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Resumen

El desarrollo de investigaciones en sistematica molecular (i.e. genética de
poblaciones, filogenética y filogeografia) se ha beneficiado del avance en las
técnicas de secuenciacion recientes, las cuales ofrecen la posibilidad de obtener
secuencias de ADN de manera economica y rapida. El andlisis adecuado de estas
secuencias enmarcado en disciplinas como la filogenética molecular y la
filogeografia, han incrementado el conocimiento acerca de las relaciones evolutivas
de linajes genéticos a nivel intra e interespecificos, patrones de distribuciéon
geografica de dichos linajes, e identificacion de posibles procesos que formaron
estos patrones. Adicionalmente, estos analisis se han convertido en herramienta
fundamental de la taxonomia integrativa, complementando andlisis provenientes de
otras lineas de evidencia como por ejemplo la morfologia y la bioacustica. La
taxonomia integrativa se ha utilizado generalmente para evaluar especies
ampliamente distribuidas, la cuales pueden constituir complejos de especies. Este
es el caso de las tortugas continentales semiacuéticas neotropicales Kinosternon
leucostomum y Kinosternon scorpioides (Testudines: Kinosternidae), cuyas
extensas distribuciones y su presencia en diferentes habitats, impulsan la hipétesis
de que existe variacidn genética interespecifica no reconocida entre las poblaciones
a lo largo de sus rangos de distribucién, pudiendo corresponder con varios linajes
evolutivos dentro de cada taxdn. En esta investigacion se obtuvieron y analizaron
secuencias de tres genes mitocondriales (12s, 16s y Cytb) y siete fragmentos
cleares (BDNF, CMOS, HMGB, ODC, R35, RAG1l, RAG2) de individuos
provenientes de gran parte del rango de distribucion de las dos especies en el neo
trépico con los siguientes objetivos: 1. Evaluar si existe variacion genética
interespecifica no reconocida, 2. Evaluar las relaciones evolutivas entre linajes
detectados, 3. determinar la distribucion geografica de estos posibles linajes y 4.
Establecer inferencias taxonémicas comparando los resultados con la clasificacion
taxondmica actual. Los andlisis filogenéticos (Inferencia Bayesiana y Méaxima
Verosimilitud), ademas de Analisis de Componentes Principales y redes de Maxima
Parsimonia de haplotipos, revelaron patrones de diferenciaciébn genética
contrastantes para cada especie. Para K. escorpioides se identificé una fuerte
estructura genética compuesta de varios linajes evolutivos independientes. Para K.
leucostomum no se identificd estructura genética, constituyendo un solo linaje
evolutivo con algunas diferencias geogréficas. Se discute acerca de las causas y
consecuencias de estos patrones en un contexto filogenético, filogeografico y
taxonodmico. Adicionalmente se discute acerca de las consecuencias de estos
resultados para la conservacion de las dos especies.

Palabras clave: Filogenética, filogeografia, tortugas continentales, mtDNA, nuDNA,
complejo de especies, especiacion criptica.



Abstract

The growth of research in molecular systematics (i.e., population genetics,
phylogenetics and phylogeography) has benefited from advances in recent
sequencing techniques, which offer the possibility of obtaining DNA sequences
economically and rapidly. Adequate analysis of these sequences in disciplines such
as molecular phylogenetics and phylogeography has increased knowledge about the
evolutionary relationships of genetic lineages at intra- and interspecific levels,
patterns of geographic distribution of these lineages, and identification of possible
processes that formed these patterns. Additionally, these analyses have become a
fundamental tool for integrative taxonomy, complementing analyses from other lines
of evidence such as morphology and bioacoustics. Integrative taxonomy has
generally been used to evaluate widely distributed species, which may constitute
species complexes. This is the case of the neotropical semi-aquatic continental
turtles Kinosternon leucostomum and Kinosternon scorpioides (Testudines:
Kinosternidae), whose wide distributions and presence in different habitats, support
the hypothesis that there is unrecognized interspecific genetic variation among
populations throughout their distribution ranges, which may correspond to several
evolutionary lineages within each taxon. In this research, sequences of three
mitochondrial genes (12s, 16s and Cytb) and seven nuclear loci (BDNF, CMOS,
HMGB, ODC, R35, RAG1, RAG2) were obtained and analyzed from individuals from
a large part of the distribution range of the two species in the neotropics with the
following goals: 1. To evaluate if there is unrecognized interspecific genetic variation,
2. To evaluate the evolutionary relationships between detected lineages, 3. to
determine the geographic distribution of these possible lineages and 4. to establish
taxonomic inferences by comparing the results with the current taxonomic
classification. Phylogenetic analyses (Bayesian Inference and Maximum Likelihood),
in addition to Principal Component Analysis and Maximum Parsimony networks of
haplotypes revealed contrasting patterns of genetic differentiation for each species.
For K. scorpioides, a strong genetic structure composed of several independent
evolutionary lineages was identified. For K. leucostomum no genetic structure was
identified, constituting a single evolutionary lineage with some geographic
differences. The causes and consequences of these patterns are discussed in a
phylogenetic, phylogeographic and taxonomic context. In addition, the
consequences of these results for the conservation of the two species are discussed.

Key words: Phylogenetics, phylogeography, continental turtles, mtDNA, nuDNA,
species complex, cryptic speciation.
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1. Introduccidn

La posibilidad de obtener secuencias de ADN de manera econémicay rapida
debido al avance en las técnicas de secuenciacion, sumado a avances en el
procesamiento de la informacion, le han conferido a los analisis filogenéticos
basados en métodos probabilisticos una gran popularidad. Hoy dia este tipo
de analisis son rutinariamente usados no solo para inferir las historias
evolutivas de diferentes grupos de organismos a escala intra e inter
poblacional (sistematica molecular), sino también para responder preguntas
aplicadas a otras areas del conocimiento, que van desde la inmunologia, la
epidemiologia y la conservacién, hasta la biologia evolutiva del desarrollo
(conocida como evodevo) y la paleoecologia (Horiike, 2016; Lamsdell et al.,
2017; Morrison, 2011; Ramsuran et al., 2017; Van Regenmortel, 2011).

El analisis adecuado de secuencias de ADN enmarcado en disciplinas como
la filogenética molecular y la filogeografia, han incrementado el
conocimiento acerca de las relaciones evolutivas de linajes genéticos intra
e interespecificos en especies de interés, asi como la determinacién de
patrones de distribucién geografica de dichos linajes e identificacién de
posibles procesos que formaron estos patrones. Adicionalmente, estos
andlisis se han convertido en herramienta fundamental de la taxonomia
integrativa y han sido claves para resolver incognitas taxonémicas que otras
estrategias, por ejemplo, basadas solamente en morfologia, no habian
podido solucionar (Bryson et al., 2012; Davis et al., 2016; Loc-Barragan et
al., 2020; Mendoza-Henao et al., 2020; Spinks and Shaffer, 2009; Vargas-
Ramirez et al., 2020, 2013, 2010; Weinell and Bauer, 2018).

La taxonomia integrativa se ha utilizado generalmente como herramienta
para evaluar especies ampliamente distribuidas, las cuales pueden constituir
complejos de especies. La falta de conocimiento o la especiacién criptica
han sido las causas mas comunes de esta situacion. Este es el caso de las
tortugas continentales  neotropicales semiacuéticas  Kinosternon
leucostomum y Kinosternon scorpioides (Testudines: Kinosternidae), cuyas
extensas distribuciones y presencia en diferentes habitats, impulsan la
hipotesis de que existe variacion genética no reconocida entre las
poblaciones a lo largo de sus rangos de distribucién, pudiendo corresponder
a varios linajes evolutivos dentro de cada taxon.



Comunmente denominadas como de pantano, tapaculos, tortuga caja o
almizcleras, la familia de tortugas acuaticas y semiacuéticas de la familia
Kinosternidae se distribuye por el continente americano desde las zonas
templadas del centro y sur de Norteamérica, hasta las praderas y selvas
tropicales de Suramérica (Rueda-Almonacid et al., 2007). Sus relaciones
filogenéticas han sido objeto de debate en diferentes ocasiones. Usando
datos morfologicos, se considerd la parafilia del género Kinosternon con
respecto a Sternotherus (Kinosterninae) (Seidel et al., 1986), lo cudl seria
posteriormente revatido por una filogenia propuesta a partir de datos
morfolégicos y aloenzimaticos combinados (lverson, 1991). Posteriormente,
analisis filogenéticos moleculares fueron llevados a cabo mediante el
andlisis filogenético de secuencias de varios marcadores mitocondriales
(Citocromo B y RNA ribosomales 12S y 16S) y nucleares (C-mos, RAG1 y
RAG2), incluyendo 28 especies reconocidas que componen la familia. Estos
analisis revelaron resultados inesperados, llevando a la elevacion de
Staurotypinae y Kinosterninae al nivel de familia (Staurotypidae vy
Kinosternidae, respectivamente); esta ultima conformada por los géneros
Sternotherus, Kinosternon y Cryptochelys (lverson et al., 2013). Esta nueva
clasificacion fue refutada por Spinks et al. (2014), argumentando un sesgo
hacia la informacion suministrada por el DNA mitocondrial, por lo que
incluyendo un mayor numero de fragmentos nucleares (15 fragmentos,
10305 pares de bases pb en total), recuperando nuevamente los géneros
tradicionales Sternotherus y Kinosternon para la subfamilia Kinosterninae.

En medio de la discusién taxonémica que deriva de la historia evolutiva de
toda la familia y especialmente del género Kinosternon, destacan los
taxones nominales K. leucostomum y K. scorpioides; especies ampliamente
distribuidas para las que se ha documentado la suficiente variacion
morfoldgica y ecolégica como para poder encontrar multiples taxones en la
categoria de especies (Cabrera & Colantonio, 1997; Berry & Iverson., 2001a,
2001b; McCranie, 2008; Iverson, 2010).

Kinosternon leucostomum se encuentra en Belize, Colombia, Costa Rica,
Ecuador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama y Peru. Posee
un caparazon liso, abombado y con una coloracién entre café y amarillento,
ademas de algunas diferencias que incluyen una cola mas larga y un
caparazon mas alargado y menos ancho en los machos (Berry & Iverson,
2001b). De habitos semiacuaticos, llega a registrarse en aguas salobres y
estuarios, pero prefiriendo pozos y pantanos de aguas mansas y turbias con
abundante vegetacion acuatica. También se han encontrado individuos en
tierra firme muy lejos del agua, pudiendo algunas veces estivar en los
bosques riberefios o enterrados entre el fango y las raices del pasto (Paez
et al, 2012). Sus amenazas van desde la fragmentacion de habitat,
desecacion de humedales y contaminacion de cuerpos de agua, hasta ser
comercializada ilegalmente como mascota y para consumo humano (Ardila-



Marulanda et al., 2016; Corredor-Londofio et al., 2007; Rueda-Almonacid et
al., 2007).

Kinosternon scorpioides abarca desde México hasta el norte de Argentina,
siendo actualmente reconocida como la especie de tortuga mas
ampliamente distribuida en el neotropico (Rhodin, et al., 2021). Habita
cuerpos de agua permanentes y semipermanentes, sean de tipo léntico o
I6tico, prefiriendo aguas oscuras de fondos lodosos aislados de causes
principales, siendo frecuente encontrarla caminado en las orillas de los
cuerpos de agua durante las noches y en el dia en época de lluvias
(Pritchard and Trebbau, 1984; Stafford and Meyer, 2000). Se distribuye por
Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guayana
Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras, México, Nicaragua, Panama,
Paraguay, Perq, El Salvador, Suriname, Trinidad y Venezuela. Su principal
amenaza es la destruccion y degradacion de habitat, donde las actividades
humanas han alterado por completo los ecosistemas dulceacuicolas (Berry
et al. 2012). Aunque no es muy apetecida para consumo por cuenta del
hedor intenso producido por sus glandulas de almizcle, si es aprovechada
como alimento en algunas regiones de México, Colombia, Venezuela, Brasil
y Peru (Pritchard and Trebbau, 1984, Rueda-Almonacid, 2007).

Debido a que las tortugas continentales neotropicales Kinosternon
leucostomum y Kinosternon scorpioides presentan extensas distribuciones
estando presentes en diferentes habitats, se ha planteado la hipétesis de
que existe variacion genética no reconocida entre las poblaciones a lo largo
de sus rangos de distribucion, pudiendo corresponder con varios linajes
evolutivos independientes dentro de cada taxén. Con los objetivos de: 1.
evaluar la hipotesis antes enunciada, 2. determinar la distribucion geogréfica
de estos posibles linajes y 3. Comparar la clasificacion actual de cada taxon
(basada principalmente en morfologia), con la variacion genética detectada,
en esta investigacion se obtuvieron y analizaron secuencias de tres genes
mitocondriales (12s, 16s y Cytb) y siete loci nucleares (BDNF, CMOS,
HMGB, ODC, R35, RAG1, RAG?2) de individuos provenientes de gran parte
del rango de distribucion de las dos especies en el neo tropico.
Especificamente, se llevaron a cabo andlisis filogenéticos de Inferencia
Bayesiana y Maxima Verosimilitud usando diferentes combinaciones de
datos (mitocondrial, nuclear y combinada), ademas de Analisis de
Componentes Principales, distancias genéticas y redes de haplotipos de
Maxima Parsimonia.

La evaluacién en estas dos especies cobra especial relevancia no solo para
entender la historia evolutiva de los linajes, sus patrones y posibles procesos
de formacion, sino porque en el contexto actual de perdida de diversidad,
son urgentemente necesarias las medidas que mitiguen esta pérdida. Los
guelonios (Orden Testudines), corresponden a uno de los grupos de



vertebrados mas amenazados debido su vulnerabilidad frente a amenazas
como la degradacién de habitat, explotacion, trafico de especies y el cambio
climatico (Berriozabal-Islas et al., 2020; Butler, 2019; Carter and Janzen,
2021; Fritz et al., 2010; Mothes et al., 2020; Rueda-Almonacid et al., 2007;
Paez et al, 2012). Los resultados de esta investigacion deben servir como
punto de partida para establecer estrategias de conservacion de los posibles
diferentes linajes evolutivos identificados (sensu Moritz, 1994).

Asi, este trabajo aborda una metodologia mediante la cual se pretende
responder las siguientes preguntas generales: ¢Son Kinosternon
leucostomum y Kinosternon scorpioides complejos de especies? ¢ Cuales
son las relaciones filogenéticas de linajes identificados entre y dentro del
género? Se presenta una seccion, en formato de articulo cientifico, donde
se revisa la taxonomia actual del género, se presentan los resultados
obtenidos y se discute acerca de las causas y consecuencias de los
patrones encontrados en un contexto filogenético, filogeografico y
taxondmico. Adicionalmente se discute acerca de las consecuencias de
estos resultados para la conservacion de las dos especies.



2. Articulo cientifico
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RESUMEN

Las tortugas continentales neotropicales Kinosternon leucostomum y Kinosternon
scorpioides presentan extensas distribuciones estando presentes en diferentes
hébitats y exhibiendo diferencias morfoldgicas geograficas. Por lo anterior, se ha
planteado la hipétesis de que existe variacion genética no reconocida entre las
poblaciones a lo largo de sus rangos de distribucién, pudiendo corresponder con
varios linajes dentro de cada taxén. Con los objetivos de: 1. evaluar la hipoétesis
antes enunciada, 2. dilucidar las relaciones evolutivas entre posibles linajes para
cada especie y 3. comparar la clasificacion actual de cada taxén (basada
principalmente en morfologia), con la variaciobn genética detectada, en esta
investigacion se obtuvieron y analizaron secuencias de tres genes mitocondriales
(12s, 16s y Cytb; 2134 pares de bases pb) y siete loci nucleares (BDNF, CMOS,
HMGB, ODC, R35, RAG1, RAG2; 5303 pb) de individuos provenientes de gran parte
del rango de distribucion de las dos especies en el neo tropico. Los andlisis
filogenéticos y filogeograficos revelaron para K. scorpioides una fuerte estructura
genética compuesta de varios linajes evolutivos independientes presentes en centro
y sur américa. Para K. leucostomum no se identificO estructura genética,
constituyendo un solo linaje evolutivo con algunas diferencias geogréficas. Se
discute acerca de las causas y consecuencias de estos patrones genéticos en un
contexto filogenético, filogeogréfico y taxondmico. Los linajes identificados para K.
scorpioides corresponden a Unidades Evolutivas Significativas (ESU’s sensu
Moritz, 1994). Estos resultados son cruciales para futuros planes de conservacion,
especialmente teniendo en cuenta el vacio general que hay sobre la biologia y
ecologia de cada linaje independiente, sumado a su vulnerabilidad por cuenta de
amenazas latentes como la pérdida de habitat y el cambio climatico.

Palabras clave: Filogenética, Filogeografia, Tortugas continentales, mtDNA,
nuDNA, complejo de especies, especiacion criptica.



ABSTRACT

The neotropical continental turtles Kinosternon leucostomum and Kinosternon
scorpioides are widely distributed, occur in different habitats, and exhibit geographic
morphological differences. Therefore, it has been hypothesized that there is
unrecognized genetic variation among populations all along their distribution ranges,
which may correspond to multiple lineages within each taxon. With the goals of: 1.
evaluating the above hypothesis, 2. elucidating the evolutionary relationships among
the possible lineages of each species, and 3. comparing the current classification of
each taxon (based primarily on morphology), with the genetic variation detected in
this research, the sequences of three mitochondrial genes (12s, 16s and Cytb; 2134
base pairs bp) and seven nuclear loci (BDNF, CMOS, HMGB, ODC, R35, RAG1,
RAGZ2; 5303 bp) were obtained and analyzed from individuals from a large part of
the distribution range of the two species in the neotropics. Phylogenetic and
phylogeographic analyses revealed for K. scorpioides a strong genetic structure
composed of multiple independent evolutionary lineages present in Central and
South America. For K. leucostomum no genetic structure was identified, constituting
a single evolutionary lineage with some geographic differences. The causes and
consequences of these genetic patterns are discussed in a phylogenetic,
phylogeographic and taxonomic context. The lineages identified for K. scorpioides
correspond to Evolutionarily Significant Units (ESU's sensu Moritz, 1994). These
results are crucial for future conservation plans, especially considering the general
lack of information on the biology and ecology of each independent lineage, in
addition to their vulnerability due to latent threats such as habitat loss and climate
change

Key words: Phylogenetics, Phylogeography, Continental turtles, mtDNA, nuDNA,
species complex, cryptic speciation.



1. INTRODUCCION

Las especies ampliamente distribuidas cominmente estan sometidas a una serie
de ambientes geogréaficos heterogéneos, cuyos factores bibticos y abidticos
pueden variar espacial y temporalmente, llevando a que las poblaciones exhiban
variacion entre si. Esta variacion determina grupos genéticos los cuales, en
algunos casos son utilizados para designacion de subespecies (Ennen et al.,
2014). Esta es una caracteristica de los denominados complejos de especies,
clusteres cuyas similitudes morfoldgicas les confieren la clasificacion de una Unica
especie, pero cuyas variadas y complejas historias naturales, que a su vez se ven
reflejadas en profunda diferenciacién genética, motivan el replanteamiento de esta
clasificacion.

La insuficiencia de la morfologia u otras lineas de evidencia individuales como
unica fuente de informacion, llevé a la integracién e implementacion de otras
lineas de evidencia en la delimitacién de especies y el discernimiento de la
variacion intrinseca a estas. Es asi como la taxonomia integrativa se refiere al uso
diferentes lineas de evidencia (i.e. andlisis de datos moleculares, morfolégicos,
bioacusticos, quimicos, etc.) para tomar decisiones sistematicas y taxonémicas
con mayor objetividad. El uso de datos de secuencias de ADN mitocondriales y
nucleares como base de analisis filogenéticos basados en métodos probabilisticos
han complementado el uso de otras lineas de evidencia dentro de la taxonomia
integrativa. Estos analisis han sido ampliamente utilizados para inferir las historias
evolutivas de diferentes grupos taxondmicos, incluyendo complejos de especies,

cuyas relaciones y distribuciones no habian sido claramente establecidas con
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base exclusivamente en morfologia (Bryson et al., 2012; Davis et al., 2016; Loc-
Barragan et al., 2020; Mendoza-Henao et al., 2020; Spinks & Shaffer, 2009;
Vargas-Ramirez et al., 2020, 2013, 2010; Weinell & Bauer, 2018). Esto resulta
clave no solo por la historia evolutiva en si, sino en el contexto actual, para
reconocer objetivamente la diversidad biolégica y asi justificar medidas que
mitiguen la pérdida acelerada de esta.

Este tipo de investigaciones son particularmente necesarias y pertinentes los
quelonios (Orden Testudines), debido a su bajo conocimiento y su alta
vulnerabilidad frente a amenazas como la explotacién y consumo por parte de
comunidades humanas, la degradacion de habitat y el cambio climatico
(Berriozabal-Islas et al., 2020; Butler, 2019; Carter & Janzen, 2021; Fritz et al.,
2010; Mothes et al., 2020; Paez-Nieto, et al. 2012). Aunque a nivel mundial son
reconocidas 356 especies de este grupo, 60 se reconocen como politipicas,
representando 122 taxones adicionales (Berry & Iverson, 2001a, 2001b; Rueda-
Almonacid et al., 2007). Los quelonios representa uno de los grupos vertebrados
mas amenazados del mundo, donde solo en el territorio nacional colombiano
cerca del 45% de los 34 de taxones que lo habitan, se encuentran en alguna
categoria de amenaza de la UICN (Vu = Vulnerable, EN = En peligroy CR = En
peligro critico), existiendo una insuficiencia de datos que dificulta el ejercicio de
categorizacion en un 20% adicional (Morales-Betancourt et al., 2015).

Con base en los resultados de investigaciones en filogenética molecular se han
propuesto para conservacion conceptos como Unidades Evolutivas Significativas

(ESU, por sus siglas en ingles sensu Moritz, 1994), priorizando el componente
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genético de la biodiversidad en los esfuerzos de conservacion, independiente de
si su taxonomia refleja o no la historia evolutiva del grupo en cuestion. El concepto
de ESU ha sido utilizado para reconocer linajes independientes a nivel
intraespecifico y para proponer acciones de conservacion en diferentes grupos
(Mendoza-Henao et al., 2020; Shaffer et al., 2007; Vargas-Ramirez et al., 2013,

2010; Vargas-Ramirez & Moreno-Arias, 2014).

Comunmente denominadas como de pantano, tapaculos, tortuga caja o
almizcleras, la familia Kinosternidae, de tortugas acuéticas y semiacuaticas, se
distribuye por el continente americano desde las zonas templadas del centro y sur
de Norteamérica, hasta las praderas y selvas tropicales de Suramérica (Rueda-
Almonacid et al., 2007). En la actualidad se reconoce que esta familia incluye la
subfamilia Staurotypinae, compuesta por los géneros Staurotypus (dos especies)
y Claudius (monotipico); y la subfamilia Kinosterninae, que agrupa los géneros
Sternotherus (cuatro especies) y Kinosternon (21 especies, incluyendo las mas
recientemente descritas K. vogti [Lopez-Luna et al., 2018, 2021] y K. cora [Loc-

Barragan et al., 2020], no incluidas en este estudio).

En cuanto a sus relaciones filogenéticas, estas han sido objeto de debate en
diferentes ocasiones. En un principio se consideré la parafilia del género
Kinosternon con respecto a Sternotherus (Kinosterninae) con base en datos
morfolégicos (Seidel et al., 1986), tesis que fue revaluada con una filogenia
propuesta a partir de datos morfoldgicos y aloenzimaticos combinados (lverson,

1991). Posteriormente, dichas relaciones fueron nuevamente consideradas
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mediante el analisis de secuencias de varios marcadores mitocondriales (Cytb y
RNA ribosomales 12S y 16S) y nucleares (C-mos, RAG1 y RAG2), llevando a la
elevacion de Staurotypinae y Kinosterninae al nivel de familia (Staurotypidae y
Kinosternidae, respectivamente), esta Ultima conformada por los géneros
Sternotherus, Kinosternon y Cryptochelys (Iverson et al., 2013). Sin embargo, este
altimo cambio fue rebatido por Spinks et al. (2014) argumentando un sesgo hacia
la informacion suministrada por el DNA mitocondrial, por lo que formul6 una nueva
hipoétesis filogenética incluyendo un mayor nimero de loci nucleares (AHR, AlING,
BDNF, BMP2, HMGB2, HNFL, NB22519, P26S4, PAX, R35, RAG, TB01, TB29,
ZFHX1B, 10305 pb en total), recuperando nuevamente como grupos hermanos
los géneros tradicionales Sternotherus y Kinosternon (este Ultimo recuperado

como monofilético), incluidos nuevamente en la subfamilia Kinosterninae.

Los complejos Kinosternon leucostomum y Kinosternon scorpioides

En medio de la discusion taxondmica que deriva de la historia evolutiva de toda la
familia y especialmente del género Kinosternon, destacan los taxones nominales
K. leucostomum, compuesto por las subespecies K. |. postinguinale y K. I.
leucostomum; y K. scorpioides, compuesto por las subespecies K. s. scorpioides,
K. s. albogulare y K. s. cruentatum (pese a la incertidumbre sobre la posicion
taxon6mica de K. abaxillare, tratada en ocasiones como especie independiente o
como subespecie de K. scorpioides [Iverson 2017], esta sera incluida en los
analisis a llevarse a cabo). Estas dos especies se encuentran ampliamente

distribuidas, para las que se ha documentado variaciéon morfolégica y de habitat
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que llevan a sospechar que corresponden a complejos de especies (Acufa-
Mesen, 1994; Acufia-Mesen & Marquez B., 1993; Berry, 1978; Berry & Iverson,

2001a, 2001b).

Por un lado, Kinosternon scorpioides abarca desde México hasta el norte de
Argentina, siendo actualmente reconocida como la especie de tortuga mas
ampliamente distribuida en el neotropico (Rhodin, et al., 2021). Habita cuerpos de
agua permanentes y semipermanentes, sean de tipo léntico o I6tico, prefiriendo
aguas oscuras de fondos lodosos aislados de causes principales, siendo frecuente
encontrarla caminado en las orillas de los cuerpos de agua durante las noches y
en el dia en época de lluvias (Pritchard and Trebbau, 1984; Stafford and Meyer,
2000). Kinosternon s. scorpioides se distribuye por Argentina, Bolivia, Brasil,
Colombia, Ecuador, Guayana Francesa, Guyana, Panama, Paraguay, Peru,
Suriname, Trinidad y Venezuela. A su vez, K. s. albogulare se encuentra en
Colombia (en el Archipiélago de San Andrés, Providencia y Santa Catalina), Costa
Rica, El Salvador, Honduras, Nicaragua y Panama. Finalmente, K. s. cruentatum
habita en Belice, Guatemala, Honduras y México. La principal amenaza de estas
tortugas es la destruccion y degradaciéon de habitat, donde las actividades
humanas han alterado por completo los ecosistemas dulceacuicolas (Berry et al.
2012). Adicionalmente, aungque no es muy apetecida para consumo por cuenta del
hedor intenso producido por sus glandulas de almizcle, si es aprovechada como
alimento en algunas regiones de México, Colombia, Venezuela, Brasil y Pera

(Pritchard and Trebbau, 1984, Rueda-Almonacid, 2007).
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Considerando su gran distribucion, la tortuga Casquito o Tapaculo no se encuentra
incluida en ninguna categoria de amenaza de la UICN, siendo clasificada como
“Preocupacion menor” (LC), ni ha sido incluida en algun apéndice CITES. No
obstante, en Colombia, K. s. albogulare (conocida como Swanka) es considerada
como Vulnerable (VU D2) por cuenta de su reducida distribucion y el alto grado de
transformacion de su habitat (Forero-Medina et al. 2015). La especie posee un
caparazon ovalado con tres quillas longitudinales moderadas o bien definidas, es
levemente deprimido y también consta de 22 escamas marginales, ocho costales
y cinco vertebrales. Su color presenta variacion geogréfica incluyendo colores
marrones claros y oscuros, oliva y negro (Berry & lverson, 2001a; Berry J, 1978;
Giraldo et al., 2012). Sus relaciones evolutivas han sido abordadas en las
reconstrucciones filogenéticas mencionadas, y aunque en la actualidad se
reconocen las tres subespecies con caracteristicas morfolégicas diferenciales
(Berry & lverson, 2011; Berry et al. 2012), las aproximaciones moleculares
coinciden en definir a la especie como no monofilética, difiriendo las respectivas
agrupaciones taxonémicas, pero destacando la necesidad de ampliar el muestreo
en todo el espectro geografico de su distribucién, con el fin de incluir la mayor

variabilidad genética posible.

Por otra parte, Kinosternon leucostomum leucostomum se encuentra distribuida
en Belize, Guatemala, Honduras, México y Nicaragua, mientras que K. I.
postinguinale se encuentra distribuida en Colombia, Costa Rica, Ecuador,

Nicaragua, Panama y Perl. Posee un caparazon liso carente de quillas (o una
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apenas visible), abombado y con una coloracién entre café y amarillo, que consta
de 22 escamas marginales, ocho costales y cinco vertebrales. Adicionalmente, se
ha reportado que este tiende a ser mas alargado y menos ancho en los machos
(Berry & Iverson, 2001b; McCranie, 2018). En general, esta especie es de habitos
semiacuaticos, llega a registrarse en aguas salobres y estuarios, pero prefiriendo
pozos y pantanos de aguas mansas Yy turbias con abundante vegetacion acuética.
También se han encontrado individuos en tierra firme muy lejos del agua,
pudiendo algunas veces estivar en los bosques riberefios o enterrados entre el
fango y las raices del pasto (Pdez-Nieto, et al., 2012). Sus amenazas van desde
la fragmentacion de habitat, desecaciéon de humedales y contaminacion de
cuerpos de agua, hasta ser comercializada ilegalmente como mascota y para su
consumo (Ardila-Marulanda et al., 2016; Corredor-Londofio et al., 2007; Rueda-
Almonacid et al., 2007). Su posicion dentro del género (y dentro de la familia) fue
abordada en el trabajo de Iverson et al.,, (2013), quienes sugiriendo grandes
cambios a la filogenia clasica reasignaron la especie al género Cryptochelys,
propuesta que fue reevaluada en la posterior reconstruccion filogenética realizada
por Spinks et al., (2014) basada exclusivamente en marcadores nucleares,
volviendo a la clasificacion anterior. Al respecto, autores como Ceballos et al.
(2016) sefialaron el sesgo de estos estudios hacia la informacion de las
poblaciones de la subespecie K. I. leucostomum, existiendo un gran vacio en lo
que corresponde a su distribucion hacia el sur de Centroamérica y Surameérica
(incluyendo K. |. postinguinale), por lo que como sefalaran Iverson vy

colaboradores (2013), destaca la necesidad de incluir una mayor cantidad de



16

marcadores informativos junto con un muestreo geografico mas amplio que

incluya zonas de traslape de las subespecies.

En este estudio se obtuvieron y analizaron secuencias de DNA de tres genes
mitocondriales (12S, 16S y Cytb) y siete loci nucleares (C-mos, R35, RAGL,
RAG2, HMGB, BDNF y ODC) de individuos de las especies Kinosternon
scorpioides y Kinosternon leucostomum provenientes de un muestreo geografico
amplio, incluyendo diferentes poblaciones naturales, con los siguientes objetivos:
1. evaluar la hipotesis de que existe variacion genética no reconocida entre las
poblaciones de las dos especies a lo largo de sus rangos de distribucion, pudiendo
corresponder con varios linajes dentro de cada taxon, 2. dilucidar las relaciones
evolutivas entre posibles linajes para cada especie, 3. determinar la distribucion
geografica de estos posibles linajes y 4. Comparar la clasificacién actual de cada

taxon (basada principalmente en morfologia), con la variacion genética detectada.

2. METODOS

2.1 Procedimientos de laboratorio

Para la realizacion de este estudio se obtuvieron tejidos de 31 individuos de
Kinosternon leucostomum sensu lato y 85 de Kinosternon scorpioides sensu lato
de gran parte de sus rangos de distribucion (Anexo 1). Los tejidos provinieron del
Banco de ADN vy tejidos de la Biodiversidad (BTBC) del Instituto de Genética,
Universidad Nacional de Colombia y del Banco de Tejidos del Museo de Zoologia

Senckenberg, Dresden, Alemania. De estos tejidos se extrajo ADN a partir del cual
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se amplificaron fragmentos correspondientes a siete marcadores moleculares;
tres fragmentos de genes mitocondriales Cytb (1181 bp), 12s (404 bp) y 16s (549
bp) y los siete loci nucleares BDNF (686 bp), CMOS (604 bp), HMGB (582 bp),
ODC (571 bp), R35 (1137 bp), RAG1 (1103 bp) y RAG2 (dos fragmentos de 693

bp y 1191 bp, respectivamente) (Anexo 1).

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo con un volumen total de reaccion
de 25 ul que contenian 20-40 ng de DNA, 1 unidad Taq polimerasa (Bioron GmbH,
Ludwigshafen, Germany), el correspondiente buffer recomendado por el
fabricante (Completo, 10x, MgCI2 incluido), 0.2 uM de cada dNTP (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany) y 0.4 uM de cada primer correspondiente
(Anexo 2). Las condiciones de ciclo térmico utilizado en cada una de las
reacciones se describen en el Anexo 3. En los casos en los que la calidad o la
cantidad de muestra inicial no fueran 6ptimas, las PCR se llevaron a cabo usando
AccuStart™ Il GelTrack™PCR SuperMix (Quanta BioSciences, Inc.,
Gaithersburg, MD, USA; modificacion al protocolo: dilucion Tag-Mix 1:2) con un
volumen total de reaccion de 25 ul, conteniendo 20-40 ng de DNA y 0.4 uM de
cada primer correspondiente (Anexo 2). Las condiciones de cada termociclo se
presentan en el Anexo 3. Los productos de cada PCR fueron purificados usando
el reactivo ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Applied Biosystems, Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA; dilucion 1:20; modificacién al
protocolo: 30 min a 37 °C, 15 min a 80 °C). Las reacciones de secuenciacion

fueron realizadas usando el kit de secuenciacion BigDye Terminator v3.1 (Applied
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Biosystems) en las siguientes condiciones: Denaturacion inicial a 96° por 1 min,
seguida por 25 ciclos con denaturacién a 96°C por 10 segundos, un anillamiento
a 50°C por 5 segundos y un periodo de elongacion a 60°C por 75 segundos. Los
productos de estas reacciones de secuenciacion fueron purificados utilizando el
kit de 96 pozos de Performa® DTR V3 (Edge Biosystems, Gaithersburg, MD, USA)
conteniendo 400 pl Sephadex™ (GE Healthcare; solucion 1:20) en cada pozo. Las
respectivas secuencias fueron obtenidas usando el secuenciador de DNA ABI
3730 (Applied Biosystems). Para este fin, los productos a secuenciar fueron
diluidos en factor 1:2 en 0.1 mM EDTA (Roth). Las secuencias finales fueron

editadas y alineadas usando bioedit 7.0.9.0 0 (Hall, 1999).

2.2 Alineamientos mitocondriales y nucleares

Los alineamientos fueron completados con secuencias correspondientes a cada
marcador, provenientes de 17 especies restantes que componen el género
Kinosternon. Se incluyeron ademas secuencias representantes de cada especie
de los demas géneros que constituyen la familia: Sternotherus (Kinosterninae),
Staurotypus y Claudius (Staurotypinae). Adicionalmente, como grupo externo se
incluyeron en los analisis las especies Dermatemys mawii (Dermatemydidae),
Graptemys pseudogeographica (Deirochelyinae, Emydidae), Emys orbicularis
(Emydinae, Emydidae) y Chelydra serpentina (Chelydridae). Estas secuencias

fueron obtenidas de GenBank (Anexo 4).
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2.3 Analisis filogenéticos

Antes de realizar los analisis filogenéticos, se determin6 el modelo de evolucion
de nucledtidos que mejor se ajustaba a cada marcador, asi como sus respectivas
particiones, usando el software PartitionFinder 2.1.1 (Lanfear, et., 2016), utilizando
el Criterio de Informacion Bayesiana (BIC por sus siglas en inglés) como criterio
de seleccion, con base en los siguientes esquemas de particion: 1. sin particion,
2. particion por fragmento de DNA (cada fragmento de gen separado) y 3. maxima
particion (i.e. cada posicion de cada coddn codificante corresponde a una particion
diferente). Los modelos de evolucion para cada fragmento y sus esquemas de

particion de codones son detallados en la Tabla 1.

Posteriormente y aplicando estos modelos, las relaciones filogenéticas fueron
evaluadas mediante un analisis de inferencia bayesiana (IB) y un andlisis de
maxima verosimilitud (ML), llevados a cabo utilizando MrBayes 3.2.1 (Ronquist et
al., 2012) y IQTREE (Nguyen et al., 2015), respectivamente. Para cada analisis,
los datos fueron concatenados en tres bloques: 1. incluyendo los marcadores
mitocondriales (2134 bp), 2. incluyendo los marcadores nucleares (5303 bp) y 3.
incluyendo todos los marcadores mtADN + nADN (evidencia completa de 7437
bp). Adicionalmente, se llevaron a cabo analisis bayesianos exploratorios con
cada loci individual. Para cada analisis bayesiano, dos analisis paralelos fueron
llevados a cabo con cada matriz, cada uno utilizando cuatro cadenas de Markov
por 50 millones de generaciones, incluyendo un muestreo de arboles cada 1000

generaciones, de los cuales los primeros 125 mil fueron descartados (burn-in
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25%). Para evaluar la convergencia de los analisis se utilizé el software TRACER
1.7.1 (Rambaut et al., 2018). El arbol consenso se obtuvo usando TreeAnnotator
v1.10.4 (Drummond & Rambaut, 2007) y para su visualizacion se utilizo el
programa FigTree 1.4.4 (Rambaut, 2018). Para el andlisis de maxima verosimilitud
se utilizaron las mismas particiones indicadas por PartitionFinder. El soporte de
los nodos se calcul6 a través de 1000 réplicas de Bootstrap. En cada caso, los
valores de soporte fueron interpretados asi: IB: bajo <85%, medio 85%>,

robusto >95%; ML: bajo <70%, medio >70%, robusto >85%.

2.4 Redes de haplotipos y diferenciacién genética

Para evaluar las relaciones no dicotdmicas entre haplotipos y para determinar la
cantidad de alelos compartidos entre poblaciones, se calcularon redes de
parsimonia utilizando: 1. los fragmentos de gen mitocondriales concatenados (con
los individuos que contaran con los tres fragmentos disponibles) y 2. cada loci
nuclear individual, colapsando las secuencias en sus respectivos haplotipos
mitocondriales o nucleares. Para este analisis se utilizé el paquete Pegas
disponible para CRAN R (Knaus et al., 2020; Templeton et al., 1992).
Adicionalmente, para evaluar posible diferenciacion genética fuera de un contexto
filogenético se llevaron a cabo analisis de componentes principales (PCA)
utilizando el paquete Adegenet (Jombart, 2015), disponible para CRAN R, de la
siguiente manera: 1. con los marcadores mitocondriales concatenados (separados
por taxén nominal), 2. con los marcadores nucleares concatenados (separados

por taxén nominal), y 3. con los marcadores nucleares individuales (K.
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leucostomum + K. scorpioides). Los nucleédtidos faltantes o ambiguos fueron

reemplazados por la media de las frecuencias alélicas en cada caso.

2.5 Distancias genéticas

Para evaluar la diferenciacion genética entre linajes identificados dentro de cada
taxon nominal, se calcularon las distancias genéticas para el gen Cytb. Para esto
se uso el Software MEGA X v. 10.2.4 (Kumar et al., 2018) utilizando el modelo de
distancias p no corregidas, considerando un modelo de sustitucion que incluye
transiciones y transversiones. Adicionalmente, para el analisis se asumio que las
tasas evolutivas entre los diferentes sitios se modelan mediante una distribucion
uniforme y se utilizé el método de Bootstrap con 1000 réplicas como estimador de

varianza.

3. RESULTADOS

3.1 Analisis filogenéticos

Los andlisis individuales de los fragmentos mitocondriales 12S y 16S no fueron
filogenéticamente concluyentes, obteniéndose multiples politomias al interior de la
familia Kinosternidae (no se muestran los arboles). Por el contrario, el arbol
basado en el fragmento Cytb revelé una marcada estructura genética al interior de
K. scorpioides y una débil estructura para K. leucostomum (Fig. S1y S2). Por otro
lado, los arboles filogenéticos nucleares individuales fueron poco informativos y
solo las filogenias obtenidas utilizando los loci HMGB y RAG2 recuperaron la

monofilia reciproca de los géneros Kinosternon y Sternotherus (Fig. S3y S4). Las
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demas filogenias nucleares individuales mostraron minima resolucién (no se

muestran los arboles).

El arbol filogenético obtenido con la matriz mitocondrial concatenada revel6
resultados similares que los analisis usando el Cytb, pero con mayor soporte de
los nodos. El arbol filogenético mitocondrial revelo6 la existencia de dos grandes
clados dentro de Kinosterninae, exhibiendo parafilia del género Kinosternon con
respecto al género Sternotherus (Fig. 1). Sin embargo, las filogenias obtenidas
utilizando los marcadores nucleares concatenados y la evidencia completa
MtADN+nADN (Fig. 3y 4, respectivamente) exhibieron monofilia reciproca débil a
moderada entre los géneros Sternotherus (IB PP=91, ML BP=98) y Kinosternon
(IB PP=61, ML BP=76). La filogenia completa separ6 este ultimo género en los
mismos dos grandes grupos revelados por la filogenia mitocondrial concatenada,
pero exhibiendo monofilia reciproca entre los dos géneros. El primer grupo incluye
las especies K. herrerai, K. creaseri, K. acutum, K. angustipons, K. dunni y el clado
correspondiente a K. leucostomum (IB PP=1, ML BP=61). El segundo grupo
incluye las especies K. flavescens, K. subrubrum, K. baurii, K. durangoense, K.
stejnegeri, K. alamosae, K. sonoriense, K. chimalhuaca, K. hirtipes, K. oaxacae,

K. integrum y el grupo K. scorpioides sensu lato (IB PP=1, ML BP=37).

3.2 Kinosternon leucostomum

Las 26 secuencias mitocondriales concatenadas representaron siete conjuntos de
haplotipos (numerados consecutivamente con nameros romanos I-VII, Fig. 2y 5).

Tanto los arboles filogenéticos obtenidos del analisis de las secuencias
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mitocondriales concatenadas como del marcador Cytb recuperaron al grupo
leucostomum como monofilético, obteniéndose estos grupos de haplotipos con un
soporte de medio a robusto dentro de una politomia (Fig. S1 y S2), por lo que no

fueron concluyentes con las relaciones de parentesco entre estos.

La distribucion geogréfica de estos haplotipos fue: los grupos 1y Il se registraron
en Centroamérica (Guatemala Honduras y Nicaragua), mientras que los grupos
restantes se registraron todos en Surameérica: Cuenca Alta del rio Magdalena (lll)
y cuencas del rio Sina, Medio y Bajo Magdalena (IV-VIl), todos en Colombia (Fig.

6).

3.2.1 Redes de haplotipos, diferenciacion y distancias genética

Las agrupaciones filogeograficas establecidas fueron parcialmente soportadas por
los analisis de estructura y distancia genética. Por un lado, los andlisis de
componentes principales realizados de manera independiente con la matrices
mitocondriales y nucleares revelaron la existencia de al menos dos clusteres
correspondientes con las agrupaciones centro y suramericana (Fig. S5). En el
caso del PCA mitocondrial, un tercer cluster correspondiente a los individuos de

la cuenca alta del rio Magdalena fue identificado.

Las relaciones no dicotdbmicas entre los haplotipos mitocondriales evaluada a
través de redes de parsimonia revelaron una débil estructuracion en todo el clado
leucostomum (Fig. 8). La red de haplotipos revel6 que los grupos | y i

(Centroamérica) se encuentran mas estrechamente relacionados con el grupo de
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haplotipos VI (Medio Magdalena, 5y 9 pasos mutacionales respectivamente), que
entre si. Los demas haplotipos se encuentran entre 1 y 6 pasos mutacionales de
diferencia del mismo haplotipo VI. Los haplotipos nucleares mostraron poca
correspondencia con los linajes mitocondriales, predominando la existencia de
haplotipos nucleares compartidos por los diferentes linajes (Fig. S6). Unicamente
las redes basadas en los fragmentos HMGB y R35 (Fig. S6 C y G,
respectivamente), formaron cllsteres de alelos nucleares con cierta dominancia

de linajes centroamericanos y suramericanos, respectivamente.

Las distancias p no corregidas calculadas a partir del fragmento Cytb con base en
cada grupo de haplotipos (Tabla 2, expresadas en porcentajes) fueron coherentes
con esta poca diferenciacion. Dichas distancias oscilaron entre 0.09% entre los
grupos V y VI, y 0.93% entre los grupos Il y V. La distancia entre los grupos
centroamericanos fue de 0.82%, y su distancia al grupo de haplotipos mas cercano
(VI) fue de 0.41% y 0.60%, respectivamente. La distancia entre los grupos de
distribucion colombiana oscil6é entre 0.26% entre los grupos IV y VI, y 0.56% entre
los grupos Il y V. Por otra parte, las distancias genéticas al interior de cada uno
de los grupos oscilaron entre 0%, en el grupo Il, y 0.28% en el grupo lll. En
contraste, las distancias genéticas de cada grupo con los taxones K. angustipons
y K. dunni, reconocidos filogenéticamente como mas cercanos a K. leucostomum,
oscilaron entre 9.16% y 9.58%. La distancia entre estas dos especies fue de

5.25%.
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3.3 Kinosternon scorpioides sensu lato.

Los andlisis filogenéticos basados en los marcadores mitocondriales
(concatenados y Cytb, respectivamente) revelaron las relaciones entre los 49
haplotipos identificados, numerados consecutivamente en nimeros romanos VIlI-
XV y agrupados en ocho linajes denominados con base en su distribucion
geografica (Fig. 2 y Fig. S2). Estos linajes tuvieron valores de medio a buen
soporte de sus nodos y fueron separados en dos clados principales centro y

suramericano (Fig. 2), éste ultimo con un mejor soporte (PP>0.9).

Dentro del clado centroamericano se encuentran dos sub clados: el primero
exhibiendo con buen soporte a K. oaxacae como hermano del grupo abaxillare
(haplotipo VIII, encontrado en Guatemala; ML:0.93; PP:97). Adicionalmente, el
grupo scorpioides HN (haplotipo IX, distribuido al SW de Honduras) y la especie
K. integrum fueron reveladas como especies hermanas sucesivas del clado (K.
oaxacae + abaxillare. Fig. 2). El segundo subclado estd compuesto por una
politomia que incluye los linajes cruentatum (haplotipo X, encontrado en
Guatemala), albogulare (haplotipo Xl, distribuido en Costa Rica, Honduras y
archipiélago de San Andrés), mas tres secuencias cuyos haplotipos no pudieron
ser identificados por informacion incompleta, denominadas K. scorp. CH5691, K.
scorp. MTD094 MX y K. s. cruen. HBS11939 (Fig. 2). El clado suramericano
agrupa los linajes transandinos y cisandinos, divididos a su vez en tres subclados.
Los dos primeros subclados corresponden a los linajes cisandinos (no

monofiléticos), identificados en los sistemas de los rios Cayenne (Guayana



26

Francesa), Suriname (Suriname) y la region del Gran Chaco (Paraguay) en el caso
del grupo cisandino I; y el sistema del rio Orinoco (Orinoquia colombiana) para el
caso del grupo cisandino Il. El tercer subclado incluye el linaje transandino,
distribuidos en los sistemas de los rios Magdalena, Cauca, y Sind, los cuales
exhibieron una estructuracion geogréfica NE/SW, por lo que se denominaron por

separado transandino | y transandino Il, respectivamente.

Aunque las agrupaciones de haplotipos propias de cada linaje se mantuvieron en
el andlisis de la evidencia completa (mtDNA + nDNA), esta revelé algunas

diferencias en las relaciones entre los linajes y los soportes de sus nodos (Fig. 5).

3.3.1 Estructuray distancia genética

El andlisis de componentes principales realizado con la informacion de cada
genoma concatenado (mitocondrial, Fig. 7; nuclear, Fig. 10) revelaron la existencia
de cuatro grupos ligeramente solapados (A-D) que se correspondieron parcialmente
con la agrupacion de haplotipos basada en la filogenia mitocondrial: grupos
cruentatum y albogulare (A), grupo scorpioides HN (B), grupos cis-Andinos (C),
grupos trans-Andinos (D). Estas agrupaciones fueron parcialmente correspondidas
con la informacién de los marcadores individuales BDNF y R35 (Fig. S9), los cuales
coincidieron con la formacion de clusteres correspondientes con los principales
clados dentro de K. scorpioides (BDNF: separ6 los clados centro y suramericano,
este Ultimo en grupos cisandino y transandino; R35: separ6 los clados centro y

suramericano).
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La conformacion de estos linajes fue soportada por la evaluacion de las relaciones
no dicotdbmicas en redes de parsimonia con base en el conjunto mitocondrial de
datos (Fig. 8). En este se encontré evidencia que soporta la distante relacion entre
los linajes centroamericanos scorpioides HN, cruentatum y albogulare (entre 37 y
47 pasos mutacionales), incluyendo al grupo abaxillare, el cual se recoge mas
cercano a los linajes suramericanos (56 pasos mutacionales), que a los anteriores.
Dentro de estos grupos suramericanos, en los linajes cisandinos y sus respectivos
haplotipos se encontraron entre 21 y 33 pasos mutacionales. Los linajes
transandinos (I y Il) formaron grupos de haplotipos separados por 7 pasos
mutacionales, estando mas cercanos entre si que de cualquier otro linaje.

Sin embargo, la correspondencia entre los haplotipos nucleares por locus y estos
linajes mitocondriales fue variable, siendo los marcadores BDNF y R35 los méas
informativos. En estos, se revelaron haplotipos exclusivos de linajes mitocondriales,
asi como clusteres de haplotipos nucleares con dominancia de linajes
mitocondriales segun su distribucion (i.e. Clado centroamericano, Clado
suramericano: grupos cisandino o transandino. Fig. S7). Los deméas marcadores
mostraron poca estructuracion generalizada (Fig. S8).

En las distancias p no corregidas calculadas con base en el fragmento del gen Cytb
(Tabla. 3), se revel6 una distancia genética que oscila entre 2.86% entre los grupos
centroamericanos albogulare y cruentatum, y 4.45% entre los grupos
centroamericanos abaxilare y cruentatum.

Por su parte, la distancia entre los grupos suramericanos obtuvo valores menores

generalizados, oscilando entre 0.60% entre los linajes transandino | y transandino
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II; 2.61% entre los linajes cisandino | y cisandino Il 'y 2.23-2.30% entre los linajes
transandinos y cisandinos. Las divergencias al interior de los grupos suramericanos
oscilaron entre 0.26% (grupo transandino Il) y 1.75% (grupo cisandino II).

Estos valores contrastan con los obtenidos para las especies K. oxacae y K.
integrum, dos taxones filogenética y sisteméticamente reconocidos que hacen parte

de este clado scorpioides sensu lato, y cuya distancia genética fue de 3.58%.

4. DISCUSION

4.1 Linajes mitocondriales refutan la taxonomia tradicional

Los resultados mitocondriales obtenidos posicionan con buen soporte el clado
leucostomum sensu lato en un clado distinto al clado scorpioides sensu
lato+Sternotherus. Esto coincide con lo reportado previamente por Iverson et al.
(2013) para esta relacion, obteniéndose valores de soporte mas robustos. Estos
autores propondrian este primer clado como el nuevo género Cryptochelys,
incluyendo las especies leucostomum, herrerai, acutum, creaseri, angustipons y
dunni (IB PP=1, ML BP=97); y el segundo, Sternotherus+Kinosternon sensu stricto
(IB PP=0,95, ML BP= 92). Sin embargo, este resultado debe tomarse con
precaucion, pues ya se han documentado eventos evolutivos como la captura e
introgresion de haplotipos mitocondriales en especies divergentes, llevando a que
la informacion de este genoma pueda ser sesgada (Hillis, 2019). De hecho, esta
clasificacion seria refutada en las filogenias de marcadores nucleares concatenados

y la totalidad de los marcadores concatenados (Fig. 3 y Fig. 4 respectivamente), las
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cuales respaldan la propuesta de Spinks et al. (2014) en la que se exhibe la
monofilia reciproca entre los géneros Sternotherus (Bl PP=91, ML BP=98) y

Kinosternon (Bl PP=61, ML BP=76).

Esta filogenia mitocondrial también coincidié con otros arboles previos en aspec-
tos como la no monofilia de las especies del género Staurotypus, y dentro de Ki-
nosterninae, la no monofilia de la especie S. minor y el interior del grupo subru-
brum (que incluye las especies baurii, flavescens, subrubrum y steindach-
neri) (Scott et al., 2018; Serb et al., 2001). También se obtuvo una relacion cer-
cana entre las especies K. chimalhuaca y K. hirtipes, constituyendo estas el grupo
hermano de K. sonoriense (obtenida no monofilética en la filogenia construida con
la evidencia total), rechazando la relacion de esta Ultima con oaxacae e integrum,

como habria reportado Spinks (2014).

En cuanto a K. leucostomum y K. scorpioides, estos dos taxones han sido
divididos en dos y tres subespecies, respectivamente, principalmente con base en
la combinacion de caracteres asociados con la forma, tamafio y composicion del
plastrén y el caparazon, ademas de patrones de coloracion, unién de los escudos
y otros caracteres meristicos (Berry & Iverson, 2001a; 2001b). Sin embargo, de
manera distintiva para cada especie, los resultados aqui obtenidos contradicen

esta organizacion taxonémica.

4.2 Kinosternon leucostomum

Por un lado, sobre K. leucostomum se denota su poca estructura genética a lo
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largo de su rango de distribucién. Aunque se logré recuperar la monofilia del taxén
nominal, la evidencia sobre la separacion entre los clados Norte/Sur en la que
estudios basados en morfologia y algunas aproximaciones moleculares previas
coinciden y que dan soporte a las subespecies actualmente descritas K. .
leucostomum y K. I. postinuginale (Berry & lverson, 2001a; Iverson, 1991;

Ramirez-Guerra, 2016), no fue tan clara.

Las redes de parsimonia construidas con los grupos de haplotipos mitocondriales
identificados fueron parcialmente correspondientes con varias de las poblaciones
previamente sefialadas por Berry J, (1978): La distribucion del haplotipo | corres-
ponde con las poblaciones E, F y G, distribuidas en los sistemas de los rios Mota-
gua, Ulua y Patuca (Guatemala y Honduras), respectivamente; el haplotipo Il se
distribuye por la costa de Mosquitos (Nicaragua), donde fuera identificado el feno-
tipo intermedio de las dos subespecies; mientras que los cinco haplotipos trans
andinos suramericanos exhiben distribucién concordante con la poblacion U, iden-
tificada en el sistema del rio Magdalena (Colombia). Sin embargo, ninguna filoge-
nia logré recuperar grupos genéticos completamente coincidentes con la separa-

cion de subespecies propuesta por Berry (1978).

Sobre la posicion filogenética de estas dos subespecies, Ramirez-Guerra (2016)
reporté dos escenarios posibles, donde su evidencia mitocondrial sugiere que K.
l. postinguinale exhibe parafilia con respecto a K. I. leucostomum, mientras que su
evidencia nuclear respalda la monofilia reciproca de estas. Al respecto, los

resultados obtenidos en esta investigacibn son coincidentes con el primer
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supuesto, pero aumentando el numero de nodos en el clado, dando lugar a una
extensa politomia. Dentro de esta se encuentran los grupos centroamericanos
(incluidas las muestras de K. I. leucostomum utilizadas por Ramirez-Guerra
[2016]) y los diferentes haplotipos suramericanos, cuyas relaciones de parentesco

no fueron establecidas.

Este escenario de poca divergencia entre poblaciones se soporta también en las
distancias p no corregidas calculadas para el fragmento Cytb, pardmetro que ha
sido ampliamente utilizado en la identificacion de linajes evolutivos en quelonios,
asi como en otros grupos de vertebrados (Bhaskar & Mohindra, 2019; Cocca et
al., 2018; Kartavtsev, 2011) (Cocca et al., 2018; Ennen et al., 2014; Petzold et al.,
2014; Vargas-Ramirez et al. 2013, Vargas-Ramirez et al., 2020). En estas se
determinaron valores de distancia <1%, reflejando divergencias mucho menores
con respecto a otras especies congéneres (incluyendo K. scorpioides) y similares
a los exhibidos por linajes de quelonios estrechamente relacionadas entre siy por
patrones de diferenciacion intraespecifica (Vargas-Ramirez et al., 2013; Wong et

al., 2010).

Teniendo en cuenta la ausencia de una barrera geografica conspicua que limite
eficientemente el flujo genético entre poblaciones (la region baja de
centroamérica, desde el Este de Nicaragua hasta Panama, ha sido descrita como
un importante corredor de herpetofauna, tanto de grupos propios del norte que
migran al sur, como en sentido contrario [Bryson et al., 2012; Cocca et al., 2018;

Mata-Silva et al., 2019; Phillips et al., 2015; Savage, 1966]), es posible que la
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variacion en la cual se sustenta la diferenciacion taxonémica de estas subespecies
sea explicada desde la perspectiva de una variacion geogréfica en forma de clina
y no de una divergencia genética como resultado del aislamiento reproductivo de
las poblaciones, como se esperaba. No se descarta que otro factor para la baja
diferenciacion poblacional sea una posible dispersion reciente de poblaciones

provenientes de Centroamérica hacia el sur.

4.3 Latortuga Tapaculo Kinosternon scorpioides representa un complejo de

especies

Por su rapida evolucién, el DNA mitocondrial ha sido ampliamente utilizado como
criterio para establecer limites entre especies cercanas. Sin embargo, dada su
herencia materna también ha sido criticado por no reflejar la “verdadera” historia
evolutiva de las especies (Rubinoff & Holland, 2005; Will & Rubinoff, 2004). Por
esto, se ha hecho comun la inclusion de informacion nuclear en los diferentes
estudios filogeogréaficos, mostrando utilidad en evidenciar eventos como el flujo
genético entre poblaciones y el descubrimiento de linajes cripticos en grupos de
amplia distribucién; fenbmeno documentado en diferentes grupos de vertebrados
(pero no exclusivamente), incluyendo aves (Battey & Klicka, 2017; Zhang et al.,
2019), peces (Dias et al., 2019; Rios et al., 2017), mamiferos (Hu et al., 2020;
Juste et al., 2018; Morales-Martinez et al., 2021), anfibios y reptiles (Bryson et al.,
2012; Padial & De La Riva, 2009; Phillips et al., 2015). Puntualmente en quelonios,
linajes cripticos han sido identificados en diferentes taxones, incluyendo las

especies Pelomedusa subrufa (Vargas-Ramirez et al., 2010; Wong et al., 2010),
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Chelus fimbriatus (Vargas-Ramirez et al., 2020), y en los géneros Cyclemys (Fritz

et al., 2008) y Emys (Fritz et al., 2005).

En ese mismo sentido, los diferentes resultados obtenidos respaldan la existencia
de cuatro linajes centroamericanos y tres suramericanos, los cuales segun las
diferentes lineas de evidencia (soporte filogenético, estructura y distancias
genéticas) legitiman la revisidbn taxondmica, pudiendo ser compatibles con la

clasificacion de especies independientes.

El primer linaje identificado incluye Unicamente la agrupacion cruentatum,
distribuido en Guatemala (una muestra del departamento de Suchitepéquez y dos
muestras de procedencia desconocida dentro del pais). El segundo linaje
corresponde al grupo abaxillare, recuperado como hermano de K. oaxacae,
relacion concordante con lo sugerido por Iverson et al., (2013), quien sefala que
la distribuciéon de K. abaxillare se restringe al sistema del rio Grijalva (en su
recorrido por la Depresiéon de Chiapas), aislado de los demas linajes identificados
para dicha Sierra y los altiplanos de Chiapas (México), Guatemala y Honduras.
Este grupo (abaxillare+oaxacae) se recoge como el grupo hermano del tercer
linaje identificado, denominado scorpioides HN, registrado hacia el sureste de la
Sierra Madre de Chiapas en los sistemas de los rios Lempa y Ulta (Cordillera Sur
de Honduras) que desembocan en el Océano Pacifico y el Mar Caribe,
respectivamente. Juntos, este conjunto constituye el hermano sucesivo de K.
integrum. El dltimo linaje centroamericano corresponde al denominado linaje

albogulare, distribuido principalmente en la parte alta de la costa de Mosquitos
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(Departamento Gracias a Dios, Honduras) y el archipiélago de San Andrés y
Providencia en Colombia. Adicionalmente, dentro de este linaje se encontrd un
grupo de haplotipos (Xla y Xlb) de distribucion en la vertiente pacifica continental
(Costa Rica) que vale la pena estudiar a profundidad, pues su separacion del resto
de haplotipos del linaje presenta un soporte considerable, ademéas de mostrar una
acumulacion de mas de 20 pasos mutacionales entre si, y al haplotipo més

cercano dentro del mismo linaje mitocondrial (XIc) (Fig. 8).

Los linajes restantes, todos de distribucion suramericana, se dividen en dos linajes
cisandinos parafiléticos con respecto al ultimo de ellos, el cual posee distribucion
transandina. Tanto analisis filogenéticos como redes de parsimonia coinciden en

posicionar estos grupos como linajes independientes.

El primer linaje suramericano cisandino | se distribuye en la ecorregiéon
Amazonica, mientras que el segundo linaje cisandino Il se encontrd en individuos
de distribucion en la ecorregién orinocense (Fig. 9). Es posible que el origen de
estos linajes esté relacionado con la formacién de la cuenca del Orinoco en el
Mioceno tardio debido al levantamiento del Arco de Vaupés, como ha sido
sugerido para la tortuga Chelus orinocensis recientemente descrita y otros
organismos acuaticos de ambas ecorregiones (Vargas-Ramirez et al., 2020 y
referencias citadas en este estudio). Sin embargo, no se descarta la posibilidad
de que esta divergencia haya estado influenciada por las fluctuaciones ecolégicas
gue tuvieron lugar durante el Pleistoceno, producto de los ciclos glaciales e

interglaciales que caracterizaron en gran medida el clima cuaternario Kukla &
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Cilek, 1996).

Finalmente, el dltimo linaje incluye los individuos de distribucion transandina, con
dominancia de haplotipos segun el sistema fluvial: Al noreste de la distribucion, en
las cuencas bajas de los rios Cauca y Magdalena domina el grupo de haplotipos
transandino I; mientras que, al suroeste de la region muestreada, en las cuencas

de los rios Sinu y Cauca domina el grupo transandino II.

Estas agrupaciones en los diferentes linajes fueron validadas a través de las
distancias genéticas del Cytb (Tabla 3), estrategia ampliamente utilizada en
diferentes grupos, incluidos quelonios, y que supone que las distancias serian
iguales o mayores a las distancias entre especies cercanas del mismo género
(>~3%) para el caso de especies distintas; siendo menores (<~3%) para los casos
de variacion intraespecifica. De esta manera, las distancias genéticas de los
linajes suramericanos fueron menores al 3% en el Cytb (de 2.23 a 2.61%); lo que,
de la mano con la presencia de haplotipos Unicos nucleares, ofrecen evidencia de
gue su divergencia corresponderia a diferentes linajes evolutivos independientes,
comparable a nivel de subespecies. Con esto, se confirmd la considerable
diferenciacion genética que sugiere la distincion taxondmica, ademas de la
divergencia menor entre los haplotipos transandinos (0,6%), sugiriendo una

diferencia filogeografica intraespecifica.

4.4 Divergencia entre grupos centroamericanos y suramericanos

Los patrones de distribucion de la diversidad de herpetofauna en el continente
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americano ya han sido objeto de estudio, logrando identificarse atributos
geograficos que han funcionado como barreras que condicionan, de una u otra
forma, la separacion y permanencia de clados centroamericanos y suramericanos,

y dentro de estos la conformacién de diferentes grupos.

Por un lado, la geografia de las tierras altas centrales de Guatemala y Honduras
condicionan el aislamiento de los linajes identificados para la parte alta de
centroamerica (albogulare, scorpioides HN y cruentatum). Estas formaciones,
localizadas en la triple conjuncién de las placas tecténicas de Cocos, del Caribe y
de Norte América, y cuyo origen adn se encuentra en discusion (Witt et al., 2012),
han condicionado la historia evolutiva de varios organismos, siendo considerada
un punto con altos niveles de endemismo para diferentes grupos biolégicos

(Iverson et al., 2015; Johnson, 1990; Rocha-Méndez et al., 2019).

El linaje correspondiente al grupo albogulare se distribuye en las tierras bajas del
Pacifico costarricense y el Atlantico nicaragiiense, regién que hace parte de la
zona de intercambio de fauna entre el nucleo centroamericano y el territorio
continental suramericano, a través de la conexion del puente que forman Costa
Rica y Panam@, ademas de encontrarse una poblacién en el archipiélago de San
Andrés y Providencia. En esta region fueron descritas poblaciones que exhiben
caracteristicas fenotipicas intermedias entre las poblaciones adyacentes al norte
y sur de la distribucion (Berry, 1978). Segun la red de parsimonia mitocondrial, los
haplotipos de este linaje efectivamente son intermedios entre los linajes centro y

suramericanos, pero la distancia entre estos y la poca representacion de esta
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region en los muestreos sugieren la necesidad de estudios mas profundos. Los
resultados disponibles indican, adicionalmente, que no hay diferencias
genéticamente marcadas entre las poblaciones continentales y la poblacion
insular, apoyando la hipotesis de origen introducido en este lugar (Forero-Medina

et al. 2007).

Por otra parte, el patron mas visible en los linajes suramericanos es la separacion
de los linajes cis y transandinos, evidente en la mayoria de los andlisis
adelantados. Esta importante barrera, la Cordillera de los Andes, ha creado
condiciones geograficas y climaticas variables para cada vertiente del sistema, no
solo longitudinal sino altitudinalmente, dejando su huella filogeografica y
favoreciendo el aislamiento y la divergencia evolutiva en varios grupos biologicos,
incluyendo mamiferos (Morales-Martinez et al., 2021; Pine et al., 2012), aves
(Avendafo et al., 2013; Brumfield & Capparella, 1996; Cadena et al., 2016)
anfibios (Kieswetter & Schneider, 2013; Padial & De La Riva, 2009) y otros reptiles
(Frost et al., 2001; Hernandez Morales et al., 2020; Torres-Carvajal & Lobos, 2014;

Vargas-Ramirez & Moreno-Arias, 2014).

Esta separacion fue soportada incluso por informacion nuclear en las redes de
haplotipos (BDNF, Fig. S7), sugiriendo que estas poblaciones han estado aisladas
el tiempo suficiente para acumular un leve grado de divergencia nuclear,
evidenciada en la existencia de haplotipos Unicos para cada vertiente del sistema

montafnoso.

Aunque los haplotipos cisandinos provenientes de las ecorregiones orinocense y
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amazoénica aparecieron bien diferenciados, es necesario ampliar el muestreo en
gran parte de sus distribuciones para determinar si estos son exclusivos de cada

ecorregion, o si por el contrario hay simpatria entre ellas y una posible hibridacion

No obstante, como se mencion0 anteriormente, este patron de divergencia

orinocense-amazonico puede interpretarse de diferentes formas:

Por un lado, Vargas-Ramirez y colaboradores (2020) describieron recientemente
la nueva especie de tortuga matamata Chelus orinocensis, restringida para el
sistema del rio Orinoco (separandola de la especie amazonica Chelus fimbriatus
con base en analisis morfolégicos y gendmicos [taxonomia integratival),
demostrando que es posible que la separacion de estos haplotipos (linajes) haya
estado influenciada por la formacién de la cuenca del Orinoco durante el Mioceno
tardio (hace ~10.5 millones de afios, Cooper et al., 1995), y mantenida por las
caracteristicas diferenciales bibticas y abibticas que contribuyen a moldear el

camino evolutivo de los linajes que habitan cada ecorregion.

Por otro lado, podria considerarse que el grado de divergencia, asi como las
distancias genéticas entre los haplotipos identificados, sugieren una separacion
mas reciente. Esta pudo ser influenciada por las fluctuaciones ecoldgicas
consecuencia de los ciclos glaciales e interglaciales ocurridos durante el
Pleistoceno (hace ~2.8 millones de afios y finalizando hace ~12 mil afios, Berger,
1990; Kukla & Cilek, 1996), factor que ha sido considerado previamente como
influyente en los patrones de distribucién y diversificacion de otros grupos

bioldgicos sudamericanos (ver Whinnett et al., 2005; Quijada-Mascarefias et al.,
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2007; Vargas-Ramirez et al., 2010; Davis et al., 2016; Brusquetti et al., 2019).

Esta dltima interpretacion se suma al debate en torno a la hipotesis de refugios
inicialmente propuesta por Haffer (1969), quien sugiere que estas fluctuaciones
condujeron a ciclos de expansion y retraccion del bosque amazoénico, generando
parches de bosque que funcionaran como “refugios”, favoreciendo la divergencia
de las especies que les habitaban a través del aislamiento geogréafico. Sin
embargo, esta propuesta ha sido criticada en las Ultimas décadas, principalmente
a partir de evidencia paleoecoldgica que rechaza la propuesta de parches de
bosque en una matriz de sabana durante este periodo, un pilar de esta hipotesis

(ver Bush & Olivierira, 2006; pero ver D’Apolito et al., 2013).

Pese a esto, la propuesta se mantiene vigente con sus multiples adaptaciones, en
gran medida porque la diversidad amazonica puede ser el resultado de multiples
factores actuando en diferentes instancias temporales (divergencias precedentes
al Pleistoceno que se profundizaron durante este periodo), incluyendo los cambios
ligados a los ciclos glaciales — interglaciales (ademas de otros aspectos asociados
al clima Cuaternario, detalles en Baker et al., 2020), con la contribucion de
mecanismos de diversificacion tanto alopatricos como parapatricos en diferentes

taxones (Rocha & Kaefer, 2019).

En cualquier caso, para establecer con claridad el tiempo de existencia de estos,
y los demas linajes identificados, es necesario realizar un analisis mas profundo
(reloj molecular), teniendo en cuenta el registro fosil de la mano del amplio

muestreo sugerido previamente.
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A diferencia de los anteriores, los grupos transandinos tuvieron un muestreo que
permiti6 detectar ciertos patrones de estructuracién poblacional. Aunque las
filogenias coinciden en separar el linaje transandino | del resto de clados que
componen el linaje transandino 11, las redes de haplotipos nucleares no mostraron
patron alguno sobre la existencia de haplotipos Unicos en cada sistema de
drenaje. Esta discordancia entre la informacién mitocondrial y nuclear puede estar
evidenciando flujo genético remanente (actual o pasado), lo que ayudaria a
explicar el patréon de distribucion de los haplotipos en las ciénagas del caribe
colombiano. Esta regidén presenta periodos estacionales de inundaciones y
sequias, permitiendo la conectividad por la captura de cuerpos de agua durante
periodos de inundacion, facilitando el flujo genético estacional. Por el contrario,
también hay que tener en cuenta las bajas tasas de movimiento reportadas para
la especie (Berry & Iverson, 2001a; Giraldo et al., 2012; Swarth, 2010), lo que
podria condicionar en sentido contrario limitando el flujo y manteniendo la
estructuracion, explicando en cierta medida el patron de distribucién parapatrica
de los linajes transandinos, los cuales presentan una persistencia en las cuencas
del Bajo Cauca y Bajo Magdalena (trans I) y la cuenca del Rio Sinu y Bajo Cauca

(trans I1).

4.5 Lo que dicen otras lineas de evidencia

Algunos estudios y anotaciones se han llevado a cabo sobre la ecologia,
morfologia y reproduccién de varias poblaciones (in situ, en cautiverio y en

colecciones) a lo largo de toda la distribucion de K. scorpioides (Acufia-Mesen &
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Marquez B., 1993; Caceres-Martinez et al., 2017; Pereira et al., 2019; Rocha &
Molina, 1990; Viana et al.,, 2014). Al respecto, Iverson (2010) realiz6 una
caracterizacion de su biologia reproductiva con énfasis en poblaciones de México
y Belize (K. s. cruentatum), comparando con otras poblaciones suramericanas.
Primero, las poblaciones a lo largo de la costa pacifica de México y Guatemala
presentan un tamafo corporal similar a aquellas del otro lado de la Sierra Madre
de Chiapas, en la peninsula de Yucatan, siendo estos organismos de talla méas
pequefia que aquellos de poblaciones suramericanas. Adicionalmente se ha
reportado una relacion entre el tamafio corporal y el tamafio de la puesta de
huevos, por lo que las anidadas de estos Ultimos organismos también suelen ser

mas pequenas.

Sobre las poblaciones distribuidas en la Sierra Madre de Chiapas, compatible con
el lugar donde se identifico el linaje abaxillare, se ha determinado que no hay una
variacion marcada respecto de las poblaciones anteriores, aunque se ha
registrado un ligero mayor tamafio en las hembras (Acufia-Mesen & Marquez B.,
1993; Ceballos et al., 2016; Iverson, 2010; Marquez, 1995). Sin embargo, la
evidencia aqui obtenida sobre su posicion filogenética dentro del género, sumado
a su distribucion restringida a la Depresion de Chiapas, una planicie bordeada por
la Sierra Madre y las Montafias del Norte, lo que configura un aislamiento
geografico y genético, respalda la idea de autonomia evolutiva de K. scorpioides

y Su categorizaciéon como especie independiente.

Las poblaciones al occidente del Istmo (occidente de Panama hasta Honduras),
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cuya distribucion es compatible con el linaje albogulare, han sido diferenciadas
por alcanzar tallas mas grandes que las poblaciones Yucatecas, y a diferencia de
estas, tienen un dimorfismo sexual con mayor tamafo en los machos (Acufia-
Mesen & Marquez B., 1993; Berry J, 1978; Iverson, 2010). Adicionalmente se
registraron diferencias en la configuracion y tamafio del caparazén en los
individuos que habitan esa regién, compatible con la distribucién del linaje
albogulare, siendo este mas alargado e hidrodindmico en las zonas de Bosque
Humedo Tropical (vertiente Caribe, donde se identificaron los haplotipos Xlc-XIf),
y mas redondeado en las zonas de Bosque Seco Tropical (vertiente Pacifico,

donde se identificaron los haplotipos Xla-XIb) (Acuiia-Mesen & Marquez B., 1993).

Los resultados de este estudio identificaron que los haplotipos para el Chaco
Boreal estan dentro del rango descrito para la previamente reconocida subespecie
K. s. seriei, y las muestras de Surinam corresponden a la localidad mas cercana
disponible de Pard, Brasil, donde fuera descrita K. s. carajasensi. No obstante,
una revision morfométrica de las subespecies suramericanas descritas hasta
entonces, realizada por Cabrera & Colantonio (1997), concluyo principalmente el
rechazo a la separacion de estas subespecies, sefialando que no habia evidencia
suficiente para separarlas de K. s. scorpioides. Cada una de estas subespecies
fue definida principalmente con base en el tamafio de su cuerpo y el aislamiento
geografico, pues los demas caracteres diagnostico establecidos por Freiberg

(1936) y Cunha (1970) fueron desestimados en dicha revision.
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4.6 Implicaciones para la taxonomia y conservacion

Este estudio reveld la composicién genética para las especies K. leucostomum y
K. scorpioides en gran parte de sus extensas distribuciones, encontrando
diferentes patrones en cada una; existencia de varios linajes evolutivos
independientes para K. scorpioides y presencia de diferenciacion filogeografica
para K. leucostomum. Estos resultados tienen implicaciones tanto para la
sistematica general de cada taxon, sugiriendo la necesidad de una revisién en sus
clasificaciones internas, como en la conservacion de la diversidad genética para

cada uno:

Por un lado, aunque para el grupo K. leucostomum no se encontré una
estructuracion tan evidente que revelara la existencia de linajes independientes
gue se correspondieran con las subespecies actualmente aceptadas, si hay
evidencia de una distribucién alopatrica de haplotipos con cierta diversificacion
hacia su distribucion suramericana. Esto indica la existencia de un corredor que
permite (o0 permitié recientemente) el flujo genético, el cual deberia ser conservado

con el fin de mantener los niveles de diversidad de la especie.

Por otro lado, para el caso de K. scorpioides estos resultados revelaron la
existencia de siete linajes evolutivos independientes, los cuales corresponderian
a Unidades Evolutivas Independientes (ESU por sus siglas en inglés sensu Moritz,
1994). Si bien esto es insuficiente para impulsar cambios definitivos en la
sistematica del taxon, si sugieren que debe prestarse especial atencion a los

limites entre subespecies, especialmente en Surameérica, donde se encontraron
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diferencias genéticas que cuestionan la definicion de la Unica subespecie K. s.

scorpioides.

Adicionalmente, la importancia de estas ESU se realza en el contexto de las
amenazas que enfrenta la especie a nivel local y global, demostrando que los
esfuerzos de conservacion no deberian enfocarse en solo una parte de su area
de distribucién, si no en el rango de cada linaje identificado. Sin embargo, teniendo
en cuenta que no se cuenta con informacion suficiente para cada linaje, se
requieren investigaciones dirigidas a la biologia reproductiva, demografia y
ecologia de estas, con el fin evaluar objetivamente el impacto de las diferentes

amenazas a nivel local, incluyendo la actividad humana directa o indirecta.

Finalmente, aunque por cuenta de sus amplias distribuciones, ninguno de los
grupos taxondmicos presenta una categorizacion de amenaza a nivel global; K.
leucostomum estd categorizada por la IUCN como Low Concern (LC) y K.
scorpioides aun no estd evaluada, aunque la subespecie K. s. albogulare esta
catalogada como Vulnerable para Colombia. A pesar de lo anterior, las dos
especies afrontan varias las amenazas incluyendo la degradacién de habitat, la
caceria para consumo humano y especialmente, el cambio climatico pues es
sabido que las especies de este género poseen la determinacion sexual con base
en la temperatura de incubacién de los huevos (Vogt & Flores-Villela, 1992). Esto
lleva a prestar especial atencién al estado de las poblaciones naturales para cada

linaje, pues para muchas de estas existe un gran vacio de informacion.
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Tabla 1. Modelos de evolucion de nucleotidos aplicados a cada codon de cada

fragmento.

Gene 1 ‘ 2 | 3

12s GTR+G

16s GTR+I+G

Cytb HKY+1+G | GTR++G | GTR+G
BDNF K80

C-mos K80 K80 J&C
HMGB J&C F81 HKY+G
oDC HKY HKY J&C
R35 HKY+G

RAG1 K80 F81 F81
RAG2 HKY+G HKY+G HKY
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Tabla 2. Valores medios de distancias p no corregidas (porcentajes) calculadas entre y dentro de los linajes
mitocondriales de Kinosternon leucostomum (I-VII) y las especies cercanas K. angustipons y K. dunni, basado en el
fragmento Cytb. Bajo la diagonal, porcentajes de divergencia; sobre la diagonal, desviacion estandar (bootstrap de

1000 réplicas). En la diagonal, divergencia interna de cada (promedio + SE).

K. leucostomum I ! 1]} v \'J Vi VI K. ang. K. dun
| 0.24 £ 0.09 0,24 0,15 0,18 0,19 0,15 0,18 0,93 0,91
! 0,82 0 0,24 0,26 0,28 0,22 0,27 0,96 0,91
I} 0,46 0,76 0.28*0.13 0,18 0,20 0,15 0,18 0,95 0,92
v 0,49 0,85 0,48 0.24 £0.09 0,19 0,15 0,17 0,94 0,90
\ 0,55 0,93 0,56 0,42 0,08 0,18 0,94 0,91
A 0,41 0,60 0,32 0,26 0,09 0,15 0,95 0,91
Vi 0,56 0,92 0,55 0,41 0,49 0,33 0.15 £ 0.08 0,95 0,90
K. angustipons 9,16 9,33 9,39 9,33 9,33 9,43 9,58 0,73
K. dunni 9,37 9,23 9,39 9,33 9,33 9,42 9,42 5,25
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Tabla 3. Valores medios de distancias p no corregidas (porcentajes) calculadas entre y dentro de los linajes
mitocondriales de Kinosternon scorpioides (VIII-XIX) y las especies cercanas K. oaxacae y K. intergrum, basado en
el fragmento Cytb. Bajo la diagonal, porcentajes de divergencia; sobre la diagonal, desviacion estandar (Bootstrap
de 1000 réplicas). En la diagonal, divergencia interna de cada clado (promedio + SE).

K. scorp.
abaxilare
scorpioides HN
cruentatum
albogulare
cisandino |
cisandino Il
transandino |

transandino If
K. caxacae

K. integrum

abaxilare

1.29 + 0.34
4,22
4,45
4,37
4,30
4,49
3.98

4,11
3,50

474

scorp. HN cruentatum

0,56
0.59£0.21
3,69
3,42
413
4 32
3,74

3,96
2,82

4,08

0,54
0,48
1.9120.31
2,86
4,18
4 41
3,79

3,80
3,54

4,55

albogulare
0,52
0,48
0,36

1.28+0.18
3,86
409
3,52

3,73
3,53

3,79

cis |
0,57
0,56
0,51
0,50
0,68 +0.13
2,61
2,23

2,30
3.9

4,55

cis I
0,55
0,52
0,49
0,47
0,38
1.75+0.30
2,25

2,30
4,44

5,01

trans |
0,55
0,53
0,48
0,48
0,38
0,36
1.14 £ 0.07

0,60
3,72

3,78

trans Ii
0,56
0,54
0,49
0,49
0,40
0,36
018

0.26 £0.10
364

3,90

K. oax.

0.58
0.53
0,57
0,56
0,63
0,64
0.64
0.64

3,58

K. int.
0,58
0,56
0,54
0,49
0,59
0,59
0,53
0,54
0.57

1.03 £ 0.24



70

Fig. 1. Arbol filogenético obtenido de los analisis de las secuencias mitocondriales
concatenadas. Los linajes dentro de K. scorpioides se identifican con colores
diferentes. Los soportes de los nodos corresponden a probabilidad posterior
(izquierda) y Bootstrap (derecha). Los asteriscos indica nodos con maximo
soporte. Los grupos externos fueron removidos.
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Fig. 2. Detalle de las especies de estudio en el arbol filogenético Bayesiano
obtenido de analizar las secuencias mitocondriales. Izquierda K. leucostomum,
derecha K. scorpioides. Para K. leucostomum los haplogrupos se identifican con
diferentes colores. Para K. scorpioides los linajes se identifican con colores
diferentes y codigo respectivo. Los soportes de los nodos corresponden a
probabilidad posterior. Los asteriscos indica nodos con maximo soporte.
Terminales sin numeracion romana corresponden a aquellos con informacion
insuficiente para determinar haplotipos mitocondriales. Los grupos externos
fueron removidos.
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Fig. 3. Arbol filogenético Bayesiano obtenido de los analisis de las secuencias
nucleares concatenadas. Los soportes de los nodos corresponden a probabilidad
posterior (izquierda) y Bootstrap (derecha). Los asteriscos indica nodos con

maximo soporte. Terminales sin numeracion

romana corresponden a aquellos con

informacion insuficiente para determinar haplotipos mitocondriales. Los grupos

externos fueron removidos.
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Fig. 4. Arbol filogenético Bayesiano obtenido de los analisis de las secuencias
mitocondriales y nucleares concatenadas (evidencia completa). Los linajes dentro
de K. scorpioides se identifican con colores diferentes de acuerdo a los linajes
mitocondriales. Los grupos externos fueron removidos. Los soportes de los nodos
corresponden a probabilidad posterior (izquierda) y Bootstrap (derecha). El
asterisco indica maximo soporte del nodo.
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Fig. 5. Detalle de las especies de estudio en el arbol filogenético obtenido de
analizar las secuencias mitocondriales y nucleares concatenadas (evidencia
completa). Izquierda K. leucostomum, derecha K. scorpioides. Para K.
leucostomum los haplogrupos se identifican con diferentes colores
correspondiendo a haplotipos mitocondriales. Para K. scorpioides los linajes se
identifican con colores correspondientes a clados mitocondriales y codigo
respectivo. Los soportes de los nodos corresponden a probabilidad posterior. Los
asteriscos indica nodos con maximo soporte. Terminales sin numeracion romana
corresponden a aquellos con informacién insuficiente para determinar haplotipos
mitocondriales. Los grupos externos fueron removidos.
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Fig. 6. Sitios de muestreo para Kinosternon leucostomum. Los cédigos de color corresponden a los clados
mitocondriales.
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Fig. 7. Andlisis de componentes principales llevado a cabo con las muestras mitocondriales concatenadas de ambos

Kinosternon scorpioides. Los grupos de haplotipos estan indicados con las letras A-D (ver texto).
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Fig. 8. Red de parsimonia de haplotipos mitocondriales de las dos especies K.leucostomum y K. scorpioides con
base en 2134 bp de mtDNA. Codigos de color como en la Figura 1. El tamafio de los circulos indica la frecuencia del
haplotipo, mientras que cada circulo negro entre estos representa haplotipos perdidos. Cada linea entre haplotipos
represente un paso mutacional. NUmeros junto a las lineas entre clisteres indican las minimas diferencias corregidas

entre estos.
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Fig. 9. Sitios de muestreo para Kinosternon scorpioides. Los codigos de color corresponden a los clados
mitocondriales.
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Fig. 10. Analisis de componentes principales llevado a cabo con las muestras nucleares concatenadas de

Kinosternon scorpioides.
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Fig. S1. Arbol bayesiano obtenido de los andlisis de las secuencias de Cytb. Los
linajes dentro de K. scorpioides se identifican con colores diferentes. Los soportes
de los nodos corresponden a probabilidad posterior. Los asteriscos indica nodos
con maximo soporte. Los grupos externos fueron removidos.
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Fig. S2. Detalle de las especies de estudio en el &rbol filogenético obtenido de
analizar las secuencias de Cytb; a la izquierda K. leucostomum, a la derecha K.
scorpioides. Para K. leucostomum los haplogrupos se identifican con diferentes
colores. Para K. scorpioides los linajes se identifican con colores diferentes y
codigo respectivo. Los soportes de los nodos corresponden a probabilidad
posterior. Los asteriscos indica nodos con maximo soporte. Terminales sin
numeracion romana corresponden a aquellos con informacién insuficiente para
determinar haplotipos mitocondriales. Los grupos externos fueron removidos.
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Fig. S3. Arbol filogenético Bayesiano obtenido de los andlisis de las secuencias
del locus nuclear HMGB. Los soportes de los nodos corresponden a probabilidad
posterior. Los asteriscos indican nodos con maximo soporte. Terminales sin
numeracion romana corresponden a aquellos con informacion insuficiente para
determinar haplotipos mitocondriales. Los grupos externos fueron removidos.
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Fig. S4. Arbol filogenético Bayesiano obtenido de los andlisis de las secuencias
de RAG2. A la derecha la indicacion en color del haplotipo correspondiente a cada
grupo. Los soportes de los nodos corresponden a probabilidad posterior. El
asterisco indica maximo soporte del nodo. Terminales sin humeracién romana
corresponden a aquellos con informacién insuficiente para determinar haplotipos
mitocondriales. Los grupos externos fueron removidos.
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Fig. S5. Anadlisis de componentes principales llevado a cabo con las muestras mitocondriales (A) y nucleares (B)
concatenadas de Kinosternon leucostomum disponibles.
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Fig. S6. Redes de parsimonia de haplotipos nucleares de la especie K. leucostomum. A) BDNF; B) CMOS; C) HMGB;
D) ODC; E) RAG1; F) RAG2. Cadigos de color como en la Figura 1. El tamafio de los circulos indica la frecuencia
del haplotipo, mientras que cada circulo negro entre estos representa haplotipos perdidos. Cada linea entre
haplotipos represente un paso mutacional. Nameros junto a las lineas entre clusteres indican las minimas diferencias
corregidas entre estos.
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Fig. S7. Redes de parsimonia de haplotipos nucleares de los fragmentos A) BDNF y B) R35 de la especie K.
scorpioides. Codigos de color como en la Figura 1 y subsecuentes figuras. El tamafio de los circulos indica la
frecuencia del haplotipo, mientras que cada circulo negro entre estos representa haplotipos perdidos. Cada linea

entre haplotipos represente un paso mutacional.
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Fig. S8. Redes de parsimonia de haplotipos nucleares de la especie K. scorpioides de los fragmentos A) RAG2; B)
HMGB; C) CMOS; D) ODC; E) RAGL1. Cdédigos de color como en la Figura 1 y subsecuentes figuras. El tamafio de
los circulos indica la frecuencia del haplotipo, mientras que cada circulo negro entre estos representa haplotipos
perdidos. Cada linea entre haplotipos represente un paso mutacional.
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Fig. S9. Analisis de componentes principales de los fragmentos BDNF y R35 utilizando las secuencias de ambos

taxones nominales Kinosternon leucostomum y Kinosternon scorpioides.
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Anexo 1. Informacién de las secuencias obtenidas de novo utilizadas en este estudio. Verde: Disponible, Rojo: No
disponible.

Disponibilidad
ID Procedencia (Lat, Long) | HaPIOWPO [715 T 6 T oyt [ BONF | cmos |RaG1 | RAG2 | R35 | HmGs | opc
404 | 549 | 1181 | 686 | 604 | 1103 | 1191 |1137| 582 | 571
MTD00013_K_sp_PY -22.068586, -60.613778 | Xl | Xlilb
MTD00094_K_leucostomum_MX 20.673013, -89.602456 - -
MTD00461_K_albogulare_HN 14.439342,-89.189329 | XI | Xlc
MTD00462_K_albogulare_HN 14.439342, -89.189329 - -
MTDO00501_K_scorpioides_CR 10.368712, -85.747818 - -
MTD00502_K_scorpioides_CR 10.368712,-85.747818 | XI | Xla
MTDO00503_K_scorpioides_CR 10.368712, -85.747818 Xl Xlb
MTD00504_K_scorpioides_CR 10.368712, -85.747818 | XI | Xlb
MTD00961_K_|_postinguinale_NI 10.948322, -83.733251 | Ic
MTD00976_K_scorpioides_SR 5.405667,-55.930443 | Xl | Xllla
MTDO02091_K_cruentatum_GT 14.966076, -89.547982 X Xa
MTD03442_K_cruentatum_GT 14.966076, -89.547982 X Xa
MTD04585_K_leucostomum_CO_LCauca 7.871278, -75.327417 VII Vilc
MTD04586_K_leucostomum_CO_LCauca 7.871278, -75.327417 VI Vilc
MTDO04587_K_leucostomum_CO_LCauca 7.871278, -75.327417 VIl | Vb
MTD04588_ K_leucostomum_CO_LCauca 7.871278, -75.327417 VII Vlilc
MTD04589_K_leucostomum_CO_LMagdalena 9.199785, -73.816561 XIV | XIVb
MTD04743_K_leucostomum_CO_Sinu 8.672346, -75.761111 Vi Via
MTD04744_K_leucostomum_CO_LMagdalena 8.307748, -75.615922 VI Via
MTD04745_K_scorpioides_CO_LMagdalena 8.235581, -75.253800 XV XVf
MTD04746_K_leucostomum_CO_Sinu 8.386005, -76.009170 Vi Via
MTD04747_K_leucostomum_CO_MMagdalena 6.561009, -76.789066 \Y) IVa
MTD04748_K_leucostomum_CO_MMagdalena 6.561009, -76.789066 V Va
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MTDO04749_K_leucostomum_CO_UNK UNKNOWN - -
MTDO04750_K_leucostomum_CO_UNK UNKNOWN VI Vila
MTDO04751_K_leucostomum_CO_UNK UNKNOWN - -
MTD04752_K_leucostomum_CO_Sinu 9.291259, -75.892511 W Via
MTD04753_K_leucostomum_CO_Sinu 8.828269, -75.655972 \ Via
MTDO04754_K_scorpioides_CO_LCauca 7.793440, -75.535891 XV | XVb
MTDO04755_K_scorpioides_CO_LMagdalena 8.245256, -75.302117 XV XVg
MTDO04756_K_scorpioides_CO_Sinu 8.970971, -75.840720 XV | XVh
MTDO04757_K_scorpioides_CO_LMagdalena 8.616670, -75.0167 XIV | XlIVe
MTD04758_K_scorpioides_CO_LMagdalena 8.616670, -75.0167 XIV | XIVe
MTDO04759_K_scorpioides_CO_LMagdalena 8.616670, -75.0167 XIV | XlIVe
MTDO04760_K_scorpioides_CO_UNK UNKNOWN XV XVb
MTD04761_K_scorpioides_CO_Sinu 9.248659, -75.667703 XV | XVi
MTDO04762_K_scorpioides_CO_Sinu 8.999864, -76.083086 XV XVb
MTDO04763_K_scorpioides_CO_Sinu 8.970971, -75.840720 - -
MTDO04764_K_scorpioides_CO_Sinu 8.970971, -75.840720 - -
MTD04765_K_scorpioides_CO_Sinu 8.845908, -75.640259 XIV | XlIvg
MTDO04766_K_scorpioides_CO_UNK UNKNOWN XV | XVc
MTDO04767_K_scorpioides_CO_UNK UNKNOWN XV | Xvd
MTD04768_K_scorpioides_CO_Sinu 8.232879, -76.100609 XV | XVh
MTD04769_K_scorpioides_CO_LMagdalena 8.324720, -75.120161 XIV | XlIVe
MTD04770_K_scorpioides_CO_LMagdalena 8.307748, -75.615922 XV XVij
MTD04771_K_scorpioides_CO_Sinu 8.253009, -76.065248 | XV | XVa
MTD04772_K_scorpioides_CO_Sinu 8.232879, -76.100609 XV | XVh
MTDO04773_K_scorpioides_CO_Sinu 8.253009, -76.065248 XV XVj
MTD04774_K_scorpioides_CO_Sinu 8.253009, -76.065248 XV | XVh
MTDO04775_K_scorpioides_CO_Sinu 8.253009, -76.065248 XV | XVk
MTDO04777_K_scorpioides_CO_LCauca 9.223363, -75.842906 XV | XVb
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MTDO04778_K_scorpioides_CO_Sinu 8.490935, -75.953252 XV XVI
MTD04781_K_scorpioides_CO_Sinu 8.253009, -76.065248 XV XVb
MTD04878_K_scorpioides_CO_LCauca 9.242902, -75.867956 XV | XVb
MTD04879_K_leucostomum_CO_MMagdalena 3.778749, -74.926670 i lla
MTD04965_K_leucostomum_CO_MMagdalena 3.766726, -74.923257 I b
MTD04966_K_leucostomum_CO_MMagdalena 3.766726, -74.923257 I llic
MTD05140_K_scorpioides_GF_ 4.881087, -52.397893 - -
MTD12413_K_leucostomum_HN_ 16.486124, -85.877808 | le
MTD12414_K_scorpioides HN_ 14.439342,-89.189329 | IX | IXa
MTD12415_K_leucostomum_NI_ 10.948322, -83.733251
MTD12416_K_leucostomum_NI_ 10.948322, -83.733251 I lla
MTD12425_K_leucostomum_NI_ 10.948322, -83.733251 I Ila
MTD12426_K_leucostomum_CR_ 9.938010, -83.053926 - -
MTD12431_K_leucostomum_GT_ 14.966076, -89.547982 - -
MTD12450_K_scorpioides_SR_ 5.026138, -54.989533 - -
MTD12473_K_leucostomum_GT_ 16.944156, -89.897732 - -
MTD12474_K_leucostomum_HN_ 15.524296, -88.136051 | Ib
MTD12475_K_leucostomum_HN_ 15.253058, -87.204722 | le
MTD12476_K_leucostomum_HN_ 13.984459, -86.466783 | le
MTD12477_K_leucostomum_HN_ 14.793946, -88.013476 | Id
MTD12495_K_leucostomum_HN_ 15.235652, -84.149734 | If
MTD12496_K_cruentatum_GT_ 14.304205, -91.525646 X Xb
MTD12497_K_scorpioides_GT_ 15.902983, -91.652951 VIl | Vb
MTD12498 K_leucostomum_HN_ 14.748900, -84.118761 | Ig
MTD12499_K_scorpioides_HN_ 14.328420, -87.696275 IX IXb
MTD15834_K_albogulare_HN_ 15.412556, -84.141528 Xl Xle
MTD18085_K_scorpioides_CO_LCauca 9.127260, -75.841638 XV XVi
9.127260, -75.841638 XV XVb

MTD18086_K_scorpioides_CO_LCauca
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MTD18087_K_scorpioides_CO_LCauca 9.127260, -75.841638 XV | Xvd
MTD18088_K_scorpioides_CO_Ori 6.229234, -67.539471 Xl Xllc
MTD18089_K_scorpioides_CO_Ori 6.229234, -67.539471 Xl Xllc
MTD18091_K_scorpioides_CO_Ori 6.229234, -67.539471 Xl Xllc
MTD18092_K_scorpioides_CO_Ori 6.229234, -67.539471 Xl Xllc
MTD18093_K_scorpioides_CO_Ori 6.229234, -67.539471 Xl Xld
MTD18094_K_scorpioides_CO_Ori 6.229234, -67.539471 Xl Xllc
MTD18095_K_scorpioides_CO_Sinu 10.643464, -74.930226 XIV | XlIVa
MTD18096_K_scorpioides_CO_Sinu 10.643464, -74.930226 | XIV | XlIVc
MTD18097_K_scorpioides_CO_Sinu 10.643464, -74.930226 XIV | XlIVa
MTD18098_K_scorpioides_CO_Sinu 8.882812, -75.502784 XV | XVb

MTD18099_K_scorpioides_CO_LCauca 9.217336, -75.831637 XV XVe
MTD18100_K_scorpioides_CO_Sinu 8.256937, -76.064841 XV XVj
MTD18101_K_scorpioides_CO_Sinu 9.408190, -75.491013 XIv | Xivd
MTD18102_K_scorpioides_CO_Sinu 9.299672, -75.353952 XIV | XIVf
MTD18103_K_scorpioides_CO_Sinu 9.299672, -75.353952 XIvV | Xlvd .E
MTD18104_K_scorpioides_CO_Sinu 9.408190, -75.491013 XIV | XIVb
MTD18105_K_scorpioides_CO_Sinu 9.408190, -75.491013 XV | Xivd

MTD18106_K_scorpioides_CO_LCauca 9.217336, -75.831637 XV | XVb
MTD18107_K_scorpioides_CO_Sinu 9.507291, -75.330791 | XIV | XIvd -]
MTD18108_K_scorpioides_CO_Sinu 8.882812, -75.502784 XVI | XVb
MTD18109_K_scorpioides_CO_Sinu 8.845447, -75.644304 XV | Xvd
MTD18110_K_scorpioides_CO_SAl 12.561272, -81.704702 | XI XIf
MTD18111_K_scorpioides_CO_Sinu 8.999864, -76.083086 XV | XVb
MTD18112_K_scorpioides_CO_Sinu 9.299672, -75.353952 XV | Xivd
MTD18113_K_scorpioides_CO_Sinu 9.947082, -75.093527 XIvV | Xlvd
MTD18114_K_scorpioides_CO_Sinu 9.507291, -75.330791 XIv | Xivd
MTD18115_K_scorpioides_CO_Sinu 8.816138, -75.509293 XV | Xlvd
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MTD18116_K_scorpioides_CO_Sinu 9.408190, -75.491013 XV | Xlvd
MTD18117_K_scorpioides_CO_LCauca 9.217336, -75.831637 XV XVb
MTD18228_K_albogulare_CO_SAl 12.516133,-81.715160 | XI | XIf
MTD18229_K_albogulare_CO_SAl 12.516133, -81.715160 Xl XIf
MTD18230_K_albogulare_CO_SAI 12.516133,-81.715160 | XI | XIf
MTD18231_K_albogulare_CO_SAl 12.516133,-81.715160 | XI XIf
MTD18232_K_scorpioides_CO_Ori 3.953384,-67.730777 | Xll | Xlla
MTD18233_K_albogulare_CO_SAl 12.516133,-81.715160 | XI XIf




Anexo 2. Primers utilizados en esta investigacion.
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Gen Primer Secuencia (5’- 3’) Referencia
12S L1091 AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTA (Kocher et al., 1989)
T
H1478 TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT (Kocher et al., 1989)
16S AR CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT Palumbi et al. (1991)
BR CCG GTC TGA ACT CAG ATCACG T Palumbi et al. (1991)
RAG1 MartFL1 AGCTGCAGYCARTAYCAYAARATGTA e
AmpR1 AACTCAGCTGCATTKCCAATRTCA Chiari et al. (2004)
CMOS C-mosl GCCTGGTGCTCCATCGACTGGGATCA (Iverson et al., 2007)
C-mos3 GTAGATGTCTGCTTTGGGGGTGA Le et al. (2006)
Cytb CytbG AACCATCGTTGTWATCAACTAC (Spinks and Shaffer,
2007)
mt-f-na3 AGGGTGGAGTCTTCAGTTTTTGGTTTACAAGAC  (Praschag et al., 2007)

Cytb-TCA-int-for
Cytb-GTT-int-
rev

oDC OD-F
OD-R

BDNF BDNF-F

BDNF-R

HMGB?2 NB17483_fmod
NB17483 r2

R35 R35Ex1
R35Ex2
R35-GCA-int-for
R35-GCT-int-
rev

RAG2 F2-1 (Rag2)
R2-1(Rag2)

CAATG
TCAGTDGAYAAYGCMACCCT
GTTTGATCCAGTTTCGTGGA

GACTCCAAAGCAGTTTGTCGTCTCAGTGT
TCTTCAGAGCCAGGGAAGCCACCACCAAT
GACCATCCTTTTCCTKACTATGGTTATTTCATACT
T

CTATCTTCCCCTTTTAATGGTCAGTGTACAAAC

GAAATGTGGTCTGARCAGTC
GGCRCGRTATGCWGCAATATC
ACGATTCTCGCTGATTCTTGC
GCAGAAAACTGAATGTCTCAAAGG
GGAAAGGATAAATATAACAAAGG
GCTGACTCCATACACATC

TTCCAGAGCTTCAGGATGG
CAGTTGAATAGAAAGGAACCCAAGT

Sin publicar
Sin publicar

Friesen e al. (1999)
Friesen e al. (1999)
(Leaché and McGuire,
2006)

Leaché and McGuire
(2006)

(Backstrom et al., 2008)
(Barley et al., 2010)
(Fujita et al., 2004)
Fujita et al. (2004)

Sin publicar

Sin publicar

Le et al. (2006)
Le et al. (2006)



Anexo 3. Condiciones de termociclo para cada PCR.
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12S 16S RAG1 CMOS
94° , o , 94° , 94° ,
c 5 94°C 5 c 5 c 5
94° ’ o ’ 94° " 94° 30’
c 30 94°C 30 c 30 C ,
52° » | 30 o ’ 56° . | 37 56° 30’ | 37
c 30 8 50°C 30 30x c 35 o C , X
72° ’ o , 72° 1’30 72° 45
c 45 72°C 1 C ; C ,
72° , R , 72° , 72° ,
C 10 72°C 10 C 10 c 10
Cytb ODC/BDNF/HMGB R35/RAG2
94° 5 94°C 5 94° 5
C C
94°  30” 94°C  30” 94°  30”
C C
56° 45” | 35 60°C 35" | 35x 60° 35" | 37
C X C X
72° 1’30’ 72°C 1'30” 72° 1’30’
C ’ C ’
72° 10 72°C 10’ 72° 10’
C C




Anexo 4. Numeros de acceso de GenBank de las secuencias utilizadas en este estudio.
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Numero de acceso GenBank

© 128 16S Cytb CcMOS R35 RAG2 HMGB BDNF obc RAG1
Chelydra_serpentina JIN860636.1 | JQ920370.1
Claudius_angustatus_HBS121589 ) MT961249.2 MT965511.1 | MT958851.3
Claudius_angustatus_UTAR43959_K12 | kF301255.1 |KF301323.1 | KF301358.1 | KF301289.1 | KJ582916.1 | KF301222.1 | KJ582703.1 | KJ582609.1 KF301393.1
Dermatemys_mawii_HBS116865 MT961282.1 MT965017.1 | MT958848.1
Dermatemys_mawii_HBS116867_M162 | kF301254.1 | KF301322.1 | AY678313.1 | KF301288.1 | MT961283.1 | KF301221.1 | MT965016.1 | MT958849.1 MT961768.1
Emys_orbicularis AB090021.1 | AB090049.1 | HQ681920.1 G0896241.1 GQ895980.1 | KY762180.1
Graptemys_p._pseudogeographica U81322.1 JIN860637.1 | EU787025.1 | HE590444.1 | IN860605.1 | HE590561.1 MT959015.1 | HE590473.1 | HE590531.1
K_acutum_HBS117455_K34 MT961399.1 MT965254.1 | MT958890.1 MT961882.1
K_acutum_K33 KF301263.1 |KF301331.1 |KF301366.1 | KF301297.1 KF301230.1 KF301400.1
K_alamosae_UF99877-78 KF301265.1 | KF301333.1 | KF301368.1 | KF301299.1 KF301232.1 KF301402.1
K_angustipons_UU3766 KF301334.1 | KF301369.1 | KF301300.1
K_baurii_HBS108574_HBS16366 MT961402.1 MT965253.1 | MT958872.1 MT961885.1
K_baurii_HBS108576 QOX06710.1 QQX08337.1
K_chimalhuaca_HBS120895 KF301372.1 | KF301303.1 | MT961406.1 | KF301235.1 | KJ582709.1 | MT958894.1 MT961887.1
K_creaseri_K35 KF301269.1 | KF301338.1 | KF301373.1 | KF301304.1 | MT961405.1 | KF301236.1 | MT965255.1 | KJ582616.1 MT961888.1
K_creaseri_K36 MT965527.1 | KJ582617.1 MT961889.1
K_cruentatum_HBS119039_UTARS50302 MT961424.1 MT965260.1 | MT958876.1 MT961903.1
K_cruentatum_HBS119040 KF301387.1 KJ582944.1 KJ582731.1 | KJ582637.1 KJ582988.1
K_cruentatum_JAC21033 MT961426.1 MT958878.1 MT961905.1
K_dunni_K38 KF301270.1 | KF301339.1 |KF301374.1 | KF301305.1 | MT961407.1 | KF301237.1 | MT965487.1 | KJ582619.1 KF301407.1
K_dunni_MF24134 MT961408.1 MT965486.1 | MT958881.1
K_durangoense_UF108889 MT961409.1 MT965245.1 | MT958882.1 MT961891.1
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K_durangoense_UF157325 KF301271.1 |KF301340.1 | KF301375.1 | KF301306.1 | MT961410.1 | KF301238.1 | MT965244.1 | MT958883.1 MT961892.1
K_flavescens_CAS228102 MT451988.1 GU085592.1 | GU085554.1
K_flavescens_HBS107613 MT961411.1 MT965251.1 | MT958858.1 MT961893.1
K_flavescens_HBS107614_K81 KF301272.1 |KF301341.1 |KF301376.1 | KF301307.1 | MT961412.1 | KF301239.1 | KJ582717.1 | MT958859.1 KF301409.1
K_herrerai_MVUZ0455 KF301274.1 |KF301343.1 |KF301378.1 | KF301309.1 | MT961414.1 | KF301241.1 | MT965258.1 | MT958860.1
K_herrerai_UTAJAC22435 KF301273.1 | KF301342.1 |KF301377.1 | KF301308.1 | MT961413.1 | KF301240.1 | KJ582718.1 | KJ582624.1 KF301410.1
K_hirtipes_5L5L2R MT961415.1 MT965499.1 | MT958897.1 MT961896.1
K_hirtipes_8L8L2R MT961416.1 MT965488.1 | MT958895.1 MT961897.1
K_hirtipes_UFMF24331_UF40410 KF301275.1 | KF301344.1 |KF301379.1 | KF301310.1 | MT961417.1 | KF301242.1 | MT965514.1 | MT958896.1 KF301412.1
K_integrum_JAC21644_UTAR51954 MT961418.1 MT958892.1 MT961898.1
K_integrum_K46 KF301276.1 | KF301345.1 | KF301380.1 | KF301311.1 | MT961419.1 | KF301243.1 KF301413.1
K_leucostomum_CH5324 MH140785.1
K_leucostomum_CH6312 MH140787.1
K_leucostomum_CH7777 MH140786.1
K_leucostomum_USNM559573 MT961420.1 MT965247.1 | MT958874.1 MT961899.1
K_leucostomum_USNM559575_UTA-
- JAC22365 MT961421.1 MT965246.1 | MT958875.1 MT961900.1
K_oaxacae_HBS120899 MT961422.1 MT965485.1 | MT958884.1 MT961901.1
K_oaxacae_HBS123635__JVRskin KF301280.1 | KF301349.1 |KF301384.1 | KF301315 |MT961423.1 | KF301247.1 | MT965257.1 | MT958893.1 MT961902.1
K_scorpioides_abaxillare_UTAR52532 KF301281.1 |KF301350.1 |KF301385.1 | KF301316.1 KF301248.1 KF301417.1
K_scorpioides_albogulare_REL041 KF301282.1 |KF301351.1 |KF301386.1 | KF301317.1 KF301249.1 KF301418.1
K_scorpioides_CH5691 MH140788.1
K_scorpioides_USNM559581 MT961427.1 MT965495.1 | MT958870.1 MT961906.1
K_scorpioides_UTAR55533_K100 KF301284.1 |KF301353.1 |KF301388.1 | KF301319.1 KF301251.1 KF301420.1
K_sonoriense_HBS119037 MT961429.1 MT965540.1 | MT958885.1 MT961908.1
K_sonoriense_HBS119038 MT961430.1 MT965259.1 | MT958889.1 MT961909.1
K_sonoriense_K116 KF301285.1 | KF301354.1 | KF301389.1 KF301421.1
K_steindachneri_UF84961 KF301287.1 | KF301356.1 | KF301391.1 | KF301321.1 KF301253.1 KF301423.1
K_stejnegeri_CAS228101_TCWC72419 | kF301266.1 | KF301335.1 | KF301370.1 | KF301301.1 | MT961400.1 | KF301233.1 | MT965248.1 | MT958888.1 MT961883.1
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K_subrubrum hippocrepis_UTACJF4122 | kF301286.1 |KF301355.1 | KF301390.1 | KF301320.1 KF301252.1 KF301422.1
K_subrubrum_HBS119499 MT961432.1 MT965252.1 | MT958873.1
K_subrubrum_HBS35366 MT961431.1 MT965249.1 | MT958887.1 MT961910.1
Staurotypus_salvinii_HBS108669 MT961630.1 MT965510.1 | MT958855.1 MT962060.1
Staurotypus_salvinii_HBS117456_K32 KF301256.1 |KF301324.1 |KF301359.1 | KF301290.1 | MT961631.1 | KF301223.1 | MT965414.1 | MT958853.1 MT962061.1
Staurotypus_triporca-
tus HBS117468 Near2005 MT961632.1 MT965238.1 | MT958856.1 AY687909.1
Staurotypus_triporcatus_HBS117914_K45 | KF301257.1 | KF301325.1 | KF301360.1 | KF301291.1 | MT961633.1 | KF301224.1 | MT965509.1 | MT958854.1 MT962063.1
Staurotypus_triporcatus_Honda2002 AB090018.1 | AB090046.1
Staurotypus_triporca-
tus_HBS16258 UTA52026 AY988084.1
Sternotherus_carinatus_RCT21_K1E KF301258.1 |KF301326.1 |KF301361.1 | KF301292.1 | MT961634.1 | KF301225.1 | MT965415.1 | MT958866.1 MT962064.1
Sternotherus_carina-
tus RCT222 ANUM26080325 JN860640.1 JN860673.1 MT961635.1 MT965243.1 | MT958867.1 MT962065.1
Sternotherus_depressus_HBS116244 MT961636.1 MT965242.1 | MT958868.1 MT962066.1
Sternotherus_depressus_HBS116246_M125 | «F301259.1 KF301362.1 | KF301293.1 | MT961637.1 | KF301226.1 | MT965241.1 | MT958869.1 MT962067.1
Sternotherus_minorminor_RCT53_UF80827 | kF301260.1 | KF301328.1 MT961638.1 MT965239.1 | MT958864.1 MT965239.1
Sternotherus_minor_RCT60_K13 KF301261.1 | KF301329.1 MT961639.1 MT965240.1 MT962069.1
Sternotherus_odora-
tus CAS214343 Near2005 MT961640.1 MT965462.1 | MT958865.1 MT962070.1
Sternotherus_odora-
tus CAS255136 S014002 S97 MT137283.1
Sternotherus_odora-
tus_HBS23287 UTAR54409 MT961641.1 MT965468.1 | MT958863.1 MT962071.1
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3. Discusion final

Kinosternon leucostomum sensu lato

Estudios basados en morfologia y algunas aproximaciones moleculares previas
coinciden, con cierta ambigliedad, en la separacién de este taxén en dos
subespecies morfolégicamente distinguibles K. I. leucostomum y K. |. postinguinale
(Berry & Iverson, 2001b; Iverson, 1991; Ramirez-Guerra, 2016).

Kinosternon leucostomum leucostomum Dumeéril y Bibron en Duméril y Duméril,
1851: Localidades tipo “N.-Orléans; Mexique; Rio-Sumasinta (Amér. centr.).”
Restringida a “Rio Usumacinta, El Peten, Guatemala” por Schmidt (1941); y a
“Cosamaloapam, Veracruz, Mexico” por Smith & Taylor (1950). Se encuentra
principalmente en los sistemas de drenaje de la costa del Golfo de México (al sur
de la Sierra Volcanica Transversal), Belice, Guatemala, Honduras y Nicaragua
(Berry J, 1978; Rhodin, et al., 2021).

Kinosternon leucostomum postinguinale Cope, 1887: Localidades tipo: "Vallee de
La Madeleine (N. Grenada; Santa Fe de Bogota (N. Grenada)”; "Tierra Calliente of
Costa Rica at Sipurio, on the east coast" por Cope (1885); y “Pefa Lisa, Condota,
Colombia”, por Boulenger (1913). Distribuida principalmente por los sistemas de
drenaje del Caribe, desde el rio San Juan y el Lago de Nicaragua (frontera entre
Nicaragua y Costa Rica), los sistemas de los rios Atrato y Magdalena, en Colombia;
y los sistemas de drenaje del Pacifico asociados a las grandes peninsulas de

Centroamérica, recorriendo el pacifico colombiano hasta el sistema del rio Daule,
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Ecuador.

Aunque las redes de parsimonia construidas con los grupos de haplotipos
mitocondriales identificados fueron, en cierta medida, concordantes con varias de
las poblaciones individualizadas por Berry J, (1978), mostrando una tendencia a la
distribucién de haplotipos en Norte/Sur, ninguna de las filogenias calculadas logro
recuperar clados concordantes con estas subespecies. De hecho, tampoco se logro
establecer las relaciones entre los grupos de haplotipos, o que denota su bajo
grado de diferenciacion pese a incluirse muestras de los extremos de su

distribucion.

Otra estrategia muy utilizada para establecer limites entre grupos taxonémicos,
incluyendo quelonios, es el calculo de las distancias p del fragmento Cytb (Cocca
et al., 2018; Ennen et al., 2014; Petzold et al., 2014; Vargas-Ramirez et al., 2020).
Si bien no existe un umbral especifico para determinar especies diferentes con este
parametro (Petzold et al., 2014), pues depende del grupo de trabajo y su historia
evolutiva, se encontraron valores <1%, reflejando divergencias mucho menores
con respecto a otras especies congéneres (incluso K. scorpioides) y similares a los
exhibidos por otros grupos de quelonios estrechamente relacionadas entre si
(Vargas-Ramirez et al., 2013; Wong et al., 2010). A diferencia de estos resultados,
los clusteres identificados en los PCA nucleares, aunque con muestras limitadas
(concatenado K. leucostomum e individual de R35), fueron coherentes con esta

separacion de linajes.

Esta incongruencia entre informacién de diferentes genomas ha sido atribuida a las
diferentes causas, incluyendo la existencia de linajes incompletamente separados,
como resultado de nodos con rapida o casi simultdnea diversificacion, o como
resultado de procesos de introgresion (Crawford et al., 2015; Vargas-Ramirez et
al., 2013; Fritz et al., 2010; Maddison and Knowles, 2006). Aun teniendo en cuenta
gue diferenciar entre estas potenciales causas es dificil, se sugiere el remanente

flujo genético como una de sus principales causas, teniendo en cuenta la evidencia
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actual sobre la existencia de un importante corredor bioldgico en gran parte de su

zona de distribucion.

Kinosternon scorpioides sensu lato

Desde su descripcion, esta especie ha sido reconocida como un taxén con
considerable variacion morfolégica por toda su distribuciéon, siendo un grupo en el
gue han sido identificadas varias subespecies cuyo estatus taxonémico ha estado
en constante discusion (Berry & Iverson, 2001a; Berry J, 1978; Cabrera and
Colantonio, 1997; Giraldo et al., 2012). Hasta la realizacion de este trabajo, tres
subespecies son consideradas, siendo K. abaxillare recientemente debatida como
especie independiente, por cuenta de su mayor cercania al taxon filogenéticamente
reconocido K. oaxacae, mas que a cualquier otro taxon del género (lverson et al.,
2013; Rhodin, et al., 2021).

Kinosternon scorpioides cruentatum Duméril y Bibron en Duméril y Duméril, 1851.:
Localidades tipo “Amér. septentr.” Restringida a “San Mateo del Mar, Oaxaca,
Mexico” por Smith & Taylor (1950); “Mexico.” Restringida a “San Mateo del Mar,
Oaxaca, Mexico” por Smith & Taylor (1950; “Mexico.” Restringida a “San Mateo del
Mar, Oaxaca, Mexico” por Smith & Taylor (1950). Aunque su principal area de
distribucién se encuentra en las tierras bajas del Golfo de México y la Peninsula de
Yucatan, tiene poblaciones en la vertiente pacifica de México (estados de Chiapas
y Oaxaca), Honduras y Guatemala (Berry J, 1978; Rhodin, et al., 2021).

Kinosternon scorpioides albogulare Duméril and Bocourt, 1870: Localidad tipo “S.
Jose (Costa Rica)”. Su mayor distribucién comprende todos los sistemas de drenaje
de la vertiente pacifica de El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Ricay Panama
(Peninsula de Azuero). También tiene poblaciones en los drenajes caribefios del
nororiente de Honduras y Nicaragua (Tierras bajas de Mosquito), los drenajes de
los lagos de Xolotlan y Cocibolcay el Archipiélago de San Andrés, Colombia (Berry
J, 1978; Rhodin, et al., 2021).
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Kinosternon scorpioides scorpioides Linnaeus, 1766: Localidades tipo: “Surinami”,
Restringida a “Surinam” por Fritz and Havas (2007); “Bolivien...Chaco...Villa
Montes” (Bolivia) por Miller & Hellmich (1936); “El Tabacal, Argentina” por Freiberg
(1936); “Panama Railroad, Canal Zone” por Schmidt (1946); “Compartimento da
serra dos Carajas (serra Norte) Para” (Brasil) por Cunha (1970). Su distribucion
comienza en la vertiente Pacifica de Centroamérica, en los drenajes de la peninsula
de Azuero y el Istmo de Panama4, extendiéndose y teniendo su principal distribucion
en Suramérica. Alli se encuentra principalmente en las costas y drenajes del
Caribe, el Atlantico y la Amazonia, extendiéndose hasta el Chaco de Argentina,
Bolivia y Paraguay, siendo ausente en la vertiente Pacifica de la Cordillera
Occidental (Berry J, 1978; Rhodin, et al., 2021).

No obstante, los resultados acéd obtenidos dan cuenta de la existencia de mas
linajes, siendo congruentes los distintos andlisis en la existencia de siete grupos,
gue bien podrian incentivar una revisidbn que incluya diferentes fuentes de
informacién (taxonomia integrativa) para esclarecer con exactitud a cuantos
taxones independientes corresponden, asi como sus respectivas areas de

distribucion.

Si bien las relaciones entre estos grupos obtenidas a partir de la combinacion de
marcadores mitocondriales y nucleares no fueron completamente concluyentes,
fueron congruentes con la estructuracién de los grupos de haplotipos a lo largo del
area de distribucion. De esta forma, dentro de lo que actualmente se considera la
distribucién de cada subespecie, estos siete grupos se distribuyen asi: En la
distribucion de K. s. cruentatum se encuentra el haplotipo X (cruentatum); en area
de distribucién de K. s. albogulare, se encuentra el haplotipo VIII (abaxillare), cuyo
clado es compartido con el haplotipo IX (scorpioides HN) y las especies K. integrum
y K. oaxacae (confirmando lo propuesto por Iverson et al., (2013) sobre la relacion
de este ultimo con K. abaxillare); dentro de la distribucion de K. s. scorpioides la

existencia de tres grupos, dos cisandinos y uno transandino, que presentara
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estructuracion genética entre los sistemas de los rios Sinu, Cauca y Magdalena,
segun las redes de parsimonia mitocondrial, donde vale la pena profundizar para
determinar si puede asumirse esta como evidencia para la clasificacion de grupos

independientes.

La validacion de estos linajes a través de las distintas estrategias como las
distancias genéticas del Cytb, aunque criticadas, entre otras cosas, por su sesgo
genomico (herencia materna) y la dificultad de establecer umbrales, corroboraron
estas agrupaciones, obteniéndose distancias superiores a las distancias entre
especies cercanas del mismo género (>~3%) e inferiores al interior de cada grupo

(<~3%), soportando la reconsideracion de las subespecies.

Aungue impulsar cambios taxondmicos exclusivamente con base de evidencia
genética es cuestionable, especialmente tratdndose de un solo genoma, que la
informacion mitocondrial fuera dirigida hacia la separacién consistente de estos
linajes, a diferencia de la informacion nuclear, sumado a la existencia comprobada
de barreras al flujo genético (segun patrones de distribucion encontrados en otras
especies neotropicales) supone entonces la existencia de linajes que representan
unidades evolutivas significativas (en sentido de Moritz, 1994) que vale la pena
estudiar en detalle, esto con el fin de reclasificar la especie con base en la
significancia evolutiva de sus diferencias internas, haciendo uso de informacién

morfolégica y genética, en lugar de solo una de estas fuentes informativas.
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4. Conclusion

Aunque discordantes, la informacion mitocondrial y nuclear analizada esta
aportando valiosa evidencia en la busqueda de resolucion filogenética interna de
los taxones nominales Kinosternon leucostomum y Kinosternon scorpioides.
Teniendo en cuenta las bajas tasas de movimiento y la alta afinidad por sus habitats
(reportadas en general para toda la familia Kinosternidae, especialmente para
especies de habitos semiacuaticos del género Kinosternon) (Morales-Verdeja and
Vogt, 1997; Pérez-Pérez et al.,, 2017; Slavenko et al., 2016; Swarth, 2010), las
caracteristicas morfologicas y ecoldgicas reportadas para cada subespecie o
poblacion, y las nuevas lineas de evidencia molecular, estos resultados estan en
desacuerdo con la taxonomia tradicional de dichas especies: En K. leucostomum
por falta de variaciébn genética evidente, mientras que en K. scorpioides por la
existencia de esta, soportando la potencial existencia de diferentes linajes que, en
mayor o menor medida, divergen entre si.

Esto sugiere que se debe revisar la sistemética de estos grupos con mayor
profundidad, combinando la taxonomia integrativa y otras estrategias, como el
modelamiento de distribucion o la filogendmica (McCormack et al., 2013; Scott et
al., 2018; Weinell and Bauer, 2018); e incluyendo, en lo posible, un analisis de Reloj
Molecular Relajado usando evidencia fosil; esto con el fin, no solo de resolver estas
filogenias problematicas, sino darle un contexto temporal sus divergencias
evolutivas, donde ya se cuenta con evidencia de posibles eventos como la
separacion incompleta de linajes, la introgresion mitocondrial y la retencion de

haplotipos ancestrales.
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