la nueva salamandra negra muy relacionada
al clado del grupo lincolni cumpliendo con el mayor porcentaje de semejanza del BLAST

(Cuadros 1 y 2) para el gen ARN16s luego de la determinacién de la distancia filogénica por
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comparacion de genomas, que consta de una comparacion global mediante alineamiento local
(Chun y Rainey, 2014). Esto indica que la salamandra negra de Tzunuj pertenece al grupo o es
un taxén hermano de Bolitoglossa lincolni, Bolitoglossa franklini y Bolitoglossa meliana (Wake,
1982). Por ende, es necesario construir dendrogramas y arboles filogenéticos, que indica el
acoplamiento al clado por el porcentaje de semejanza de >95% lo cual, diferencia lo suficiente
las secuencias para explicar las variaciones morfoldgicas y descartar que pertenezca a una
especie ya existente (Kim et al., 2014). Esto es resultado de la diferenciacion alélica, porque al
tener un porcentaje mayor al 92% se evidencia que la variacién de la secuencia no se debe
Unicamente a un evento aislado, sino a una mutaciéon recurrente que sera dada en las

generaciones.
C. Construccién de dendrogramas

Por ende, con los porcentajes de semejanza se procedid a la construccion de un
dendrograma para confirmar la pertenencia de la salamandra negra de Tzunuj al clado. Esta se
infiere utilizando el método de UPGMA (Sneath, 1973), ideal para la construccion de arboles
filogenéticos cuando las tasas de evolucion son aproximadamente constantes entre los distintos
linajes. El proposito del método es hacer uso del numero de sustituciones observadas de
nucleétidos o aminoéacidos, empleando un algoritmo de agrupamiento secuencial que ordena de
manera gradual las relaciones topolégicas. Inicialmente se evallan las unidades taxondmicas
operativas (OTU), es decir los nédulos terminales de los que se deriva el arbol (WeiR y Goker,
2011). Lo primero es evaluar las OTU mas similares y luego se van tratando como Unicas hasta
derivar por completo las secuencias de las especies evaluadas (Cuadro 3). Con esto se obtienen
los dos dendrogramas, para el gen ARN16s (Figura 12) se muestra una suma de la longitud de
rama de 0.51253969, mientras que para citocromo B (Figura 13) la longitud de la rama es de
1.24774340, lo que indica el tiempo evolutivo de separacion. Estas relaciones filogenéticas
permiten identificar con que especies comparar, sin embargo, no explican la filogenia ni la
historia evolutiva ya que, es Unicamente un ordenamiento por semejanza de las secuencias, lo
gue mas adelante se busca explicar con mediciéon de las variantes morfoldgicas y con arboles

filogenéticos.
D. Medicién y evaluacion de variables morfolégicas

En este estudio, se midieron veinticinco variables morfoldgicas de las salamandras
pertenecientes al subgrupo lincolni segiin Wake y Lynch (1976). Por la ausencia de normalidad
de los datos, se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA), una prueba multivariada
gue consta de un ajuste de las variables en direccion a la varianza mayor para tenerlas a todas
en la misma escala (Head, 2007). El analisis de componentes principales basado en los residuos

de todas las variables es explicado por el PC1 y PC2 (Cuadro 7), indicando que el ajuste a la
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primera y segunda variable explican la variacién para las cuatro especies del clado, incluyendo la
no descrita de Bolitoglossa (Figura 13). Sin embargo, existe la limitante de valores nulos dentro
del PCA, porque no puede ajustar los valores a estas variables y por lo tanto aglomera el resto
de los datos presentando que no existe una variacion significativa entre las especies (Figura 13)
a pesar del alto porcentaje de varianza. Esto lleva a un andlisis donde la distancia, no sea
afectada por los valores nulos, por lo que se elige un andlisis de escalado multidimensional no
métrico (NMDS) porque, puede elegir cualquier matriz de similitud. En el NMDS (Figura 14) se
tienen las variables condensadas, con los érdenes de rango, es decir con una direccionalidad
hacia la variable con mayor diferenciacién. Por ende, puede interpretarse que la diferenciacion
de las especies del clado se atribuye a las variables de dientes maxilares (MT), dientes
vomerianos (VT), largo de la cola (TL) y dientes premaxilares (PT) y algunas que pueden dar
informacion son la cantidad de surcos intercostales (Costal grooves) y la cantidad de surcos
entre patas (limb Interval). EI NMDS 1 se correlaciona positivamente con los conteos de dientes
premaxilares, cantidad de surcos entre patas y cantidad de surcos intercostales; a diferencia de
la correlacién negativa con el tamafio de las colas (-0.03) y cantidad de dientes maxilares (-0.01)
gue indica la mayor diferenciacién entre la especie de Bolitoglossa no descrita. Los individuos de
B. meliana y B. lincolni, presentan los valores menos variados de NMDS1 y NMDS2, lo que
indica que las morfometrias no varian mucho, siendo las dos especies mas semejantes
morfolégicamente del clado. Los valores negativos en el NMDS2 de Bolitoglossa sp. Nov.
evidencian que tienen colas de menor tamafio y una menor cantidad de dientes maxilares, en
comparacion a B. meliana y a B. lincolni. A cambio de Bolitoglossa franklini presenta una mayor
cantidad de dientes maxilares por el valor positivo de NMSD1 y mayor cantidad de dientes

vomerianos en comparacion a las otras tres especies.

En cuanto a variables de tamafio de las patas y largos de los dedos no se presenta mayor
variacién para las cuatro especies, sin embargo, por observacién, las variaciones que estas
presentan no pueden ser medidas y se muestran en imagenes, para las patas delanteras
(Cuadro 4) se observa una palma con mayor tejido para Bolitoglossa franklini y B. lincolni, dedos
redondeados para B. meliana, B. franklini y B. lincolni, dejando a un lado las caracteristica de la
salamandra negra de Tzunuj de tener poco tejido y puntas de los dedos completamente chatos
(Cuadro 4. D.). Esta variacion se presenta también en las patas traseras (Cuadro 5.) donde la
pata de Bolitoglossa sp. Nov. Presenta puntas de dedos completamente chatos y minimo tejido
en la planta. Se hipotetiza que la variacion en la cantidad de tejido de la pata se atribuya al
habitat donde se desarrollan, presentando para la salamandra negra de Tzunuj, predominancia
en helechos a una altura aproximada de un metro, mientras que las demas suelen tener habitats
mas altos por lo que necesitarian una mayor adhesion a los sustratos, requiriendo de mayor
tejido para mejor agarre (Rovito y Vazquez-Almazan, 2010; Vazquez-Almazan y Rovito, 2014;

Wake, 1982). Una variacion evidente a observacion es la forma de las cabezas (Cuadro 6.),
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revelando la trompa chata de la salamandra negra de Tzunuj tanto en machos como hembras,
en comparacion a las trompas de Bolitoglossa meliana, Bolitoglossa franklini y Bolitoglossa
lincolni que presentan trompas totalmente redondeadas. Esta caracteristica puede ser atribuida a
patrones de alimentacién o al comportamiento sexual de la especie, que requiere de una

investigacion mas profunda.

E. Generacion de arboles filogenéticos

Con las caracteristicas morfologicas evaluadas, se procede a analizar las secuencias para
generar un arbol filogenético per se, que pueda establecer la historia evolutiva de las
salamandras del grupo lincolni. Se generd un arbol para cada gen evaluado ARN16s y citocromo
B, con el método de méaxima verosimilitud y el modelo de Tamura-Nei (1993). Con esto se busca
identificar la topologia que exprese con mayor probabilidad los cambios en los nucleétidos que
se observan en las secuencias analizadas (OTU’s). Ambos arboles se realizaron con 500
replicaciones. Para el arbol del gen ARN16s comparado a 31 secuencias de especies de
salamandras pertenecientes al grupo Magnadigita (Figura 26) se puede inferir que la salamandra
negra de Tzunuj si pertenece al clado del grupo lincolni teniendo una distancia de porcentaje de
asociacion de 100, luego de las 500 repeticiones, pero con la suficiente confianza para indicar
una total variacion tanto a Bolitoglossa lincolni y Bolitoglossa franklini reafirmando la informacién
gue provee el dendrograma y las variantes morfolégicas. Sin embargo, la secuenciacién varia
con la sugerencia de Wake y Lynch (1976), sobre la pertenencia de Bolitoglossa meliana

relacionandola mayormente con la salamandra Bolitoglossa tenebrosa K J175104.

Para la evaluacion filogenética del gen mitocondrial citocromo B (Figura 16), se realiza un
arbol con el mismo procedimiento y modelo del arbol filogenético del ARN16s, sin embargo, para
este existe una mayor cantidad de secuencias de especies del grupo Magnadigita lo que permite
comparar la secuencia de Bolitoglossa sp. Nov, con 47 diferentes secuencias. Con este gen se
tiene la caracteristica de dar informacién de la sustitucién de nucleétidos que se causa por
evolucién y tiende a tener un mejor criterio de discriminacién entre vertebrados estrechamente
relacionados (Guo et al., 2012) y al tener mas especimenes secuenciados del clado, se puede
dar una mejor conclusion al respecto de la historia evolutiva de la salamandra negra de Tzunuj.
Entonces se infiere que la agrupacion y los niveles de confianza para el gen de citocromo B son
mas concretos y estos indican que Bolitoglossa sp. Nov. se encuentra altamente diferenciada de
las demas especies del clado. Aparte se localiza en el nodo de separacion del clado con un 33%
de asociacion, indicando que podria ser el ancestro de Bolitoglossa lincolni y Bolitoglossa
franklini. El &rbol para el gen CytB, presenta la misma diferenciacion para Bolitoglossa meliana y

la separa totalmente del clado a pesar de la similitud morfoldgica.
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F.  Mapas potenciales de distribucién

Luego de confirmar la novedad de la salamandra negra de Tzunuj mediante datos
genéticos y mediciones morfologicas y establecer la diferenciacién con su clado, se procede a la
generacion de mapas de distribucion potencial para el conocimiento de patrones histéricos de
distribucion y colonizacion. En la Figura 17, se observa la distribucion actual (2019) con patrones
de variables climaticas, del clado del subgrupo lincolni segin Wake y Lynch (1976). Esto indica
gue las cuatro especies de salamandra se encuentran distribuidas en ambientes con elevacion
mayor a 1800msnm, precipitacion media o elevada (INSIVUMEH, 2019) y temperatura entre 15-
25°C. Los patrones histéricos del mioceno fueron propuestos por Wake (1982) pero establece
que existe dificultad para conocer el estado sisteméatico de las poblaciones ya que, pudo haber
existido una hibridacién entre las poblaciones previamente aisladas (Wake et al., 1981). Esto se
puede respaldar por la alta similitud y el poco porcentaje de variacién entre las especies de B.
franklini y B. lincolni presentadas en el arbol filogenético de el gen citocromo B (Figura 16). Se
infiere la probabilidad de la colonizacion del grupo franklini desde la vertiente Pacifica de
Chiapas y los Cuchumatanes, que puede ser apoyado por las caracteristicas climaticas y
geoldgicas del Holoceno (Figura 18) que el area de los Cuchumatanes funcionaria como puente

para la distribucién actual.
G. Consideraciones finales

Es muy probable que desde la Hipétesis planteada por Wake et al. (1981), que la
coloracion negra sin rasgos distintivos de B. meliana fuera el primer brote para el stock ancestral
que diera origen a el grupo lincolni, haya cambiado o se haya separado desde antes, dando
origen a la salamandra negra de Tzunuj que genéticamente esta relacionada de una manera
mas estrecha con el grupo lincolni, mientras que B. meliana ya se encuentra mas diferenciada.
Por lo tanto, se puede proponer una nueva Hipoétesis donde las poblaciones ancestrales del
grupo lincolni se hayan separado desde antes en dos poblaciones de salamandras negras
aisladas o que haya ocurrido algin evento como la barrera biogeografica del Valle de Salama y
Cobén. La barrera estaria dada entre la Sierra de las Minas y la montafia de Pamac y Tzunuj o
gue algun evento como la Ultima glaciacién separara a la poblacion generando la alopatria del
clado desde mucho antes, teniendo mayor tiempo para diferenciacién genética para Bolitoglossa
meliana. Esto indicaria que el patrén de color primitivo sea el negro y de este se derivaran los
colores rojo y negro de las poblaciones de B. lincolni siendo este el ancestral a los patrones
plateados y bronces de las salamandras de la vertiente Pacifica de montafias mas jovenes (B.

franklini).

Para conocer a futuro como seran los patrones de migracién o patrones de distribucion, se

proponen tres proyecciones climaticas, para el 2030 (Figura 19), el 2050 (Figura 20) y el 2070
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(Figura 21). El 2030, indica que las variantes climaticas cambiaran aumentando temperatura y
reduciendo precipitacion, lo que limitaria la distribucién de las salamandras evitando intercambio
genético y generando islas o un aislamiento mas marcado para las poblaciones, principalmente
de la salamandra de Tzunuj y las poblaciones de lincolni en Quiché y Huehuetenango. Para el
2050 estas variables se ven alin mas afectadas restringiendo mas el area de distribucion. Sin
embargo, para el 2070, los patrones climéaticos varian extremadamente, reduciendo la
temperatura y aumentando la precipitacion, lo que permite un aumento en el area de posible

distribucion de las salamandras del clado del subgrupo lincolni.
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IX. CONCLUSIONES

Los patrones de aislamiento para las salamandras del clado del grupo lincolni, coinciden con las
variaciones genéticas, indicando que la migracién del clado viene de México y se adentra a las dos
vertientes guatemaltecas antes del Pleistoceno, permitiendo que durante el Pleistoceno con el

surgimiento de las barreras biogeograficas se aislaran las poblaciones.

El analisis genético de los fragmentos genéticos de ARN16s y CytB de la salamandra negra de
Tzunuj, indican altos porcentajes de variacién con respecto a las salamandras del clado del subgrupo

lincolni, indicando que es una nueva especie.

La variacion morfoldgica entre las tres salamandras del grupo lincolni (Wake y Lynch, 1976) y la
salamandra negra de Tzunuj presentan variaciones significativas en cuanto a conteo de dientes, tamafio
de cola, forma de dedos y cantidad de tejido de las patas, indicando una alta variacion entre la

salamandra negra de Tzunuj y el resto del clado.

La filogeografia de salamandras del clado del subgrupo lincolni, se infieren mediante variables
climaticas y geolégicas indicando que se necesita una temperatura entre 15-25°C una elevaciéon mayor a

1800msnm y precipitacién media para que las poblaciones del subgrupo lincolni estén presentes.

Los patrones historicos de distribucion del subgrupo lincolni, se infieren mediante un andlisis de las
variables climaticas y geoldgicas del Holoceno, apoyado por los mapas de distribucién del Mioceno
generados por Wake (1982), que infieren que el patrén ancestral de coloracién de el subgrupo lincolni
sea el negro de las salamandras B. meliana y Bolitoglossa sp. Nov. y que las rutas de colonizacién

vengan desde las montafias de Cuilco en la vertiente Pacifica de México.
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X. RECOMENDACIONES

Primero que todo se sugiere el aumento de la muestra para tener andlisis mas robustos,
principalmente en cuanto a secuencias del marcador ARN16s y si fuera posible aumentar el tipo de
marcadores. Se sugiere el uso de otra estrategia gendémica para la asignacién taxonémica como lo es la
caracterizacion de fragmentos de ADN y sus variaciones que se conocen como sitios de restriccion,
inserciones, supresiones y secuencias repetidas o microsatélites. Esto porque permite una deteccién de
polimorfismos del tamafio de fragmentos amplificados (AFLP) y porque delinearia de una mejor manera

la separacion de las nuevas especies.

Se propone continuar con la investigacion, analizando la pertenencia de Bolitoglossa meliana al
clado, debido a todas las variaciones en cuando analisis genéticos que se tienen en la actualidad y asi,

poder continuar con la descripcion del clado, reconociendo si cuenta con tres o cuatro especies.

Se recomienda también la generacién de mapas con mayor antigledad para conocer bien los
patrones de aislamiento y las rutas que se utilizaron para la colonizacion de las montafias en Guatemala.
Apoyado a esto es necesario el ampliar muestra de mediciones para poder diferenciar de una mejor

manera las poblaciones y no estar sesgados a poblaciones con muchos individuos juveniles.

Para resaltar la importancia de esta investigacién, se sugiere continuar con el estudio y como
resultado, generar un plan de conservacion para el clado, priorizando las &reas de desarrollo de estas y
también seria ideal realizar un reconocimiento de las areas de distribucién de las especies del clado para
identificar el estado en el que se encuentra cada uno y proponer un inventario de especies para conocer

el estado de las poblaciones.
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Item Cantidad Monto unitario (Q) Tiempo Total (Q) Fondo UVG Fondo Universidad Manchester Total, Estudiante(Q)

A. Viajes de campo

Viaticos de viajes de 3 1,000.00 3 3,000.00 Q Q 2,500.00

campo semanas 500.00

B. Transporte

Gasolina 125gal 25.92 NA 3,630.00 - Q 3,630.00

Mantenimiento del 1 650.00 NA Q - Q

carro 60.00 60.00

C. Equipo de Costo de

laboratorio mantenimiento

Incubadora (Boekel 1 350.00 6 meses 2,100.00 2,100.00 Q -

shake & bake)

Centrifuga (Eppendorf 1 325.00 6 meses 1,950.00 1,950.00 Q -

5415D)

Balanza 1 700.00 6 meses 4,200.00 4,200.00 Q -

Vortex 1 150.00 6 meses Q Q Q -
900.00 900.00

Nanodrop (nuevo) 1 22,091.00 - 22,031.00 - Q Q -

22,091.00

Espectrofotémetro 1 700.00 6 meses 4,200.00 4,200.00 - Q -

UV/Vis (eppendorf

Biophotometer plus)

Termociclador 1 375.00 1 mes Q Q Q Q -
375.00 375.00 100.00

Fuente de poder 1 550.00 1 mes Q Q - Q -

electroforesis 550.00 550.00

Camara de 1 80.00 3 meses Q Q - Q -

Electroforesis 240.00 240.00

Vernier 1 70.00 1 mes Q Q - Q -
70.00 70.00

Estereoscopio 1 325.00 1 mes Q Q - Q -
325.00 325.00

D. Material y reactivos

X

SOX3NY



99

de laboratorio

Kit DNeasy 1 1,290.16 NA Q 1,290.16 Q - Q Q
1,290.16

Tubos eppendorf 100 90.72 NA Q Q Q Q
90.72 90.72

Lidocaina 10ml 10.00 NA Q - Q Q
10.00 10.00

Formol (10%) 6ml 25.00 NA Q Q Q Q
25.00 25.00

Jeringas 4 3.03 NA Q - Q Q
12.12 12.12

Kit de diseccion 1 222.00 NA Q - Q Q
222.00 222.00

Tris HCI 1 1,438.00 NA Q 1,438.00 Q 1,438.00 Q Q

EDTA 100ml 1,816.00 NA Q 1,816.00 Q 1,816.00 Q Q

NacCl 1 340.00 NA Q Q Q Q
340.00 340.00

SDS 1 kilo 630.00 NA Q Q Q Q
630.00 630.00

Fenol saturado de 299.00 NA Q Q Q Q

TRIS 299.00 299.00

Alcohol isoamilico 1 litro 749.00 NA Q Q Q Q
749.00 749.00

Isopropanol 500ml 900.00 NA Q Q Q Q
900.00 900.00

Acetato de sodio 420.00 NA Q Q Q Q
420.00 420.00

Etanol 3litros 10.00 NA Q Q Q Q
30.00 30.00

Agarosa 1 1,680.00 NA Q 1,680.00 Q 1,680.00 Q Q

GelRed 1 1,625.00 NA Q 1,625.00 Q 1,625.00 Q Q

dNTPs 10MM 170.01 NA Q Q Q Q
170.01 170.01

Primers 4 50.00 NA Q Q Q Q
200.00 100.00 100.00

Taq polimerasa P4600- 1,400.00 NA Q 1,400.00 Q 1,400.00 Q Q

100RXN




LS

MgCI2 250gr 283.00 NA Q Q Q -
283.00 283.00

Secuenciacion 10 38.41 NA Q Q Q -
384.10 384.10 384.00

Cloroformo 1 litro 336.00 NA Q Q Q -
336.00 336.00

Total Q 57,981.11 Q 28,125.83 Q 3,934.12

23,965.16
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b. Cronograma

Actividad

Jun

Jul Ago Sep Oct

Nov

Dic

Recoleccioén, identificacion y eutanasia de individuos

Extraccion de 6rganos

Analisis taxonédmico de individuos

Extraccion de ADN con kit (DNeasy)

Cuantificacion de ADN

Secuenciacién de muestras

Obtencién de secuencias

Actividad

Ene

Feb Mar Abr May

Jun

Jul

Protocolos Bioética

Extraccion de ADN (Jain et al., 2007)

Purificacion de ADN

Cuantificacion de ADN

Secuenciacion de ADN

Obtencién de secuencias

Alineacion de secuencias

Blast

Consenso de secuencias con GenBank

Actividad

Ago

Sept Oct Nov Dic

Elaboracién de marco teérico

Entrega de protocolo

Correcciones de protocolo

Comparacién de datos biogeogréaficos del clado

Medicion de individuos del clado

Andlisis de resultados

Conclusiones

Revision

Correcciones

Entrega final

Examen final




c. ScriptR

Analisis de PCA y NMDS
#Instalacién de paquetes

library(stats)
library(FactoMineR)
library(vegan)
install.packages("FactoMineR")
install.packages("stats")
install.packages("factoextra”)
install.packages("ISLR")
library(ISLR)

#Analisis de PCA

bolis <- read.csv("bolis_tesis.csv", header=T)
bolis$TL <- as.numeric(bolis$TL)

bolis$HLL <- as.numeric(bolis$HLL)
View(bolis)

names(bolis)datos.bolis <- bolis$i..Especie
dim(datos.bolis)

bolis2 <- na.omit(bolis[,-25])

pca <- prcomp(na.omit(bolis2[,6:ncol(bolis2)]))
summary(pca)

ordiplot(pca)

ordiellipse(pca,groups = bolis2$i..Especie, col = 1:3, label = T)
#Andlisis de NMDS

nmds <- metaMDS(na.omit(bolis2[,6:ncol(bolis2)]), distance = "euclidian")
stressplot(nmds)

ordiplot(nmds)

ordiellipse(nmds,groups = bolis2$i..Especie, col = 1:3, label = T)
orditorp(nmds, display = "species"”, col = "red")

ordiplot(nmds)

ordiellipse(nmds,groups = bolis2$Sexo, col = 1:3, label = T)
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###Dientes vomerianos vs Maxilares

nmds <- metaMDS(na.omit(bolis2[,27:28], distance = "euclidian"))

stressplot(nmds)

ordiplot(nmds)

ordiellipse(nmds,groups = bolis2$i..Especie, col = 1:3, label = T)

orditorp(nmds, display = "species", col = "red")

library(ggplot2)

ggplot(data = bolis2, aes(x = MT, y = VT, color = i..Especie)) + geom_point() + stat_smooth(method =
"Im")

ggplot(data = bolis2, aes(y = MT, color = i..Especie)) + geom_boxplot()ggplot(data = bolis2, aes(y = VT,

color = i..Especie)) + geom_boxplot()
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d. BLAST

Job title: SAL1_168

RID GENMYCY9G014 (Expires on 06-19 02:11 am)

Query ID  |Icl|Query_11403 Database Name nr
Description Contig[0001) Description Nucleotids collection (nt)

Molecule type dna Program BLASTN 2.5.0+

Query Langth 532

Graphic Summary

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences
Color key for alignment scores
W40 Wa0-50 Wso-80 W z0-200 B =>=z00
Query
1 100 200 300 400 500

Figura 1.1. Blast de marcador ARN 16s para salamandra Bolitoglossa sp. Nov 1.

61



Job title: SAL2_ 168

RID GFP1GOCADLA (Expires on 06-19 02:13 am)

Query ID  |dd|Query_57321 Database Name nr
Description Contig[0002) Description Nucleotids collection (nt)
Molecule type dna Program BLASTN 2.5.0+

Query Langth 456

Graphic Summary

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences
Color key for alignment scores
W40 Wa0-50 Wso-80 W z0-200 B =>=z00
Query
1 90 180 270 360 450

Figura 1.2. Blast de marcador ARN 16s para salamandra Bolitoglossa sp. Nov 2.
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Cuadro 1.1. Datos de medidas morfoldgicas de las salamandras pertenecientes al clado /incolni

Especie Departament Codig Altitu Sex sV SL TL S A FL HLL SG C Li PEC HW F Liii Liii Lv E H DB LM E \' M
o o d o L A G F g m w D w F T T w w E G N T T
Bolitoglossa Alta Verapaz 48587 2160 M 48 5 56 1 27 1 12 13 11 7.19 6.59 4.7 5.8 4.2 3.8 8.6 4.5 271 2 48
li 3 6 0 5
Bolitoglossa El Progreso 32877 2760 H 57 6 59 2 30 1 16 17 11 6.97 6.96 5.6 7.3 6.1 4 10 5.2 2 60
li 2 1 5 6
Bolitoglossa Baja Verapaz 58565 H 47 5 47 1 26 1 12 13 11 5.59 4.56 4.9 5 4 3.8 8.1 4 2 59
li 1 6 2 0
Bolitoglossa Quiché 38591 2430 H 28 3 19 1 15 7 6.7 7.7 11 4.18 2.35 2.1 28 21 21 5.8 2.9 1 13
li 2 0 5
Bolitoglossa Quiché 38592 2430 H 16 1 10 6 7 4 4.6 5.2 11 2.49 1.25 13 1.5 0.9 13 3.4 1.5 4 2
I 7
Bolitoglossa Quiché 38593 2430 H 39 4 34 1 20 1 9.9 10 11 5.17 4 33 4.4 19 2.8 6.5 35 1 25
Ji 2 3 0 2
Bolitoglossa Quiché 38594 2430 H 38 4 25 1 20 9 10 10 11 5.28 3.71 34 3.9 2.8 2.8 7.1 3.7 1 17
lie 1 3 7
Bolitoglossa Quiché 38595 2430 M 56 6 49 1 32 1 16 14 11 7.92 6.15 5.9 6.9 5 4.6 10 5.7 3.82 1 63
li 1 8 5 8
Bolitoglossa Quiché 38596 2430 H 74 8 72 1 45 1 18 17 11 10.5 6.34 6 7.4 5.4 4.5 11 59 3 61
li 0 7 6 4 3
Bolitoglossa Quiché 38597 2430 H 44 4 40 1 25 1 13 12 11 5.85 4.37 4.3 5 33 2.8 7.4 4.2 2 41
li 9 4 0 7
Bolitoglossa Quiché 38598 2430 H 48 5 43 1 28 1 13 12 11 7.85 5.1 4.2 5.2 29 34 8.7 4.8 2 47
li 4 6 2 5
Bolitoglossa Quiché 38599 H 72 7 70 2 44 1 19 16 11 9.14 6.29 59 6.7 4.5 3.8 11 5.6 3 65
li 8 1 5 3
Bolitoglossa Quiché 38600 2430 H 68 7 60 2 39 1 18 16 11 8.86 6.39 6 6.7 5.1 4.6 11 5.2 2 58
Ji 3 0 6 5
Bolitoglossa Quiché 38601 2430 H 72 7 46 2 44 1 19 17 11 9.49 6.54 5.9 7.5 5.5 43 11 6 2 64
Ji 7 2 7 5
Bolitoglossa Quiché 38602 2430 H 59 6 54 1 34 1 17 15 11 8.31 6.03 5.2 5.9 4.5 4.2 9.6 5.4 3 56
Ji 3 9 4 5
Bolitoglossa Quiché 38603 2430 H 53 5 50 1 30 1 14 13 11 7.15 5.2 4.9 5.7 4.1 33 9.3 4.9 2 46
Ji 7 6 3 7
Bolitoglossa Quiché 38604 2430 M 59 6 64 1 34 1 17 16 1 8.37 6.18 5.5 6.2 39 39 9.9 51 447 3 64
li 5 9 6 4
Bolitoglossa Quiché 38605 2430 H 44 4 40 1 25 1 13 1 1 5.85 4.59 33 37 31 4 8.1 43 1 45
li 8 4 1 6
Bolitoglossa Quiché 38606 2430 M 54 5 53 1 32 1 15 14 1 7.23 5.04 5.3 72 46 39 9.1 5 3.28 2 66
li 9 7 4 6
Bolitoglossa Quiché 38607 2430 M 49 5 49 1 27 1 14 13 1 7.09 5.31 4.6 5.3 33 44 8.7 46 221 2 46
li 3 5 3 1
Bolitoglossa Quiché 38608 2430 H 26 2 17 9 13 7 7.4 7.3 11 4 2.22 2 24 1.2 24 5 19 1 15
Ji 8 1
Bolitoglossa Quiché 38609 2430 M 53 5 51 1 29 1 14 13 11 7.23 5.11 4.5 5.5 3.8 3.9 8.6 4.8 2.72 2 56
Ji 6 6 3 4
Bolitoglossa Quiché 38610 2430 M 58 6 63 1 33 1 17 15 11 7.55 6.38 5.6 6.7 34 3.8 9 4.1 4.22 2 59
Ji 3 8 4 3
Bolitoglossa Quiché 38611 2430 H 71 7 71 2 43 1 19 18 11 10.2 6.92 6 7.3 4.2 4.6 12 5.9 2 55
Ji 9 2 7 1 8
Bolitoglossa Quiché 38612 2430 H 70 7 72 2 42 1 19 18 11 9.09 6.77 6.2 8 53 43 10 5.5 3 64
li 7 1 7 4
Bolitoglossa Quiché 38613 2430 H 55 5 52 1 29 1 15 13 11 7.91 433 4.7 5.3 38 33 9.4 5.4 2 52
li 9 8 4 0
Bolitoglossa Huehuetenan 51484 2731 M 55 6 51 1 30 1 15 15 1 10.3 5.25 5.4 63 48 35 9.5 5.2 3.77 2 50
lincolni go 0 8 4 4 8
Bolitoglossa Huehuetenan 51485 2040 H 63 6 60 1 36 1 15 15 1 9.02 6.88 5.8 69 48 36 10 5.1 3 71
lincolni go 9 9 3 5
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Especie Departamento Codig Altitu Sex N SL TL S A FL HLL SG C Li PEC HW F Liii Liii Lv E H DB M E D Vv M P
o d o L A G F g m w D W F T T w W E G N N T T T

Bolitoglossa Huehuetenan 51486 2040 H 76 8 69 2 45 1 20 19 11 10.6 7.08 6.3 8.1 53 47 13 5.8 3 66 4

lincolni go 3 3 9 2 2

Bolitoglossa Huehuetenan 51499 2260 H 73 7 59 2 43 1 17 17 11 11.6 8 7.4 7.8 5.8 3.7 13 5.8 2 68 5

lincolni go 9 1 7 4 6

Bolitoglossa Huehuetenan 58148 1900 H 66 7 64 2 38 1 19 16 11 10.2 6.64 7.1 7.7 5.5 4.1 12 5.9 3 60 4

lincolni go 3 1 5 8 0

Bolitoglossa Quiché 51447 2140 H 69 7 60 2 42 1 17 17 11 10.2 6 5.9 7.2 4.3 3.8 12 5.2 3 58 5

lincolni 5 0 6 5 1

Bolitoglossa Quiché 51448 2140 H 42 4 35 1 23 1 11 11 11 6.58 4.01 35 4.1 2.7 3.2 8 3.9 2 46 4

lincolni 6 4 1 3

Bolitoglossa Quiché 51449 2141 H 42 4 33 1 24 1 11 10 11 5.34 3.77 4.1 4.3 3 2.5 7.4 35 211 2 34 4

lincolni 6 2 1 3

Bolitoglossa Quiché 51450 2140 M 62 6 53 2 35 1 16 16 11 8.13 6.47 5.5 6.2 4.6 3.7 10 5.6 4.5 2 41 3

lincolni 7 0 5 1

Bolitoglossa Quiché 51469 2140 H 50 5 42 1 27 1 13 13 11 6.75 5.14 4.5 5.1 2.5 3.1 8.8 4.3 3 41 3

lincolni 3 6 1 0

Bolitoglossa Quiché 51470 2225 M 43 4 36 1 24 1 12 12 11 4.93 4.1 3.1 3.9 2 2.9 7.5 3.8 3.27 1 39 4

lincolni 6 4 1 8

Bolitoglossa Quiché 51471 2235 M 43 4 37 1 23 1 12 11 11 6.4 4.11 3.7 4.8 3 2.9 8.5 4 2.45 2 38 4

lincolni 7 4 0 1

Bolitoglossa Quiché 51472 2390 H 35 3 26 1 20 9 9 10 11 5.24 2.99 3 3.9 24 24 6.8 31 2 24 4

lincolni 9 2 0

Bolitoglossa Quiché 51473 2430 M 47 5 40 1 25 1 13 12 11 6.52 4.54 4.2 4.9 33 2.5 8.2 4 2.37 3 45 4

lincolni 0 5 1 0

Bolitoglossa Quiché 51474 1935 H 67 7 50 2 37 1 16 16 11 9.36 6.81 6.6 7.6 5.8 43 12 5 2 58 4

lincolni 3 1 5 5

Bolitoglossa Quiché 51475 1935 H 51 5 51 1 29 1 13 13 11 7.81 4.8 5 58 4.5 3 9.7 4.4 3 43 3

lincolni 5 6 2 4

Bolitoglossa Quiché 51476 1935 H 36 3 24 1 20 8 10 9.2 1 4.81 3.26 2.8 3.2 2.1 2.5 6.2 29 1 21 4

lincolni 8 1 5

Bolitoglossa Quiché 51477 1935 H 55 6  2.09* 1 32 1 17 14 1 8.14 5.57 5.1 65 4.2 35 10 4.8 3 60 4

lincolni 1 8 4 2

Bolitoglossa Quiché 51478 1935 M 34 3 25 1 19 9 9.9 9.8 1 5.41 2.98 31 36 26 3 7 35 1 23 4

lincolni 7 2 6

Bolitoglossa Quiché 51479 1935 H 40 4 9.97* 1 22 1 12 10 11 5.55 3.65 34 4.4 34 2.8 7.3 31 2 36 4

lincolni 3 3 0 6

Bolitoglossa Quiché 51480 2040 H 34 3 26 1 18 9 9.6 9.1 11 4.99 3.03 2.9 35 24 2.7 6.7 33 2 23 4

lincolni 7 2 2

Bolitoglossa Quiché 51481 2040 M 36 4 27 1 20 8 10 9.7 11 5.37 3.91 35 4.2 2.9 2.6 6.8 33 2 32 4

lincolni 0 2 1

Bolitoglossa Quiché 51482 2190 H 49 5 44 1 27 1 13 13 11 7.91 5.05 4.9 5.7 4 35 9.3 4.7 2 47 4

lincolni 4 7 3 3

Bolitoglossa Quiché 51483 2190 M 60 6  8.95* 1 32 1 16 15 1 7.31 6.22 5.9 6.6 4.2 3.6 10 54 575 2 33 4

lincolni 2 8 5 2

Bolitoglossa San Marcos 18237 M 46 5 46 1 26 1 14 12 1 6.31 5.55 4.7 5 2.7 36 83 48 358 2 41 2

lincolni rev. 0 5 4 1

resplendens

Bolitoglossa San Marcos 18238 H 76 8 69 2 46 1 18 18 1 12.8 7.39 6.9 77 47 42 13 6 2 69 1

lincolni rev. 0 3 7 9 9 0

resplendens

Bolitoglossa San Marcos 18239 H 31 3 237 1 17 8 N/ 9.1 1 4.6 2.71 23 3 6.3 35 1 16 3

lincolni rev. 4 1 A 4

resplendens
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Especie Departamento Codig Altitu Sex N SL TL S A FL HLL SG C Li PEC HW F Liii Liii Lv E H DB M E D Vv M P
o d o L A G F g m w D W F T T w W E G N N T T T

Bolitoglossa San Marcos 51388 2215 H 23 2 3.26% 8 11 6 N/ 6.7 11 3.65 2.08 14 2.1 4.8 2.2 1 8 0

lincolni rev. 4 A 2

Meliana

Bolitoglossa San Marcos 18233 H 59 6 56 1 35 1 16 14 11 2 7.21 4.39 4.2 6 41 35 9.9 4.4 2 66 0

franklini 3 7 5 9

Bolitoglossa San Marcos 18234 M 51 5 58.24 1 29 1 16 13 11 15 6.92 4.17 4.5 6 3.9 3.6 8.6 4.5 33 2 59 0

franklini 7 * 6 5 7

Bolitoglossa San Marcos 18235 H 56 6 65 1 32 1 16 14 11 3 7.78 5.76 43 5 3.2 4 9.9 5 3 47 0

franklini 1 8 5 0

Bolitoglossa San Marcos 42569 1800 H 29 3 26 1 16 8 83 83 11 2 4.84 2.93 2.1 25 1.5 2.7 6.2 3 2 35 0

franklini 1 2 7

Bolitoglossa San Marcos 42570 1800 H 46 4 43 1 26 1 12 11 11 2 5.8 3.22 3.5 4.5 29 3 8.2 3.8 2 52 0

franklini 9 4 2 7

Bolitoglossa San Marcos 42571 1800 H 33 3 27 1 19 9 9 9 11 15 4.57 24 2.1 2.9 1.6 2.7 6.5 3.1 2 40 0

franklini 6 1 0

Bolitoglossa San Marcos 48365 1880 J 28 3 24 1 15 7 7.9 7.9 11 2 3.59 222 17 2.7 1.8 24 5.6 33 2 29 0

franklini 1 1 1

Bolitoglossa San Marcos 48669 1880 J 27 2 22 9 16 6 6 7.6 11 2 3.96 2.2 1.8 2.2 1.7 1.8 4.8 2.7 1 23 0

franklini 9 0

Bolitoglossa San Marcos 48520 1825 M 48 5 55 1 24 1 15 12 11 2 7.19 5.42 5.1 4.6 34 3.7 8.3 4.7 4.2 2 60 0

franklini 2 6 4 7

Bolitoglossa San Marcos 48521 1825 H 57 6 56 1 31 1 16 16 11 2 8.41 4.9 4.6 5.7 4.2 3.7 10 5.2 3 65 0

franklini 1 9 6 2
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e. Arbol filogenético ARN16s

KJ175100. Bolitoglossa meliana.

61

KJ175102. Bolitoglossa sp. SMR-2014

a5

— KJ175104. Bolitoglossa sp. SMR-2014

KJ175103. Bolitoglossa sp. SMR-2014

GUT725445. Bolitoglossa conanti

AY526149. Bolitoglossa longissima

AY526151. Bolitoglossa porrasorum

—— GU725446. Bolitoglossa dunni

(GU725447 . Bolttoglossa diaphora

AY526154. Bolitoglossa sp. MGP-3

a3

AY526140. Bolitoglossa celaque
92

AY526156. Bolitoglossa synoria
AY526143. Bolitoglossa decora

99

K.J628089. Bolitoglossa cataguana

5 ’7 AY526138. Bolitoglossa carri

66

AY526138. Bolitoglossa carri

KJ175101. Bolitoglossa oresbia

GU725449. Bolitoglossa flavimembris

* (GU725452. Bolitoglossa morio

KJ175088. Bolitoglossa morio

AY526147. Bolitoglossa franklini

a7 (GUT725451. Bolitoglossa lincalni

Bolitoglossa sp. nov 1.1

100

Bolitoglossa sp. nov1

GU725457. Bolitoglossa mexicana

GU725450. Bolitoglossa helmrichi

(GU725454. Bolitoglossa cuchumatana

GU725453. Bolitoglossa rostrata

97

KJ175099. Bolitoglossa rostrata

42
(GU725448. Bolitoglossa engelhardti

24 GUT25455. Bolitoglossa sp. SMR-2010

GU725456. Bolitoglossa sp. SMR-2010

0.0z0
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f.  Arbol filogenético CytB

HQ009988. Bolitoglossa eremia

99

HQ010005. Bolitoglossa eremia

HQO009998. Bolitoglossa eremia

64

HQ009992. Bolitoglossa eremia

AY526187. Bolitoglossa morio

9 — HQO009997. Bolitoglossa suchitanensis

HQO010001. Bolitoglossa suchitanensis

HQO009986. Bolitoglossa suchitanensis

HQ009999. Bolitoglossa suchitanensis

AY526183. Bolitoglossa flavimembris

AF212986. Bolitoglossa morio

73

HQ009987. Bolitoglossa morio

HQO010020. Bolitoglossa kagchikelorum

HQ009989. Bolitoglossa morio

% HQ009991. Bolitoglossa morio

HQ010000. Bolitoglossa morio

HQO010013.Bolitoglossa flavimembris
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HQ010010. Bolitoglossa heiroreias

AY526192. Bolitoglossa sp. MGP-3

AY526193. Bolitoglossa synoria

AY526177. Boltoglossa celaque

100

AY526178. Bolitoglossa celaque

HQ010011. Bolitoglossa dunni
100
AY526182. Bolitoglossa dunni
00

HQ010004. meliana

AY526179. B conanti

= AY526175. Bolitoglossa carri

AY526176. Bolitoglossa carri

AY526181. Bolitoglossa diaphora

Bolitoglossa sp. nov 1

HQO010016. Bolitoglossa franklini

100

AY526184. Bolitoglossa franklini

HQO10003. Bolitoglossa lincolni
54

HQO10008. Bolitoglossa lincolni

— HQO10007. Bolitoglossa lincolni

40 |~ HQO10006. Bolitoglossa lincolni

HQO010019. Bolitoglossa lincolni
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AY526185. Bolitoglossa lincolni
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100

AY526186.

AY526180.

AY526188.

AF212087.

AYE91755.

AY526189.

AY526190.

Bolitoglossa longissima
Bolitoglossa decora
Bolitoglossa porrasorum
Bolitoglossa engelhardti
Bolitoglossa helmrichi
Bolitoglossa rostrata

Bolitoglossa rostrata

’7 AF212988. Bolitoglossa dofleini

100
HQO010015. Bolitoglossa dofleini
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0020
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