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Resumen

La taxonomia integradora se ha considerado como uno de los objetivos centrales de la
sistematica moderna. En este estudio se emplearon datos moleculares y morfologicos para
evaluar los limites de especie dentro de la lagartija caiméan surefia Gerrhonotus liocephalus
(Wiegmann, 1828). El conjunto de datos moleculares utilizados incluye un fragmento
mitocondrial del gen que codifica la proteina subunidad 4 de la deshidrogenasa NADH,
fragmentos de los genes nucleares que codifican el factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF) y el receptor de prolactina (PRLR). Se emplearon métodos de reconstruccion
filogenética, métodos coalescentes y variacion morfoldgica para evaluar los limites de
especie). Los resultados se discutieron en el contexto de la delimitacion integradora de
especies y sugieren que G. liocephalus representa tres especies distintas, compuesta por
linajes poco diferenciados morfol6gicamente, uno de ellos es microendémico en la region
del Istmo de Tehuantepec en Oaxaca. Ademas, uno de los grupos obtenidos puede estar

compuesto por un complejo de especies.

Abstract

Integrative taxonomy has been considered one of the central objectives of modern
systematics. Here, we used molecular and morphological procedures to assess species
boundaries within the southern caiman lizard Gerrhonotus liocephalus (Wiegmann, 1828).
Molecular data included mitochondrial locus of the gene coding for the NADH
dehydrogenase subunit 4 protein, and the nuclear genes coding the brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) and the prolactin receptor (PRLR). We combined phylogenetic
reconstruction, coalescent methods, and morphological variation, to assess the species limits.
The results were discussed in the context of integrative species delimitation and suggest that
G. liocephalus is composed by three different species and lineages poorly morphologically
differentiated, one them microendemic to the Istmo de Tehuantepec, Oaxaca. Furthermore,

within one of the recovered groups might be indeed a complex of species.

Vi



Glosario

Alelo. Cada una de las variantes o versiones que se encuentran en un gen (Doyle, 1995).

Alopatria. Area de distribucion de dos especies que se encuentran completamente separadas
la una de la otra. Es importante saber que el concepto de alopatria se aplica solo a
especies similares entre si y no a poblaciones separadas de una misma especie (Sites
y Marshall, 2003)

Coalescencia genética. En una poblacion provista de variabilidad genética, y para genes
neutros que no alteren a la viabilidad de un individuo, los alelos presentes deben tener
un solo ancestro comun (Pons y cols, 2006).

Conespecifico. Se considera que dos o mas individuos, poblaciones o taxones son
conespecificos si pertenecen a la misma especie. De igual manera, dos individuos,
poblaciones o taxones son heteroespecificos si pertenecen a especies diferentes.

Escamas quilladas. Es una caracteristica que tiene algunos grupos de reptiles, la quilla es
una protuberancia o cresta en el centro de cada una de las escamas (Smith, 1946).

Especie focal. Especie que es el objeto principal de una investigacion o proyecto (Wiens y
Penkrot, 2002).

Especies cripticas. Especies que son extremadamente similares en apariencia, lo que hace
casi imposible su determinacion con morfologia (Hoyos y cols., 2003).

Fenotipo. Agrupacion de caracteres visibles que un individuo muestra como resultado de la
correlacion entre el genotipo y el medio (Lee y cols., 2007).

Filogenia no ultramétrica. Filogenia en donde las ramas no se encuentran equidistantes del
nodo principal (Goyache y cols., 2006).

Grupo monofilético. Organismos que comparten un mismo antepasado como origen, la
totalidad de los integrantes de este grupo provienen de cierta forma ancestral (Sites y
Marshall, 2003; Séaez, 2009).

Homoplasia. Cambio evolutivo en organismos que no tienen el mismo origen (Goyenechea,
2007).

Linaje. Secuencia de individuos con una linea directa de descendencia, dado como resultado

de la evolucién de una especie desde un ancestro inmediato (Fujita y cols., 2012).
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Marcadores moleculares. Segmento de DNA con un emplazamiento fisico indudable cuya
herencia genética se puede rastrear. Este puede ser un gen, o una seccion de DNA sin
funcion conocida (Valdéz-Alarcon y cols., 2002).

Metapoblacion. Grupo de poblaciones de una especie aisladas en el espacio que se
interrelacionan a cierto nivel (De Queiroz, 2007).

Morfotipo. Caracteristicas fisicas que definen a un grupo de organismos.

Nodo. Punto de ramificacion representativo de un evento de divergencia o separacion de un
grupo. En cada punto de ramificacion se encuentra el ancestro comdn mas reciente de
todos los grupos que descienden de la ramificacion (Cuevas-Cardona, 2007).

Taxonomia. Ciencia que trata de los principios, métodos y fines de la clasificacion cientifica,
esta se ocupa de la clasificacion de los seres vivos en categorias como orden, familia,

género, especie (Llorente y Michan, 2000).
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1. Introduccion
La sistematica es una disciplina que se enfoca en investigar el origen y las causas de la

diversidad bioldgica (Fujita y cols., 2012) y tiene como objetivos principales; descubrir y
describir especies y determinar las relaciones filogenéticas entre ellas (Wiens, 2007). Si bien,
las especies representan la unidad fundamental de estudio en biologia organismica,
incluyendo la ecologia, evolucion, filogenética, sistematica y biologia de la conservacion, es
un reto el desarrollar métodos operacionales y objetivos para delimitarlas (Wiens y Penkrot,
2002; Sites y Marshall, 2004). Tradicionalmente la delimitacidn de especies se ha basado en
uno o mas caracteres morfologicos, cuya variacion no muestra superposicién entre especies,
0 si existe superposiciéon hay una combinacién Unica de caracteres que permite diferenciarlas
(Wiens, 2007). Sin embargo, considerar Unicamente el fenotipo para delimitar especies es
poco util en especies que son morfologicamente similares, como las especies cripticas
(Hoyos y cols., 2003; Lee y cols., 2007).

1.1. Concepto de especie

El concepto de especie ha jugado un papel importante en todas las areas de la biologia,
ademas, ha sido objeto de debate, ya que no se ha llegado a un acuerdo de cudl es el idoneo.
En la actualidad existen diversos conceptos para definirlas y el uso de un concepto u otro
depende del criterio del investigador (Wiens y Servedio, 2000).

Es importante destacar que algunos conceptos de especie tienen defensores entre los
bidlogos contemporaneos. Ademas, muchos de los conceptos de especie son al menos
parcialmente incompatibles (De Queiroz, 2007). Lo que dio como resultado que se haya
fomentado el interés por formular conceptos de especie que carezcan de las desventajas
morfologicas, tipoldgicas, ecoldgicas, entre otras, de los conceptos propuestos en la historia
de la biologia.

Ante los problemas para aplicar un concepto en particular, Luna-Vega y Llorente
(1994) mencionan que la tendencia general fue la propuesta de un concepto en el que se tome
en cuenta el proceso de la evolucion, con el fin de que las especies pudieran ser utilizadas
como base para la reconstruccion filogenética e historia biogeografica. Ademas, que
estuviera acorde con la historia evolutiva de los grupos y que se pudiera aplicar en un mayor

namero de condiciones de tiempo, espacio, sexualidad y flujo genético, esto es, de alopatria,



alocronia, a especies asexuales, unisexuales, sexuales, hibridas, extintas y en general a todos
los tipos de especiacion posibles (Luna-Vega y Llorente, 1994). En taxonomia no solo es
fundamental el reconocimiento de las especies como unidades bésicas, sino también se ha
utilizado como unidad funcional en las teorias sobre los procesos ecoldgicos y evolutivos
(Llorente y Michéan, 2000; Mishler y De Luna, 1997).

La gran diversidad de conceptos de especie ha causado conflictos entre
investigadores. Debido a esto, De Queiroz (2007) da a conocer el concepto unificado de
especie en el que menciona que las especies son linajes divergentes de metapoblaciones, que
retinen un conjunto de caracteristicas morfoldgicas unicas que las hacen diferentes de otras
entidades, que estan en el mismo espacio geografico o que son filogenéticamente cercanas.
De Queiroz (2007) alude que, a pesar de las diferencias entre los conceptos y definiciones
de especies contemporaneas, tienen una unidad conceptual subyacente, que proporciona una
base para un concepto unificado de especies. También menciona que la clave para conciliar
los conceptos de especies es identificar un elemento comun, lo que implica un concepto
unico, mas general de especie. Y dice que uno de los beneficios mas significativos de un
concepto unificado de especies es que permite a los bidlogos abordar el problema de la

delimitacion de especies de una manera concreta.

1.2. Técnicas moleculares en analisis filogenéticos

La aparicion de conjuntos de datos moleculares y gendmicos, junto con métodos de
delimitacién de especies especificos para este tipo de datos, ha llevado a la delimitacién de
especies a un debate en el que se encuentran diversos enfoques metodolégicos y filosoficos.
La delimitacion de especies es un campo integrador que depende de tipos de datos cada vez
mas diversos (Fujita y cols., 2012) y su incorporacion en conjunto ha sido necesaria para
resolver problemas taxondémicos.
Las secuencias génicas son usadas en la mayoria de los estudios sistematicos, ya que
representan un gran numero de caracteres y distintas tasas de evolucion (Gonzalez, 1997),
ofreciendo una capacidad sin precedentes para investigar el pasado evolutivo de las especies
a diferentes modelos de profundidad taxonémica (Lindell y cols., 2017).

Las técnicas moleculares representaron una revolucion en la forma de realizar

estudios de relaciones entre taxones y han promovido un aumento exponencial en la



identificacion de especies cripticas (Saez, 2009). El obtener la informacion genética de un
organismo a partir de una pequefia cantidad de tejido, ha contribuido a que la técnica de
amplificacion de DNA por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) sea la mas
usada en sistematica molecular (Grechko, 2013). Adicional a esto, los marcadores genéticos
son segmentos que estan dispersos en todo el DNA (Guimaraes y cols., 2007), pueden
ubicarse en la secuencia de un gen (codificante) o secuencias que se encuentren cerca de un
gen (no codificante) (Sambrook y cols., 2001). Ademaés, los diferentes marcadores
moleculares se utilizan también para estudios de identificacion individual (huella genética) y
grupal (especie, familia, linea), establecimiento y calculo de distancia y diversidad genética
(Zavala-Paramo y cols., 2002).

La tasa de mutacion del DNA mitocondrial (mtDNA) es aproximadamente 10 veces
mayor a la del DNA nuclear (nDNA\). Es por esto, que existe una gran variacion de secuencias
entre las especies y, esto podria darse también entre individuos de la misma especie (Cuadros,
2013).

Especificamente, la filogenética molecular infiere la historia evolutiva del grupo
taxondmico de estudio con base en su DNA, para ello el progreso teérico y metodoldgico en
la construccion de filogenias, han tenido un gran impacto al momento de inferir relaciones
filogenéticas, principalmente utilizando tres tipos de analisis: los de parsimonia que buscan
el arbol mas corto o con el menor nimero de pasos, los de maxima verosimilitud (MV) que
encuentran el resultado general éptimo, y los de inferencia bayesiana (IB) que permiten la
cuantificacion directa de las medidas estadisticas para cada parametro (Leache y Reeder,
2002).

1.3. Limite de especies

Descubrir y describir especies es esencial para contestar algunas de las preguntas mas
bésicas, relevantes e interesantes sobre la diversidad bioldgica tales como reconstruir las
relaciones evolutivas, descubrir patrones biogeograficos y de distribucion, conocer la
diversidad de areas especificas, entre otras (Cracraft, 2002; Wheeler, 2010). La tarea de
delimitar especies es necesaria para mejorar la precision en nuestra evaluacion de la

biodiversidad (Puorto y cols., 2001). Ademas, para contar con estrategias de conservacion



exitosas dependemos del reconocimiento preciso de los limites de las especies (Bickford y
cols., 2007).

Recientemente, la delimitacion de especies parece estar alcanzando una madurez
metodoldgica que consolida ain mas el reconocimiento de la taxonomia como un campo
riguroso e impulsado por las hipétesis de la biologia evolutiva (Flot, 2015; Wégele y cols.,
2011; Pavon-Vazquez y cols. 2018). Para ello se requiere de la evidencia de propiedades
Unicas que demuestren la monofila de una poblacion o de poblaciones con distribuciones
alopatricas o parapatricas (Sites y Marshall, 2003; Saez, 2009). Si bien, los datos moleculares
brindan una fuente de informacion confiable, no pueden resolver por si solos la asignacion
de especies, una hipétesis de delimitacion de especies bien soportada debe tener informacién
de mdaltiples evidencias (morfoldgica, molecular, ecoldgica, etc.), para asegurar una buena
delimitacion de especies (De Queiroz, 2007). Entre mas tiempo haya pasado desde la
divergencia de una poblacién, mayor sera el nUmero de evidencias que se puedan tomar para
este proposito. Los datos fenotipicos presentan un menor nimero de homoplasias que los
datos genéticos y la existencia de maltiples haplotipos no es un criterio suficiente para
delimitar una especie, por ello, Hillis y cols. (1996) sugieren que los caracteres morfologicos
pueden ser utilizados como complemento. Al incluir ambos datos en un analisis se puede
aumentar en gran medida el soporte y credibilidad del mismo (Lee y cols., 2007; Grechko,
2013).

Existen muchos métodos para delimitar especies con base en datos moleculares, éstos
pueden utilizar un solo locus o funcionar con datos multiloci, o requerir 0 no de un arbol
ultramétrico, de modo que la eleccion del método adecuado para un estudio esta en funcion
del tipo de datos de entrada que se tengan disponibles y el enfoque que se quiera dar al trabajo
(Ence y Carstens, 2011).

Entre estos métodos se encuentran los que examinan el flujo genético (Porter, 1990;
Tellez, 2006), analizan las distancias génicas (Good y Wake, 1992; Téllez, 2006), la
insercion o delecion de alelos (Doyle, 1995; Téllez, 2006) y en los que las especies son
delimitadas mediante cualidades observables como el andlisis de agregacion de sus
poblaciones (AAP) (Nixon, 1992). Otros métodos toman como base las topologias de arboles
filogenéticos, a partir de las cuales se hacen inferencia de los limites (Braum y Shaw, 1995;

Téllez, 2006). Entre estos, destacan los métodos basados en coalescencia, que consideran el



tiempo para describir las relaciones entre antepasados y descendientes en una poblacion,
integran las funciones de espacio y tiempo para inferir la genealogia de las poblaciones y
proporciona un marco conceptual para identificar objetivamente las especies cripticas y
alopatricas. Ademas, muestra que la historia genética de dos alelos puede ser rastreada hasta
el momento en que convergen (evento de coalescencia) con el ancestro comdn mas proximo,
a su vez puede seguirse un par mas de loci mucho mas atras en el tiempo, hasta otro evento
de coalescencia; siguiendo este método se puede completar la historia genética de todo un
conjunto de alelos y llegar a la especie ancestral en comun (Zufiga cols., 2009).

El proceso por el cual se determinan los limites de las especies con base en secuencias
de DNA, ha tomado importancia recientemente (Fujita y cols., 2012; Carstens y cols., 2013;
Caviedes-Solis y cols., 2015). Actualmente existen métodos filogenéticos de descubrimiento
y validacion que agrupan a las especies en linajes evolutivos (taxones biolégicos con un
ancestro en comun), cuya diversificacién es compatible con procesos poblacionales (por
tanto, pueden ser reconocidos como la misma especie) (Fujita y cols., 2012).

Adicionalmente, se han propuesto diversos métodos para analizar caracteres como el
analisis de componentes principales (PCA) y los analisis candnicos que ayudan al
reconocimiento y soporte de la informacion morfologica que se emplea (James y McCulloch,
1990; Wiens y Penkrot, 2002; Martinez-Fuentes, 2019). Las desventajas que existen al
implementar la delimitacion de especies basada en morfologia es que no es posible reconocer
patrones de flujo génico y la muestra debe ser extensa para ser estadisticamente confiable
(Wiens y Penkrot, 2002).

1.4. Métodos de descubrimiento de especies

Los métodos de descubrimiento proponen hipétesis de limites de especies sin tener una
hipétesis a priori (Fujita y cols., 2012). Entre los métodos de descubrimiento mas utilizados,
esta el propuesto por Wiens y Penkrot (2002) que se basa en un arbol de DNA mitocondrial
(mtDNA) y en la procedencia geografica de los ejemplares. Este enfoque considera a una
“especie focal” o de interés, la cual representard una sola especie si en una filogenia con
haplotipos no recombinantes aparece como un grupo monofilético con respecto a especies

cercanamente emparentadas, o también si a pesar de aparecer en un grupo parafilético existe



congruencia geografica para sustentar que existe flujo génico entre los nodos basales (Wiens
y Penkrot, 2002; Sites Jr y Marshall, 2003).

Se encuentran ademas los métodos basados en la teoria de coalescencia, estos
permiten analizar polimorfismos genéticos, donde ponen a prueba modelos que se basan en
las fuerzas evolutivas (deriva génica, mutacion, recombinacion, seleccién natural), se basan
en la teoria de genética de poblaciones, ya que toman en cuenta fuerzas que trabajan y
sustentan la variacion genética, pero a diferencia de procedimientos tradicionales, se apoyan
en un marco matematico, estadistico y probabilistico (Avise, 2000; Esquivel, 2014).

Entre los métodos coalescentes de descubrimiento de mayor relevancia para delimitar
especies, estan el GMY C (generalized mixed Yule-coalescent), que es un modelo estadistico
el cual evalla los cambios previstos en las tasas de ramificacion en el limite de especies. El
objetivo general de este procedimiento es clasificar los intervalos de tiempo de ramificacién
observados definidos por los nodos en un filograma con un reloj restringido, este modelo
requiere un éarbol ultramétrico de entrada para ajustar modelos de ramificacion
interespecificos (“diversificacion™) o intraespecificos (“coalescentes”) (Pons y cols., 2006).
Con el supuesto simplificador de que las especies son monofiléticas, se puede especificar la
divergencia de los ancestros comunes mas recientes (MRCA, por sus siglas en ingles) que
determina el tipo de eventos de ramificacién. Las ramas que descienden de los nodos del
MRCA son ramas coalescentes dentro de la especie y los clados definidos por cada nodo del
MRCA son grupos de especies (Zhang y cols., 2013).

El método de Poisson Tree Processes (PTP: Zhang y cols, 2013) puede delimitar
especies utilizando filogenias no ultramétricas, ya que modela la tasa de especiacion
empleando directamente el nimero de sustituciones. Este modelo considera dos clases
independientes; la primera clase describe la especiacién de tal manera que el nimero
promedio de sustituciones hasta el proximo evento de, dado el arbol de especies, podemos
estimar la tasa de mutacion de una manera directa; la segunda clase describe eventos de
ramificacion dentro de las especies que son analogos a los eventos coalescentes, supone que
el nimero de sustituciones hasta el proximo evento de ramificacion dentro de las especies.
Por lo tanto, este modelo asume que las longitudes de las ramas del arbol de entrada han sido

generadas por dos clases de proceso independientes (Zhang y cols., 2013).



Para expresar el tamafio de la semejanza genética (similitud) o su complemento
(distancia) entre individuos distinguido molecularmente, se necesita elegir un método que
vaya acorde a la naturaleza de los datos. Los modelos de distancias genéticas son disefiados
para representar en un Unico numero, la diferencia genética entre dos poblaciones y son

representadas en funcion de la frecuencia alélica de la poblacion (Bruno y Balzarini, 2010).

1.5. Métodos de validacidn de especies

Los métodos de validacion se encargan de verificar con modelos estadisticos hipotesis de
limites de especies previamente establecidas (Fujita y cols., 2012). Entre los métodos de
validacion, destacan el de Bayes Factor Delimitacion (BFD), que proporciona un apoyo
decisivo para el modelo de delimitacidn de especies (Grummer y cols., 2014), este método
se realiza designando hipdtesis de las especies que se desea comprobar, bajo un marco
bayesiano (Drummond y Rambaut, 2007). Trabaja obteniendo las verosimilitudes obtenidas
de cada hipotesis y la diferencia de sus logaritmos para obtener los factores de bayes, estos
valores son utilizados después para comparar las hipotesis. Tiene la ventaja de no necesitar
un arbol ultramétrico de entrada, ya que reconstruye las relaciones filogenéticas y el modelo
de especies al mismo tiempo. Funciona estimando la probabilidad del cambio en la frecuencia
de los alelos con distribuciones posteriores, tiempos de divergencia y tamarios efectivos de
poblacién (Grummer y cols., 2014).

Bayesian phylogenetics and phylogeography (BPyP), es un método que utiliza un
modelo coalescente para comparar diferentes hipdtesis de delimitacién de especies en un
marco bayesiano, tomando en cuenta datos de secuencia de multiples loci como entrada
(Yang y Rannala, 2010). BPP utiliza algoritmos Bayesianos MCMC que acomodan la
filogenia de las especies, asi como procesos coalescentes en especies ancestrales existentes
y extintas. Se utiliza un arbol guia para reducir el nimero de posibles delimitaciones de
especies sobre las que el programa debe integrarse. En cada nodo del arbol, el programa
evalla si los datos de secuencia son compatibles con un modelo de una especie o si se debe
invocar un modelo de dos o mas especies para explicar los datos. La filogenética y
filogeografia bayesiana incorpora un modelo que incluye los tiempos de divergencia (t) de
las especies y parametros de tamafio de la poblacién tales como 6 = 4Nu donde N es el

tamano efectivo y | es la tasa de sustitucion por sitio por generacion. Las distribuciones



previas razonables para estos parametros pueden ser dificiles de determinar, y potencialmente
pueden tener un gran efecto en las probabilidades posteriores (Bailey y cols., 2013).

1.6. Grupo de estudio

Las lagartijas del género Gerrhonotus (Wiegmann 1828), son un componente conspicuo de
la herpetofauna del Centro-Sur de Estados Unidos, México, Guatemala y tierras bajas del
Pacifico desde el centro de Costa Rica hasta Panaméa (Garcia-Vazquez cols., 2018a; Mata-
Silva y cols., 2019). EIl género se caracteriza por la pérdida de al menos una escama en la
serie cantal/loreal y la posesion de cinco 0 menos temporales por fila vertical, cuatro pares
de escamas grandes y un escudo genial, en algunas especies dentro de este género la
coloracion en el dorso tiene un patron de bandas cruzadas que van de claro a oscuro (Good,
1998; Garcia-Vazquez y cols., 2018a).

Actualmente se reconocen 10 especies de Gerrhonotus, cinco con escamas dorsales
lisas y cinco con escamas quilladas; cinco de estas 10 especies, tienen distribucion restringida
al norte de México: Gerrhonotus parvus (Knight y Scudday, 1985) y G. lazcanoi (Banda-
Leal y cols., 2017) se extienden por el centro de Nuevo Leon; G. farri (Bryson y Graham,
2010) solo se ha registrado en una pequefia region de Tamaulipas; G. lugoi (Mccoy, 1970)
se distribuye en las cordilleras que rodean la cuenca de Cuatro Ciénegas en el estado de
Coahuila, México y una poblacion aislada en el centro de nuevo Ledn (Garcia-Vazquez y
cols., 2016); y G. mccoyi (Garcia-Vazquez y cols., 2018) con distribucion restringida a la
cuenca de Cuatro Ciénegas, Coahuila (Garcia-Vazquez y cols., 2018a). Gerrhonotus
rhombifer (Peters, 1876) es endémico de la region suroeste de Costa Rica y Panama (Lamar,
2015). Una especie no descrita, Gerrhonotus sp. tiene su distribucion restringida en la
Vertiente Pacifica (Castiglia y cols., 2010; Garcia-Vazquez y cols. 2018a). Tres especies
tienen una amplia distribucion, G. infernalis (Baird, 1859) se distribuye desde el centro de
Texas, USA, al sur de Hidalgo, México, con poblaciones aisladas en el centro-sur de
Chihuahua, suroeste de Coahuila y Durango (Good, 1994; Ramirez-Bautista y cols., 2010);
G. ophiurus (Cope, 1867) se distribuye en el sureste de San Luis Potosi, sureste de
Tamaulipas, Veracruz y Puebla (Garcia-Padilla y Villegas-Ruiz 2010), finalmente, G.
liocephalus se ha reportado para Zacatecas (Lamas y Sigala, 2020), Aguascalientes

(Vazquez-Diaz y Quintero-Diaz, 2005), Jalisco (Davalos-Martinez y cols., 2017), el centro



y sur de México en los estados de México, Puebla, Morelos, Michoacan, Guerrero, Oaxaca,

Veracruz y Chiapas (Good, 1994) y parte adyacente de Guatemala (Morales y cols., 2015).

1.7. Gerrhonotus liocephalus (Wiegmann, 1828)

Gerrhonotus liocephalus (Fig. 1) es una lagartija de cuerpo alargado, en la adultez su longitud
hocico-cloaca (LHC) tiene un promedio de 155 mm y su cola llega a medir lo doble que su
cuerpo, son de color café claro y tienen escamas marrones mas oscuras dispersas en el dorso,
en la superficie inferior de la cola son mas claras, inmaculadas o con escamas mas oscuras y
dispersas en la parte lateral de una o dos filas de ancho, en el pliegue lateral tienen 10-12
barras oscuras muy prominentes de una o dos escamas dorsales de ancho que contrastan
fuertemente con el dorso y el vientre es inmaculado o casi inmaculado. Las extremidades, la
cabeza y la superficie dorsal de la cola son similares al color del dorso, excepto que las
escamas del hocico son mas claras que el resto de la cabeza, y se aproximan al color del
vientre (Good, 1994).

A menudo hay una linea oscura gque corre post-ventralmente desde el 0jo y que separa
las escamas del hocico que son de color amarillo claro o crema y las escamas temporales mas
oscuras, esta linea es prominente en especimenes mas pequefios y se desvanece a medida que
los especimenes aumentan de tamafio; sin embargo, todavia se encuentra en algunos

individuos relativamente de talla grande (Good, 1994).



En ocasiones, se encuentran bandas irregulares dorsales que consisten en una banda
blanca de una escama de ancho flanqueada por escamas oscuras dispersas. Las barras de
pliegue lateral en especimenes del sur de México son a menudo menos prominentes que las
de otras zonas (Good, 1994).
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1.8. Historia taxon6mica

Wiegmann (1828) describe a Gerrhonotus liocephalus con base en un ejemplar joven,
especificando solo como localidad tipo “México”. Debido a la falta de una designacion clara
de localidad tipo, Smith y Taylor en 1950, intentando corregir la falta de precision designaron
como localidad tipo a Tlapancingo, Oaxaca. Con base en el estado del conocimiento que
existia en ese momento, restringieron la localidad tipo solo a la localidad en la cual se
tomaron especimenes y/o aquellas en las que existia una posibilidad razonable de que el tipo
haya sido extraido.

Peale y Green (1830) con base en tres ejemplares describen a Scincus ventralis,
designan como localidad tipo el distrito minero de México, restringido a Magdalena, D.F.,
estos autores aparentemente desconocian el trabajo de Wiegmann (1828) y no compararon
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los dos taxones, por lo que mas tarde, Wiegmann (1834) refiere como Gerrhonotus
liocephalus al ejemplar joven que habia descrito, pero conserva el nombre anterior para los
especimenes adultos examinados por Peal y Green (1830), por lo que Wiegmann (1834)
designo a la especie Gerrhonotus tessellatus, este nombre fue posteriormente utilizado por
Cope (1866, 1878), Duméril (1851), Gray (1838, 1845) y O“Shaughnessy (1873). Cope
(1866) reconocié como valido a S. ventralis, sin embargo, O'Shaughnessy (1873) lo relega a
sinonimia de G. tessellatus. Con base en su similitud, los taxones reconocidos como
subespecies de G. liocephalus fueron sinonimizados con G. liocephalus por Bocourt (1878),
en general, se han considerado sindbnimos desde entonces.

Hartweg y Tihen (1946) describieron la subespecie G. I. austrinus con base en un
ejemplar colectado en Cerro Malé, Chiapas. Consideraron que esta forma estaba mas
estrechamente relacionada con G. liocephalus que con el "complejo G. infernalis / G.
ophiurus”, ya que G. I. austrinus y G. I. liocephalus (Wiegmann 1820) poseen solo tres
elementos cantales / loreales, una sola escama preocular, una ventral completa, y carece de
bandas cruzadas dorsales prominentes. Por otro lado, diferenciaron a G. I. austrinus de G. I.
liocephalus por la ausencia de supranasales, la presencia de un frontonasal larga en lugar de
ancha, frontal e interparietal separadas y segunda escama temporal primaria y la lateral
posterior supraocular en contacto. También informaron que el nimero de filas transversales
de las escamas dorsales en G. I. austrinus se encuentra en el limite inferior para G. I.
liocephalus.

Tihen (1954) y Smith y Alvarez del Toro (1963) reportan el segundo y tercer
espécimen de G. liocephalus para el estado de Chiapas respectivamente. Estos especimenes
provienen de la localidad de Tuxtla Gutiérrez y coincidian con la descripcion de G. |.
liocephalus en lugar de G. I. austrinus. Tihen (1954) menciona que G. I. liocephalus y G. I.
austrinus "son en realidad dos razas diferentes", pero no dio mas detalles.

Good (1994), en una revision taxondémica del género alego que con las evidencias que
Tihen (1954) proporciono, no hay forma de determinar si la caracteristica distintiva de este
espécimen se debe a la diferenciacién de la poblacion o simplemente a la variacion
individual, por lo que formulo una hipdtesis tentativa donde menciono que G. I. austrinus y
G. I. liocephalus deben considerarse como conespecificos y que con mas especimenes seria

mas facil justificar el estado de especies separadas.
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Adicionalmente, Good (1997) remitié tentativamente ciertas poblaciones de
Gerrhonotus en el Occidente de México (desde Durango, Sinaloa, Jalisco y Colima) a G.
liocephalus. Sin embargo, recientemente, se ha proporcionado evidencia molecular (Castiglia
y cols. 2010; Garcia-Vazquez y cols. 2018a; Garcia-Vazquez y cols., 2018b) que demuestra
que los ejemplares de Gerrhonotus del occidente de Jalisco representan una especie sin
describir.

Posteriormente Garcia-Vazquez y cols. (2018a), encontraron evidencias moleculares,
respaldadas por la morfologia del fenotipo del espécimen que revisaron, que los registros de
G. liocephalus en la region de Los Tuxtlas, Veracruz, reportados por Good (1994) son
consistentes con el de otras poblaciones de G. ophiurus, por lo que no se tiene la certeza de
que G. liocephalus habite realmente en esa zona.

2. Justificacion

Garcia-Vazquez y cols. (2018a) en un estudio biogeografico del género Gerrhonotus
encontraron la existencia de tres linajes fuertemente apoyados con valores de bootstrap >70
y probabilidades posteriores >0.95, geograficamente delimitados y a veces moderadamente
divergentes dentro de G. liocephalus (Sierra Madre del Sur y la Faja Volcénica
Transmexicana, Oaxaca-Chiapas en la Costa del Pacifico al este del Istmo de Tehuantepec y
la region Mixteca, Oaxaca en la Costa del Pacifico al Oeste del Istmo de Tehuantepec), por
lo que sugieren que esta especie puede estar compuesto por maltiples linajes evolutivos
independientes y concluyen que para determinar el nimero de linajes evolutivos
independientes, se requiere un estudio integrativo de delimitacion de especies de las especies
de Gerrhonotus con escamas quilladas.

En particular, para G. liocephalus estos autores no incluyeron representantes de zonas
intermedias como la cuenca del Balsas y de zonas periféricas como las poblaciones de
Guatemala. Ademas, existen reportes de esta especie para el sur del Altiplano, que tampoco
han sido evaluados (Vazquez Diaz y Quintero Diaz, 2005; Davalos-Martinez y cols., 2017;
Campos-Rodriguez y cols., 2017).

Actualmente, algunos autores mencionan la presencia de tres subespecies dentro de

G. liocephalus sin justificacion alguna; Gerrhonotus liocephalus liocephalus, Gerrhonotus
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liocephalus austrinus y Gerrhonotus liocephalus loweryi (Tihen, 1948) (Uetz y HosSek,
2018).

Gerrhonotus liocephalus es una especie con problemas taxonémicos debido a que su
morfologia varia a lo largo de su distribucion. Sin embargo, la considerable divergencia
genética no siempre va acompafiada de diferenciacion morfoldgica. Hay estudios que
sugieren que podria tratarse de un complejo de especies, pero no se han realizado trabajos
integrativos que ayuden a sustentar estas evidencias. Por lo que este trabajo pretende aportar
informacién morfoldgica, molecular y de distribucion que permitird conocer con mayor
certeza por cuantas especies esta compuesto el complejo G. liocephalus, de esta manera se
podrén evaluar con mayor precision su estatus de conservacion y determinar su grado de
endemismos. Ademas de ser punta de lanza para futuros trabajos relacionados con otras

especies del género.

3. Hipdtesis
El taxon Gerrhonotus liocephalus esta compuesto por mas de un linaje, los cuales

representan especies diferentes.

4. Objetivo general
Realizar taxonomia integradora de la lagartija caiman surefia Gerrhonotus liocephalus, con

base en evidencia morfoldgica y molecular para asi poder reconocer sus limites de especie.

5. Objetivos particulares
1. Analizar las diferencias morfoldgicas de los grupos propuestos de Gerrhonotus

liocephalus.

2. Mediante taxonomia integradora evaluar los limites de las especies dentro de los
grupos propuestos Gerrhonotus liocephalus.

3. Determinar la distribucién de las distintas especies resultantes de Gerrhonotus
liocephalus.

4. De ser el caso, proponer cambios taxondmicos para la especie Gerrhonotus

liocephalus.

13



6. Metodologia
6.1. Zona de estudio

El estudio se llevé a cabo en toda la zona de distribucion de Gerrhonotus liocephalus,
abarcando los estados de Aguascalientes, Estado de México, Puebla, Morelos, Michoacan,
Guerrero, Veracruz, Oaxaca, Chiapas y en Huehuetenango, Guatemala, en las localidades

donde se contaba con registro de presencia de la especie.

6.2. Muestreo

La recopilacion de los datos se dividio en tres principales etapas: i) Se realiz6 una bldsqueda
de secuencias en genbank de G. liocephalus y especies relacionadas, ii) Se solicitaron
ejemplares, y tejidos de colecciones herpetoldgicas, iii) Se realizd trabajo de campo
exhaustivo, enfocado en localidades documentadas como Santa Maria Guienagati y San
Francisco Tlapancingo, Oaxaca, Cerro Malé en Chiapas y de las cuales no se tenian muestras
de tejido (Fig. 2). Debido a que algunos autores consideran algunas subespecies se tomaron
en cuenta 73 ejemplares de grupos externos; 23 de la coleccion del Museo de Zoologia de la
Facultad de Ciencias (MZFC), nueve del Museo de Zoologia de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza (MZFZ), 130 de la Coleccién Nacional de Anfibios y Reptiles del
Instituto de Biologia (CNAR) y cuatro de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
(ENCB).
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Figura 2. Localidades de los ejemplares revisados con morfologia (circulo azul) y tejidos (triangulo naranja)
para los analisis moleculares.

6.3. Trabajo de gabinete
6.3.1. Caracteres morfologicos

Los caracteres examinados incluyen aquellos usados por Smith (1946), Garcia-Vazquez
(2018a) y Good (1994). Estos caracteres corresponden al patrén de escamacion,
morfometricos y patrén de coloracion, fueron divididos de acuerdo con su naturaleza en
morfométricos, meristicos y cualitativos. Se eligieron cinco caracteres morfométricos, 19
cuantitativos.

6.3.2. Caracteres morfométricos

Se evaluaron 11 caracteres morfométricos lineales (Fig. 3) utilizando un vernier electrénico
con una precision de 0.01 mm para su medicion:
1. Longitud hocico-cloaca (LHC), medida de la punta del hocico al margen
anterior de la cloaca.
2. Longitud de la cola (LC), medida del margen posterior de la cloaca hasta la

punta de la cola.
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3. Ancho maximo de la cabeza (AC), medido al nivel de la regidn postorbital.
4. Longitud de la cabeza (LCa), medida de la punta del hocico al margen
posterior de la membrana timpanica.

5. Diametro vertical del timpano (DT).

6. Longitud de la extremidad anterior (LA), medida desde la axila hasta la punta
del tercer dedo

7. Longitud de la extremidad posterior (LP), medida tomada desde la ingle hasta
la punta del cuarto dedo.

8. Longitud del cuarto dedo de la extremidad posterior (LD).

9. Longitud de la tibia (Lti).

10.  Longitud del tronco (LAI), medida de la axila a la ingle.

11. Longitud total (Lto), medida tomada de la punta del hocico a la punta de la

cola.

LHC

on

Figura 3. — Representacion visual de los caracteres morfométricos considerados en este estudio.
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6.3.3. Caracteres meristicos

Con base en estudios taxondmicos previos del género Gerrhonotus (Good, 1994; Garcia-

Vazquez y cols., 2018a) y moleculares (Castiglia y cols., 2010) se considerd un total de 21

caracteres meristicos:

1. NUmero de laminillas subdigitales en el cuarto dedo de la extremidad posterior
derecha.

2. NuUmero de escamas rostrales

3. NuUmero de escamas supranasales

4. NUmero de escamas internasales.

5. NUmero de escamas superciliares derechas.

6. Numero de escamas superciliares izquierdas.

7. NuUmero de escamas posoculares.

8. NUmero de escamas prefrontales.

9. Ndmero de escamas suboculares derechas.

10.  Numero de escamas suboculares izquierdas.

11.  Numero de escamas en la hilera temporal derecha.
12.  Numero de escamas en la hilera temporal izquierda
13.  Numero de escamas frontoparietales.

14.  Numero de escamas interoccipitales.

15.  Numero de escamas nucales.

16.  Numero de escamas infralabiales.

17.  Numero de escamas posmentales.

18.  Numero de escamas sublabiales

19.  Numero de escamas de la barbilla.

20.  Numero de escudos geniales.

21.  Numero de bandas dorsales (de la nuca a la altura de la cloaca, tomando en

cuenta bandas bifurcadas).

6.3.4. Caracteres cualitativos

Se tomaron en cuenta caracteres cualitativos sugeridos por Good (1994), y otros sugeridos el

presente trabajo.
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Escama nasal.
Escama cantoloreal.
Escamas de la cabeza con manchas blancas.

Bandas dorsales blancas.

A A

Vientre, inmaculado o con manchas

6.3.5. Analisis multivariados

Se realizé un analisis de componentes principales (PCA) de los caracteres morfométricos,
los cuales fueron estandarizados dividiendo los caracteres morfométricos entre LHC y en
Excel utilizando el logaritmo natural para disminuir la influencia que pudieran causar las
diferencias de tamarfio entre especimenes y los caracteres revisados (Sanchez-Garcia, 2018).
El PCA se llevo acabo en el programa Statigraphics Centurion XVI Version 16.02.04
(StatPoint technologies, 2013), este programa conserva las variables que explican de mejor
forma los datos. Se tomaron en cuenta valores positivos tanto como negativos. Para la
obtencion de caracteres diagnosticos se tomaron en cuenta solo valores mayores al 60%
(Vicente-Villardén, 2006).

El PCA permitid6 observar los patrones de expresion morfologica el cual
posteriormente se utiliz6 para validar los grupos por la técnica de andlisis discriminantes. El
analisis de discriminantes se realizo en el programa Statigraphics Centurion XVI Versién
16.02.04 (StatPoint technologies, 2013), este se realiz6 con el objetivo de observar la aptitud
de los caracteres usados para formar los grupos y verificar la congruencia de los grupos
formados en los andlisis moleculares (Sanchez-Garcia, 2018).

6.4. Secuencias de DNA
6.4.1. Extraccién

La extraccion de DNA gendmico se realiz6 a partir de tejido hepatico y/o muscular
preservado en alcohol absoluto, mediante la técnica de acetato de amonio (Fetzner 1999).
Para las muestras antiguas de mas de 15 afos, se utilizd con el kit de extraccion DNeasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN). Una vez realizada la extraccion, se visualizo la cantidad y

calidad de DNA, corriendo 1.5 ul de muestra y un marcador de peso molecular de 1kb Plus
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(100-12,000 pb) en un gel de agarosa al 1% Yy se visualizé en un transiluminador de luz

ultravioleta.

6.4.2. Amplificacion

Las secuencias de los primers para ND4 se tomaron de Arévalo y cols. (1994), para BDNF y
PRLR de Townsend cols. (2008), adicionalmente se disefiaron nuevos primers para este
estudio (Cuadro 1).

La amplificacion se realizd por medio de la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), utilizando para ello los primers ND4, ND4 IntR, Leu y ND4 Int fdw, para
el gen ND4. Los primers utilizados para el gen PRLR fueron F1, PRLRfdw, R3 y PRLRrev;
para el gen BDNF fueron BDNF-F, BDNF-R, BDNFfdw2 y BDNF-rev2 (cuadro 1). Las
condiciones del PCR para ND4 iniciaron con una temperatura de desnaturalizacion de 94° C
por 2 minutos, seguida por 38 ciclos de 94° C por 30 segundos, alineamiento a 48-50° C por
45 segundos y 72° C por 45 segundos y una extension final a 72° C por 7 minutos. Para
BDNF y PRLR se inicié la desnaturalizacion con una temperatura de 94° C por 2.45 minutos,
seguida por 38 ciclos de 94° C por 15 segundos, alineamiento a 51-39.6°C (reduciendo 0.3°C
cada ciclo) por 20 segundos, y 72° C por 1 minuto y extension final de 72° C por 7 minutos
(Garcia-Vézquez y cols., 2018).

Los productos obtenidos fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% mediante un
transluminador de luz ultravioleta para determinar la calidad y el tamafio del fragmento
logrado.

Cuadro 1. Oligonucle6tidos usados en el presente estudio.

Primer Secuencias (5'—37) Fuente
ND4 TGACTACCAAAAGCTCATGTAGAAGC Arevalo y cols, 1994,
GerrND4 Intfdw  AAYACTAACTAYGAACGAAC Garcia-Véazquez y cols, 2018.
GerrND4 IntR AAYACYAACTATGAACGAAC Garcia-Véazquez y cols, 2018.
LEU TRCTTTTACTTGGATTGCACCA Arevalo y cols, 1994.
BDNF-F GACCATCCTTTTCCTKACTATGGTTATTTCATACTT Townsend y cols, 2008.
BDN-R CTATCTTCCCCTTTTAATGGTCAGTGTACAAAC Townsend y cols, 2008.
BDNF-fdw2 AGCCTCCACTGCTCTTTCTGCTCGA Disefiado en este estudio
BDNF-rev2 GACAATGGGTAAGCGACCATGACAG Disefiado en este estudio
PRLR-F1 GACARYGARGACCAGCAACTRATGCC Townsend y cols, 2008.
PRLR-R3 GACYTTGTGRACTTCYACRTAATCCAT Townsend y cols, 2008.
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PRLR-fdw AGCATGTGGGAAACACCAAACATAG Disefiado en este estudio
PRLR-rev GACAAAATGTAGGTGGGTGTCACAG Disefiado en este estudio

6.4.3. Purificacion y secuenciacion

La purificacion de los productos de llevo a cabo utilizando la técnica de Polyethylene Glycol
(PEG), que precipita los fragmentos de DNA de menor tamarfio separando las moléculas de
DNA de otras particulas organicas como exceso de proteina, sales, nucleétidos libres y otros
residuos, conservando unicamente los fragmentos deseados (Hillis y cols., 1996).

Los productos purificados fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% mediante
un transluminador de luz ultravioleta para determinar la calidad y el tamafio del fragmento
purificado. Posteriormente las muestras resultantes fueron enviadas para su secuenciacion a

la empresa Macrogen Korea Inc.

6.4.4. Hipdtesis filogenéticas

Todas las secuencias se editaron y ensamblaron en el programa Sequencher v 4.8 (Gene
Codes Corp. 2007). El alineamiento obtenido con este programa fue refinado manualmente
con el programa MEGA 7.0 (Kumar y cols., 2004).

Se us6 PartitionFinder 2.1.1 (Lanfear y cols. 2012) para determinar el esquema de
particién y los modelos de sustitucion que mejor se ajustaron a cada particion, siguiendo
criterio de informacion de Akaike corregido (AlICc). Para el anélisis de reconstruccion
filogenética se utilizé los métodos de Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana
(IB). EI analisis de MV se llevo a cabo en RAXML HPC 7.4.2 (Stamatakis, 2016) en la
interfaz raxmIGUI 1.3 (Silvestro y Michalak, 2012), implementando el modelo
GTRGAMMA, con las estrategias de particion sugeridas por PartittionFinder 2.1.1 (Lanfear
y cols., 2012). La evaluacion del soporte de nodos se hizo con un Bootstrap no paramétrico
con 3,000 replicas al azar, donde los nodos con valores de >70 se consideraron como
soportados (Hillis y Bull, 1993).

El analisis bayesiano (IB) se ejecuto en el programa MrBayes 3.2.2 (Ronquist y cols.,
2012), con las estrategias de particion y modelos sugeridos por PartitionFinder 2.1.1
(Lanfear y cols., 2016), se corrieron dos cadenas paralelas de Markov (MCMC) con 3 X 108

generaciones cada una, muestreando cada 5000 generaciones, el 25% de generaciones
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iniciales se elimind como burn-in (Ruane y cols., 2014; Smart y cols., 2017). Los resultados
de las cadenas de Markov se unieron y se corrobord su convergencia en TRACER 1.5
(Rambaut y Drummond, 2007). A partir de los arboles obtenidos, se construyé un arbol de
méaxima credibilidad en el software TreeAnottator v1.8.0 (Drummond y Rambaut 2007) con
un limite de probabilidad posterior de 0.0 y una altura de nodo media. El soporte de los
clados se evalué mediante probabilidades posteriores donde los clados fuertemente apoyados

fueron aquellos con valores >0.95 (Leaché y Reeder, 2002).

6.5. Delimitacion de especies
6.5.1. Descubrimiento de especies

Debido a que los analisis filogenéticos pueden reflejar una estructura genética somera
(presencia de politomias) resultado de una divergencia genética baja a nivel intraespecifico,
se implemento una red de haplotipos para visualizar las posibles relaciones entre individuos
(Barber y Klicka, 2010), mediante el programa Popart 1.7 (Leigh y Bryant, 2015),
implementando los algoritmos Neighbor-Net y median-joining (Bandelt cols., 1999).
Para establecer los limites de especies se implementaron dos métodos coalescentes de

descubrimiento de especies:

1)  GMYC, para lo cual se generd un arbol ultramétrico en BEAST v2.4.8 (Bouckaert
y cols., 2014), se utilizaron las mismas particiones que en los analisis de IB, los modelos
utilizados fueron evaluados mediante bModelTest (Bouckaert y Drummond, 2017), se
corrieron dos analisis por separado de 1x10® generaciones cada uno, muestreando cada 1000
generaciones y descartando como burn-in el 25% de los arboles iniciales, los pardmetros
utilizados fueron: relaxed clock lognormal y yule model prior. Para comprobar la
convergencia de los datos los archivos resultantes fueron visualizados y combinados en
TRACER 1.5 (Rambaut y Drummond, 2017). Se elabor6 un arbol de maxima credibilidad
con base en los arboles obtenidos, mediante TreeAnottator v1.8.0 (Drummond y Rambaut
2007). El arbol resultante se utiliz6 como entrada para el método GMYC (Pons y cols., 2006),
se implementaron los métodos singles threshold y multiple threshold a partir del paquete
“SPLITS” implementado en el software estadistico “R” (Development Core Team, 2010).

2) PTP, se corrieron dos analisis de 1 X 10° generaciones con los siguientes
parametros: Thinning 100, burn-in 0.1 y seed 123, mediante en el servidor web de Exelixis
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Lab (http://species.h its.org/ptp/). (Ezard y cols., 2009;

http://rforge.rproject.org/projects/splits), se utiliz6 como arbol de entrada el obtenido en

RAXML HPC 7.4.2 (Stamatakis, 2006), descartando el grupo externo. Se tomaron en cuenta
los resultados de PTP tanto con Maxima Verosimilitud como los de soporte bayesiano (bPTP)
(Zhang y cols., 2013).

Finalmente se estimaron las distancias génicas en el programa MEGA 7.0 (Kumar y cols.,
2004). Para este andlisis se seleccion6 el modelo K2P, en este método se evaluaron
estadisticamente las distancias existentes dentro y entre de cada clado recuperado en los

analisis previos.

6.5.2. Inferencia del arbol de especies

Se infirid un arbol de especies de Gerrhonotus liocephalus para evaluar las hipétesis
recuperadas por el método de GMYC con ambos umbrales y también los recuperados por
PTP. Se utilizaros las secuencias de los tres loci para inferir el arbol de especies en *BEAST
como se implementd en BEAST v2.4.8 (Bouckaert y cols., 2014). Cada grupo obtenido por
GMYC/PTP de G. liocephalus se consideré como una especie diferente para el analisis en
*BEAST. Fueron recuperadas tres propuestas de especies (GMYC con umbral single
threshold y PTP) y cuatro propuestas de especies (GMYC con umbral multiple threshold). A
cada locus se le asigno su propia particion y se seleccioné el modelo evolutivo méas adecuado
para cada particion utilizando AICc en jModelTests 2.1.10 (Darriba y cols., 2012; Guindon
y Gascuel, 2003).

La prueba de los aspectos temporales de las hip6tesis biogeograficas requiere una
filogenia calibrada en el tiempo (Colston y cols., 2013; Garcia-Vazquez y cols., 2018a). Con
este fin, los tiempos de divergencia y la filogenia se estimaron simultaneamente.

Para calibrar el arbol se utilizo como referencia tres fosiles diferentes, en primera
instancia, la edad del fésil Primaderma (Nydman, 2000) que representa el ancestro comun
mas reciente (ACMR) de Anguidae, Aniellidae y Helodermatidae se calibro usando una
media lognormal de 0,01 y una desviacién estandar lognormal de 0,7, que representa una
edad de 99 millones de afios (Ma) (Nydman, 2000; Mulcahy et al., 2012). El nodo del ACMR
de Anguidae y Aniellidae representado por el fosil Odaxosaurus se calibro con una media
lognormal de 0.01 y una desviacion estandar lognormal de 0.68, que representa una edad de
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70 Ma (Gilmore, 1928; Mulcahy et al., 2012). Para el nodo del ACMR del género
Gerrhonotus se utiliz6 como referencia a "Gerrhonotus™ mungerorum y Paragerrhonotus
ricardensis (Estes, 1963; Holman, 1975) los cuales fueron calibrados con una media
lognormal de 0.01 y una desviacion estandar lognormal de 0.85, que representa una edad de
8 Ma (Estes, 1963; Holman, 1975) (Garcia-Vazquez y cols., 2018a). Para el andlisis, se
especificd un reloj estricto y un modelo de Yule para el arbol. Se realizaron dos corridas
independientes de 3x10® generaciones cada una y muestreando cada 5000 generaciones. Los
resultados fueron combinados y revisados en TRACER 1.5 (Rambaut y Drummond, 2007)
donde se corroboro la convergencia. Se gener6 un arbol de maxima credibilidad utilizando
alturas medias para los nodos y una probabilidad posterior de 0.0 después de descartar el 10%
de los arboles iniciales, implementado en TreeAnnotator v1.8.0 (Drummond y Rambaut
2007).

6.5.3. Validacidn de especies

Finalmente se utilizaron dos métodos de validacion con los cuales se evaluaron las cuatro

hipdtesis obtenidas por los métodos anteriores como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Hipétesis probadas y obtenidas de los métodos de descubrimiento de especies y de la agrupacién
morfolégica. Cada color representa una especie diferente. A) Todos los ejemplares representan una sola especie;
B) Los especimenes del centro (Negro) representan una especie y los del sur (Rojo) otra; C) Representa tres
especies (Centro en color negro, Oeste del Istmo de Tehuantepec en color rojo y Este del Istmo de Tehuantepec
en color verde; D) Simboliza cuatro especies, Negro. - Centro, Rojo. - Oeste del Istmo de Tehuantepec, Verde.
- Oaxaca al Este del Istmo y Naranja. - Norte de Chiapas.

Para el método de BFD los modelos de especies que se pusieron a prueba fueron los
construidos a partir de los resultados de los analisis filogenéticos y los criterios de GMYC y
PTP. Se generaron archivos de salida (.xml) para cada modelo en BEAUti v2.4.8 8
(Bouckaert y cols., 2014), mediante StartBeast Template. Por cada una de las hipétesis se
realizaron dos corridas en BEAST de 3 x 10® generaciones muestreando cada 3000
generaciones, y desechando como burn-in el primer 20% de generaciones. Se corrié una
cadena adicional de Markov con 100 “pasos”, cada uno de 3 x 10° generaciones (en total 3 x
107 generaciones) muestreando cada 3000 con una frecuencia Alpha= 0.3 y desechando el
20% como burn-in. Para calcular las verosimilitudes marginales finales de cada hipotesis se
usé Path sampling analyser (Bouckaert y cols., 2014), los resultados de cada par de réplicas
fueron promediados y se ordenaron los modelos de acuerdo a su verosimilitud final. Después

se obtuvieron los valores de los factores de bayes (FB), con la formula FB= 2 x [modelol-
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modelo2], en relacion con la hipotesis con el valor més alto (Yu y cols., 2017), donde solo
se toman en cuenta los valores >10 como concluyentes (Grummer y cols., 2014; Nieto-
Montes de Oca y cols., 2017; Solano-Zavaleta y Nieto-Montes de Oca, 2018).

En segundo lugar, se empled BPP 4.2.9 (Yang, 2015), para delimitar especies
permitiendo que variara la topologia del arbol de especies (Yang, 2015; Yang y Rannala,
2014). Se generaron tres archivos de salida, uno que contenia las secuencias de cada
individuo separados por genes (.txt), en el segundo archivo se asignan los especimenes a las
especies/poblaciones (.imap) y el tercero con el arbol de especies, frecuencia de muestreo
(5), burnin (10,000) y el numero de generaciones (3 x107) (.ctl).

El método de BPP no requiere de grupos externos y supone un reloj estricto (Pavon-
Vazquez y cols., 2018). Por lo tanto, se especificd la topologia del arbol de especies como
arbol inicial. Se especifico la distribucion gamma G (1, 10) como anterior para el tamafio de
poblacion ancestral (0) y la distribucion gamma G (2, 2000) como anterior para la raiz (t0).
Se utilizo el logaritmo 0 de Yang y Rannala (2010). Todos los anélisis consistieron en un
periodo de 10,000 generaciones, seguido de un periodo de pos-burn-in de 2.5 millones de

generaciones muestreando cada 5000 generaciones.

7. Resultados
7.1 Revision morfoldgica

Con base en la revisidbn morfoldgica se diferenciaron tres grupos dentro del complejo
Gerrhonotus liocephalus, los cuales presentan diferencias entre si.

El primer grupo esta conformado por organismos de los estados de México, Puebla,
Morelos, Guerrero, Michoacan, Oaxaca y Veracruz, estos representan el morfotipo de la zona
centro el cual, tiene una coloracion que varia entre marrén y amarillo, el dorso puede ser de
color liso (Fig. 5A) o poseer escamas de color marrdn oscuro o negro dispersas por el dorso
(Fig. 5B), presentan de 13-16 hileras de escamas dorsales y cuatro escamas posoculares, un
promedio de 16.5 (14-19) escamas en el cuarto dedo.

25



o4 =

Figura 5. Morfotipo distinguible del centro de México. A) morfotipo Iis, torafia tomada pof Eric Centenero-

Alcala; B) morfotipo moteado fotografia tomada por Alejandro Calzada

El segundo grupo lo conforman haplotipos del Este del Istmo de Tehuantepec en
los estados de Oaxaca y Norte de Chiapas, su coloracién dorsal es marrén oscuro, todos los
organismos revisados poseen 9-10 (x =9.5) bandas cruzadas dorsales de color blanco con
algunas escamas de color marrén oscuro o negro, ademas de poseer 14 hileras de escamas

dorsales, presentan cuatro escamas postoculares y 17-20 (x =18.6) escamas en el cuarto dedo
(Fig. 6).
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Figura 6. Morfotipo distinguible del Este del Istmo de Tehuantepec al Sur del estado de Oaxaca y Norte de
Chiapas. Fotografia tomada por Eric Centenero-Alcala

El tercer grupo esta representado por especimenes del Oeste del Istmo de
Tehuantepec en el estado de Oaxaca en el municipio de Sata Maria Guienagati, su coloracion
dorsal es marrdn, poseen 10-11 (x =10.5) bandas cruzadas blancas con algunas escamas de
color marrén claro, la cuarta banda puede o no estar fusionada con la tercera o quinta banda,
que da aspecto de una banda bifurcada, adicionalmente tienen 16 hileras de escamas dorsales

y poseen tres escamas postoculares y poseen 15 escamas en el cuarto dedo (Fig. 7).
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El estudio morfoldgico mostro que a pesar de tener caracteristicas similares existen

combinaciones de caracteres que diferencian a los organismos de una zona de otra (cuadro

2).

Cuadro 2. Caracteres diagndsticos para los tres morfotipos identificados dentro del complejo

Gerrhonotus liocephalus. Los promedios aparecen entre paréntesis.

N° de bandas Hileras a
. Escamas del 4° . Escudos .
Morfotipo Posoculares Prefrontales  sublabiales ) blancas mitad del
dedo geniales
dorsales dorso
Centro 14-19 (x= 16.5) 2-4 (x=2.91) 2 5-11(x=7)  4-7 (x=5.3) - 13-16 (x=14.5)
OaxS-ChiaN 17-20 (x= 18.6) 3-4 (x =3.75) 2 7-8(x=7.6) 5-6 (x=5.8) 9-10 (x =9.5) 14
SMG 15 3 2-3 (x=2.5) 6-8 (x =7) 6 10-11 (x =10.5) 16

7.2. Anéalisis multivariados

Este andlisis indica que solo siete de los 24 caracteres analizados proporcionaron informacion

relevante, solo estos siete caracteres representan el 93.12% del total de la variacion explicada
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(Fig. 8). Este analisis indica que los ejemplares de SMG forman un grupo separado, mientras

las diferencias de las poblaciones del centro y OaxS-ChiaN no estan claras.

Funciones Discriminantes

28= T T T — T — T —

o SMG
x OaxS-ChiaN
o Centro

Funcion 2

[N R A NI N RS A |

N
3}
w
3}

Funcion 1

Figura 8. Analisis de funciones discriminantes de los caracteres morfoldgicos de Gerrhonotus liocephalus.

7.3. Analisis moleculares

Para los andlisis filogenéticos se contd con 33 tejidos para la extraccion de DNA. Se
obtuvieron 31 secuencias para el gen ND4 y tRNas asociados que incluyen 878 pb, para el
gen PRLR se obtuvieron 29 secuencias (551 pb) y para BNDF se obtuvieron 23 secuencias
(213 ph).

7.4. Analisis de Maxima Verosimilitud (ML)

En el arbol resultante de este analisis (Fig. 9) el complejo G. liocephalus es monofiletico con
respecto a las otras especies del género. Este grupo contiene tres clados principales. El
primero de estos clados (Centro) contiene las poblaciones con haplotipos de los estados de
Puebla, Estado de México, Morelos, Michoacan, Guerrero, Veracruz y centro y norte de
Oaxaca; un segundo clado (SMG) contiene haplotipos del municipio de Santa Maria
Guienagati, Oaxaca; y el tercer clado (OaxS-ChiaN) compuesto por haplotipos del este del
Istmo de Tehuantepec en los estados de Oaxaca y norte de Chiapas.

Los tres clados estan bien soportados (bp >70), pero en el clado E del Istmo a pesar

de estar bien apoyado, la relacion entre los haplotipos de Chiapas no esta apoyada.
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G. liocephalus GRO G20
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G. infernalis
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Figura 9. Arbol obtenido del analisis ML de los caracteres moleculares. Los puntos negros representan los nodos
con soporte >70. Los puntos rojos representan los valores bajos de soporte (< 70). Los tres principales clados
recuperados son: Centro (morado), OaxS-ChiaN (verde) y SMG (Rojo).

7.5. Analisis Bayesiano

Al igual que el analisis ML, en el analisis bayesiano, el complejo G. liocephalus forma un
grupo monofilético con respecto a las otras especies del género, y se recuperan los mismo
tres principales clados, con relaciones entre ramas soportadas con valores >0.90. Los clados
resultantes fueron clado Centro con haplotipos de los estados de México, Puebla, Morelos,
Guerrero, Michoacan, centro-norte de Oaxaca y Veracruz; clado OaxS-ChiaN con
organismos de Oaxaca y Chiapas al este del Istmo de Tehuantepec y clado SMG, con

especimenes del municipio de Santa Maria Guienagati en Oaxaca (Fig. 10).
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Figura 10. Arbol de méaxima credibilidad obtenido del analisis bayesiano de los caracteres moleculares. Los
circulos negros representan los valores de soporte altos (>0.95). Los puntos rojos representan los valores bajos
de soporte (<0.95). L0OS principales clados obtenidos son: Centro (morado), OaxS-ChiaN (verde) y SMG

(Rojo).

7.6. Limite de especies

7.6.1 Redes de haplotipos

Los resultados sugieren la existencia de tres filogrupos (Fig. 11), un grupo representa a los

haplotipos del Centro, el segundo grupo representa los taxones del Oeste del Istmo de

Tehuantepec y el tercer grupo muestra los haplotipos del Este del Istmo de Tehuantepec.
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@ G. liocephalus Centro
@ G. liocephalus Oeste del Istmo de Tehuantepec

@ G. liocephalus Este del Istmo de Tehuantepec
@ G. ophiurus

© C. rhombifer

@ G. infernalis

O G. sp. nov.

Figura 11. Red de haplotipos de secuencias de lagartijas del género Gerrhonotus. Los haplotipos dentro de los
rectangulos y el pentadgono representan el complejo G. liocephalus. Las pequefias lineas representan las
mutaciones existentes entre cada grupo.

7.6.2. Analisis Poisson Tree Processes (PTP)

Para el modelo PTP de limite de especies se utilizaron datos multilocus. Los resultados
sugieren la existencia de tres posibles especies, mismas que son congruentes con los
principales clados obtenidos en los anélisis filogenéticos: 1) Clado del OaxS-ChiaN; formado
por los haplotipos de Oaxaca y Chiapas, 2) Clado SMG; formado por haplotipos del
municipio de Santa Maria Guienagati, Oaxaca y 3) Clado Centro representado por los
haplotipos la Faja VVolcanica Transmexicana y Sierra Madre del Sur en los estados de Puebla,

Estado de Mexico, Morelos, Guerrero, Michoacén, Oaxaca y Veracruz (Fig. 12).
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Figura 12. Hipo6tesis de limites de especies obtenida del andlisis de PTP. Cada color representa una especie

distinta.
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7.6.3. Analisis Generalized Mixed Yule Coalescent (GMYC)
El analisis GMYC se realizd con dos umbrales, Simple y Mdltiple. El andlisis single sugiere

la presencia de tres especies dentro del complejo G. liocephalus (Fig. 13), lo que es
consistente con todos los analisis anteriores. En umbral maltiple estima cuatro especies (Fig.
14), dos son congruente con los anélisis anteriores (Centro y SMG), en cambio el clado OaxS-

ChiaN lo divide en dos especies, una para el estado de Oaxaca y otra para Chiapas.
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[ G. ophiurus
— G. infernalis

G. liocephalus OAX
G. liocephalus OAX
[

G. liocephalus OAX
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Figura 13. Hipotesis de limites de especies obtenida del analisis GMY C simple.
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Figura 14. Hipotesis de limites de especies obtenida del analisis GMY C multiple.

7.6.4. Distancias genéticas

Las distancias genéticas dentro de los clados principales variaron de 0.01% en clado SMG a
0.09% en clado Centro, mientras que las distancias entre clados variaron de 4.7% en el clado
SMG frente clado OaxS-ChiaN al 9.8% en el clado Centro rente al clado SMG (cuadro 3).

Cuadro 3. Distancias genéticas por pares de bases del mtDNA calculadas con el modelo K2P.
Entre (debajo de la diagonal) y dentro (en diagonal) todos los clados principales obtenidos

en el anélisis filogenético.

Centro OaxS-ChiaN SMG

Centro 0.0094
OaxS-ChiaN 0.094 0.0016
SMG 0.098 0.047 0.0011

35



7.6.5. Arbol de especies

Las relaciones entre los cuatro grupos sugeridos por PTP/GMYC de G. liocephalus fueron
las siguientes: (Centro (SMG (OaxS (ChiaN)))). Se estim6 que G. liocephalus Centro
divergid de G. liocephalus SMG y OaxS-ChiaN hace 9.31 Ma., y G. liocephalus SMG de G.
liocephalus E 5.69 Ma., la divergencia basal dentro del grupo OaxS-ChiaN entre los

especimenes OaxS y ChiaN ocurrié hace 2.09 Ma. (Fig. 15).

Heloderma suspectum

Angus fragilis

G. liocephalus centro

G. liocephalus E Istmo Chi

G. liocephalus E Istmo Oax

G. liocephalus O Istmo

Aniella pulchra

Xenosaurus platyceps

Faleoceno l Eaceno l QOligoceno Mioceno lPliI

{ Palpdgeno Nedgeno
100 75 50 25 Ma
Figura 15. Estimacion de tiempos de divergencia en Gerrhonotus liocephalus a partir de conjunto de datos

multilocus utilizando BEAST. Las barras representan las probabilidades posteriores méas altas de las fechas de

divergencia, con estimaciones medias en millones de afios (MA) dada en los nodos. Pli =Plioceno.

7.7. Analisis de Validacién de especies
7.7.1. Analisis Bayesian Phylogenetics and Phylogeography (BPP)

En este analisis, se pusieron a prueba las hipétesis propuestas por los métodos PTPy GMYC,

dentro del complejo G. liocephalus, la probabilidad de especiacion de los haplotipos del
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Centro respecto a OaxS-ChiaN y SMG del Istmo esta representada por el valor maximo (1),
validando que los haplotipos del centro representan una especie, a su vez la especiacion de
los organismos OaxS-ChiaN de los SMG es de 0.989, cercano al valor méximo lo que prueba
que los especimenes OaxS-ChiaN y SMG representan dos especies distintas a las del Centro.

El analisis de GMYC con umbral maltiple propuso una hipotesis de cuatro especies
(Centro, Oaxs, ChiaN y SMG), esta se probd y fue rechazada debido a que el valor entre los
haplotipos del este del Istmo en Oaxaca con los de Chiapas resulto ser bajo (0.39) (Fig. 16).

0.989

Figura 16. Resultados del anélisis de delimitacion de especies implementado en Filogenética y Filogeografia
Bayesiana (BPP). Las probabilidades de especiacion de BPP para cada nodo se muestran en cuadros: el cuadro
de arriba muestra el valor se soporte bajo (0.39) entre la especie del OaxS-ChiaN, el segundo cuadro representa
el valor de soporte (0.989) entre las especies OaxS-ChiaN y SMG y el cuadro de abajo representa el valor
maximo (1.00) que representa la separacion de las especies del Centro de las especies OaxS-ChiaN y SMG.

7.7.2. Bayesian Factor Delimitation (BFD)

Las hipétesis probadas, la probabilidad marginal promedio y los factores de Bayes con
respecto a la taxonomia actual se resumen en el Cuadro 4. La hipo6tesis con la probabilidad
marginal mas alta fue la que considera cada grupo GMYC (single) / PTP de G. liocephalus
como una especie diferente. La hipdtesis con la segunda mayor probabilidad marginal fue la
que considera cada grupo GMYC (mudltiple) / PTP de G. liocephalus como una especie
diferente. La hipotesis peor clasificada fue el modelo de taxonomia actual, que considera a

G. liocephalus como una sola especie. El apoyo a la primera hipétesis fue decisivo con
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respecto tanto a la taxonomia actual como a la segunda hipdtesis mejor clasificada. La
hipétesis concluyente con un valor de 10.35 es la que considera tres especies (Centro, SMG
y OaxS-ChiaN) dentro del complejo.

Cuadro 4. Hipotesis de limites de especies probadas con BFD. Con base a los
métodos de descubrimiento cuando dos o méas clados se colapsaron en una sola especie, se
muestran entre paréntesis. La probabilidad marginal es la probabilidad marginal promedio
entre dos analisis de muestreo de ruta independientes. Los factores de Bayes (2InBF) se
calcularon con respecto a la taxonomia actual, que considera a Gerrhonotus liocephalus como
una sola especie.

Hipotesis Especies Probabilidad marginal 2InBF

(Cen), ( OaxS-ChiaN ), (SMG) 3 -4131.35146 -5.1787
(Cen), ( OaxS) (ChiaN ), (SMG) 4 -4199.94083 N/A

(Cen), ( OaxS-ChiaN, SMG) 2 -4134.76477 1.6478

(Cen, OaxS-ChiaN, SMG) 1 -4140.37808 12.8745

8. Discusiodn

8.1. Sisteméatica en el grupo Gerrhonotus liocephalus
Las relaciones filogenéticas dentro de G. liocephalus recuperadas en el arbol de especies,

fueron concordantes con resultados basados en la concatenacién de los tres genes y con la
topologia mitocondrial (Garcia-Vazquez y cols., 2018a). Los valores de soporte fueron altos
en el arbol de especies.

Los analisis filogenéticos incluyeron muestras dentro del grupo de G. liocephalus que
habian sido muestreados previamente (Garcia-Véazquez y cols., 2018a), aunque se agregaron
un mayor nimero de muestras de zonas de poblaciones que no habian sido analizadas, tales
como como Silacayoapam, Oaxaca, region colindante con la localidad tipo de G. liocephalus;
y de las que solo se habia incluido un ejemplar como de Santa Maria Guienagati, Oaxaca,
que se encuentra al oeste del Istmo de Tehuantepec.

Al incluir un mayor nimero de muestras se encuentra el mismo patron de cada grupo
de muestras identificadas previamente (Garcia-Vazquez y cols., 2018a) como linajes
independientes (G. liocephalus (Pacifico Oeste del Istmo de Tehuantepec), G. liocephalus
(Pacifico Este del Istmo de Tehuantepec) y G. liocephalus (Sierra Madre del Sur + Faja
Volcanica Transmexicana) (Garcia-Vazquez y cols., 2018a), asi como las mismas relaciones
entre los grupos recuperados. De manera similar, la poblacion del occidente de Jalisco se
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recupera como un grupo independiente, hermano del clado compuesto por especimenes de
Gerrhonotus infernalis, Lo que demuestra que no pertenece al complejo de G. liocephalus
(Castigliay cols. 2010; Garcia-Vazquez y cols., 2018a). Por otra parte, las distancias génicas,
son congruentes con estos resultados, ya que la distancia dentro de los clados fue menor que
la distancia entre los diferentes clados. Situacion esperada en poblaciones donde el flujo

genético es limitado (Garcia-Véazquez y cols., 2018a).

8.2. Limite de especies dentro de Gerrhonotus liocephalus

En el caso particular para Gerrhonotus el problema de delimitacion de especies se debe a la
homogeneidad morfologica o a la notable variacion intraespecifica. Algunos estudios han
sefialado que la diferenciacion genética en el género Gerrhonotus es alta y a menudo esta
diferenciacion no va acompafiada de una divergencia morfoldgica significativa (Castiglia y
cols., 2010; Garcia-Vazquez y cols., 2018a). El presente estudio ejemplifica la tendencia de
la taxonomia integradora en la sistematica de Gerrhonotus, en la cual los trabajos existentes,
basados en un solo tipo de evidencia no permiten definir de manera confiable los limites de
especie (e.g. Good, 1994; Garcia-Vézquez y cols., 2018).

Es por esto por lo que, resulta necesario tener en cuenta maltiples evidencias (e.g.
moleculares, morfoldgicas, geograficas, etc.) para evaluar los limites de especies en G.
liocephalus en particular. Si bien, una serie de hipotesis de limites de especies con tres
especies parecian posibles con base en los datos moleculares, la delimitacion integradora de
especies respalda la distincion de que los tres principales clados dentro de G. liocephalus,
encontrados en este estudio representan especies distintas, dado que cada uno de ellos fue
apoyado como una especie separada por mas de un método. La validacion de limites de
especies se vio favorecida con el empleo de métodos que permite que varié la topologia de
los arboles (BPP) y la prueba de hipoétesis de limites de especies utilizando topologias
alternativas como arboles guia como BFD (Pavon-Véazquez y cols., 2018).

Los tres linajes fueron constantes en la mayoria de los analisis de delimitacién de
especies basados en secuencias de DNA vy fueron consistentes con los resultados obtenidos
por Garcia-Vazquez y cols. (2018). Cada clado presenta una combinacion de caracteristicas
morfologicas que permiten distinguirlos entre si. El clado Centro incluye ejemplares que

carecen de bandas dorsales que en ocasiones son sustituidas por pequefias manchas que hacen
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ver su apariencia moteada, ademas, las escamas postoculares varian de 2-4 y se pueden
encontrar solo de 3-4 a diferencia de los ejemplares de los grupos SMG y OaxS-ChiaN que
presentan bandas cruzadas en el dorso, aunque el nimero de bandas varia en cada grupo. Los
organismos del grupo SMG presentan 10 bandas de color blanco sin ningun otro patrén
mientras que las lagartijas del grupo OaxS-ChiaN presentan nueve bandas blancas con
pequefias manchas dispersas de color negro. Los grupos encontrados en este estudio Good
(1994) no los observé de manera clara, aparentemente por la falta de muestras, ya que no
contd con muestras del centro del pais como de los estados de México, Morelos y Michoacan,
adicional a esto no tomd en cuenta las barreras geograficas que suelen causar limites en el
area de distribucion (Maciel-Mata y cols., 2015) y su agrupacién fue dada de manera inicial
por limites geopoliticos, mas que geograficos.

8.3. Biogeografia de Gerrhonotus liocephalus

Con base en la evidencia presentada en el parrafo anterior y en los andlisis realizados
en este trabajo se sugiere que los grupos Centro, SMG y OaxS-ChiaN representan especies
distintas. Las muestras asignadas a SMG ademas de las diferencias morfoldgicas antes
mencionadas, se encuentran distribuidas en Santa Maria Guienagati, Oaxaca que se encuentra
en las zonas bajas de Oaxaca en el Istmo de Tehuantepec, a 107 km lineales de la localidad
mas cercana conocida de OaxS-ChiaN, ademas, el Istmo es una region estrecha de tierras
bajas que se ha invocado tipicamente como una barrera biogeografica que ha promovido
diversos procesos de especiacion (Castoe y cols., 2009).

Los tiempos de divergencia obtenidos en este trabajo son similares a los obtenidos
por Garcia-Vazquez y cols. (2018a). Gerrhonotus liocephalus se dividio a finales del
Mioceno-Plioceno temprano de los linajes SMG y OaxS-ChiaN al oeste y al este del Istmo
de Tehuantepec, respectivamente. La evidencia geoldgica sugiere que desde el Mioceno
tardio y hasta el Plioceno tardio, un hundimiento extenso del bloque oriental a lo largo de la
falla de Tehuantepec resultd en una reduccion masiva del territorio en las tierras altas y
probablemente cred un gran embalse marino (Barrera y cols., 1998; Daza y cols., 2010).
Aunque parece que la mayoria de los eventos de divergencia en el Istmo ocurrieron durante
el Plioceno-Pleistoceno (Castoe y cols., 2009), Daza y cols. (2010) encontraron una

divergencia mas antigua en las serpientes de cascabel, lo que sugiere que un evento geoldgico
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/ climético diferente al final del Mioceno (ej. Cambios en la vegetacion) puede haber sido
responsable de la divergencia en este grupo (Garcia-Vazquez y cols., 2018a). Los resultados
obtenidos sugieren que los eventos climaticos Pleistocenicos no influyeron en el origen de
estos taxones, sin embargo, es posible que influyeran en la distribucién actual de los mismos,

tal como se ha observado en otros grupos de afinidad templada (Silva, 2011).

8.4. Taxonomia integradora de especies

Se sabe que algunos modelos de coalescencia son méas susceptibles a la sobreestimacion de
la diversidad de especies que otros; GMYC de umbral mdltiple divididé los clados
geogréficamente separando OaxS de ChiaN como especies independientes, esta hipotesis se
descartd debido a que los valores obtenidos de los analisis de validacion resultaron ser muy
bajos. Algunos autores mencionan que GMYC de umbral multiple tiende a sobreestimar
especies (Fujisawa y Barraclough, 2013).

Se ha reconocido que la asignacion de entidades naturales a los taxones, incluidas las
especies constituye una hipotesis (Bonde, 1977; Pante y cols., 2015). Las hipotesis de
especies tienen mas probabilidades de ser verificadas cuando estan respaldadas por varias
lineas de evidencia. Es por esto por lo que se espera que el tiempo de divergencia entre dos
linajes sea proporcional al numero de criterios que sugieren la existencia de dos especies (De
Queiroz, 2007). Por lo tanto, se espera que la delimitacion de especies sea mas robusta
cuando considera diferentes atributos del taxén focal. Sin embargo, la integracién de
diferentes tipos de datos en un marco estadistico es menos frecuente en los estudios de
delimitacion de especies que en la comparacion cualitativa de los resultados obtenidos del

analisis individual de cada tipo de datos (Pavén-Vazquez y cols., 2018).

8.5. Taxones catalogados como Gerrhonotus liocephalus

Hartwen y Tihen (1946) encontraron diferencias morfologicas entre ejemplares del sur del
Istmo de Tehuantepec y un ejemplar del este de Chiapas que describen como G. I. austrinus.
Esta descripcion causé conflictos taxondmicos, por lo que Good (1994), menciona que
debido a que la describieron solo con un espécimen joven, no es posible conocer si las
diferencias sefialadas forman parte de una mutacion individual o variacion geografica, por lo

que considerd esta subespecie como sinonimia de G. liocephalus. Good (1994) no encontro6
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diferencia entre los organismos y decidié agruparlos ya que contaban con algunas
caracteristicas similares como la ausencia de escamas preoculares, tres escamas
canto/loreales y que la descripcion de Hartwen y Tihen (1946) era incorrecta debido a que la
escama frontonasal que ellos utilizaron como diagnodstico para describir la subespecie,
aunque es poco comun, se puede encontrar en otras poblaciones como las de la especie G.
infernalis. Adicional a esto, la usencia de supranasal que mencionan en la descripcion de G.
. austrinus es una caracteristica Unica que ocurre ocasionalmente entre individuos anémalos
de otras especies de Gerrhonotus (Good, 1988). En el presente trabajo se encontraron
diferencias morfoldgicas entre el grupo OaxS-ChiaN y el ejemplar de Cerro Malé. Hartwen
y Tihen (1946) mencionan que el ejemplar que ellos describen proveniente de Cerro Malé no
cuenta con ningun patron dorsal, aunque no especifican el estado de conservaciéon del
ejemplar, y se sabe que los ejemplares preservados con el paso de tiempo pueden llegar a
perder este patrén (Salvador, 1998).

Adicional a esto el ejemplar recolectado por Hartwen y Tihen (1946) representa una cria, lo
que provoca un conflicto adicional ya que en algunas especies de reptiles la coloracion
cambia con base en el crecimiento del individuo. Con un solo ejemplar no es posible llegar
a una conclusion definitiva, debido a que los niveles de variacién dentro del grupo no son
informativos.

Incluir a G. I. austrinus y OaxS-ChiaN en la misma especie difiere de una filosofia
estricta dentro del concepto de especie unificado, porque G. |. austrinus, como se entiende
ahora, es diagnosticable. Sin embargo, una adhesién tan extrema a este concepto no es
realista; G. |. austrinus se conoce a partir de un solo espécimen y con el material disponible
no es posible determinar si la caracteristica distintiva de este espécimen se debe a la
diferenciacion de la poblacion, a una mutacion particular, o simplemente a la variacién
individual.

Para este trabajo no se contd con muestras de esta localidad, y a pesar de contar con
evidencias ecologicas, como que el espécimen de Cerro Malé representa el registro mas alto
con una altitud de 3200 msnm y su vegetacion es bosque de coniferas, mientras que el grupo
OaxS-ChiaN tiene una altitud maxima de 1424 msnm y se encuentra en una vegetacion de
bosque de encino y selva baja. Debido a que se sabe que el caréacter diagnostico unico de G.

I. austrinus es variable en otras especies del género, con este trabajo se demostrd que la
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lagartija G. liocephalus se encuentra en el centro del pais, por lo que G. I. austrinus tendria
que elevarse de categoria a especie y ya que no se puede concluir si G. I. austrinus y el grupo
OaxS-ChiaN representan la misma especie o dos especies distintas el grupo OaxS-ChiaN
emerge provisionalmente como G. cf. austrinus.

Para el presente estudio tampoco se conté con muestras de Guatemala, pero se tiene
evidencia fotografica del ejemplar reportado para dicho pais (Fig. 17). Al igual que con el
ejemplar de G. I. austrinus no es posible llegar a una conclusién certera solo con una
fotografia, al tener diferencias morfoldgicas de coloracion, como el dorso liso de G. |.
austrinus y la presencia de bandas dorsales en el ejemplar de Guatemala y este encontrarse a
una altitud de 770 msnm, el cual se encuentra dentro del rango de altitud del grupo OaxS-
ChiaN, lo que representa una diferencia de altitud entre los taxones G. I. austrinus y el de
Guatemala de 2,430 msnm, este ejemplar emerge al igual que los del grupo OaxS-ChiaN

como G. cf. austrinus.

Figura 17. Voucher fotografico del ejemplar de Gerrhonotus liocephalus (UTADC 8473) de Guatemala.
Fotografia donada por Daniel Ariano Sanchez.

Adicionalmente existen registros de G. liocephalus para Tapala de Allende al
occidente y Lagos de Moreno al noreste de Jalisco (Davalos-Martinez y cols., 2018), los
autores mencionan que los registros mas cercanos a los colectados por ellos son de la regién

de Chamela-Cuitzmala, Jalisco, que se encuentran a 64 y 413 km en linea recta
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respectivamente. Con base en estudios moleculares y morfologicos Castiglia y cols., 2010 y
Garcia-Vazquez y cols., 2018 confirman que los ejemplares del occidente de Jalisco
representaban una especie sin describir, por lo que, con base en su cercania geogréfica y
caracteristicas ecoldgicas como la presencia de los organismos en lugares de altitudes bajas,
el ejemplar reportado para Tapala de Allende podria ser parte de esta especie no descrita.
Mientras que, el ejemplar de Lagos de Moreno podria representar la especie G. infernalis
(Baird, 1859), si bien, no se cont6 con ejemplares para revision morfologica de los estados
de Aguascalientes y Zacatecas, la evidencia fotografica sugiere que los ejemplares que
provienen de estos estados representan poblaciones de Gerrhonotus infernalis. En particular,
una de las principales diferencias que presentan los ejemplares de G. liocephalus y G.
infernalis, es la presencia de bandas cruzadas en el dorso de coloracion marrén claro con
pequefias manchas de color marron oscuro, mientras que, los ejemplares del grupo centro no
presentan bandas cruzadas (Baird, 1959). En todas las fotografias revisadas de los ejemplares
del norte de Jalisco, Aguascalientes y Zacatecas, se puede observar la presencia de estas
bandas. Adicional a esto, los registros se ubican al noroeste de la Faja Volcanica
Transmexicana y la del grupo centro es al sureste. La region de la Faja Volcanica
Transmexicana es muy diversa en cuanto a morfotectonica y clima, lo que generan barreras
a distancias cortas en esta region, repercutiendo en la distribucion de las especies (Suarez-
Mota y cols., 2013).

8.5. Sugerencias taxondmicas
Debido a que la localidad tipo de G. liocephalus es Tlapancingo, Oaxaca y esta zona

pertenece al centro de México, por principio de autoridad las poblaciones de esta zona
conservan el nombre de G. liocephalus, la poblacion de SMG representa una especie nueva
que debe describirse, la subespecie G. I. austrinus se eleva a categoria de especie y las
poblaciones de OaxS-ChiaN y Guatemala emergen provisionalmente como G. cf. Austrinus
(Fig. 18).
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Figura 18. Mapa de distribucion de las especies propuestas en este trabajo. Los triangulos de color morado
representan las localidades de presencia de G. liocephalus; los tridngulos rojos representan los sitios de
presencia de G. sp nov., los tridngulos verdes muestran las localidades de presencia G. cf austrinus, el tridngulo
azul representa la localidad tipo de G. austrinus.

9. Conclusiones

Al realizar la taxonomia integradora de G. liocephalus se demuestra que el complejo
es un grupo monofilético, con respecto a las otras especies del género y comprueba la
existencia de al menos tres especies, morfoldgica y filogenéticamente delimitados. Debido a
esto se sugieren cambios taxondmicos a la especie, concluyendo con tres especies, G.
liocephalus, G. sp. nov. (SMG), G. austrinus y tentativamente una adicional catalogada como
G. cf. austrinus. Por lo que el nimero de especies dentro del género Gerrhonotus aumentaria

de 10 a 12 especies.

10. Perspectivas
A pesar del trabajo realizado, dentro del género Gerrhonotus alin se mantienen problemas

taxondémicos que sugieren la necesidad de que se siga trabajando para esclarecer estos

conflictos. Aunque particularmente en G. liocephalus, se esclarecieron algunos de los
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problemas, aun es necesario realizar estudios que evallen el estado taxonomico de las

poblaciones de Cerro Malé en Chiapas y la poblacion de Guatemala.
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12. Apéndices
12.1. Apéndice 1. Clave taxonomica para el complejo Gerrhonotus liocephalus

la. Presencia de bandas dorsales Cruzadas ............ocoviiiiriiiiiiii e 2
1b. Ausencia bandas dorsales cruzadas.............................. Gerrhonotus liocephalus
2a. 14 hileras transversales dorsales a mitad del cuerpo ............... Gerrhonotus austrinus
2b. 16 hileras transversales dorsales a mitad del cuerpo .................. Gerrhonotus sp.
nov.

Escamas transversales

Bandas dorsales
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12.2. Apéndice 2. Muestras de DNA

Recopilacion y datos de voucher para muestras genéticas de Gerrhonotus utilizadas

en este estudio.

ID de la Numero de Voucher Localidad ND4 BDNF
muestra

Gl AEVB-123 Veracruz, Zongolica X X X
G2 Africam Puebla, Africam Safari X - -
G3 ANMO-2174 Oaxaca, Guelatao X X X
G4 ANMO-3615 Guerrero, Olinala - X X
G5 ANMO-4013 Puebla, Vigastepec X X X
G6 ANMO-4015 Puebla, Vigastepec X - -
G7 FMQ-1920 Edo. Méx., Villa Guerrero X X X
G8 FMQ-3071 Puebla, Tepanco de Rodriguez X X -
G9 FMQ-3074 Puebla, Tepanco de Rodriguez X X X
G10 FMQ-3333 Puebla X X X
Gl1 JAC-25255 Guerrero, Vallecitos X X X
G12 JAC-27292 Edo. Méx X - -
G13 JAC-27293 Edo. Méx X - -
Gl4 LCM-683 Puebla, Valle de Tehuacan X X X
G15 LCM s/n Oaxaca, Concepcion X X X
G16 RICB-367 Puebla, Valle de Tehuacan X X X
G17 RICB-371 Morelos, Tepoztlan X X -
G18 RICB-524 Oaxaca, Silacayoapam X X X
G19 RICB-552 Guerrero, Jalapa X X X
G20 RICB-553 Guerrero, Jalapa X X X
G21 RWB-Ixtlan Oaxaca, Ixtlan X X X
G22 RW-Omiltemi Guerrero, Omiltemi X X X
G23 WSB s/n Michoacan, Zitacuaro X - X
G24 ANMO-3218 Oaxaca, Cerro Badl X X -
G25 ANMO-3219 Oaxaca, Cerro Baul X X X
G26 FMQ-2925 Oaxaca, El Jicaro X X -
G27 RLR-2 Chiapas X - X
G28 RLR-3 Chiapas X - -
G29 RLR-4 Chiapas X - -
G30 JAC-23140 Oaxaca, Santa Maria Guienagati X X X
G31 RICB-533 Oaxaca, Santa Maria Guienagati X X X
G32 ANMO-4014 Puebla, Vigastepec - - X
G33 RLR-5 Chiapas - - X
_G. _ ANMO-2189 Qoahuila, Sierra de X X X
infernalis Jimulco
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G. ophiurus UANL-45 Tamaulipas, Gomez Farias X X
G.sp.nov. Romx-14 Jalisco, Chamela X X
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