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RESUMEN

La biogeografia histérica en esencia es el estudio de la distribucion geogréfica de los
organismosen términos de su historia evolutiva. Estudiar la relacion que existe entre el espacio
geografico y la diversidad de especies proporciona una herramienta importante para
comprender al menos en parte el proceso de especiacion, sobre todo en grupos muy diversos
y ampliamente distribuidos como son las especies del género Craugastor, que no solo
presentan caracteristicas particulares de historia de vida, sinotambién de historia evolutiva;lo
cual,introduce gran tensién al intentar entender como ocurrieron los eventos de recolonizacién
norte-sur por encima de las aguas ocedanicas. El grupo de especies Craugastor fitzingeri, que
comprende ocho especies distribuidas desde el norte de América Central hasta el norte de
Ameérica del Sur es de origen Centroamericano; por lo cual, se pusieron a prueba seis hipotesis
relacionadas con la historia biogeografica de este (LILIILIV), un andlisis filogeografico (V) y
comparaciones ambientales del nicho de dichas especies (VI). Para analizar las relaciones
filogenéticasy los tiempos de divergencia de las especies del grupo se realiz6 una filogenia
bajo inferencia Bayesiana con tiempos de divergencia estimados. Para identificarlos eventos
mas importantes en la diversificacion del este y su relacion con la historia geoldgica y/o
biogeografica del continente, se realizé unareconstruccion de areas ancestrales utilizando el
método S-DIVA, y las regiones biogeograficas establecidas por Morrone (2014). Una vez
analizados estos dos puntos, se observaron diferentes grupos parafiléticosaun cuando el clado
C. fitzingeri fue monofilético (Pp=1); por lo cual, se tomé a C. longirostris como caso de estudio
para revisar cuanta variacion molecular, podria registrarse en una especie de amplia
distribucién. Para esto se realizd el calculo de distancias genéticas (Tamura-Nei), un arbol
filogenético bajo inferenciaBayesiana para la especie y un analisisde estructura genética (Fst).
Finalmente se compararon los nichos ambientales de las especies del grupo, utilizando un test
de equivalenciade nichoy un test de similaridad de nicho. Las hipotesis| y Il se cumplieron,
ya que la dispersion fue el evento mas importante para explicar la diversificacién del grupo,
ademas de quetuvo correspondenciacon los eventos geologicos del continente. Lasrelaciones
filogenéticas del grupo no fueron muy claras, pero se pudieron diferenciar tres linajes
independientesen el Chocé Colombiano para C. longirostris, por o que es posible que se estén
dando adaptaciones a nivel local. Los valores de Fst fueron cercanos a 1, por lo que

confirmaron que es posible se esté presentandoun casode seleccidn direccional, porlo menos



para las poblaciones de C. longirostris colombianas. Las comparaciones en el espacio
ambiental, si bien nofueron concluyentes, permiten inferirque no se deben desligarlos estudios
ecoldgicos de los procesos genéticos y los patrones filogeograficos de las especies. Se
recomienda, ademas, incluir mas informacién genética que cubra un mayor rango de

distribucion para cada especie, sumado a una mayor diversidad de genes.

Palabras claves: Diversificacion, biogeografia, filogenia, anfibios, nicho



ABSTRACT

Historical biogeography in essence is the study of the geographic distribution of organisms in
terms of their evolutionary history. Studying the relationship between geographic space and
species diversity provides an important tool to understand atleastin part the speciation process,
especially in very diverse and widely distributed groups, such as the species of the genus
Craugastor; which, not only present particular characteristics of life history, but also of
evolutionary history. This introduces great tension when trying to understand how the north-
south recolonization events occurred above oceanic waters. The group of species Craugastor
fitzingeri, which includes eight species distributed from northern Central America to northem
South America, is of Central American origin; Therefore, six hypotheses related to the
biogeographic history of this species (LILIILIV), a phylogeographic analysis (V) and
environmental comparisons of the niche of said species (VI) were tested. To analyze the
phylogenetic relationships and the divergence times of the species of the group, a phylogeny
was carried out under Bayesian inference with estimated divergence times. In order to identify
the most importantevents in the diversification of the eastand its relationship with the geological
and/or biogeographical history of the continent, a ancestral ranges reconstruction was carried
outusing the S-DIVA method, and the biogeographical regions established by Morrone (2014).
Once these two points were analyzed, different paraphyletic groupswere observed eventhough
the C. fitzingeri clade was monophyletic (Pp=1); therefore, C. longirostris was taken as a case
study to review how much molecularvariation could be recorded in a widely distributed species.
For this, the calculation of genetic distances (Tamura-Nei), a phylogenetic tree under Bayesian
inference for the species and an analysis of genetic structure (Fst) were performed. Finally, the
environmental niches of the species of the group were compared, using a niche equivalence
test and a niche similarity test. Hypotheses | and Il were fulfilled, since the dispersion was the
most important event to explain the diversification of the group, in addition to having
correspondence with the geological events of the continent. The phylogenetic relationships of
the group were not very clear, but three independent lineages could be distinguished in the
Colombian Chocé for C. longirostris, so it is possible that adaptations are taking place at the
local level. The Fst values were close to 1, thus confirming that a case of directional selection
may be occurring, at least for the Colombian C. longirostris populations. The comparisons in

the environmental space, although they were not conclusive, allow us to infer that ecological



studies should notbe separated from the genetic processes and the phylogeographic pattems
of the species. Itis also recommended to include more geneticinformation that covers a greater

range of distribution for each species, added to a greater diversity of genes.

Key words: Diversification, biogeography, phylogeny, amphibians, nich



1. INTRODUCCION

Entender la diversificacion de las especies es esencial en el contexto evolutivo. Las especies
responden a diversos factores, muchos de los cuales estan relacionados intrinsecamente con
las condiciones ambientales y su factor promotor primario: el espacio; quienes, en conjunto, le
dan forma a la composicidon y configuracién del paisaje. Por consiguiente, éste Ultimo se
convierte en una variable importante a considerar para entender como las especies evolucionan.
El espacio es dinamico y a medida que cambia, éstas cambian con él, sea latitudinal, longitudinal
o altitudinalmente (e.g. Navas, 2006; Cardena et al., 2011). En consecuencia, estudiar la
relacion que existe entre el espacio geografico y la diversidad de especies proporciona una

herramienta importante para comprender al menos en parte el proceso de especiacion.

Centroamérica y el norte de Suramérica se consideran como regiones con una compleja historia
geoldgica y biogeografica, debido a que su paisaje ha sufrido frecuentes cambios importantes
durante los Ultimos 15 m.a. (e.g. Montes et al., 2012; Montes et al., 2015; Mendoza et al.,
2019), como la emergencia del Arco de Panama (Montes et al., 2015), el cierre del Istmo de
Panama (que conectd Norteamérica y Suramérica; Montes et al., 2012), el levantamiento de las
Cordilleras, el establecimiento del Valle del Magdalena (Kar & Madden, 1997; Gregory-Wodzicki,
2000; Horton et al., 2010; Rodriguez-Muidz et al., 2020) y las subsecuentes fluctuaciones
climaticas durante el Plio-Pleistoceno (Leyden et al., 1993; Matinez-Boti et al., 2015), que
modificaron las condiciones del habitat e impulsaron procesos de extincidon, especiacion y
colonizacién. Abordar preguntas sobre “écomo se relaciona la diversificacion de las especies con
la historia biogeografica del continente?”es dificil, y se complejiza ain mas en vertebrados no-
mamiferos, cuyas relaciones de modo y tiempo de ramificacién son confusas dada la carencia
de registros fésiles; por lo cual, la utilizacidn de recursos moleculares es la opcién mas acertada
(Pinto-Sanchez et al., 2012). En el Neotropico el estudio de la diversificacién se ha centrado en
tres temas: el tiempo, el modo y la influencia del habitat (estando los dos primeros relacionados
con la historia evolutiva y el Ultimo, con las restricciones en el espacio y los recursos)

(Castroviejo-Fisher et al., 2014); por esta razon, uno de los tépicos claves dentro de la ecologia
15



evolutiva es entender cudles son los factores, procesos y/o eventos relacionados con la
diversificacion de las especies; por lo que, zonas geoldgicas y biogeograficamente tan complejas
en términos histéricos, como lo son Centro y Suramérica, representan areas de confluencia
importantes para estudios de tipo evolutivo. Crawford & Smith (2005) utilizaron como modelo
de estudio a las ranas del, en su momento, género centroamericano Eleutherodactylus, e
identificaron tres eventos que explican dicho origen: (1) un antepasado del género Craugastor
de origen Suramericano, llegd al norte de Centroamérica en el Paleoceno temprano, (2) un
antepasado del subgénero Syrrhophus entrd en el norte de Centroamérica desde el Caribe al
final del Eoceno, y (3) durante el Plioceno, multiples eventos de dispersion hacia Suramérica
coincidirian en su momento con el modelo tradicional del Gran Intercambio Bidtico Americano
(GABI ~ 3.5 m.a.; Stehli & Webb, 1985); no obstante, actualmente este modelo ha sido
descartado y reemplazado por el propuesto por Montes et al. (2012), quienes encontraron que
el Istmo de Panama debid surgir mucho antes que esto. Para mediados del Mioceno, la via
Intermaritima Pacifico-Caribe debia estar cerrada, por lo que el GABI en realidad debid iniciar

mas temprano de lo que se pensaba (~10 m.a.).

Es claro que el rango de diversificacion ecoldgica dentro de un linaje es una consecuencia de
varios procesos que podrian ser interactuantes, incluida “la heterogeneidad ambiental, la
historia climatica regional y las limitaciones fisioldgicas de las especies” (Hernandez et al.,
2018); por lo que, recurrir a la utilizacién de andlisis de tipo ecoldgico, como lo son los modelos
de nicho (MNE), proporcionan una ventana mas amplia para complementar las reconstrucciones
histéricas a partir de datos genéticos. A pesar de esto, no hay trabajos publicados que
incorporen las comparaciones en el espacio ambiental, como una forma de entender la
diversificacién del grupo de especies C. fitzingeri. En términos del nicho, si bien utilizarlo como
evidencia de separacion de especies puede ser problematico (sobre todo en especiacion dirigida
por seleccion disruptiva), es una excelente herramienta para entender la diversificacion de las
especies; ya que, tedricamente este tiende a conservarse entre especies cercanamente
emparentadas (Harvey & Pagel, 1991, Peterson et al, 1999); sin embargo, las diferencias en
las distribuciones actuales de las especies, que se encuentran intrinsecamente relacionadas con

la historia biogeografica de las mismas, funcionan como indicativo de las condiciones
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ambientales especificas e idoneas; las cuales, a su vez, pueden representar divergencias

importantes en el nicho de un clado (e.g. Posso-Terranova & Andrés, 2016).

Las ranas son terrestres, no tienen la capacidad de volar, tienen alta dependencia por el agua
y no soportan la salinidad de los océanos, por lo que son un grupo de interés para intentar
entender los procesos biogeograficos en Centro y Suramérica. A lo largo del tiempo ha existido
mucha controversia sobre los métodos utilizados para la clasificacién de las especies de ranas
del clado Terrarana, sumado a esto, la vaga comprension sobre como la relacidn existente entre
los eventos geoldgicos y los eventos biogeograficos dieron forma a la gran diversidad de
especies que constituyen este clado, dificulta la separacién y clasificacion de las mismas.
Especificamente, el grupo de especies Craugastor fitzingeri contiene ocho especies (C
raniformis, C. fitzingeri, C. metriosistus, C. longirostris, C. crassidigitus, C. tabasarae, C.
talamancae y C. chingopetaca), y aunque en general este grupo se considera uno de los mas
ampliamente estudiados dentro del clado Terrarana, la visible similitud morfoldgica externa
interespecifica combinada con una alta variacion intraespecifica y, aunada la similitud ambiental
entre las zonas geograficas en las que se distribuyen, se convierte en un reto para su
identificacion (Ospina-Sarria et al., 2015). Desde finales de los 70s, el estudio de la
diversificacién de este clado se ha visto limitado por la falta de claridad en las relaciones
evolutivas de sus integrantes. Estas especies, sensu /ato abarcan desde Costa Rica hasta
Ecuador; sin embargo, sus relaciones filogenéticas ain no han sido claramente resueltas; ya
que, aunque Savage y Lynch (en colaboracidn con otros investigadores) jugaron un papel
fundamental en la descripcion de lo que en su momento se consideraba como el género
FEleutherdactylus, contrastaban ampliamente en el tipo de caracteres que debian utilizarse para
realizar la jerarquizacion. Savage & DeWeese (1979) creian que los caracteres sensu Lynch para
clasificar al grupo fitzingeri, al ser estriccamente morfoldgicos y osteoldgicos podrian
considerarse “de dudosa contundencia evolutiva”, por lo cual decidieron utilizar el cariotipo,
proteinas serum y la musculatura de la mandibula como evidencias para proponer su propia
clasificacion, mencionando que utilizar sélo caracteres morfoldgicos no seria suficiente para
esclarecer las relaciones del género. Estos resultados fueron debatidos por Lynch & Myers

(1983), donde contintian utilizando caracteres taxondmicos tradicionales para tratar de resolver
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el problema. Actualmente se utilizan caracteristicas descritas por ambos autores para clasificar
a las especies (Hedges et al., 2008), con todo, estas mismas inconsistencias taxondmicas se
pueden evidenciar en los dos acercamientos filogenéticos mas completos realizados hasta la
fecha, en los cuales se observa un alto soporte en las topologias, aunque no incluyen a todos
los representantes del género (Crawford & Smith, 2005; Hedges et al., 2008). A consecuencia
de esto, las descripciones de nuevas especies (e.g. Ospina-Sarria etal., 2015)y la redescripcion
de otras (e.g. Savage & Myers, 2002) siendo primariamente a través de datos taxondmicos
tradicionales, con lineas de evidencia agregadas como datos acUsticos y en pocos casos

genéticos.

El grupo de especies Craugastor fitzingeri(clado Terrarana) es un excelente modelo de estudio
para responder preguntas de corte evolutivo, usando un enfoque multiespecies en el marco de
las pruebas de hipotesis, ya que cumplen con las siguientes caracteristicas: esta conformado
por especies de amplia distribucién ya que se encuentran desde el norte de Centroamérica
hasta el norte de Suramérica (Frost, 2021; Duellman, 2001), se encuentran en simpatria
(Duellman, 2001; Ospina-Sarria et al., 2015), tienen especies endémicas (C. metriosistus,
Colombia; Ospina-Sarria et al., 2015; C. chingopetaca, Nicaragua; Kohler & Sunyer, 2006; C
tabasarae, Panama; Savage et al., 2004), estan en gran parte restringidos a habitats himedos
y boscosos y tienen un ancestro Suramericano aunque el clado se haya originado en
Centroamérica (Crawford & Smith, 2005; Pinto-Sanchez et al., 2012) y, dado que no se tienen
registros fosiles de este grupo al igual que para la mayoria de vertebrados (Pinto-Sanchez et
al., 2012), es necesario utilizar el enfoque de la biogeografia histérica como una aproximacion
clave para proponer una hipdtesis sobre las relaciones filogenéticas del grupo de especies C
fitzingerie identificar cudles son los eventos mas importantes en promover la diversificacion del
clado. Entender cdmo se relacionan las dareas accesibles para las especies, los eventos
biogeograficos historicos que permitieron la ocupacion de esas areas especificas y las
caracteristicas ecoldgicas intrinsecas de estas, permitira verificar las recientes redescripciones
en las distribuciones de este grupo en Colombia (i.e. Ospina-Sarria et al., 2015); Por lo tanto,

la necesidad de esclarecer las relaciones filogenéticas de este clado, sumado a lo que se conoce
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de su historia evolutiva y la actual distribucion de sus especies, abre la puerta a preguntas clave
como: ¢éCudles eventos (vicarianza, dispersion, extincion) promovieron la diversificacion del
grupo de especies Craugastor fitzingeri?, (Existe variacion molecular intraespecifica significativa
en las especies de amplia distribucion del grupo C. fitzingeri? y éExiste conservadurismo de
nicho entre las especies del grupo C. fitzingerr? Para responderlas, se plantearon seis hipotesis,
relacionadas con la historia biogeografica del grupo (I,II,III,IV), con un analisis filogeografico
(V) y con comparaciones ambientales del nicho de las especies (VI). Estas se describen a

continuacion:

Hipotesis I: Los eventos de dispersion fueron los principales promotores de la

diversificacion del grupo de especies Craugastor fitzingeri

PI: Se esperaria encontrar en la historia biogeografica de las especies, mayores eventos

de dispersion que de vicarianza y extincién

Hipotesis I1: Existe relacion entre los eventos de dispersion y los eventos geologicos

PI: La dispersion de C. /longirostris, C. raniformis, C. metriosistus 'y C. fitzingeri ocurrid

después del cierre del Itsmo de Panama

Hipotesis III: Los eventos de vicarianza fueron los principales promotores de la

diversificacion del grupo de especies Craugastor fitzingeri

PI: Se esperaria encontrar en la historia biogeografica de las especies, mayores eventos

de vicarianza que de dispersion y extincion

Hipotesis IV: Los eventos de extincion tuvieron un efecto en la diversificacion del

grupo de especies Craugastor fitzingeri

PI: Craugastor I. longirostris y C. fitzingerise distribuian en el Valle del Magdalena, pero
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se extinguieron

PII: C. longirostrisy C. tabasarae se distribuian hasta la parte norte de Centroamérica

(Honduras), pero se extinguieron

Hipodtesis V: La distribucion geografica de las especies del grupo de especies

Craugastor fitzingeri esta relacionada con la variacion molecular.

PI: Se esperaria que en especies de amplia distribucidn como C. /ongirostris, C. raniformis

y C. fitzingerise encuentren haplotipos intraespecificos claramente diferenciados.

Hipodtesis VI: La distribucion geografica de las especies del grupo de especies C

fitzingeriy la historia biogeografica del clado estan relacionadas con la similaridad

del nicho

PI: Las especies con distribuciones mas amplias tendran nichos mas similares entre ellas

PII: Las especies mas cercanamente emparentadas tendran nichos mas similares entre

ellas
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la diversificacion del grupo de especies Craugastor fitzingeri desde la

biogeografia historica y los modelos de nicho ecolégico (MNE)

2. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar las relaciones filogenéticas y los tiempos de divergencia de las especies del
grupo C. fitzingeri

Identificar los eventos mas importantes en la diversificacion del grupo de especies C.
fitzingeri

Relacionarlos eventos con la historia geoldgica y/o biogeografica del continente
Analizar la variacién genética Inter poblacional para una especie de amplia distribucién
del grupo de especies C. fitzingeri

Comparar el nicho ambiental de las especies del grupo C. fitzingeri

Relacionar el nicho ambiental de las especies del grupo C. fitzingeri con sus

distribucionesy su historia biogeogréafica
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3. MARCO TEORICOY ESTADODEL ARTE

3.1 Sobre el grupo de estudio

El clado Terrarana contiene un gran numero de especies de anuros de desarrollo directo,
que en su mayoria se encuentran restringidos a bosques himedos (Pinto-Sanchez et al.,
2012). Estas caracteristicas, sumado a una amplia distribucién, ofrecen un buen potencial
para resolver preguntas evolutivas, ecologicas, biogeograficas y de conservacion; sin
embargo, hay muchasespecies por estudiary pocas investigaciones que permitan entender
sus complejas relaciones evolutivas. Como resultado, la mayoria de las especies fueron
clasificadasdentrode un tnico género: Eleutherodactylus, que fue considerado como el mas
diversificado entre los vertebrados (Heinicke et al., 2007). Hedges et al. (2008) realizaron la,
hasta la fecha, mads completa filogenia que se conoce para este clado. Separaron
Eleutherodactylus en series, grupos de especies y subgrupos de especies. El género
Craugastor fue dividido en dos subgéneros: Campbellius y Craugastor. ElI subgénero
Craugastor fue dividido en seis series: laticeps, gulosus, mexicanus, rhodopis, punctariolus
y fitzingeri, de los cuales este ultimo se encuentra dividido en dos grupos de especies:

fitzingeri y melanostictus.

3.2 Biogeografia

La Biogeografia es el estudio de la distribucion de la diversidad biologica a través de
patrones espacio-temporales y los procesos que influencian estas dinamicas (Wiley, 1981;
Sanmartin, 2012) ¢Por qué las especies se distribuyen de cierta manera en el presente?
¢, Coémo han cambiado esas distribucionesalo largo del tiempo? O ¢,Por qué han cambiado?
Desde la época en que los primeros exploradores naturalistas como Alexander von
Humboldt (1805) se interesaron por, coOmo zonas geograficamente cercanas vy
ambientalmente analogas, presentaban formas de vida similares, aunque las especies
fueran muy diferentes (i.e. la cuenca del Mediterraneo y Chile en América del Sur); mientras
que masas de tierra como Suraméricay Africa, que se encontraban separadas por un gran
océano, presentan faunas de composicion similar (Cox & Moore 2010), se comenzé a utilizar
esta disciplina para intentar explicar dichos patrones. Hacia los afios 90s, con el boom de
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los Sistema de Informacidén Geogréfico, el estudio de lafaunay flora desde una perspectiva
geograficacomenzda tomar fuerza, trabajando de forma interdisciplinarcon el desarrollo de
teorias evolutivas, la tectdénica de placas y el desarrollo de modelos cuantitativos para
explicar relaciones de modo y tiempo entre las especies y su distribucion (Lamm &
Redelings, 2009). En fechas mas recientes, el interés por trabajar la biogeografia desde
analisis basados en modelos no paramétricos ha impulsado la divergencia de una nueva
rama que aln se encuentraen unaetapatemprana (Lamm & Redelings, 2009) y de la cual
se hablara a continuacion.

3.2.1 Biogeografia histérica
La biogeografia histérica en esencia es el estudio de la distribucién geografica de los
organismos en términos de su historia evolutiva (Sanmartin, 2012). En general, los patrones
biogeogréaficos son el producto de procesos ecoldgicos que influyen en la dispersion a
diferentes escalas espacio-temporales. En muchos casos, la relacion entre las conexiones
entre areas y la historia de las conexiones entre habitats adecuados difiere (Donoghue &
Moore, 2004) (i.e. el género Craugastor que se originé en Centroamérica tiene un ancestro
Suramericano, aunque Norteamérica siempre ha estado unido a este); por lo cual, a lo largo
del tiempo, se han considerado principalmente tres procesos que explican los patrones
biogeogréaficos: (1) vicarianza, (2) dispersion y (3) extincion (Wiley, 1988; Brooks &
McLennan, 1991; Page, 1994; Morrone & Crisci, 1995; Humphries & Parenti, 1999; van
Veller et al., 2002; Donoghue, 2003; Sanmartin, 2012), los cuales estan directamente
relacionados con procesos ecoldgicos (Donoghue & Moore, 2004). Existen diversos
métodos para realizar reconstrucciones de areas ancestrales, unos mas complejos que

otros. A continuacion, se presentan el método base para realizar del que parte la variante
utilizada en este trabajo:

Andlisis de dispersion-vicarianza (DIVA): DIVA (Ronquist, 1996, 1997) utiliza parsimonia
para modelar los procesos de evolucion del rango. Los eventos de dispersion tienen un
costo de uno por cada area agregada a un rango, los eventos de extincién cuestan uno por
cada area eliminada de un rangoy los eventos de especiacion no cuestan nada. Se supone

gue la especiacion ocurre de dos formas: (1) la vicarianza puede separar una amplia gama
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ancestral en exactamente dos conjuntos de areas mutuamente excluyentes, cada uno de
los cuales es heredado por uno de los dos taxones hijos. (2) Si el rango ancestral esta
restringido a unasola area, la especiacion dentro del area puede dar lugar a exactamente

dos taxones hijos que comparten la misma area.

3.3 Biogeografia histdrica aplicada a anfibios en el Neotrdpico

El Neotrépico, por su posicionamiento con respecto al ecuador presenta caracteristicas
ambientalesque le permiten exhibirun alto grado de diversidad, tanto en abundancias como
en riquezas (e.g. Dobzhansky, 1950; Pianka, 1966, 1988, 1989; Pielou,1975; Rohde, 1992),
por lo que es ampliamente utilizado para la realizacién de estudios de este tipo. La gran
mayoria de los articulos publicados bajo este tema fueron realizadosincluyendounoovarios
géneros del clado Terrarana, destacandose Eleutherodactylus en los trabajos mas antiguos
y Pristimantis en los mas recientes (Crawford & Smith, 2005; Heinicke et al., 2007; Pinto-
Sanchezet al., 2012; Pinto-Sanchez et al., 2014; Mendoza et al., 2015). Crawford & Smith
(2005) utilizaron al género Eleutherodactylus, con el que identificaron que el antepasado del
género Craugastor es de origen Suramericanoy se movilizé a Centroamérica durante el
Paleoceno temprano. Ademas de que existieron multiples eventos de dispersion hacia
Surameérica, durante el plioceno,los cualescoincidieron con el surgimiento y cierre del Istmo
de Panama. Heinicke et al. (2007) Analizaron el origen y distribucion de los géneros
Eleutherodactylus, Craugastor y Pristimantis, rechazando la hip6tesis predominante de que
estas ranas surgieron de conexiones terrestres con Norte y Suramérica y su posterior
fragmentacion en el Cretacico Superior (80-70 m.a.). Proponiendo también el origen por
dispersion, probablemente sobre el agua de América del Sur en el Cenozoico temprano
(hace 47-29 millones de afios, m.a.). Pinto-Sanchez et al. (2012) pusieron a prueba el
modelo GABI utilizando ranas del género Pristimantis, encontrando que, la colonizacién de
Centroamérica por Pristimantis de Suramérica involucr6 al menos 11 eventos
independientes. Por otro lado, los tiempos de divergencia mostraron que al menos ocho de
estas invasiones en América Central tuvieron lugar principalmente en el Mioceno (hace 24-
4 m.a., e incluso anterior a esto). Datos que presentan aparentes conflictos temporales con
el modelo GABI tradicional,queindicaque existio un intercambio masivo de biota entre Norte

y Suramérica hace aproximadamente 3.5 m.a., una vez se cerro el ltsmo de Panama
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(Marshall et al., 1982; Marshall, 1988). Pinto-Sanchez et al. (2014) utilizaron biogeografia
historica para probar saturacion de comunidades usando 363 especies del clado Terrarana.
Sus resultados mostraron que no hay saturacion y que el intercambio biético aumentd
drasticamente la riquezalocal en la region de intercambio. Mendoza et al. (2015) utilizaron
una inferencia de probabilidad de la biogeografia histérica para el género Pristimantis,
encontrando que la banda de elevacién media (entre 1000 y 3000 m) en la region de los
Andes Noroccidentales de Colombiay Ecuador son el punto focal para el origen y radiacion
de las especies del género. A partir de esto sugirieron que los cambios paleogeoldgicos en
el Noroeste de los Andes fueron el principal promotor de la especiacion en Pristimantis y

pueden haber servido como corredor para la dispersion de especies de tierras bajas.

3.4 El nicho ecologico

“La mayoria de los ecologistas estarian de acuerdo en que el nicho es un concepto central
de la ecologia, aunque no sabemos exactamente lo que significa.” (Real & Levin, 1991).
Existen diversos conceptos de nicho ecoldgico, los cuales pueden dividirse en dos clases:
El nicho Grinneliano (no interactivo, condiciones abiéticas y no-dependientes de la especie)
y el nicho Eltoniano (interacivo, condiciones bitticas dependientes de las interacciones de
la especie) (Soberdn, 2007). Por otro lado, Hutchinson (1957) integr6 estos dos conceptos,
definiendo al nicho como un hipervolumen de variables bidticas y abioticas en las que una
especie puede existir. Renombré el nicho de Grinnel como nicho fundamental y la
interseccion de los dos anteriores, nicho realizado. Posteriormente, Soberon & Peterson
(2005) crearon el diagrama BAM como unamejor forma de entenderel nichode Hutchinson,
teniendo en cuenta las zonas histéricamente accesibles para la especie y convirtiéndose en

la base bajo la cual se construyen los modelos de nichoy distribucién actualmente.

3.4.1 Conservadurismo de nicho ecoldgico

El término conservadurismo de nicho fue acufiado por primera vez en 1991 por Harvey
& Pagel, siendo popularizado por autores subsiguientes (e.g. Holt & Gaines, 1992;
Peterson et al., 1999; entre otros). El conservadurismo de nicho se puede definir de

diversas maneras; sin embargo, todas apuntan a la misma direccion, donde los rasgos
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ecoldgicos relacionados con el nicho de un grupo de especies tienden a retenerse o
conservarse en el tiempo (Wiens et al., 2010); es decir, a través de procesos evolutivos,
las especies que compartan ancestria tenderan a tener nichos mas similares entre ellas
(Peterson et al., 1999).

3.4.2 Similaridad y equivalencia de nicho

Tradicionalmente el conservadurismo de nicho se ha medido de dos formas: el test de
similaridad de nicho (Peterson etal., 1999) y el test de equivalencia de nicho (Graham
etal., 2004). El primero pregunta silos nichos ambientales de dos especies hermanas
pueden predecirse entre ellas mejor que lo esperado bajo el azar (basado en la tasa
finita de divergencia evolutiva y el arrastre filogenético), mientras que el segundo
pregunta si los nichos ambientales de dos especies cercanamente emparentadas son
efectivamente indistinguibles el uno del otro. ElI conservadurismo de nicho
normalmente se ve como un continuo en cuyos extremos se encuentran ambas
pruebas; ya que, por definicidon, se espera que los dos nichos comparados sean
idénticos (equivalencia de nicho), o mas similares que lo esperado bajo el azar
(similaridad de nicho), por lo cual utilizar solo una inferencia podria llevar a

interpretaciones erroneas (Warren et al., 2008).
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4. DISENO METODOLOGICO
4.1 GRUPO DE ESTUDIO

El clado Terrarana contiene cerca del 15% de las especies de anfibios del mundo, que en
comun presentan cria terrestre y desarrollo directo. Segun Hedges et al. (2008) el grupo de
especies centroamericano C. fitzingeri esta ubicado dentro de la serie de especies C.
fitzingeri, que a su vez pertenece al subgénero Craugastor (Anura: Craugastoridae), y que
al igual que todas las especies del clado Terrarana se restringe principalmente a habitats
humedos y boscosos. En este actualmente se encuentran ocho especies descritas: C.
raniformis, C. fitzingeri, C. metriosistus, C. longirostris, C. crassidigitus, C. tabasarae, C.
talamancae y C. chingopetaca distribuidas desde Honduras en Centroamérica hasta

Ecuadoren Suramérica (Tabla 1).

En general, (sensu lato, Lynch, 1994; Lynch and Duellman, 1997; Savage, 2002; Savage et
al., 2004; Hedges et al. 2008) las especies de este grupo suelen presentar timpanos
prominentes, discos presentes en todos los dedos, hocicos largos y estrechos. El dedo |
generalmente mas largo que el dedo Il. Machos con saco vocal subgularinterno presente y
almohadillas nupciales presentes o ausentes en adultos. Dedos de los pies generalmente
palmeados, con membranas moderadas en C. chingopetaca, C. crassidigitus, C. fitzingeri,
C. longirostris, C. raniformis, C. talamancae y C. metriosistus y basales en C. tabasarae.
Tubérculos supernumerarios bajos y restringidos a los segmentos proximales de los dedos,
ausente en las palmas y solo presentes en la base del dedo | y Il en C. chingopetaca. El
dedo Il usualmente mas largo que el V cuando se comparan con el dedo IV, y vientre liso o
granulado. Los patrones de coloracion en los muslos pueden variar desde café o gris hasta
marcas claras, bronceadas o amarillentas (barras verticales oscuras sobrepuestas en un
color claro para C. tabasarae; Savage et al., 2004) y la garganta es blanca o amarilla con

sufusion de melanoéforos al azar u organizados en patrones (Lynch & Myers, 1983).
4.2 AREA DE ESTUDIO

Segun Morrone (2001;2014) América Latinay El Caribe se encuentran ubicadas en su gran
mayoria dentro de la Regién Neotropical, que a su vez incluye a la Subregién Andina en

Suramérica. El area de estudio para este trabajo se enmarca en gran parte de Centroameérica
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y la zona norte de Suramérica, la cual fue definida a partir de la distribucién del grupo de
especies Craugastor fitzingeri (Tabla 1) y utilizandolas provincias biogeograficas descritas
por Morrone en 2014 (para mayor detalle en cdmo y cuales fueron escogidas, remitirse a la
seccion Reconstruccion de areas ancestrales, Fig. 2). Dentro del grupo se tienen especies
de amplia distribucion como: (1) C. fitzingeri que va desde Honduras hasta Colombiay desde
los 0 hastalos 1200 msnm. (2) C. longirostris, desde Costa Rica hasta Ecuadory por debajo
de los 1200 msnm. (3) C. crassidigitus, desde Costa Rica hasta Colombia, entre 10 y 2000
msnm. (4) C. talamancae, desde Nicaragua hasta Panama, desde los 15 hasta los 646
msnm, y (5) C. raniformis cuya distribucion incluye Panamay Colombia y se encuentra por
debajo de los 1500 msnm. También se tienen especies endémicas como: (6) C. tabasarae
que solo se encuentraen Panama, en la provincia de Veraguas, en la Serrania de Tabasara
(Localidad tipo), la provinciade Colény la provincia de Panama, desde los 600-910 msnm.
(7) C. metriosistus que solo se encuentraen Colombia restringido al Valle del Magdalena
medio, que comprende los departamentos de Antioquia, Boyacda, Caldas, Cesar, Santander,
Norte de Santandery Tolima, desde los 115 hasta los 1150 msnm, y (8) C. chingopetaca

qgue se distribuye en Nicaraguay solo se conoce para la localidad tipo Chingo Petaca, Rio

San Juan, partamento de Rio San Juan. .

Tabla 1. Distribucion geografica, biogeografica y altitudinal del grupo de especies Craugastor

fitzingeri. La descripcion de las siglas utilizadas para la distribucion biogeografica se encuentra

en la seccion “Reconstruccion de areas ancentrales”.

Especie Distribucidon geogréfica Distribucién Distribucién
biogeogréafica altitudinal
(msnm)
Craugastor raniformis | Colombia, Panama G-TM, CHC-D, C, MG | 0-1500
- . Colombia, Costa Rica, Honduras, | TBP, MQ, TAC, G-TM, | 0-1200
Craugastor fitzingeri |\ - ragua, Panamé PT-CQ, CHC-D, C
Craugastor longirostris | Colombia, Ecuador, Panama, | PT-CQ, G-TM, CHC-D, | 0-1200
Costa Rica C, OC-E
Craugastor tabasarae Panama PT-CQ, G-TM 600-910
Craugastor Colombia, Costa Rica, Panama PT-CQ, G-TM, CHC-D | 10-2000
crassidigitus
Craugastor Nicaragua, Costa Rica, Panama PT-CQ, G-TM 15-646
talamancae
Craugastor Colombia MG 115-1150
metriosistus
Craugastor Nicaragua (localidad tipo Chingo | G-TM No registrada
chingopetaca Petaca)
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4.3 METODOLOGIA

4.3.1 Obtencion de secuencias

Se obtuvieron un total de 61 secuencias del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COI). 27

de la base de datos GeneBankdel NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), 5 de la

base de datos BOLD (Barcode of Life Data Systems) y 29 en colaboracién con el laboratorio

Biom|ics de la Universidad de los Andes (Anexo 1). El muestreo de secuencias comprendio,

Colombia, Panam4, Costa Rica y Honduras (Fig. 1) y siete de las ocho especies del grupo.

Craugastor chingopetaca no fue incluida en los anélisis, ya que no existen datos genéticos

publicados para la especie.

-84.000
'

s ! HONDURAS
o e

e
f $

13.500 B

NICARAGUA

9.000 -

4.500 -

-80.000 -76.000
v v

37@

COLOMBIA -

Grupo de especies Craugastor fitzingeri

EEEERRE

Craugastor longirostris
Caugastor metriosistus
Craugastor fitzingeri
Craugastor aff. longirostris
Craugastor crassidigitus
Craugastor talamancae
Craugastor tabasarae
Craugastor raniformis

Figura 1. Localidades de colecta de los diferentes especimenes del grupo de especies C.

fitzingeri de los que se obtuvieron secuencias de ADN del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa

|. Estas secuencias fueron usadas en el analisis de biogeografia histérica, sistematica

filogenéticay en el andlisis preliminar filogeografico de C. longirostris.
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4.3.2 Reconstruccion filogenética y estimacién de tiempos de divergencia

Con el fin de analizar las relaciones filogenéticas y los tiempos de divergencia de las
especies del grupo C. fitzingeri se usaron 61 secuencias del gen Citocromo Oxidasa |, las
cualesfueron editadas y alineadas en el software Megav. 11 (Tamura etal., 2021). Se utilizd
el modelo de evolucion nucleotidica TN93+G+l (Tamura-Nei, 1993), escogido a través del
programa JModelTest 2.1.10 (Darriba et al., 2012). El arbol fue construido bajo la inferencia
Bayesiana usando el software Beast 1.10.4 (Bouckaert et al., 2014). Para este se
establecieron tres puntos de calibracion sobre el ancestro comin mas reciente, ~22.5 m.a.
para el clado C. fitzingeri (Pinto-Sanchez et al., 2014), ~46.5 m.a. para el grupo externo
Pristimantis achatinus, teniendo en cuenta que este es el tiempo de divergencia estimado
para las familias Craugastoridae y Strabomantidae y ~63 m.a. como punto de separacion
entre Craugastoridae, Strabomantidae y Leptodactylidae (Hedges & Kumar, 2009),
asumiendo una distribucién normal como prior para cada punto de calibraciéon con
desviacion estandar de 2.5 millones de afios (basado en los extremos del intervalo de
confianza fijado para los ancestros). Se utilizo un relojrelajado lognormal no correlacionado
(Drummond et al., 2006), con unatasa de especiacion constante de Yule como tree prior;
se usaron cuatro cadenasde Markov de 30 millonesde generacionescadaunay guardando
los arboles cada 1000 corridas. Estos resultados fueron verificados en el software TRACER
V. 1.7.1 (Rambaut et al., 2018), donde, con el fin de saber si se hizoun buen muestreo se
utilizé el ESS > 200 (Effective Sample Size), lo cual indica que la cadena de Markov estimo
bien los parametros (tiempos de divergencia) y alcanzo la convergencia. Finalmente, el
resumen de los resultados con el estimado de las probabilidades posteriores (Pp) se verificd
en el software TreeAnnotator (Helfrich et al., 2018), estableciendo un burn-in del 10%+1
especificado como numero de arboles (3001), buscando eliminar los arboles iniciales hasta
alcanzar la convergencia. Los arboles restantes se utilizaron para generar el consenso de
mayoria del 50% (Wilcox et al. 2002).

4.3.3 Reconstruccion de areas ancestrales

Para realizar la reconstruccion de areas ancestrales se utilizaron las provincias
biogeograficas propuestas por Morrone (2014), seleccionadas con base en la distribucién

del grupo de especies C. fitzingeri. El muestreo de unidades biogeograficas se realiz6 a
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partir de datos de distribucién de cada especie descargados de la base de datos GBIF

(www.gbif.org). Estos puntosfueron filtrados eliminando coordenadas duplicadasy por fuera

del rango de distribucion registrado en la literatura (Frost, 2021; AmphibiaWeb, 2021;
Ospina-Sarria et al., 2015); posteriormente, se sobrepusieron sobre una capa vectorial de
coberturas de provincias biogeograficas de América Latina y el Caribe (Léwenberg-Neto,
2014) en el software QGIS 3.16, seleccionandose asi: Tierras Bajas del Pacifico (TBP),
Tierras Altas de Chiapas (TAC), Mosquito (MQ), Puntarenas-Chiriqui (PT-CQ), Chocoé-
Darién (CHC-D), Guatuso-Talamanca (G-TM), Cauca (C), Magdalena (MG) y Occidente de
Ecuador (OC-E) (Fig. 2).

Se utilizo el analisis estadistico de dispersion-vicarianza (S-DIVA; Yu et al., 2010) en el
software RASP V. 4.3 (Yu et al., 2015) dado que el interés estd puesto sobre la
diversificacion del grupo de especies, por lo cual es necesario incluir los eventos de
vicarianzaen el andlisis. S-DIVA funcionaapartir de analisis bayesianos,los cuélesincluyen
la incertidumbre en la inferencia filogenéticay en las reconstrucciones biogeograficas que
su modelo base: DIVA (Ronquist, 1997), excluye. Este realiza el proceso en una filogenia
mediante la optimizacién de una matriz de costos tridimensional, que entonces utiliza la
frecuencia de reconstrucciones alternativas generadas para cada arbol en un conjunto de
datos para calcular la ocurrenciade un rango ancestral en un nodo (Ronquist, 1997; Yu et
al., 2010; Yu et al., 2015).
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Figura 2. Areas biogeograficas seleccionadas para el analisis en RASP V. 4.3. Modificado

de Lowenberg-Neto, 2014. Basandose en Morrone, 2014.

4.3.4 Andlisis filogeografico preliminar de especies de amplia distribucion en el

grupo de especies C. fitzingeri: Craugastor longirostris un estudio de caso

En el arbol bayesiano (Fig. 5) se observa que la especie C. longirostris es parafilética, por ello
se realizé unareconstruccion filogenética con las secu encias disponibles de esta especie, ya
gue para esta se tuvo acceso a una mayor cantidad de informacion genética. Para esto, se
utilizaron las 3 secuencias del gen Citocromo Oxidasa | (COI) disponibles en el GeneBank del
NCBIly Bold y 23 adicionales proporcionadas por el laboratorio Bioml|ics de la Universidad de
los Andes. Una vez las secuencias fueron editadas y alineadas en el software Mega v. 11
(Tamura et al., 2021), se calculé la divergencia genética (Tamura-Nei) para cada individuo en
la matriz de datos genéticos. Se identificaron tres posibles grupos genéticos claramente
diferenciadosen el Choco (Colombia), los cualesfueron tratados como unidades poblacionales
diferentes en la comparacion interpoblacional (Anexo 2); ademas, se confirmé que las
poblaciones de C. aff. longirostris de Antioquiay Santander, corresponden a un mismo grupo
con C. metriosistus, por lo que se conservaron como grupo externo. Para ambos analisis (por
individuos y por pares de poblaciones), se utilizaron 1000 réplicas de Bootstrap como método

de estimacion de varianza.

Para obtenerinformacién sobre la estructura genética interpoblacional se uso el estadistico Fst
(Hudson et al., 1992) en el software DnaSP v. 6 (Rozas et al., 2017). Fst es unamedidade la
variacion del componente genético intra vs. interpoblacional, de modo que un Fst de O indica
gue todas las secuencias incluidas en el analisis corresponden a la misma poblacion y un Fst
de 1, indica que son poblaciones completamente diferentes, porlo que se consideran especies
distintas (Wright, 1951). Se corrié un test de probabilidad de 1000 permutaciones para esta
medida de diferenciacion. Para calcular la diversidad dentro de las poblaciones, se utilizé la
diversidad de haplotipos (Hd). No fue posible incluir las poblaciones Choco_Pb3y Panama

(Tabla. 2), ya que cada unaconteniaunasola secuencia.
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4.3.5 Modelos de nicho
4.3.5.1 Registros de presenciay variables ambientales

Los registros de presencia para las especies fueron descargados de la base de datos en

linea GBIF en formato CSV (https://www.gbif.org/). Se eliminaron duplicados

correspondientes a coordenadas (longitud, latitud) exactamente iguales para dos o mas
registrosy se recuperaron coordenadas con ayuda de Google Earth pro, para los registros
gue presentaban las localidades de colecta, pero que carecian de coordenadas. Todos
los puntos que se encontraban por fuera del rango de distribucidn registrado en la
literatura (Ospina-Sarria et al., 2015; Frost, 2021; AmphibiaWeb, 2022), fueron
eliminados. En cuanto a los datos ambientales, se descargaron de worldclim las 19
variables bioclimaticas en formato raster a 30 arcseg de resolucién (~1km?2). Dado que
el interés esta puesto en comparaciones en el espacio ambiental, ambas unidades deben
ser, por consiguiente, comparables entre si. Conformar un set de variables que
representaran bien a todas las especies del grupo C. fitzingeripor lo cual, no se discrimind

entre variables y se utilizaron todas en el andlisis.

4.3.5.2 Test de similaridad y equivalencia de nicho

Medir el sobrelapamiento del nicho ambiental de las especies de este grupo permite
cuantificar cuanto del nicho se encuentra compartido entre ellas. Para ello se calculé el
sobrelapamiento de nicho, a partir de comparaciones por pares para las siete especies
del grupo Craugastor fitzingeri utilizadas en la reconstruccion filogenética. El estadistico
utilizado para representar dichos valores fue la D de Schoener (Schoener 1968; Warren
etal., 2008), la cual varia entre 0 y 1, donde 0 significaque ambas especies no presentan

sobrelapamientoy 1 que el sobrelapamiento de ambos nichos es total.

Se realizaron el test de equivalencia (o identidad de nicho) y el test de similaridad de
nicho (Warren et al., 2008) con el paquete ENMtools (Warren etal., 2010) en el programa
R Project V 4.1.3. El test de identidad de nichos crea una distribucion nula para cada par
de especies a partir de la aleatorizacion de las identidades de las mismas, esto,

agrupando los puntos de ocurrencias de ambas y seleccionando al azar para construir
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unanuevamuestra del mismo tamafo que la muestra original. Luego de obtenidos los
modelos nulos de 100 pseudo-réplicas para cada par de especies, se compararon con
el valor de sobrelapamiento de D, el cual fue sobrepuesto a las simulaciones para
obtener los P-valores; en un escenario de conservadurismo de nicho, se esperaba
obtener P>0.05; ya que, la hipotesis nula de esta prueba asume que ambos nichos son
inidistinguibles el uno del otro. Por otro lado, el test de similaridad (background test) es
menos conservador, ya que, no aplica la aleatorizacion sobre los registros unitarios de
cada especie, sino que busca probar cuanto el nicho de una especie puede predecir el
nicho de otra y viceversa, siempre y cuando se aplique el analisis en ambos sentidos.
Este test compar6 el nichoambiental de unaespecie A, con unadistribucion nulacreada
a partir de 100 puntos aleatorios escogidos dentro del rango geografico de la especie B.
En este caso la prueba se aplicé en un solo sentido, ya que, aunque los P-valores
pueden cambiar en ambos casos, la significancia no cambia drasticamente (e.qg.
Fackovcova et al., 2017). Bajo similaridad, se esperaba rechazar la hipotesis nula de
que los nichos son diferentes (P-valor<0.05). Se consideraba que existia
conservadurismo de nicho bajo dos situaciones: (1) cuando el valor observado de
identidad no caia en el 5% de significanciay el test de similaridad era significativo
(situacion poco probable)y, (2) cuando ambos observados eran significativos, ya que, si
bienindicariaque los nichos no son idénticos, si son mas similares que lo esperado bajo
el azar. En el caso en el que ambos tests no fueran significativo, se consideraba
prioritario el test de similaridad por ser menos conservador, ya quees poco probable que
dos nichossean idénticosy ala vez nosean mas similares que lo esperado bajo el azar.
Cuandoesto ocurria, se asumia que el espacio ambiental total presente en unoo ambos
paisajes era idéntico a uno o ambos nichos ocupados por una o ambas especies, en
cuyo caso el poder del estadistico de equivalencia es limitado para detectar diferencias

significativas, aun si éstas existen (Brown & Carnaval, 2019).
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5. RESULTADOS

5.1. Anélisis filogenético y tiempos de divergencia

La matriz de datos genéticos esta compuesta de 61 individuos y un fragmento del gen
mitocondrial Citocromo Oxidasa I para un total de 756 sitios. El grupo de especies Craugastor
fitzingeri esta altamente soportado como monofilético, cuyo ancestro comin mas reciente
se estima vivid hace ~29.9 m.a. entre el Oligoceno tardio y el Mioceno temprano (Fig. 3).
Esto concuerda con Pinto-Sanchez et al. (2014), quienes incluyeron seis de las siete especies
utilizadas en este trabajo y estimaron dicho ancestro a ~22.5 m.a., y Crawford & Smith
(2005) quienes estimaron que los grupos de especies gollmeri, bransfordii, mexicanus y
fitzingeri comparten un ancestro comuin que vivié durante el Oligoceno (34-23 m.a.). Sin
embargo, las relaciones dentro del clado aln no son claras (Fig. 5); se observan dos grupos,
el primero presenta bajo soporte y un ancestro comidn mas antiguo (Pp =0.79, ~24.34 m.a.;
Fig. 5, Fig. 3), e incluye principalmente a C. metriosistus, C. fitzingeri de panama y C
longirostrisdel Chocd; mientras que el grupo mas reciente (Pp= 1. ~10.7 m.a.; Fig. 5, Fig.
3) relaciona principalmente a C. raniformis, C. fitzingeri de Costa Rica y Honduras y C
crassidigitus. A través de esta reconstruccion, se puede concluir que todas las especies, a

excepcion de C. raniformis son parafiléticas.

El nodo que contiene a los individuos de C. /ongirostris de Antioquia y Santander y C
metriosistus, presenta un alto soporte (Pp=1), lo cual concuerda con, y confirma que, lo que
anteriormente se consideraba como C. /ongirostrisen el Valle del Magdalena, actualmente
corresponde a C. metriosistus (Ospina-Sarria et al., 2015). Estas muestras fueron publicadas
como C. /ongirostrispor Crawford et al. (2007), antes de que se cambiara su distribucién y
se describiera la nueva especie. C. metriosistus presenta un ancestro en comidn con un
individuo de C. /ongirostrisdel Chocd (Pp=1, ~9.17 m.a.; Fig. 5; Fig. 3). Este a su vez, no
presentd relacion en la filogenia con otros individuos de la misma especie, ni en Chocd, ni
en ninguna otra localidad. Solo se obtuvo una secuencia para C. /ongirostris de Panama, y
se observo que presenta mayor cercania con los individuos Chocoanos, que con individuos

de otras zonas (Fig. 5); sin embargo, los estimados de las probabilidades posteriores para
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estos nodos fueron bajos, por lo que incluir un mayor ndmero de secuencias de este gen'y
de otros marcadores mitocondriales y nucleares para distintas localidades de centroamérica
permitiria esclarecer las relaciones dentro del grupo. Para aves, Brumfield & Capparela
(1996) mencionan que al comparar distancias genéticas de las especies trans-Andinas
(occidente de los Andes), en promedio estas eran dos veces mas similares con las especies
Centroamericanas que con las especies Cis-Andinas (este de los Andes), y si bien C
metriosistusno es una especie trans-Andina, se encuentra restringida al Valle del Magdalena,
que aunque durante el Mioceno ya se encontraba separado del Pacifico Colombiano por la
cordillera Occidental, se mantuvieron conectados a través de las tierras bajas del noroeste
del pais antes del Pleistoceno (Hoorn et al., 2010), época en la que se separarian totalmente,
por efectos climaticos (Haffer, 1967; 1969; 1982).

{ Pristimantis_achatinus_1
\ Pristimantis_achatinus_3
Pristimantis_achatinus_2
Leptodactylus_fuscus
CEA_C_tabasarse_PA_B
CLB_C_tabasarae_PA_ECCE
AJC_2116_C_longirostris_CO_CH
AJC_2125_C_longirostris_CO_CH
1 CLB_C_talamancae_PA_ECCE
PEA_C_talamancae_PA_B
I CHP_C_ftzingeri PA_PAPA
SNM_C_fitzingeri_PA_ECCE

CHP_C_ftzingeri_PA_PGON
AJC_1346_C_aff longirostris_CO_ANT
7 £ AJC_1341_C_aff longirostris_CO_ANT

AJC_1336_C_metriosistus_CO_ANT
PEA_C_longirostris_CO_MCANT

A)C_3885_C_metriosistus_CO_STR
A)C_3873_C_longirostris_CO_STR
g GEA_C_longirostris CO_STSTR
AJC_1199_C_metriosistus_CO_TLM
LAR_0011_C_longirostris_CO_CH

AJC_2079_C_longirostris_CO_VC
AJC_2078_C_longirostris_CO_VC
OCO055_15_C_longirostris_CO_NAR
AJC_4277_C_longirostris_CO_NAR
S AIC_4279.C_longirostris.CO_NAR
OCO054_15_C_longirostris_CO_NAR
AJC_4278._C_longirostris_CO_NAR
AJC_20%_C_longirostris_CO_CH

AJC_2082_C_longirostris_CO_CH2
UAM_C_longirostris_CO_CH
AJC_2090_C_k _CO_CH
v UG_C_longirostris_PA

5( AJC_2082_C_longirostris_CO_CH
AJC_1193_C_longirostris_CO_CH
LAR_0004_C_longirostris_CO_CH
0C0026_15_C_longirostris_CO_CH

S LAR_0010_C longostris_CO_CH
LAR_0009_C_longirostris_CO_CH
CBP_C_crassidigitus_PA_RUPA
CBP_C_crassidigitus_PA_CIPA
CBP_C_crassidigitus_CR_TMS)
CBP_C_fzingeri_COI_LCPTA
CBP_C_ftzingeri_CR_ALS)
CBP_C_fitzingeri_PA_FSC
CBP_C_ftzingeri_HN_RKO
CBP_C_ftzingeri_CR_GL
CBP_C_ftzingeri_CR_LPZA)
CBP_C_crassidigitus_CR_MVPTA
CBP_C_crassidigitus_CR_LPA)
CBP_C_tabasarae_PA_RMAM
CBP_C_raniformis_PA_RPDN

C8P_C_raniformis_PA_CON
M CBP_C_raniformis_PA_CDIN2

CBP_C._raniformis_PA_RUPA

CBP_C_talamancae_PA_NKY

CBP_C_talamancae_CR_LSH
CBP_C_talamancae_PA_IPBT

-50 -40 -30 -20 -10 o

EOCENO OLIGOCENO MIOCENO | P | Ql

Millones de afios atras

36



Figura 3. Arbol construido bajo inferencia Bayesiana con tiempos de divergencia para el grupo de
especies Craugastor fitzingeri. La barra horizontal representa la escala temporal en millones de afios
durante la que ocurrieron divergencias dentro del grupo. Se suma un esguema de épocas geoldgicas,
correspondiente a la escala temporal. Q= Periodo Cuaternario (Epocas: Pleistoceno y Holoceno), P=

Plioceno.

5.2 Biogeografia historica.

Se obtuvieron dos salidas para la reconstruccion de areas ancestrales, ambas utilizando S-
DIVA. En la primera no se consideraron los C. longirostris de Santandery Choc6 como C.
metriosistus, mientras que en el otro, se le asign6 a estas dos muestras el area de
distribucién que le corresponde segun los resultados obtenidos en el anélisis bayesianoy la
redescripcion realizada por Ospina-Sarria et al. (2015), las discusiones se realizaran a partir
del segundo, ya que los rangos ancestrales mas probables presentan menor incertidumbre

para la mayoria de los nodos.

Los resultados de biogeografia historica sugieren que se cumple la hipotesis | (dispersion
como evento principal de diversificacion) y 1l (relacion entre la dispersion y eventos
geoldgicos), ya que la dispersion fue el evento mas importante durante la diversificacion del
grupo de especies Craugastor fitzingeri. En total se identificaron 171 posibles eventos de
dispersion desde Centroamérica hasta Suramérica en su mayoria desde Hy A (PT-CQYy G-
TM, Fig. 4) y, desde Suramérica hasta Centroamérica, desde B (CHC-D) hacia otras zonas.
Si se utiliza a C. fitzingeri como ejemplo, bajo la cercania temporal en las dispersiones
ocurridas por esta especie en ambos sentidos (centro-sur, sur-centro) (entre 3y 1.5 m.a.),
se pueden asumir dos escenarios: (1) el rango real del ancestro de C. fitzingeri se
encontraba en A y B (centro y suramérica), pero como consecuencia de la falta de
secuencias de C. fitzingeri para Colombia, se observa una aparente parafilia para el grupo;
por lo cual, no se pudo establecer un ancestro comun con dichorango. O (2) ambos grupos
son dos linajes evolutivos independientes no descritos. Montes et al. (2015) mencionan que
hacia la mitad del Mioceno (13-15 m.a.) ya existia transporte de sedimentos hacia las
cuencas Suramericanas através de rios Panamefios, porlo que debian haber emergido por

lo menos algunas partes del arco de Panama, proporcionando el cierre de la via maritima e
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impulsando el GABI antes de los que se creia (~10 m.a.); dos eventos de vicarianza
precedidos por dispersiones de Centro a Suramérica observados a través del anélisis,
apoyan estas propuestas, cumpliendo parcialmente lahipétesis 3 (vicarianza como el evento
promotor mas importante). El primer evento pudo ocurrir en cualquier momento a lo largo
del Mioceno (Fig. 4, Fig. 3), e involucran una dispersién desde A (Istmo de Panam@), hasta
B (Choc0), antes del evento vicariante. Dada la ventanatemporal en la que se estima ocurrié
y la ubicacion del rango ancestral, pudo darse una disrupcion alopatrica a partir de la
fragmentacion del Istmo de Panama durante las primeras colisiones de este contra el litoral
Caribe (23-25 m.a.; Farris et al.,, 2011). El segundo evento de vicarianza involucré al
ancestro comun de C. metriosistus y el individuo de C. longirostris del Chocé mencionado
anteriormente, el cual pudo darse entre el Mioceno medio y el Pleistoceno (2.2-14.1 m.a.).
Durante estas épocas estaban ocurriendo diversos eventos geoldgicos, como el mismo
cierre del Istmo de Panama (Montes et al.,, 2012), las fluctuaciones climaticas del Plio-
Pleistoceno(Leyden et al., 1993; Matinez-Boti et al., 2015) y el cierre total de las conexiones
cis y trans andinas (Crampton, 2006; Albertet al., 2006), las cuales podrian haberimpulsado
este posible evento de vicarianza. Con la evidencia actual, es claro que centroamérica y el
Magdalena estuvieron conectados durante ésta época por un corredor de condiciones
humedas en las tierras bajas del Caribe Colombiano, al noroeste de los Andes (Hoorn et al.,
2010); por lo que el evento vicariante podria asociarse a barreras ambientales producto de
los periodos de glaciacionesy calentamientos rapidos ocurridos durante el Pleistoceno, que
modificaron de manera importante las caracteristicas de los ecosistemas en todo el
continente. Apoyando la hipétesis del refugio forestal propuesta por Haffer (1967, 1969,
1982), que contempla unainterrupcion o fragmentacion temporal de este corredor inducida
por el ambiente, produciendounadivergenciaalopatrica. Por otro lado, el levantamiento total
de la cordillera oriental, que puede no haber afectado directamente la conexién entre norte
y surameérica, si se consideracomo una barrera importante que pudo impedir la dispersion
de especies de diferentes grupos taxondmicos hacia la Selva Amazonica (e.g. Weir & Price,
2011; Escobar et al., 2020).

Los nodos que contienen a C. fitzingeri y C. raniformis (ambas especies de amplia distribucion)
presentaron eventos de dispersion en mayor proporcion que las demas especies del grupo. Se

observa que el ancestro comin mas reciente de este se encontraba probablemente en HAB
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(PT-CQ, G-TM, CHC-D, respectivamente; Fig. 2), en cualquierade estas tres zonas, 0 entodas
a la vez y debio vivir entre el Eoceno tardio y el Mioceno temprano (22.1-38 m.a; Fig. 3). No
obstante, se sabe que el arco de Panama es de origen volcénico, y se estima que desde el
Eocenotardio se encontrabaenfriandose,emergiendo,y erosionando (Woordring, 1957; Farris
et al., 2008; Montes et al., 2012;), habiendo algunas zonas disponibles para establecerse
despuésdel Mioceno medio (Montes et al., 2015); por lo cual,antes de esta época, la presencia
de dicho ancestro en el area B es cuestionable. Las reconstrucciones de biogeografia historica
se realizan basadas en los rangos actuales de las especies, por lo cual, el ancestro puede
predecirse estar en zonas que geolégicamente alin no estaban configuradas como lo estan en
la actualidad. Es imposible saber al 100% qué rangos se encontraban ocupados por los
ancestros, pero se puede hipotetizar con base en los eventos geoldgicos y ecolégicos

asociados a esas zonasy las mismas restricciones fisioldgicas de las especies.

El &rea que presentd el mayor nimero de eventos de especiacion dentro de si misma fue
G-TM (A); aunque, fue en Puntarenas-Chiriqui, donde se encuentra la mayoria del rango
ancestral de las especies del grupo. La mayoria de linajes presentaron este rango en al
menos uno de sus ancestros (Fig. 4). Un posible evento de extincion (ABH — A) habria
ocurrido entre el Oligoceno medio y el Mioceno temprano (19.2-28.84 m.a), esto significa
que se cumple la hipoétesis IV y los eventos de extincidén tuvieron un efecto en la
diversificacion del grupo de especies C. fitzingeri; pero subsiguientemente y por las mismas
desconexiones temporales y geoldgicas, no se puede asegurar que el ancestro en principio
se encontrara distribuidoen el area By, por consiguiente, que se hayaextinguidolocalmente
enlamisma. La ubicacién deloseventosde dispersion dentro de la filogenia permite concluir
que la mayoria de las especies del grupo, a excepcién de C. metriosistus se encontraban
diferenciadas en Centroamérica, antes de dispersarse haciael sur; mientras que el noroeste
de los Andes pudo tener un impacto importante en los procesos de especiacion de esta. Es
importante considerar los aspectos fisiol6gicos de las especies en la actualidad, para tener
un proxy de las restricciones de los ancestros, ya que estas limitantes asociadas a
fluctuaciones del clima y la geografia ayudardn a entender bajo diferentes lineas de

evidencia la historia evolutiva de las especies.
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Figura 4. Reconstruccion de areas ancestrales para el grupo de especies Craugastor
fitzingeri. Las ramas sombreadas en rojo, presentaron eventos de dispersion desde
Centroamérica hacia Suramérica. Las ramas sombreadas en verde, presentaron eventos de
dispersion desde Surameérica hacia Centroamérica. Se sefialacon unaflechalos eventos de
vicarianzay sus respectivas rutas, con un circulo punteado rojo a los eventos de dispersion
gue ocurrieron anterior al evento de vicarianzay con un circulo punteado fucsia los eventos
de extincion. Los numeros indican el estimado de eventos de dispersion para cada rama de

la especie sefalada.
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5.3 Craugastor longirostris: un estudio de caso

A raiz de la necesidad de discriminar entre especies de forma rapida, facil y util se
implemento el uso de secuencias de ADN, ya que estas no solo proveen unaidea de la
riqueza de especies, sino de su historia y relaciones evolutivas, tanto intra como
interespecificas. Por esta razén, existen unagran variedad de trabajos que cubren diferentes
grupos taxonémico y demuestran la eficiencia de este tipo de analisis para, por ejemplo,
reconocer umbrales para la delimitacion de especies (e.g. las aves, en las que solo un 2%
de divergenciadelimitala posibilidad de reconocer unaespecie; Herbert et al., 2003; Herbert
et al., 2004); o reconocer procesos de especiacion incipientesaun cuando existe poca o nula
variacion fenotipica, tal como se ha observado en los camaleones del complejo Calumma
nasutum (11.3-18.9%), los geckos del complejo Phelsuma lineata (4.2—18.6%), el scinco
Trachylepis gravenhorstii (6.2—14.0%) o la serpiente Pseudoxyrhopus tritaeniatus con 7.8—
9.9% de divergencia (Nagy et al., 2012). D’angiolella et al. (2011) en su trabajo sobre
filogenia moleculary taxonomia del grupo Anolis chrysolepys encontraron divergencias de
5.9 - 27.4% concluyendo que se recuperan seis taxa a nivel de especies pertenecientes a
este grupo. La divergenciagenéticaobservada en el Choco biogeogréafico permite identificar
3 grupos claramente diferenciadosdelo que podrian ser 3 taxonesno descritos (Chocé_Pbl
vs. Choc6_Pb2 =>25%; Choc6_Pblvs. Chocé Pb3=>17%y Choc6d_Pb2vs. Chocé Pb3
=> 23%; Tabla 2), si se considera que son valores iguales 0 mayores a los que se observan
con el grupo externo (C. metriosistus vs. Chocé_Pb1=>19%, C. metriosistus vs. Chocd_Pb2
=>25% y C. metriosistus vs. Choc6_Pb3 =>11%). Los porcentajes de divergencia genética
oscilan entre 2.6% y 26.6%, siendo la mas baja la encontrada entre Panamay Chocé_Pbl
y la mas alta la registrada entre Panama y Chocé_Pb2. Los valores de divergencia
observada son similares a los obtenidos en trabajos realizados en otros grupos de
vertebrados, con los que se utilizaron marcadores mitocondriales para medir diferenciacion
entre grupos poblacionales (Nicholson et al.,, 2006; Nagy et al., 2011); por lo tanto, la
hipotesis V (relacion entre la distribucion y la variacién genética), se cumple. Normalmente
se espera que cuanto mayor sea la distancia geogréafica, mayor sea la divergencia genética
entre las poblaciones; sin embargo no se observa este mismo patrén con las poblaciones
de C. longirostris, ya que en cortas distancias (dentro del Choco) se distinguen grupos con

altos valores de divergencia;esto es similar a los observado en ranasde la especie Allobates

41



femoralis en el Amazonas (Amezquita et al., 2009), lo cudl indica que estas poblaciones
podrian estar respondiendo a presiones de seleccién local. Tanto en el arbol completo del
grupo C. fitzingeri, como en la filogenia exclusiva de C. longirostris, el Gnico individuo
disponible correspondiente a Choc6_Pb3, parece ser el grupo hermano de C. metriosistus
(Pp= 1y Pp=0.99, respectivamente; Fig. 5, Fig. 6); siendo Chocé_Pb2 el linaje basal en

ambas reconstrucciones.

Se encontraron un total de 10 haplotipos. Narifio (Hd=0.9) y Chocé (Hd=0.75) presentaron
la mayor diversidad haplotipica, mientras quelos valores para Valledel Caucay Choc6_Pb2
fueron iguales a cero (Tabla 3); esto puede ser consecuencia de un numero bajo de
individuos en las comparaciones (dos para cada una), por lo que nonecesariamente el valor
real de diversidad hapotipica para ambas poblacionesseaiguala cero. El valor de Fst (Tabla
4) fue alto para todas las comparaciones, incluso para los pares de poblaciones que
presentaron bajos porcentajes de divergencia (e.g. Valle del Cauca vs. Nariio: %
divergencia=7.183. Fst= 0.986) en comparacion con el grupo externo (e.g. Valle del Cauca
vs. C. metriosistus: % divergencia= 18 Fst= 1). Estos datos permiten concluir que existe
estructura genética en la especie C. longirostris, ya que, aunque los porcentajes de
divergencia para las poblaciones Chocé_Pb1l, Valle del Cauca y Narifio no superaron el
7.5% (Tabla 2), si tuvieron valoresde Fst altos (Tabla 4). Sin embargo, debidoa que algunas
de las poblaciones se encuentran submuestradas, no se puede asegurar si estan ocurriendo
especiaciones incipientes, entre las poblaciones con divergencias mas bajas y Fst alto, 0 si
estos valores de Fst estdn soportando a una estructura no continua en términos geogréaficos
y genéticos. Un muestreo exhaustivo que incluya mas localidades y mas genes para cada
especie del grupo de especies Craugastor fitzingeri son necesarios para discriminar
correctamente si, la poca claridad en las relaciones filogenéticas de grupo se deben a que
la mayoria de sus especies son parafiléticas, 0 a que son unidades evolutivas diferentes o

en proceso de diferenciacion.
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Tabla 2. Distancias genéticas interpoblacionales para Craugastor longirostris. *: Grupo
externo, Verde: Valores de divergencia bajos, Azul: comparaciones con el grupo externo (C.
metriosistus), morado: Comparacion entre grupos externos, Amarillo: Comparaciones entre

poblaciones del Chocd, Rojo: Comparaciones significativas de Choc6é_Pb2y Choc6_Pb3

Chocé_Pbl [Panama C. metriosistus* Valle Chocd, Pb2 Chocé, Pb3 Narino
Chocé_Pbl - ns * ns * * ns
Panama - - * ns * * ns
C. metriosistus* 0.19452 0.19820 - * * * *
valle 008179 008251 018337 - * * ns
Chocé_Pb2 0.25191 _ 0.25790 _ - * *
Chocé_Pb3 0.17554 _ 0.11419 _ 0.23101 - *

Tabla 3. Numero de haplotipos por poblacion (h), Hd= diversidad haplotipica

interpoblacional.

Poblaciones h Hd
Chocd, Pb 1 4.0.75
Chocd, Pb2 10
Narifio 40.9

Valle del Cauca 10

Tabla4. Valores de Fst para la especie Craugastor longirostris. *= grupo externo

Poblaciones Fst

Chocd, Pb 1 vs. C. metriosistus* 0.834
Choco,Pb 1 vs. Valle del Cauca 0.719
Choco, Pb 1 vs. Narifio 0.652
Choc6,Pb2 vs. Choc6,Pb 1 0.422
Chocd, Pb 2 vs. C. metriosistus* 0.569
Chocd, Pb 2 vs. Narifio 0.525
Choco, Pb 2 vs. Valle del Cauca 0.539
Narifio vs. Valle del Cauca 0.973
Narifio vs. C. metriosistus* 0.986

Valle del Caucavs. C. metriosistus* 1
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5.4 Testde similaridad y equivalencia de nicho

Se obtuvieron un total de 21 comparaciones, para las siete especies incluidas en el trabajo.
Los modelos de nicho son computados a partir del rango total de la especie de interés, que
se asume cubre el rango de condiciones idOneas para que una especie esté presente
(Soberénetal., 2017); sinembargo, se ignora si este rangorepresenta unaentidad evolutiva
independiente o un conjuntode linajes evolutivos que resultan clasificados como unaunidad
taxondmica (Pearman et al., 2010). Aunque los analisis filogenéticos y biogeograficos
expuestos arriba no son concluyentes, se puede considerar que hay diversidad criptica
dentro del grupo de especies C. fitzingeri; especificamente C. longirostris, para la cudl
parecen haber tres linajes diferentes en el Chocd, los cuales podrian estar localmente
adaptados bajo seleccion direccional (Fst Choc6_Pblvs Chocd Pb2=0.91; Cavalli-Sforza,
1966; Lewontin & Krakauer,1973), ain cuando el niumerode secuenciadisponiblesfue bajo.
No se puede asegurar que exista conservadurismo de nicho dentro del grupo, pero seria
importante comparar estos posibles linajes independientes, contrastados con un test de

divergenciade nicho.

Tabla5. Resultados de las comparaciones en el espacio ambiental para siete especies del
grupo de especies Craugastor fitzingeri. Se presentan los valores de sobrelapamiento (D de

Schoener),y los valores P para el test de equivalenciay el test de similaridad de nicho.

Similaridad Equivalencia

Especie 1 Especie 2 Sobrelapamiento (D) P-valor interpretacion P-valor Interpretacion

CGraugastor longirostris Graugastor fitzingeri 0.3638275 0.07921 ns 1 Equivalente
Craugastor metriosistus 0.006345771 0.31683 ns 1 Equivalente
Craugastor talamancae 0.009968152 0.35644 ns 1 Equivalente
Craugastor tabasarae 0.002211901 0.27723 ns 0.90909 Equivalente
Craugastor raniformis 0.5182676 0.0495 * 0.81818 Equivalente
Craugastor crassidigitus 0.09120408 0.28713 ns 1 Equivalente

CGraugastor fitzingeri Craugastor metriosistus 0.1159122 0.06931 ns 0.09091 Equivalente
Craugastor talamancae 0.08004405 0.24752 ns 1 Equivalente
Craugastor tabasarae 0.02749395 0.13861 ns 1 Equivalente
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Craugastor raniformis 0.378181 0.06931 ns 1 Equivalente
Craugastor crassidigitus 0.3327919 0.07921 ns 1 Equivalente
Craugastor metriosistus Craugastor talamancae 0.4613229 0.0198 * 0.63636 Equivalente
Craugastor tabasarae 0.2574323 0.0198 * 0.90909 Equivalente
Craugastor raniformis 0.01928657 0.14851 ns 1 Equivalente
Craugastor crassidigitus 0.1365821 0.05941 ns 1 Equivalente
Craugastor talamancae Craugastor tabasarae 0.3049507 0.0099 * 0.45455 Equivalente
Craugastor crassidigitus 0.09292745 0.20792 ns 1 Equivalente
Craugastor raniformis 0.01961481 0.34653 ns 1 Equivalente
Craugastor tabasarae Craugastor crassidigitus 0.006178057 0.25743 ns 1 Equivalente
Craugastor raniformis 0.006740034 0.06931 ns 1 Equivalente
Craugastor raniformis Craugastor crassidigitus 0.06470631 0.25743 ns 1 Equivalente

No hay relacion aparente entre lareconstruccién filogenética del grupo, la reconstrucciéon de
areas ancestrales y las comparaciones ambientales estadisticamente significativas, por lo
cual no se cumplié la Prediccion Il de la Hipdtesis VI (especies mas cercanamente
emparentadas = nichos mas similares). La similaridad ambiental se centra en el area
compartida o idénea para ambas especies, mas que en las zonas ambientales disponibles
y diferentes entre ambos rangos; por lo cual, se tiene que ver como una funcién de la
seleccién de hbitat (idoneidad) mas que un artefacto de las diferencias subyacentes a los
hébitats disponibles en ambos rangos, no ocupados por la especie comparada (Roédder &
Létters, 2009). A partir de esto surge la hip6tesis de que ignorar la estructura filogeografica
de las especies de este grupo, al momento de realizar las comparaciones, pudo haber
afectado el poder de esta, fallando en rechazar la Ho (nichos diferentes), aun cuando los
valores de sobrelapamiento fueron altos; esto se ve reflejado en que las especies con las
distribuciones mas restringidas del grupo y que comparten gran parte de las areas
biogeogréaficas fueron las que presentaron comparaciones significativas. Por otro lado C.
raniformis, que también se observa es monofilético (Pp= 0.99; Fig. 5), presento resultados
estadisticamente significativos al ser comparada con C. longirostris y exhibié el valor més

alto de sobrelapamiento (D=0.51).

Se cumplio parcialmente la prediccion | de la Hipotesis VI (especies con amplia distribucion

= nichos mas similares), ya que se esperaba que C. longirostris, C. fitzingeri y C.
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crassidigitus presentaran nichos similares, dado que sus rangos de distribucion comparten
muchas zonas (Tabla 1), ademas de que se obtuvieron mas de 1000 registros de presencia
para cada una.Las comparaciones de C. longirostris Vs C. fitzingeri y esta ultima con C.
crassidigitus (D=0.36, P-valor=0.07 y D=0.33, P-valor = 0.07, respectivamente), indican que
los valores de sobrelapamiento son intermedios y tienen un sentido biolégico aunque no se

consideren significativos.
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Figura 5. Arbol filogenético bajo inferencia bayesiana, se observan los estimados de las
probabilidades posteriores para cada nodo, la mayoria de grupos presentaron altos soportes.
Se soporta el grupo de especies C. fitzingeri como monofilético, aunque no quedan claras las

relaciones de las especies que lo conforman.
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Figura 6. Arbol filogenético de la especie Craugastor longirostris. Los individuos de Santander

y Antioquia forman un grupo altamente soportado (Pp= 1), concordando con lo observado en

lafilogenia completa del grupo C. fitzingeri, donde estas secuencias corresponden a la especie

C. metriosistus.
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6. CONCLUSIONES

Este estudio que integro biogeografia histérica con modelos de nicho ecoldgicos sugiere la
existencia de diversidad criptica en el grupo de especies Craugastor fitzingeri. Los analisis
filogenéticos y tiempos de divergencia basados en el gen Citocromo Oxidasa | (COI), sugieren
gue el ancestro comin mas reciente del grupo de especies Craugastor fitzingeri vivio entre el
Oligoceno tardio y el Mioceno temprano (~29.9 m.a). Todas las especies del grupo son
aparentemente parafiléticas, aun cuando el grupo es monofilético. Se logré identificar la
dispersion como el mecanismo que mejor explicalos patrones de distribucion actuales de las
especies del grupo; 171 dispersiones fueron estimadas, las cuales, en su mayoria, ocurrieron
desde Centroamérica hacia Suramérica. Se presentaron dos eventos importantes de
vicarianza, precedido de dispersiones, que pudieron influir de manera directa con los procesos
de especiacion y apoyan la hipétesis del cierre del Istmo de Panamé entre 13y 15 m.a. atras.
Estos resultados se unen a la lista de trabajos que presentan aparentes discordancias
temporales con el modelo GABI tradicional (~3.5 m.a.), ratificando una vez mas que los
intercambios de biota entre América del Norte y América del sur pudieron iniciar por lo menos
7 m.a. antes de lo esperado. C. longirostris como caso de estudio, abre la puerta a preguntas
relacionadas con los procesos adaptativos locales que en la actualidad estan impulsando la
diferenciacion genética de las especies del grupo C. fitzingeri; se encontraron tres grupos
claramente diferenciados de lo que podrian ser 3 taxones no descritos para el Choco
(Colombia), el calculo de distancias genéticas y el arbol filogenético realizados para la especie,
ratifica que las poblaciones de Antioquiay Santander que antes se atribuian a C. longirostris,
en realidad pertenecen a C. metriosistus. Los altos valores de Fst indicaron que existe
estructura genética en la especie, sin embargo, no se puede asegurar si estan ocurriendo
procesos de especiacion incipiente, o si, a excepcion de Chocé_Pb2 y Chocé _Pb3, C.
longirostris representa una poblacion con una estructura discontinua geogréfica y
genéticamente. Con los datos obtenidos en este trabajo es posible decir que no hay
conservadurismo de nicho entre las especies del grupo de especies C. fitzingeri; pero es
importante no desligar los patrones filogeograficos al momento de realizar comparaciones en

el espacio ambiental, para evitar afectar el poder de los test de similaridad y equivalencia.
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7. RECOMENDACIONES

Incluirun mayor nimero de secuencias, de individuos que cubran el rango de distribucion
de las especies, ademas de una mayor cantidad de genes (mitocondriales y nucleares),
para asi poder recoger la mayor cantidad de variacién y discriminar con mayor seguridad,
si la poca claridad en las relaciones del grupo se debe a unafalta de informacién, o a que

existen taxa no descritas y/o clasificadas de forma incorrecta.

Tener en cuenta los patrones filogeograficos de las especies a comparar en futuras

investigaciones, para evitar afectar el poder de los test de similaridad y equivalencia.

Incluira Craugastor chingopetaca en futuros analisis filogenéticos.
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ANEXOS



Anexo 1. Listado de secuencias utilizadas en el analisis filogenético

Especie Gen N° de acceso Repositorio  Autores Localidad Coordenadas (lon, lat)
Craugastor raniformis | COI DQ350202 GeneBank Crawford, Rio Pifia, Bahia Pifia, -78.1833333; 7.5833333
Bermingham &  Darién, PA
Carolina
DQ350201 GeneBank Crawford, Cana, PN Darién, -78.15; 8.1
Bermingham &  Darién, PA
Carolina
EF629426 GeneBank Crawford, Rio Urti, Majé, PA -79.5166667; 8.9833333
Bermingham &
Carolina
DQ350200 GeneBank Crawford, Cana, PN Darién, -79.5166667; 8.9833333
Bermingham &  Darién, PA
Carolina
Craugastor fizingeri | COL DQ350191 GeneBank Crawford, EB las cruces, San -82.96; 8.7841667
Bermingham & Vito, Puntarenas, CR
Carolina
DQ350186 GeneBank Crawford, Alfombra, Fila -83.776619; 9.308614
Bermingham & Costefia, San José, CR
Carolina
EF629423 GeneBank Crawford, Fort Sherman, Gatin,  -79.5197306; 8.9936
Bermingham &  Colén, PA
Carolina
CH BOLD --- Darien, Distrito de -77.7166667; 8.1333333
6355[museumid] Pinogana, PA
USNM BOLD --- Coclé, El Copé, PA -80.584; 8.62
572255[museumid]
CH BOLD --- Panamg, Distrito de -79.5166667; 8.9833333
6840[museumid] Panama, PA
DQ350178 GeneBank Crawford, Rio Kosmaco, -85.1667; 14.7333
Bermingham & Olancho, HN
Carolina
DQ350180 GeneBank Crawford, Guasimo, Limén, CR -83.697841; 10.1711652
Bermingham &
Carolina
DQ350182 GeneBank Crawford, MHN La Paz, Alajuela,  -84.5358333; 10.1561111
Bermingham & CR
Carolina
Craugastor longirostris | COI ANDES-A BOLD Choco, CO -76.6666667; 5.7
636[museumid]
IN991346 GeneBank Pinto-Sanchez, Maceo, Antioquia, CO -74.7872222; 6.5533333
Ibafiez,
Madrifian,
Sanjur,
Bermingham &
Crawford
KP149119 GeneBank Guarnizo, Paz, Sabana deTorres, -73.5002778; 7.3902778
Munoz-Ortiz, Santander, CO
Flechas,
Méndez-
Narvaez &
Crawford
DQ350199[fieldid] BOLD PA -79.5166667; 8.9833333
Bioml|ics ---
AJC 1193 Choco 5.57;-77.5
Biom|ics ---
AJC 2078 Valle del Cauca 3.839166; -77.196911
Bioml|ics ---
AJC 2079 Valle del Cauca 3.839166; -77.196911
Biom|ics —-
AJC 2082 Choco 5.5705; -77.5026
Bioml|ics ---
AJC 2090 Choco 5.5705; -77.5026
Biom|ics ==
AIC 2116 ) ) Choco 8.1593; -77.24
Biom|ics ---
AJC 2125 . ) Choco 8.1593; -77.24
Biomlics 5.679; -76.594
AR oo Biomlics o 5 687i 76.594
LAR 0009 Biom|ics Choco Rt
5.688; -76.594
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Craugastor tabasarae

Craugastor crassidigitus

Craugastor talamancae

Craugastor metriosistus

Pristimantis achatinus

CoI

COI

CoI

Col

Cor

LAR 0010
LAR 0011
SWAB 1
AIC 4277
AJC 4278
AIC 4279
SWAB 23
SWAB 24
AJC 2082_ARod
AJC 2096
AJC 1341
AJC 1346
AIC 3873
F1766684
EF629427

KC129223

EF629409

EF629410

DQ350174

EF629415

EF629412

EF629430

EF629429

EF629436

F1766696
KR862955

AJC_1336
AJC_3885
AJC_1199
JN371121

Biom|ics
Biom|ics
Biom|ics
Biom|ics
Biom|ics
Biom|ics
Biom|ics
Biom|ics
Bioml|ics
Biom|ics

Biom|ics

Biom|ics

GeneBank

GeneBank

GeneBank

GeneBank

GeneBank

GeneBank

GeneBank

GeneBank

GeneBank

GeneBank

GeneBank

GeneBank

Biom|ics
Biom|ics
Biom|ics
GeneBank

Crawford, Lips
& Bermingham
Crawford,
Bermingham &
Carolina
Crawford, Cruz,
Griffith, Ross,
Ibanez, Lips,
Driskell,
Bermingham &
Crump
Crawford,
Bermingham &
Carolina
Crawford,
Bermingham &
Carolina
Crawford,
Bermingham &
Carolina
Crawford,
Bermingham &
Carolina
Crawford,
Bermingham &
Carolina
Crawford,
Bermingham &
Carolina
Crawford,
Bermingham &
Carolina
Crawford,
Bermingham &
Carolina
Crawford, Lips
& Bermingham
Paz, Ibafiez,
Lips & Crawford

Garcia,
Crawford,
Mendoza,
Ospina,
Cardenas and
Castro

Choco
Choco
Choco
Narino
Narino
Narino
Narino
Narino
Choco
Choco

Antioquia
Antioquia

El Copé, Coclé, PA

Rio Maria, Altos de
Maria, PA

Brewster, PA

La Pefia, Alvaro Ruiz,
Alajuela, CR

Rio Urti, Majé,
Panama, PA

Cerro Jefe, Panama,
PA

Monteverde,
Puntarenas, CR

Tinamaste, Fila
Costefia, San José, CR

Isla Popa, Bocad del
Toro, PA

EB La Selva,
Sarapiqui, Heredia,
CR

Nusagandi, Kuna
Yala, PA

El Copé, Coclé, PA
Brewster, PA
Antioquia, CO

Santander, CO
Tolima, CO

5.684; -76.596
5.681; -76.595
1.419; -78.377
1.417; -78.386
1.422; -78.37
1.421;-78.37
1.421; -78.37
5.571;-77.503
5.571; -77.503
5.57;-77.5

3.839166-77.196911
6.54413; -74.6403

6.54413; -74.6403
7.3962; -73.4955
-80.584; 8.62
-77.3641389; 8.6853611

-79.25; 9.35

-84.4365; 10.2101

-79.5166667; 8.9833333

-79.3841667; 9.2308333

-84.8238889, 10.3172222

-84.3029; 9.87076

-82.1166667; 9.15

-84.015; 10.4219444

-78.3441667; 9.2961111

-80.584; 8.62
-79.25; 9.35

-75.5666667, 6.2166667
-73; 7.1333333
-75.2333333; 4.4333333
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JN991349 GeneBank Pinto-Sanchez,  --- ---
Ibafiez,
Madrifian,
Sanjur,
Bermingham &
Crawford
IN371122 GeneBank Garcia, --- ---
Crawford,
Mendoza,
Ospina,
Cardenas and
Castro
Leptodactylus fuscus | COI

Anexo 2. Tabla de distancias genéticas por pares de individuos

uAmMCO UGPanama  *PEACO “GEACO AJC1193CO  *AJC38T3CO "AICI31CO  "AICI6CO  AJC2079 COValle AJC2078 COValle AJC2082CO  AJC2090 CO  AJC2116 CO  AJC2125CO  LAROUO4 CO  LAROO9 CO  LAR00I0CO  LAROOLLCO  ChocoocOCO0Z6 1
Choct Antioguia ‘Santander Choct. ‘Santander Antioguia i del Cauce del Caca Chocd

ntioguia Chocs. Chocs Chocs. Choct Chood Choct. Choct €O Choco

UAMCO Choco

UG Panama

*PEA CO Antioquia

“GEA CO Santander

AJC 1183 CO Chocs.

*AJC 3873CO

‘Santander

*AJC 1341 CO

Antioguia

*AJC 1346 CO

Antioquia

AJC 2078 CO Valle
Cauca

AJC 2079 CO Valle

del Cauca

AJC 2082 CO Choct.

AJC 2090 CO Chocd.

AJC 2116 CO Chocd.

AJC 2125 CO Choct.

LAR 0004 CO Choco

LAR 0008 CO Choco

LAR 0010 CO Choco

LAR 0011 CO Choco

ChocoocOC0026 15
€O Choco

AJC 4278 CO a0
AJC 4277 CO Nasifo
AJC 4279 CO Nasifo

ChocoocOCO054 15
CONarifo

ChocoocOCO0S5 15
cOoNaifo

AJC 2082 CO Chocd.

AJC 2006 CO Choct.

Rojo: Chocd AJC 2125 y AIC 2116 con otras localidades except chocd, Pb1y LAR 0011
Amairillo: Chocd AJC 2125 y AJC 2116 con Chocd, Pb1

Azul claro: metriosistus con todas las demas

Morado: Chocd, Pb1 con Choco AJC 2125y AJC 2116

Naranja: LAR 0011 con Chocd AJC 2125y AJC 2116

lila: LAR0011 con Chocd normal

Azul oscuro: LAR 0011 con todas
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