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RESUMEN

Se investigd si existen diferencias morfolégicas y moleculares entre los
organismos de la especie Ficimia hardyi, registrados en tres localidades. La primera en
la Sierra de Zacualtipan, la segunda en el municipio de Pacula, ambas en el estado de
Hidalgo y la tercera en el municipio de Guadalcazar, San Luis Potosi, las tres se
encuentran ubicadas en la Sierra Madre Oriental que se caracteriza por su topografia
accidentada la cual favorece a la divergencia de especies. En el analisis morfolégico se
revisaron 25 caracteres a un total de nueve organismos, los cuales fueron evaluados
por un estadistico para determinar si existian diferencias significativas entre los
organismos de las tres localidades. El estudio molecular permitié realizar un analisis
con secuencias del gen ND4, para obtener dichas secuencias se requirio la utilizacion
de tejidos fijados en formol y almacenados en alcohol al 70%, debido a que existen
pocos organismos colectados. Extraer DNA de tejido con éstas caracteristicas es
complicado, por lo cual se experiment6 con cuatro protocolos logrando como resultado
la estandarizacion de la técnica. Los datos obtenidos determinan que los organismos de
las tres localidades pertenecen a la misma especie; sin embargo, estos resultados no
son concluyentes debido a que son muy pocos los organismos colectados hasta la
fecha, por lo cual es necesario realizar trabajo de campo para incorporar mas

organismos y determinar asi la situacién de las poblaciones de Ficimia hardyi.



INTRODUCCION

Por el conocimiento de especies que se tiene, México esta considerado dentro
de los seis paises biolégicamente mas ricos del mundo (Mittermeier, 1988). Sin
embargo, se estima que todavia estan por describirse mas especies y se esta lejos de
tener un numero cercano al real, de las especies que habitan el pais. Los vertebrados
de México estan en términos generales bien conocidos, con la excepcion de los peces

marinos, los anfibios y los reptiles (Flores-Villela, 1993a; Ochoa y Flores-Villela, 2006).

Los anfibios y los reptiles presentan dos caracteristicas que facilitan el
aislamiento de sus poblaciones: 1) presentan poca vagilidad, con excepcion de algunas
especies como las tortugas y serpientes marinas, y 2) su tolerancia a factores climaticos
y ecologicos extremos es, en general restringida, por lo cual son vulnerables a los
cambios ambientales (Flores-Villela, 1993b). Aunado a lo anterior, la topografia
accidentada y la gran diversidad de climas que presenta nuestro pais, propician una
gran cantidad de condiciones ecoldgicas, que a su vez han producido notables
procesos de preservacion, y diferenciacion de especies, lo cual explica la gran riqueza
que existe en México (Flores-Villela, 1993c), considerando que ocupa el segundo lugar

mundial en diversidad de reptiles y el cuarto en anfibios (Ochoa y Flores-Villela, 2006).

El incremento en el numero de especies de herpetozoos registrados para México
ha sido lento desde la década de los cincuenta, pero sorpresivamente los ultimos once
afos son considerados como los mas productivos en la taxonomia de anfibios vy
reptiles, ya que se han descrito nuevas especies, se han registrado varias especies que

han ampliado su area de distribucién, las cuales no habian sido registradas para México



y se han presentado cambios taxondmicos de algunas subespecies que han sido
elevadas a especies (Flores-Villela y Canseco-Marquez, 2004). La riqueza
herpetofaunistica en México da como resultado 1200 especies, 16% mas en relacion
con la lista registrada en 1993 (Flores-Villela y Canseco-Marquez, 2004; Ramirez-
Bautista y Moreno, 2006) y cuenta con una diversidad del 7% de anfibios y el 11% de
reptiles a nivel mundial, de todas estas especies el 69% son endémicas para México
(Ramirez-Bautista y Moreno, 2006). Dentro de todos los grupos distintivos de los
reptiles, las serpientes son las que estan mejor representadas en el pais, con 16
familias, 88 géneros y 363 especies. Sin embargo, mas del 70% de las especies

pertenecen a una sola familia, la Colubridae (Flores-Villela y Canseco-Marquez, 2004).

Durante mucho tiempo han existido dificultades para clasificar y agrupar a los
diversos organismos. Este problema es muy comun con los reptiles, las principales
causas son: 1) La variacion morfolégica que es limitada (para las especies de algunos
géneros), 2) Algunos géneros no poseen caracteres derivados unicos (autapomorfias),
3) La homologia de los caracteres morfolégicos no esta clara 'y 4) La mayoria de los
géneros y especies han sido agrupados arbitrariamente (Flores-Villela, 1993b). Todo lo
anterior hace dificil obtener una clasificacién natural, que abarque la gran variedad que
presentan los reptiles por poseer abundantes géneros y especies, esto da como

resultado una taxonomia confusa y problematica para algunos géneros de este grupo.

En el presente trabajo se analiza a Ficimia hardyi en cuanto a sus caracteres
morfoldgicos y moleculares, las caracteristicas de las tres areas donde se localizan y la

historia geoldgica de la Sierra Madre Oriental donde se encuentran distribuidas. Las



tres localidades de Ficimia hardyi se encuentran ubicadas dentro de la Zona de
transicion, por lo cual es importante reconocer las caracteristicas biogeograficas de
estas areas ya que podrian permitir la divergencia de la especies, por lo cual es
importante determinar la identidad taxondmica de los organismos de Ficimia hardyi y

corroborar su actual distribucion.



ANTECEDENTES
Género Ficimia

Dentro de la familia Colubridae se encuentra el género Ficimia descrito por Gray
(1849; Hardy, 1975) y no esta excluido de los problemas sistematicos que presentan
gran parte de los reptiles. El género Ficimia esta incluido dentro del grupo de pequenas
culebras de Norteamérica, o serpientes “Sonorini” que forman un grupo supragenérico,
tomando en cuenta las caracteristicas de los huesos craneales y el tipo de denticidn
(Dowling, 1975; Goyenechea, 2000). Duellman (1961) sugeria que Ficimia era
congenérico con Gyalopion, ahora esta bien establecido que son dos géneros distintos

(Hardy, 1975).

El trabajo taxondmico mas importante realizado para el género es el de Hardy
(1975) quien realiza un analisis morfolégico exhaustivo para tratar de delimitar a las
especies de Ficimia. Sin embargo, sus estudios son fenéticos, por lo cual no toma en
cuenta las relaciones evolutivas de los organismos. En esta escuela se agrupan a los
organismos estrictamente por el numero de caracteres que tienen en comun, por lo
tanto las clasificaciones estan basadas en todos los caracteres disponibles sin darles un
peso diferencial de un caracter sobre otro (Scout-Ram, 1990). Por tal motivo es
importante que se realicen trabajos donde se busque una clasificacion natural para este
grupo, es decir, basados en la escuela cladistica, que tiene como fundamento la
reconstruccion de la historia evolutiva de la especie en estudio, es decir su filogenia, a
partir de un grupo monofilético (una especie ancestral con todas sus especies

descendientes; Llorente, 1989).



Las culebras del género Ficimia son pequefias y de habitos enterradores
(Figura 1). Se distribuyen del sur de los Estados Unidos, hasta el norte de Centro
América. Las caracteristicas morfologicas distintivas de este grupo son: presencia de
una escama rostral levantada con un borde puntiagudo (Figura 2) y en contacto con la
escama frontal, escama loreal ausente, 17 hileras de escamas en medio cuerpo,
escamas dorsales planas, con un solo orificio apical; 12-34 escamas gulares, 5-8
escamas supralabiales, 5-8 escamas infralabiales; 4-10 escamas dorsales en contacto
con las parietales, 1+2 temporales; 1 6 2 escamas posoculares, 1 escama preocular;
nasal dividida, bajo el nostrilo, nasal separada de preocular y fusionada con la primera
supralabial, internasal presente o ausente; mental separada de las geniales por
contacto mutuo de las primeras infralabiales; escamas ventrales de 126 a 152 (machos)
0 136 a 157 (hembras); caudales de 26 a 44 (machos) 6 28 a 41 (hembras); manchas
dorsales de 17 a 52 (machos), 22 a 60 (hembras) o ausentes; manchas caudales de 6 a
18 (machos), 7 a 20 (hembras), o ausentes; longitud hocico cloaca de 100 a 415 mm
(machos), 115 a 378 mm (hembras), longitud total 100 a 180.1 mm (machos), 120.5 a
170.0 mm (hembras); 13 a17 dientes maxilares, 7 a 10 dientes palatinos, 12 a 17

dientes mandibulares (Hardy, 1990).
Este género esta conformado por siete especies:

Ficimia olivacea Gray (1849), se distribuye en los estados de Tamaulipas, San
Luis Potosi, Oaxaca, Hidalgo y Distrito Federal; F. publia Cope (1866), se distribuye en
los estados de Guerrero, Puebla, Hidalgo, Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Campeche y

Yucatan, asi como en Honduras y Guatemala; F. ruspator Smith y Taylor (1941), solo



se encuentra distribuida en el estado de Guerrero; F. variegata Gunther (1858), se
distribuye en los estados de Veracruz y Oaxaca; F. ramirezi, Smith y Langebartel
(1949), solo se distribuye en Oaxaca; F. streckeri Taylor (1931), se distribuye en los
estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas, Veracruz, Hidalgo y San Luis Potosi. Y por ultimo
Ficimia hardyi Mendoza-Quijano y Smith (1993), se distribuye en los estados de Hidalgo

y San Luis Potosi.

Figura 1. Organismos XR 867 de la especie Ficimia hardyi de la localidad de Guadalcazar San
Luis Potosi.

Figura 2. Cabeza del organismo XR 867 de la especie Ficimia hardyi de la localidad de
Guadalcazar San Luis Potosi en donde se observa la escama rostral ligeramente levantada con
un borde puntiagudo.



Distribucién del género Ficimia en el estado de Hidalgo

En el Estado de Hidalgo se distribuyen cuatro de las siete especies del género
Ficimia: F. streckeri, F. olivacea, F. hardyi y F. publia (Mendoza-Quijano y Smith, 1993;
Ramirez-Bautista, 1999 Ramirez-Bautista et al. 1999, Hernandez-lbarra et al. 1999;
Figura 3), es decir el 60% de la diversidad de este género esta representada en el

estado.

Ficimi}hardyi

Ficimia strekeri &
@ Ficimia'publia

¢y Ficimia hardyi

' -Ficimialolivacea
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Figura 3. Distribucién geografica del género Ficimia en el estado de Hidalgo, donde se
distribuyen cuatro de las seis especies registradas para esta especie. A) F. hardyi, B) F.
olivacea, C) F. publiay D) F. estreckeri..

Ficimia streckeri se distingue de las demas especies de su género por la

presencia de bandas dorsales angostas, que pueden ser de una escama o menos de



longitud, asi como la presencia de una sola escama posocular (Taylor, 1931; Hardy,

1976; Mendoza-Quijano y Smith, 1993; Ramirez-Bautista, 1999).

Ficimia olivacea a diferencia de las demas especies de Ficimia, no presenta
manchas dorsales, la escama nasal se encuentra dividida y tiene menor cantidad de
escamas caudales en comparacion con F. hardyi (Gray, 1849; Hardy 1978; Mendoza-

Quijano y Smith, 1993; Ramirez-Bautista, 1999).

Ficimia publia presenta escamas internasales, una escama preocular y dos
posoculares, la hilera de escamas en el cuerpo es de 19-19-17 y tiene menos manchas
en el cuerpo y en la cola en relacién a F. hardyi (Cope, 1866; Hardy, 1980; Mendoza-

Quijano y Smith, 1993; Ramirez-Bautista et al. 1999).

Ficimia hardyi tiene como caracteres diagndsticos, la ausencia de internasales,
dos posoculares, una combinacion de 43 a 47 manchas para machos y 43 para
hembras, en medio cuerpo con un tamafio de 2 a 4 escamas, 130 a 136 escamas
ventrales para machos y 140 para hembras (Mendoza-Quijano y Smith, 1993; Ramirez-

Bautista, 1999 Ramirez-Bautista et al. 1999).

Problematica de Ficimia hardyi.

En 1993 Mendoza-Quijano y Smith describen a Ficimia hardyi, el holotipo
MZFC 4877 se encuentra en el Museo de Zoologia, de la Facultad de Ciencias (MZFC)
de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Se encontré a 3.8 Km. al Noroeste de

Zoquizoquipan, en la Sierra Norte de Zacualtipan Hidalgo, se tiene ademas dos



paratipos: MZFC 4876 y MZFC 4878 de la misma localidad, asi como otro ejemplar
MZFC 5328 localizado en Puerto Hondo, Municipio de Pacula, Hidalgo (Mendoza-

Quijano y Smith, 1990; Figura 4).

México
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Figura 4. Distribucion de Ficimia hardyi en el estado de Hidalgo en las localidades de:
A) Zacualtipan y B) Pacula.

Ramirez-Bautista et al. (1999) ampliaron la distribucion de Ficimia hardyi
registrando una nueva localidad a partir de un ejemplar macho XR 767 y dos
ejemplares hembras XR 775 y XR 559, estos organismos se encuentran depositados
en el Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México, dichos
organismos fueron encontrados en las localidades: San José de Flores, El Realejo y

San José de los Cervantes en Guadalcazar, Sierra de San Luis Potosi (Figura 5).
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Figura 5. Distribucion de Ficimia hardyi en el municipio de A) Guadalcazar San Luis Potosi en
las localidades de: B) El Realejo, C) San José de los Cervantes, y D) San José de las Flores.

El presente trabajo toma como base los datos obtenidos por Hernandez-Ibarra
et al. (1999), en el cual se revisan los caracteres diagnosticos de Ficimia hardyi, mas
diez medidas de la cabeza de los organismos de las tres localidades (Figura 6), sin
encontrar diferencias morfoldgicas significativas, ampliando asi el area distribucion de la
especie. Sin embargo, considerando que las tres localidades se encuentran sobre la
Sierra Madre Oriental que se ubica biogeograficamente dentro de la Zona de
Transicion, que se caracteriza por su topografia accidentada que proporciona una gran
diversidad de microhabitats, que permite un alto indice de divergencia en muchos
grupos bioldgicos, resulta interesante analizar que esta pasando a nivel molecular con
los organismos de las tres localidades realizando un analisis filogenético. Para
complementar el estudio, se revisan nuevamente los caracteres morfoldgicos los cuales
se evaluan con un analisis estadistico para determinar si las diferencias que existen
entre los organismos son significativas y asi confirmar la identidad taxonomica de los

organismos.
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Figura 6. Las tres localidades de Ficimia hardyi. A) Zacualtipan y B) Pacula en el estado de
Hidalgo y C) Guadalcazar en el estado de San Luis Potosi.

Provincias geograficas a las que pertenecen las localidades donde se distribuye
Ficimia hardyi.

En México se reconocen tres componentes bidticos principalmente, cada uno con
una combinaciéon diferente de elementos y son: el componente Neartico o regiéon
Neartica que incluye las areas aridas subtropicales del norte del pais, el componente
Transicional o Zona de Transicion Mexicana que incluye las areas basicamente
montafnosas del centro del pais y el componente Neotropical (region Neotropical) que

incluye areas tropicales humedas y subhumedas del sur de México (Morrone, 2005).

De estos tres componentes bioticos, la region de especial interés para este
trabajo es la Zona de Transicion. Halffter (2003) la defini6 como un area compleja y
variada donde se superponen elementos bidticos neotropicales y nearticos. No solo

resulta interesante la “mezcla” bidtica de esta zona de transicidn, sino también la
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evolucion in situ de numerosos taxones endémicos (Halffter, 2003; Morrone, 2005).
Morrone (2004), considero apropiado restringir la Zona de Transicion Mexicana a las
provincias de la Sierra Madre Occidental, Sierra Madre Oriental, Eje Volcanico

Transmexicano, Cuenca del Balsas y Sierra Madre del Sur.

Las tres areas donde actualmente se tienen registro de la presencia de Ficimia
hardyi, se encuentran dentro de la Provincia de la Sierra Madre Oriental, que se ubica
en el este de México, en los estados de San Luis Potosi, Coahuila, Hidalgo, Nuevo
Ledn, Tamaulipas, Veracruz, Puebla y Querétaro, por encima de 1500 m de altitud.
Corresponde al sistema montafnoso de la Sierra Madre Oriental, y se une con el Eje
Volcanico Transmexicano (Morrone, 2005). Predominan los bosques templados,
principalmente de encino, aunque también hay bosques de pino y otras comunidades
vegetales. Entre los géneros de plantas mas frecuentes se destacan: Carpinus, Pinus,

Platanus, Quercus, Agave y Schizandra (Morrone, 2004).

Existen varios analisis recientes que han reconocido unidades menores dentro
de la Provincia de la Sierra Madre Oriental es decir subespecies, basados en taxones
de hongos, anfibios y reptiles, aves y mamiferos. Lo que confirma el alto indice de
divergencia entre las especies de esta zona, permitiendo procesos de evolucion

(Morrone, 2005).
Concepto de Especie

Definir a las especies es un problema antiguo y a menudo controvertido. Hay
quienes las consideran como una unidad real, estética, disponible para el observador y
objetivamente delimitable, y hay quienes la consideran como una unidad cambiante
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imposible de delimitar y por lo tanto, inexistente en la naturaleza. Esta discusién se
generalizd en los siglos XVIII y XIX (Llorente y Michan, 2000), resultando una gran
variedad de definiciones de especie y donde cada una de éstas se adapta al campo de
estudio en donde sera utilizada, la finalidad tedrica o practica. Para resolver estas
controversias se han planteado varias opciones. Sin embargo, la mayoria de los autores
sugieren generar una definicion para cada grupo o situacion bioldgica. Sour vy
Montellano (1994) proponen que el concepto que se adopte dependa del organismo con
el que se esté trabajando, asi como considerar el espacio temporal en donde se ubique

a las poblaciones.

El concepto biolégico de especie ha sido dominante dentro de la taxonomia
durante muchos afios e incluso se considera como un concepto clasico, principalmente
entre la zoologia de vertebrados. En la herpetologia no ha sido la excepcion, pese a las

desventajas que puede tener su utilizaciéon (Frost y Hillis, 1990).

Una especie biolégica se define como: "grupos de poblaciones naturales
entrecruzables que se encuentran reproductivamente aislados de otros grupos" (Mayr,
1969). Debido a que la compatibilidad reproductiva no es una medida sobre el grado de
relacion evolutiva, agrupar a las especies sobre la base de esta caracteristica, debe
abandonarse pues es inconsistente con el estudio del proceso evolutivo (Cracraft 1992;
Frost y Hillis 1990). Ademas, segun Cracraft (1983) existen dos desventajas principales

por las cuales no es conveniente utilizar el concepto biolégico de especies:

1. No permite reconstruir la historia evolutiva de manera adecuada e incluso

es irrelevante investigar procesos de diferenciacion evolutiva.
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2. Solo puede aplicarse a especies que se reproducen sexualmente.

Si se considera que la taxonomia debe ser un conjunto de supuestos sobre las
relaciones entre los seres vivos, entonces ésta debe ser I6gicamente consistente con la
historia evolutiva de los mismos (Frost y Hillis, 1990). En consecuencia, resulta
necesario que las decisiones taxondmicas que se tomen se realicen bajo un concepto
de especie que sea acorde a la historia evolutiva de los grupos. Al mismo tiempo, no se
da un avance significativo en la filosofia y practica del reconocimiento de especies

hasta que se difunden dos ideas:
1. El reconocimiento de un taxén debe ser consistente con la historia evolutiva.
2. Las especies no deben ser vistas como clases.

En un sentido operacional, segun Frost y Hillis (1990) una especie bajo el
concepto de especie filogenética se define como las muestras de poblaciones menores
detectables y con un conjunto unico de caracteres. Una especie filogenética necesita
solamente tener integridad de linaje, es decir caracteres que son propiedad de los
organismos que solo son sintoma de la relacidon evolutiva y por lo tanto utiles en la

inferencia de entidades evolutivas (Frost y Hillis, 1990).

Para Cracraft (1992) una especie filogenética se reconoce como un "arreglo
irreducible de organismos entre los que existe un patrén de ancestria-descendencia y
que es diagnosticablemente distinto a otro arreglo”. Bajo este concepto solo se aplican
nombres de especies a unidades evolutivas delimitadas y éstas son consideradas los

grupos menores diagnosticables por lo que las subespecies no se reconocen.

15



El concepto filogenético de especie cumple con tres puntos que reflejan las relaciones

evolutivas segun Kluge (1990):

1.

La busqueda de especies con un analisis cladista de sinapomorfias encontradas

entre los organismos individuales.

El empleo de la regla de la monofilia para asegurar una taxonomia genealdgica
consistente. La convencion de la monofilia asegura que las taxonomias sean
sistemas de relaciones de grupos hermanos completos, donde cada sistema
contiene todos los descendientes del ancestro comun mas reciente del sistema,
por lo tanto la monofilia asegura taxonomias e hipotesis filogenéticas

consistentes.

La atribucién de una categoria de especie a aquellos clados menos incluyentes

en los que existe un patron parental de ancestria descendencia.

Por todo lo anterior, el concepto filogenético de especie es compatible con el

objetivo del presente trabajo, ya que permite conocer la identidad taxondémica de

Ficimia hardyi por métodos cladisticos, por lo tanto es el concepto que se sigue en el

mismo.

Caracteres morfolégicos

En 1758 cuando el naturista sueco Karl Linnaeus, publicé su libro Systema

naturae, el primero de una serie de trabajos en los que presento el sistema binominal

como una nueva propuesta taxonémica, que ya habia sido sugerida por Joseph Pitton

de Tournefort y otros autores, se establecieron bases mas firmes en la sistematica
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(Martinez, 1997; Cuevas, 2007). Posteriormente la teoria de Darwin sobre “El Origen de
las Especies”, en el que argumentaba que las especies estrechamente emparentadas
mostraban una similitud fundamental porque comparten un ancestro comun (Bowler,
1998; Iturbe y Lazcano, 2007), ha servido para explicar los patrones de similitud
observados en los organismos. A partir de entonces se ha buscado clasificar a los
seres vivos de una manera mas natural, con base en su morfologia y fisiologia,
tomando en cuenta todos esos caracteres que se puedan cuantificar o que desde el
punto de vista del taxbnomo son caracteristicas que distinguen al organismo de otros.
(Martinez, 1997; Cuevas, 2007). Todos los estudios morfologicos realizados a
diferentes grupos biolégicos han dado como resultado la creacion de claves
taxondmicas, las cuales de una manera relativamente facil y econémica, permiten
identificar organismos en campo y laboratorio y son la referencia principal en los

listados de especies. (Flores-Villela, 1993a).

La mayoria de los trabajos taxonomicos realizados para el grupo de las
serpientes se han basado en el estudio de su morfologia, osteologia y ecologia, lo que
ha permitido realizar diversos estudios filogenéticos, y por ello las serpientes son uno
de los grupos mejor estudiados dentro de los reptiles (Goyenechea, 2000). La familia
Colubridae ha sido objeto de muchos estudios taxonémicos basados en su morfologia,
ya que es un taxon numeroso, aproximadamente de 1,500 especies clasificadas en
subfamilias y tribus, esto se debe a que es una familia dificil de definir por estar
integrada de taxones diferentes entre si y carecen en su mayoria de apomorfias (Kraus

y Brown, 1998). A pesar de los estudios filogenéticos realizados para el grupo, existen
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diferencias en los resultados obtenidos, la causa principal es que los investigadores han
utilizado diferentes tipos de caracteres o a que los resultados se obtuvieron realizando
diferentes tipos de analisis que asumen filosofias distintas, las tres principales son: la
Fenética, la Sistematica Evolutiva y la Cladistica (Goyenechea, 2000; Contreras-Ramos

y Goyenechea, 2007).

Los estudios morfolégicos, tradicionalmente han servido como la unica base
para la mayoria de los estudios taxonémicos y contindan siendo muy utiles para
estudios filogenéticos (Martinez, 1997), hasta la fecha la filogenia de la mayoria de los
grupos bioldgicas esta sustentada por estos caracteres y seguiran siendo la base de la
sistematica moderna (Wiens y Servedio, 2000; Cuevas, 2007), aunque los avances
tecnoldgicos han permitido la expansidn de la sistematica molecular, no se podran dejar
de lado los caracteres morfolégicos, cuando se realiza la descripcion de una nueva
especie, se describe las caracteristicas externas, es decir su morfologia y se designa
un holotipo, por lo cual los caracteres morfologicos son el inicio del analisis taxonémico
(Wiens y Servedio, 2000). Sin embargo, las principales desventajas de los caracteres
morfolégicos son: el tamafio del conjunto de datos es limitado y son de poca ayuda
cuando existe poca delimitacion morfolégica entre los organismos, los estudios
morfoldgicos requieren de muestras grandes para delimitar la variacion intraespecifica
de un caracter y para algunos grupos biolégicos esto es complicado (Goyenechea y
Contreras-Ramos, 2007). Pese a las desventajas que puedan tener los caracteres
morfoldgicos, estos son el punto de referencia para sustentar los analisis moleculares

(Goyenechea y Contreras-Ramos, 2007).
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Caracteres moleculares

Las fuentes de informacion taxondmica hasta principio de los afos cincuenta
fueron tomadas directamente de caracteristicas morfologicas, anatdémicas,
embrioldgicas y citoldgicas, pero no siempre han sido suficientes para clasificar a los
organismos Yy resolver problemas taxondémicos (Gonzalez, 1997). A mediados de los
afos cincuentas se inici6 una nueva etapa experimental de la sistematica,
principalmente en el area de la botanica al incluirse el uso de compuestos secundarios
encontrados en algunas plantas (Martinez, 1997). Estas técnicas se perfeccionaron
para ser utilizada en otros grupos biolégicos y su aplicacién se extendié hasta los afios

setenta (Crawford y Baver, 1981).

Los marcadores moleculares y la electroforesis de enzimas, son las primeras
técnicas moleculares utilizadas, hacia los ochenta las técnicas de manipulacion y
analisis habian avanzado lo suficiente para poder estudiar la variacion del DNA y RNA
(Hillis et al., 1996). La popularidad de estos métodos esta basada en que cualquier
caracter utilizado para realizar un analisis sistematico debe reflejar cambios genéticos,
con la ventaja adicional de que el numero de datos que se pueda obtener esta limitado
sélo por el tamafio del genoma. Las tres grandes areas de aplicacion de la sistematica
molecular son: la estructura genética de poblaciones (como la variacion geografica,
heterocigocidad), delimitacion de especies (incluyendo hibridos) e inferencia
filogenética (Martinez, 1997). Debido en parte al gran numero de -caracteres
involucrados, estos datos se analizan por métodos de distancia, parsimonia o maxima

similitud con lo que se obtiene una filogenia.
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El uso de secuencias génicas es actualmente uno de los métodos mas
comunmente utilizados y recomendados por tres razones principales (Giannasi et al.,
1992): 1. representan una fuente abundante de caracteres (potencialmente cada
nucleétido de la secuencia es un caracter), 2. presentan propiedades estructurales y

funcionales y 3. representan diferentes tasas evolutivas.

Las secuencias génicas del DNA mitocondrial fueron introducidas por Avise et
al. (1979 y Llorente, (1989), teniendo un gran impacto en el estudio de la filogenia y la
genética de poblaciones de animales. A finales de los afios 70’s y principio de los 80's
el DNA mitocondrial (DNAmt) era la mejor parte conocida del genoma eucarionte y se
descubrié que tenia una serie de caracteristicas practicas que se han aprovechado para
estudios filogenéticos y son: 1. El DNAmt es mas facil de purificar que cualquier otro
segmento especifico del DNA nuclear, gracias a que presenta un alto numero de copias
y carece de envoltura nuclear lo cual facilita su extraccion. 2. EI| DNAmt se encuentra
distribuido universalmente en todo el reino animal y se caracteriza por estar
notablemente uniforme en contenido genético. 3. Los tipos de cambio evolutivo que
sufre el DNAmt son relativamente simples, son principalmente sustituciones de bases y
adiciones mutacionales de longitud, que se acumulan periédicamente en las pequenas
regiones no codificadoras. 4. El DNAmt tiene una tasa de cambios mucho mas rapida
que el DNA nuclear, lo que hace que las comparaciones usando DNAmt sean mucho
mas precisas que utilizando DNA nuclear y 5. EI DNAmt se hereda solo
maternalmente, por lo que la recombinacién no ocurre en el DNAmt (Llorente, 1989). El

DNAmt de todos los organismos multicelulares contiene un conjunto de 37 genes
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especificos, 2 genes de RNA ribosomal, 22 genes de RNA de transferencia y 13 genes
que codifican para proteinas que forman parte de la cadena respiratoria, entre estos
ultimos esta incluido el gen ND4 (Videira, 1998). Estos genes estan dispuestos en
alrededor de 15 kilobases de DNA de doble cadena, en donde el arreglo es muy estable

y solo se han encontrado cambios en el orden de los genes (Llorente, 1989).

Aunque potencialmente se puede extraer DNA de musculo, médula 6sea y
epitelio intestinal, entre otros tejidos; en los mamiferos y reptiles el higado por sus
funciones  especificas tiene mayor presencia de mitocondria. Una célula hepatica
presenta hasta mil mitocondrias (Klug y Cummings, 1998), por lo que, el trabajar con el
higado como tejido de extraccion permite tener una mayor posibilidad de obtener DNA

mitocondrial.

En los ultimos anos, la utilizacion de tejidos fijados en formol y alcohol es cada
vez mas frecuente. Sin embargo, la obtencion del DNA es mas complicada y las
cantidades de material genético son menores. Esto se debe a que el formol causa
endurecimiento y contraccion en el tejido, ademas de una distorsion molecular
formando cadenas entre las proteinas. La interaccion del formaldehido con la estructura
del DNA no se ha entendido completamente, pero hay evidencias de que se forman
cadenas entre las proteinas y los filamentos del DNA (Chaw et al., 1980). Por lo anterior
actualmente no existe un método de extraccion estandarizado para tejidos con las
caracteristicas antes mencionadas. Existen algunos trabajos entre los que destaca el
de Singer-Sam (1989, en Hillis et al. 1996) en el cual se realiza una técnica para extraer

DNA de tejidos fijados de mamiferos, y el de Shiozawa et al. (1992) quienes extraen
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DNA de tejidos fijados de salmén. Con lo que respecta al grupo de los reptiles,
Eckerman y Walsh (1997, en Hillis et al. 1996) hicieron una serie de cambios al método
de Singer-Sam para obtener material genético de lagartijas. Sin embargo, ellos mismos
mencionan que en todas las pruebas que realizaron no siempre obtuvieron DNA, por lo

cual dicho método no esta estandarizado.
Colecciones de tejidos

“Una coleccion bioldgica es un archivo de utilidad multiple: es la referencia mas
directa para la identificacion correcta de ejemplares, es el cimiento de la taxonomia y la
nomenclatura, es la fuente de informacion para diferentes tipos de proyectos y por si
fuera poco el desarrollo de la biologia comparada, la taxonomia y biogeografia esta

intimamente ligado con las colecciones biolégicas” (Navarro y Llorente, 1991).

Existen dos tipos de colecciones: 1) Las principales, que en el caso de los
vertebrados estan constituidas por pieles, esqueletos o individuos preservados en
alcohol o formol, y 2) las accesorias que estan constituidas por partes de los ejemplares
como lo son: contenidos estomacales, muestras de sangre, tejidos congelados, por
estados juveniles, nidos, huevos, excreta, endo y exoparasitos (Navarro y Llorente,
1991). Su funcién principal es la de proporcionar informacion adicional sobre la biologia

del grupo en estudio.

A partir de la necesidad de incorporar la mayor cantidad posible de caracteres,
para asi resolver problemas en la sistematica de muchos organismos, la importancia de
las colecciones accesorias se incremento; principalmente por que permitieron realizar
trabajos en sistematica molecular, ya que las secuencias génicas obtenidas de la
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sangre y tejidos congelados o fijados de estas colecciones, permiten completar la
informacion morfologica y resolver asi los problemas taxonémicos (Navarro y Llorente,

1991;1994).

Como resultado de las actividades humanas, muchas especies se estan
extinguiendo y numerosos ecosistemas y comunidades bioldgicas se estan
degradando. Ademas, las especies sobrevivientes estan siendo dramaticamente
dafiadas debido a la reduccion de su variabilidad genética y del numero de sus
poblaciones siendo la extincidon de las especies irreparable. Una vez que una especie
es eliminada, la informacion genética contenida en su DNA y su combinacion especial
de caracteres se pierde para siempre (Navarro y Llorente, 1991; 1994). A pesar de la
perdida de especies, la creacion de colecciones donde se preserve material genético,
es una alternativa para evitar la colecta de especies raras o restringidas. Este material
genético seria guardado para la posteridad y asi facilitar la labor cientifica pese a las

condiciones desfavorables que pueda presentar el organismo en su habitat natural.

Ademas, es posible analizar el DNA de poblaciones y taxones extintos

utilizando lo que se conoce como "DNA afiejo" (Goyenechea, 2000).
Evidencia geoldgica de la Sierra Madre Oriental

Las tres localidades registradas hasta ahora para Ficimia hardyi, se encuentran
distribuidas en parte de la Sierra Madre Oriental, dicha formacion geoldgica presenta
caracteristicas topograficas que permiten que algunas poblaciones bioldgicas se
encuentren aisladas y estén expuestas a distintos factores climaticos y ecoldgicos, lo
que permite la diversificacion de especies, por lo cual es importante conocer la historia
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geolégica de ésta, para que posteriormente tomando en cuenta los resultados
morfolégicos y moleculares sirva como a poyo para determinar la identidad taxonomica
de F. hardyi y asi corroborar su actual distribucién. Por lo anterior se presenta una
sintesis del origen y cambios de las Sierra Madre Oriental y la evidencia fosil del género
Ficimia.

La Sierra Madre Oriental se ubica en el este de México, nace al sur del Rio
Bravo y corre paralela al Golfo de México. Abarca los estados de San Luis Potosi,
Coahuila, Hidalgo, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Veracruz, Puebla y Querétaro (Morrone,
2004). Se une con el Eje Volcanico Transmexicano y se encuentra por encima de los
1500 m de altitud y posee una extension aproximada de 1.350 Km. de longitud
(Morrone, 2005). La ladera Occidental es mas seca que la oriental, pues recibe vientos
aislados del Golfo de México, aunado a la existencia de valles alargados, facilitando la
existencia de elementos montafiosos a altitudes menores (Morrone, 2005). Predominan
los bosques templados de Quercus y Pinus entre otros. Morrone (2004) propone una
regionalizacién biogeografica en donde se reconoce a la Sierra Madre Oriental como
parte de una “Zona de Transicién”, ésta se localiza en los limites entre regiones
biogeograficas y representan eventos de “hibridacion” bidtica, promovidos por cambios

historicos y ecologicos.

Durante la Era Mesozoica, a principio del Terciario se inici® un proceso
orogénico que duré hasta finales del Cretacico dando como resultado la formacion de la
Sierra Madre Oriental, constituida por pliegues anticlinales y sinclinales. Ademas de

fallas inversas. Por lo que involucra al estado de San Luis Potosi esta constituida
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principalmente por rocas sedimentarias Mesozoicas, elasticas y quimicas, las rocas
sedimentarias se depositaron y evolucionaron sobre un basalto Paleozoico y
Precambrico. Por lo que respecta al estado de Hidalgo el caracter estructural de esta
cordillera esta acentuado por pliegues complejos recostados hacia el noreste y grandes
fallas, que han sacado a la luz fragmentos del basamento precambrico y paleozoico

(Ortega-Gutiérrez et al. 1990).

La Sierra se origind por el plegamiento de rocas sedimentarias de origen
marino, las caracteristicas litologicas y estructurales, indican que hubo diferentes
eventos geoldgicos de tipo orogénico asociados a la actividad ignea volcanica, que
actuando en varias épocas para dar origen a un relieve estructural que después ha sido
modificado en forma subsecuente por los diferente factores, como el fracturamiento, el

movimiento de masa y agua (Ortega-Gutiérrez et al. 1990).
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JUSTIFICACION

Ficimia hardyi se distribuye en tres areas en la Sierra Madre Oriental, la cual
se ubica dentro de la Zona de Transicion, que presenta caracteristicas topograficas y
ecologicas que aislan a los organismos favoreciendo la divergencia de muchos grupos
biolégicos y resulta importante determinar su identidad taxondmica con base en sus
caracteres morfolégicos y moleculares para corroborar su actual distribucion. Ademas,
dada la escases de ejemplares en campo es necesario experimentar con cuatro
protocolos para extraer material genético de tejido fijados en formol y almacenados en
alcohol al 70% para estandarizar la técnica, para la obtencion de DNA mitocondrial de

tejidos fijados de serpiente.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer la identidad taxonémica de los organismos de las tres localidades
registradas para Ficimia hardyi, la primera en la Sierra de Zacualtipan la segunda en el
municipio de Pacula, ambas en el estado de Hidalgo y la tercera en Guadalcazar, San

Luis Potosi, analizando caracteres morfologicos y moleculares.

Objetivos especificos

Determinar si existen diferencias morfolégicas entre los organismos de las tres

localidades de Ficimia hardyi analizando 25 caracteres con pruebas estadisticas.

Estandarizar la técnica de extraccion de DNA para tejidos previamente fijados en

formol.

Determinar si existen diferencias moleculares entre las localidades de Ficimia hardyi,

con base en un analisis cladistico utilizando las secuencias del gen ND4.

Corroborar la situacion taxonémica de los organismos de las tres localidades de Ficimia

hardyi.
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AREA DE DISTRIBUCION DE Ficimia hardyi
Localidades del estado de Hidalgo

El holotipo MZFC4877 (macho) fue encontrado a 3.8 km. al Noroeste de
Zoquizoquipan, Sierra Norte de Zacualtipan, Hidalgo, a 1480 m de elevacion. Los
paratipos MZFC 4876 (macho) y MZFC 4878 (hembra) se localizaron en el mismo
poblado del holotipo solo que a 2100 m y 1800 m de elevacién, respectivamente, y el
paratipo MZFC 5328 (macho) se localizé en Puerto Hondo, poblado del municipio de

Pacula, Hidalgo a 1885 m de elevacion (Mendoza-Quijano y Smith, 1993).
Caracteristicas del area de Zacualtipan

El municipio de Zacualtipan se localiza en la Sierra Alta, que se caracteriza por
tener un suelo muy accidentado, lleno de montafas altas, cerros y barrancas, esto
proporciona ambientes muy diversos y diferentes entre si, que van desde bosque de
encino presente en zonas semifrias, hasta ambientes de matorral xeréfilo que es donde
se encontraron a los ejemplares de Ficimia hardyi, por ser zonas secas presentan
precipitaciones anuales de 427 mm y una temperatura media de 19 C° (INEGI, 1998).
La vegetacion presenta especies como: Dasylirion sp, Yucca sp, Opuntia sp y Agave sp
las cuales son cultivadas por la gente del lugar (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Tres
especimenes (MZFC 4876, MZFC 4877 y MZFC 4878) fueron localizados
especificamente en plantaciones de maguey (Agave sp) (Mendoza-Quijano y Smith,

1993; INEGI, 1998).
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Caracteristicas del area de Pacula

El ultimo organismo (MZFC 5328) se encontré en el municipio de Pacula que se
localiza al sureste de la Sierra Gorda, fue encontrado en submonte dominado por zonas
semiaridas que se distingue por una vegetacion dominada de enebro (Juniperus

flaccida; Mendoza-Quijano y Smith, 1993).

El municipio de Pacula se encuentra ubicado a una altitud sobre el nivel del mar
de 1320 m. Presenta mesetas elevadas y profundas cafiadas, se ubica en la provincia
de la Sierra Madre Oriental (INEGI, 1998). El clima es seco con una precipitacion pluvial
media de 670 mm por afo siendo su periodo de lluvias los meses de mayo y
septiembre, teniendo como consecuencia una vegetacion del tipo de matorrales. La
localidad se encuentra muy perturbada, pues existe una gran tala de arboles y cultivo
de terrenos, ademas de pastoreo excesivo de ganado caprino, ovino y vacuno. En la
localidad de arboles, como el Pinus sp, Juniperus sp y Cedrela sp (INEGI, 1998;

Rzedowski y Rzedowski, 2001).

Localidad del Guadalcazar en el estado de San Luis Potosi

El organismo XR 559 (hembra) fue recolectado en San José de las Flores (22°
44°17°°N, 100°23'24"°'W), a 1850 m de elevacion; el XR 767 (macho) en San José de
los Cervantes (22°32°55°'N, 100°27°46""W) 1588 m de elevacion; el XR 775 (hembra)
se colecto en la poblacion de El Realejo (22°40°46°" N, 100°24°52""W) a una elevacién
de 2160 m, y por ultimo los organismos ORF 114 (macho) y XR 867 (macho),

localizados también en el municipio El Realejo (22°40°46°" N, 100°22°53""W). Todas las
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areas antes mencionadas se encuentran en el municipio de Guadalcazar, San Luis

Potosi (Hernandez-Ibarra et al. 1999).
Caracteristicas del area de Guadalcéazar

El municipio de Guadalcazar, San Luis Potosi, es una zona arida que esta
comprendida dentro de la Region del Desierto Chihuahuense (Hernandez y Barcenas,
1995). Sin embargo, cuenta con parches de vegetacién de chaparral que se distinguen
por presentar arbustos perenes, pinos, encinos y robles resistentes a las sequias
(Hernandez y Barcenas, 1995). La temperatura media anual es de 18.1 C° la maxima se
presenta en el mes de mayo, la minima absoluta es de 7 C° para el mes de diciembre.
La precipitacion media anual es de 355 mm, que se distribuye de forma desigual en el
municipio de Guadalcazar, durante la temporada de lluvias el habitat puede ser
exuberante y verde, aunque la mayor parte del territorio hay sequias recurrentes, las
plantas permanecen latentes. Los organismos de la poblacién de Ficimia hardyi fueron
encontrados bajo roca en chaparral con una vegetacion predominante de encino

(Quercus sp; INEGI, 1992).

Al igual que la localidad de Hidalgo la zona se encuentra muy perturbada, por la

tala inmoderada y cultivo de terrenos, ademas de pastoreo excesivo.
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MATERIAL Y METODO:

Caracteres morfolégicos

Se revisaron un total de nueve ejemplares para las tres localidades donde se

distribuye Ficimia hardyi. Para el estado de Hidalgo se revisé el holotipo y tres paratipos

de las localidades de Zacualtipan y Pacula, los cuales se encuentran depositados en el

Museo de Zoologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México y para el estado

de San Luis Potosi se revisaron cinco organismos que se encuentran depositados en el

Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, los cuales solo

estan registrados con la clave de quien los colecto (Cuadro 1).

Cuadro 1. Los nueve organismos revisados de las tres areas donde se distribuye Ficimia hardyi

Localidad Clave de registro Depositado en: Sexo Estadio
Zacualtipan, Hidalgo holotipo MZFC 4877 Museo de Zoologia Facultad de Ciencias UNAM Macho Adulto
Zacualtipan, Hidalgo paratipo MZFC 4876 Museo de Zoologia Facultad de Ciencias UNAM Macho  Adulto
Zacualtipan, Hidalgo paratipo MZFC 4878 Museo de Zoologia Facultad de Ciencias UNAM Hembra Adulto
Pacula, Hidalgo paratipo MZFC 5328 Museo de Zoologia Facultad de Ciencias UNAM Macho Adulto
Guadalcézar, San Luis Potosf XR 775 Instituto de Biologia UNAM Hembra  Adulto
Guadalcéazar, San Luis Potosi XR 559 Instituto de Biologia UNAM Hembra Adulto
Guadalcazar, San Luis Potosf XR 767 Instituto de Biologia UNAM Macho Cria
Guadalcéazar, San Luis Potosi ORF 114 Instituto de Biologia UNAM Macho Adulto
Guadalcazar, San Luis Potosi XR 867 Instituto de Biologia UNAM Macho  Adulto
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Se reviso previamente el trabajo de Ramirez-Bautista et al. (1999), en el cual, se
realiza un analisis de los caracteres diagnosticos de Ficimia hardyi, asi como una
descripcién detallada de diez medidas de la cabeza de los organismos, en dicho trabajo
no estan agregados los organismos ORF 114 y XR 867, probablemente porque fueron
colectados después de la publicacion, por lo cual el presente trabajo realiza una nueva
revision a los organismos de las tres localidades agregando para la localidad de San
Luis Potosi los dos antes mencionado, ademas de que no se agregan las medidas de la
cabeza, por no considerarlos diagndsticos para la especie, en su lugar se considera
otros caracteres para enriquecer la descripcion de los organismos de las tres
localidades los cuales se mencionan Cuadro 2 . Esta nueva revision morfologica a los
nueve organismos de la especie de Ficimia hardyi, se realiza con el fin de

complementar los resultados moleculares y hacer mas completo el estudio.

Debido a la poca cantidad de organismos colectados hasta la fecha para Ficimia
hardyi, y con el fin de hacer mas detallado y completo el estudio, se visito en repetidas
ocasiones las tres localidades donde se tiene registrada la presencia de la especie,
para capturar mas organismos, sin embargo, no se colecto ningun otro, por lo cual, solo

se sometieron al analisis los nueve organismos antes mencionados.

El analisis morfolégico se realiz6 usando los ocho caracteres diagnodsticos de
Ficimia hardyi (ANEXO 1), aunado a 17 que se consideraron para complementar el
analisis, para tener un total de 25 caracteres morfologicos, de los cuales ocho son

cualitativos y 17 cuantitativos (Cuadro 2; Anexo 2).
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Cuadro 2. Los 25 caracteres morfologicos usados, clasificados en cuantitativos vy
cualitativos. Los representados en negritas son los caracteres diagnosticos de Ficimia hardyi.

Caracteres cuantitativos Caracteres cualitativos

1.NUmero de supralabiales 18.Frontal en contacto con:

2. Numero de infralabiales 19.Presencia o ausencia de Internasales
3. Numero de preoculares 20.Presencia o ausencia de escama Loreal
4 Numero de supraoculares 21.Escama anal dividida

5.Numero de posoculares 22.Coloracién dorsal

6. Formula temporal 23.Coloracion ventral

7. Nimero de escamas geniales 24 Coloracion de manchas dorsales

8. Niumero de escamas ventrales 25.Presencia de manchas dorsales

9. Nimero de escamas caudales
10.Hileras de escamas en el cuerpo
11. Numero de manchas dorsales
12. Numero de manchas caudales
13. Tamafio de manchas

14. Longitud total

15. Longitud hocico-cola

16. Longitud cola

17. Diametro

En este analisis morfolégico se utiliz6 un microscopio estereoscépico, un
calibrador para realizar las mediciones y como referencia para determinar la coloracién
de las manchas y de todo el organismo se utilizdé la guia de colores de tejidos
vegetales Munsell (Wilde y Voigt, 1977). En el Anexo 3 se muestra la posicion de cada

una de las escamas.
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Pruebas estadisticas

Se realizd una prueba de "t" student no pareada (ya que los datos son
independientes) con un nivel de significancia a = 0.05, para conocer si existen
diferencias significativas entre las tres localidades. Se utilizo el programa Stat Viewy 5.0
y se aplicé a los caracteres cuantitativos que presentaron variacion entre las tres areas

(Lewis, 1992).

La hipotesis nula indica que no existen diferencias significativas entre los
caracteres mencionados de las dos poblaciones y la hipétesis alternativa indica que si

existen diferencias significativas.
Caracteres moleculares

Para realizar el trabajo molecular, se extrajo tejido de los siguientes organismos: para la
localidad de Zacualtipan, Hidalgo se utilizo el organismo MZFC 5328. Para la localidad
de Pacula, Hidalgo no existié tejido preservado, por lo cual no se pudo someter a un
analisis molecular, y para Guadalcazar San Luis Potosi se utilizé el tejido del organismo
ORF 114. Debido a la falta de tejido para la localidad de Pacula, el analisis molecular
solo se realiza comparando el gen ND4 de un organismo por estado y no por localidad.
Por esta razon a lo largo de este trabajo se insiste en la importancia de preservar los
tejidos de los organismos colectados para realizar analisis mas detallados, evitando

colectar de nuevo.
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Extraccién de DNA

Se extrajo previamente DNA del organismo MZFC 5328 para las localidades del
Estado de Hidalgo el cual se encontraba congelado y en buen estado por lo cual fue
utilizado el protocolo de Medrano et al. (1990), disefiado para extraer DNA de
cantidades pequenas de tejido congelado, este método no utiliza fenol/cloroformo, sino

que utiliza cloruro de sodio para extraerlo (Goyenechea, 2000; ANEXO 1V).

El tejido de la localidad de Guadalcazar San Luis Potosi se extrajo del
organismo ORF 114 el cual se encontraba fijado en formol y almacenado en alcohol al
70%. Actualmente es muy dificil extraer DNA de un reptil en la cantidad y calidad
necesaria para ser secuenciado, por lo cual fue necesario llevar a cabo cuatro

protocolos de extraccion y realizar modificaciones para asi estandarizar la técnica.

El Protocolo de Singer-Sam (1989, en Hillis et al. 1996) tiene como reactivo
principal la resina quelante de intercambio idnico tipo Chelex 100. Originalmente se
utilizaba para extraer material genético de tejidos preservados en museos donde la

mayoria de los organismos eran mamiferos (ANEXO V).

La técnica de Eckerman y Walsh (1997) es utilizada en tejidos de reptiles fijados
en 10 % de formol y agua, o 70% de etanol. Es una modificacién del protocolo utilizado
por Singer-Sam (1989, en Hillis et al. 1996). Las modificaciones a este protocolo son a
nivel de tiempo de incubacion del tejido, temperatura, asi como la incorporacion de

proteinasa K para realizar la lisis del tejido (ANEXO V).

El método propuesto por Shiozawa et al. (1992), esta desarrollado para extraer

DNA de tejidos fijados de salmoén (Oncorhynchus clarki), utiliza tejidos que fueron
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fijados de 1926 a 1981 obteniendo cantidades de DNA suficientes para amplificar, los
tejidos que fueron utilizados para la extraccion son: musculo, higado e intestino
(ANEXO V). Entre los reactivos principales para llevar a cabo este protocolo esta
RNasa y extracciéon de Fenol/Cloroformo, para este protocolo se tuvo que equilibrar

previamente el fenol (ANEXO VII).

Se utilizé el Kit QlAamp Tissue Extraction (Quiagen, Chatsworth, CA. USA.)
propuesto por Chase et al. (1998). Este protocolo se aplicé para moluscos previamente
fijados y se pudo extraer DNA para amplificar 557 pb del gen 16S (Chase et al. 1998;

ANEXO V).
Electroforesis

Para visualizar si se logr6 obtener DNA en cada uno de los protocolos
mencionados, se realizé una electroforesis. Considerando que el gel es una red
compleja de moléculas poliméricas y la distancia que el DNA migra a través de él,
refleja el tamafo de la muestra (Scragg, 2000), es importante variar las concentraciones
de agarosa, de 1.2 % hasta 9% con Buffer TB, debido a que en los tejidos fijados el
DNA se encuentra degradado por lo cual las muestras no son muy grandes (Chaw et

al., 1980). En cada muestra se coloco 4 ul de bromuro de etilo.
Amplificacion del gen ND4

La amplificacion del gen ND4 se realizé utilizando la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) usando los "primer" ND4 de izquierda a derecha es:
CCTATGACTACCAAAAGCTCATGTAGAAGC y de su complemento de Leucina es:

CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA (Arévalo et al., 1994).
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Las reacciones de PCR consistieron en 25 ciclos iniciales a una temperatura de
desnaturalizacion de 95 °C por 5 minutos, de acoplamiento a 94 °C por 30 segundos, y
de extensién a 50 °C por 45 segundos, seguido de otros 25 ciclos con las siguientes
temperaturas 72 °C por un minuto y 72 °C por 10 minutos. Dichas reacciones se
realizaron en un termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, California). Las reacciones fueron realizadas en un volumen
total de 33 pl usando: 1.42 ul de Primer ND4 (5'-3') a una concentracién de 50 pmol,
1.42 ul de primer Leucina (3'-5') a una concentracion de 50 pmol, 4.2 pl MgCl 25mg,
57 ul de dANTP 25mg (GeneAmp dNTP’s, Applied Biosystems-Roche Molecular
Systems Inc. New Jersey USA.), 2.5 ul de Taq polimerasa (Ampli Tag DNA polymerase
Concentracién 5 unidades/ pl Applied Biosystems), 7 ul de Buffer 10Xy 52,1 ul de agua

destilada.

Se corrido 2 pl de los productos en un gel de agarosa al 9% para verificar la
calidad y cantidad del fragmento amplificado. Se visualizé agregando 5 ul de bromuro
de etidio al gel y mediante un transiluminador de luz ultravioleta. El tamafo del
fragmento amplificado fue alrededor de 650 pb. La purificacion de los productos
amplificados de doble cadena se realizé con el Kit: QIAquick PCR Purification Kit

(QIAGEN).
Reaccién de Secuenciacién

Las reacciones de secuenciacion se realizaron con los productos de PCR. Los
"primer" utilizados fueron ND4 y Leucina (Arévalo et a. 1994). Se realizaron 25 ciclos

con las siguientes temperaturas: 96°C por diez segundos, 50°C por cinco segundos y
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60°C por cuatro minutos. Los productos de la reaccidbn de secuenciacién se

precipitaron con acetato de sodio.

Se utilizdé un secuenciador automatico de capilar modelo ABI PRISM 310 Genetic
Analyser (Applied Biosystems). La corrida se realizé con un capilar de 47 cm aplicado a
las siguientes condiciones: tiempo de inyeccion: 60 segundos, voltaje de inyeccion: 2kV,

voltaje de corrida: 15 kV, temperatura: 50°C y tiempo de corrida: de 45 minutos
Eleccion de grupos externos

Para la eleccién de los grupos externos se reviso el trabajo elaborado por
Goyenechea (2000), donde realizé un analisis cladista del grupo de pequefas culebras
de Norteamerica, donde esta incluido el género Ficimia. El primer grupo externo que se
eligio fue la especie Sympholis lippiens, ya que utilizando las secuencias de DNA de los
genes ND4 y16S obtuvo un clado bien definido de la monofilia de Ficimia y Sympholis
(Goyenechea, 2000). Y la segunda especie fue Gyalopion canumm que en el mismo

analisis es el grupo externo de la monofilia de Ficimia y Sympholis (Goyenechea, 2000).
Andlisis filogenético

Las secuencias de nucledétidos obtenidas fueron alineadas manualmente con el

programa “BioEdit Sequence Alignment Editor” (Hall, 1999).

El analisis filogenético se realizé con el programa PAUP* 4.0B8 de Windows
(Swofford, 2003) en donde se analizaron las secuencias obtenidas de las dos

poblaciones de Fimia hardyi junto con los dos grupos externos.
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Se realizé un analisis de maxima parsimonia incluyendo todos los caracteres
informativos, y los polimorfismos. Se elaboré un analisis heuristico, con 1000 replicas y
se evallo la robustez del arbol de los resultados con el indice de decaimiento “decay”
de Bremer (1994; Morrone, 2000) que se basa en revisar el numero de pasos
requeridos para que una rama del cladograma se colapse. Una rama fuertemente
soportada perdurard en un mayor numero de series en contraste a una rama
pobremente sustentada la cual debera colapsarse antes. Al arbol resultante del
consenso estricto se le aplicé un analisis “bootstrap” (Felsenstein, 1985) con 100
replicas. Este analisis se basa en la eliminacion al azar de la mitad de los caracteres de
la matriz de datos y la duplicacién de los restantes, de esta manera se obtiene una
nueva matriz del mismo tamafo la cual se utiliza para obtener el o los clados mas
parsimoniosos. Este procedimiento se repite un numero determinado de veces y las
veces de aparicion de un componente se considera un indice de soporte. Ambos

analisis son pruebas estadisticas que determinan la confianza de los resultados.
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RESULTADOS
Caracteres morfolégicos

Se encontraron variaciones en 13 caracteres de los 25 revisados, de los cuales

10 son cuantitativos y 3 cualitativos (Cuadro 3; ANEXO 2).

Cuadro 3. Caracteres cualitativos y cuantitativos en donde existieron variaciones en la
comparacion de los organismos de las tres areas donde se distribuye F. hardyi.

Caracteres cuantitativos Caracteres cualitativos
Escamas geniales Escama anal dividida

Hileras de escamas en el cuerpo Coloracion dorsal

Numero de escamas ventrales Coloracion de manchas dorsales

Numero de escamas caudales
Numero de manchas dorsales
Numero de manchas caudales
Tamano de manchas caudales
Longitud total
Longitud cola

Diametro

Escamas geniales: En los organismos de las dos areas de Hidalgo,
Zacualtipan y Pacula, las escamas geniales estan presentes en dos pares, fusionadas

(Figura. 7).
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Figura 7. Escamas geniales en tono gris, de los organismos de las localidades del estado de
Hidalgo.

En la localidad de San Luis Potosi las escamas geniales se encuentran el primer
par fusionado y el segundo dividido por una escama (Figura 8), excepto en el
organismo XR 775 hembra que presenta el primer par fusionado y el segundo dividido
por dos escamas(Figura 9). Las variaciones encontradas en este caracter son
consideradas significativas ya que en el analisis estadistico se obtuvo un valor de P=

0.024 (ANEXO 2; Fig. 10).

El primer par fusionado

El segundo par dividido por una
escama

Figura 8. Escamas geniales en tono gris, de los organismos de la localidad de San Luis Potosi,
el primer par fusionado y el segundo dividido por una escama

El primer par fusionado

El segundo par dividido par
dos escamas

Figura 9. Escamas geniales en tono gris, del organismos XR 775 hembra de la localidad de
Guadalcazar San Luis Potosi, el primer par fusionado y el segundo dividido por dos escamas.
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Figura 10. Numero de Escamas Geniales de las tres localidades, muestra una diferencia
significativa.

Hileras de escamas en el cuerpo: en las tres localidades los organismos
presentaron 17 escamas en la hilera de la parte anterior de los organismos, 17 para la
parte media y 17 para la parte posterior, pero en ambas existi6 un organismo que no
cumplié con este patron. Para Hidalgo el organismo MZCF 5328 (macho) con 17-17-15
escamas y para San Luis Potosi el organismo XR 559 (hembra) con 17-17-16
escamas, en amabas areas la variacion se presentd en las escamas de la parte
posterior y en sexos distintos. Las variaciones presentes en este caracter resultaron no

significativas por el analisis estadistico (ANEXO 2).

Numero de escamas ventrales: los intervalos de los organismos de las
localidades de Hidalgo fueron de 140 escamas para hembras y de 130 a 136 para
machos. Para San Luis Potosi, las hembras presentan menor numero de escamas
ventrales de 135 a 139 y en los machos el intervalo se amplia de 126 a 136, aunque es
evidente la variacion entre los organismos de las tres localidades, en el analisis
estadistico se obtuvo un valor de P= 0.507 (ANEXO 2), por lo cual no se considera una

diferencia significativa.
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Numero de escamas caudales: en las localidades de Hidalgo los machos
presentaron un intervalo de 44 a 46 escamas y para las hembras fue de 40, con lo que
respecta a San Luis Potosi los machos presentaron intervalos de 36 a 38 y las
hembras de 33 escamas, es evidente que los organismos de las localidades de Hidalgo
tienen mas escamas caudales en ambos sexos (ANEXO 2), los resultados del
estadistico confirman que esta variacidon es significativa obteniendo un valor de

P=0.001 (Figura 11).
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Figura 11. Numero de Escamas caudales en los organismos de Ficimia hardyi, en las tres
areas. El error estandar no es muy grande en las tres localidades lo que permite ver la amplia
diferencia entre ella.

Numero de manchas dorsales: los organismos de las localidades de Hidalgo
presentaron un intervalo en hembras de 43 manchas y de 43 a 47 en machos, para
San Luis Potosi las hembras tienen de 49 a 51 manchas y los machos de 45 a 50
(ANEXO 2). En la localidad de San Luis Potosi los organismos presentaron mas
manchas caudales en ambos sexos y en el estadistico obtuvo un valor de P=0.014, por

lo cual esta variacion es significativa (Figura. 12).
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Figura 12. Numero de Manchas Dorsales de los organismos de las tres localidades. Las tres
localidades mantienen una separacion de sus respectivos errores estandar, existiendo una
diferencia significativa.

Numero de manchas caudales: los organismos de Hidalgo presentaron un
intervalo en hembras de 18 manchas y para machos de 17 a 22. Para San Luis Potosi
las hembras tienen de 15 a 16 manchas y los machos de 16 a 18 (ANEXO 2). En
Hidalgo los organismos presenta mas manchas caudales para ambos sexos, pero
dicha variacion no es significativa ya que en analisis estadistico obtuvo un valor de P=

0.053.

Tamano de manchas: Las manchas de todos los organismos de las areas del
estado de Hidalgo tienen un largo de dos escamas, al igual que los organismos de San
Luis Potosi con excepcion de XR 775 (hembra) y ORF 0114 (macho), en donde las
manchas son mas grandes, de 3 escamas de largo (ANEXO 2). En el estadistico se

obtuvo un valor de P=0.070, lo que indica que las diferencias no son significativas.

Mediciones: En las cuatro medidas obtenidas longitud total, longitud hocico- cloaca,
longitud de cola, y diametro, existié variacion, pero tomando en cuenta que no se

analizaron los mismos estadios de las tres localidades, ya que se analizaron
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organismos adultos, juveniles y una cria, no se pudo observar si existia variacion clinal
y los resultados del estadistico confirman lo anterior ya que ninguna de las mediciones

present6 diferencia significativa (ANEXO 2).

En cuanto a los caracteres cualitativos, las manchas dorsales de las areas del
estado de Hidalgo presenté tonalidades mas obscuras que iban de tonos pardos
oscuros al negro, mientras que en los organismos de San Luis Potosi eran tonalidades
pardas claras y grisaceas. En la coloracion dorsal no existi6 mucha variacion, en las
tres localidades, presentaron colores que iban del pardo claro al obscuro y el organismo
MZCF 4876 de Hidalgo presentd un color grisaceo al igual que el organismo XR 867 de
San Luis Potosi (ANEXO 2). La variacion en la coloracion del cuerpo y de las manchas
entre las dos poblaciones probablemente se deba a la coloracion del sustrato donde fue
encontrada. Es importante recordar que los ambientes donde se distribuye esta especie
tienen caracteristicas distintas. Para las areas de Hidalgo los organismos fueron
encontrados en matorral xeréfilo en plantacién de Agave en donde las condiciones son
aridas. Para San Luis Potosi las condiciones ambientales son mas humedas ya que

fueron encontrados en bosque de encino (Quercus; Mendoza-Quijano y Smith, 1993).

Por ultimo la escama anal de la especie Ficimia hardyi se encuentra dividida (Figura 13
a). Sin embargo en la poblacion de San Luis Potosi, el organismo XR 775 (hembra)

presenta la escama anal totalmente fusionada (Figura 13b).
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Figura 13. Escama anal, a) escama anal dividida y b) escama anal fusionada
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Los 10 caracteres cuantitativos donde existio variacion se analizaron con una prueba de
‘1" studet no pareada (Cuadro 4). Como ya se menciono los tres caracteres que
presentaron diferencias significativas entre las dos poblaciones son: escamas geniales
(t=3.02; gl=6; P= 0.024), numero de escamas caudales (=10.642; gl=7; P= 0.001),

numero de manchas dorsales, (t=-3.274; gl=7; P=0.014).

Cuadro 4. Valores de "t de student" obtenidos de los organismos de las tres areas registradas para
Ficimia hardyi con a= 0.05. Con letra en negrita se indican los caracteres donde se encontraron
diferencias significativas. Escamas geniales, nUmero de escamas caudales y numero de manchas

dorsales.
Caracteres donde existio variacion F. hardyi Hidalgo vs F. hardyi San Luis Potosi
Numero de escamas ventrales 0.507
Numero de escamas caudales 0.001
Numero de manchas dorsales 0.014
Numero de manchas caudales 0.053
Escamas geniales 0.024
Tamano de las manchas 0.070
Hileras de escamas en el cuerpo 0.055
Diametro 0.905
Longitud hocico-cloaca 0.080
Longitud de cola 0.051
Longitud total 0.107

Protocolos de extraccién de DNAmt para tejidos fijados

Se obtuvo la secuencia del gen ND4 (Anexo VIII), del organismo MZCF 5328
para el estado de Hidalgo utilizando el protocolo de Medrano et al., 1990, (Anexo V).
Por lo que respectar estado de San Luis Potosi el organismo ORF 114 se llevaron a
cabo 4 protocolos de extraccion para tejidos fijados en formol y preservados en alcohol
al 70%, por lo cual se presentan las modificaciones y resultados de la experimentacion
con cada uno de ellos (Cuadro 5).
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En el protocolo de Singer-Sam (1989 en Hillis et al. 1996), se observd que el
tiempo de 45 minutos que se propone para que se degrade el tejido, no es suficiente.
Modificacién: Se crearon intervalos de tiempo mas largos, se dejo el tejido hasta 6
horas en lisi, manteniendo siempre constante los 56° C de temperatura. No se altero la
temperatura, ya que entonces existirian dos modificaciones importantes a este
protocolo, provocando muchas variables. Posterior a este paso el protocolo indica
volver a incubar el tejido a una temperatura de 95° C por 15 minutos para terminar de
degradar el tejido restante, sin embargo, el tiempo fue de nuevo insuficiente, asi que se

prolongo hasta 2 horas.

Resultado: No se logré degradar en su totalidad el tejido, por lo cual, al correr la
electroforesis, no se obtuvieron bandas. Es importante mencionar que por ser el primer
protocolo realizado, se incubd el tejido en bafo Maria, observando que no es
recomendable ya que el cambio de temperatura solia destapar el tubo eppendorf,
alterando la muestra, por lo cual se optd por la utilizacién del bloque térmico para los

posteriores protocolos.

El Protocolo de Shiozawa. et al (1992) fue utilizado originalmente en tejidos que
estuvieron fijados por largos periodos de tiempo, y obtuvieron cantidades de DNA
suficientes para amplificar. Sin embargo, la cantidad total al incorporar todas las
soluciones era de 15 ml y el protocolo pedia que se centrifugara a una velocidad de
10,000 rpm, pero en el laboratorio no se cuenta con una centrifuga que alcanzara esa

velocidad con esa cantidad de solucion.
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Modificacion: Como alternativa se bajo a 10 veces la cantidad y concentracion de cada

reactivo para asi utilizar la microcentrifuga.

Resultado: Se realizaron muchos cambios a este protocolo dando como resultado que

no se obtuviera material genético.

Se siguio al pie de la letra la metodologia del Kit QlAamp DNA Mini QIAGEN, se
obtuvieron unas ligeras bandas al realizar la electroforesis, pero después de la
purificacion los resultados fueron negativos, se intento por varias ocasiones sin éxito,
por lo cual se considera que este Kit no funciona para tejidos fijados, probablemente
debido a lo degradado que se encuentra el material genético. El disefio de este Kit es
muy especifico, funciona de manera efectiva con tejidos de reptiles que se encuentran
frescos o congelados, por este motivo se decidié no modificarlo, ya que existen muchas

variantes.

Como ya se ha mencionado el protocolo de Eckerman y Walsh (1997), es una
modificacion al propuesto por Singer-Sam (1989 en Hillis et al. 1996). Este protocolo ya
se habia utilizado para tejidos de reptiles pero el mismo autor menciona que los

resultados son inconstantes y no siempre se obtiene material genético.

Modificacion: Se enjuagé el tejido con agua destilada hasta en 10 ocasiones, previas al
protocolo, esto permite eliminar gran parte del alcohol y formol. Posteriormente se
aumento las concentraciones de Chelex 100? a 600 pl y proteinasa k 6.5 ul de, y se
incubo durante toda la noche, no se puso limite de tiempo ya que se espero hasta que
se degradara el tejido. Sin embargo al correr las primeras muestras no se observd
ninguna banda en la electroforesis. Por el tiempo que tenian de fijados los tejidos, la
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cantidad DNA seria mucho menor que la obtenida en tejidos frescos, por lo cual se
modifico la concentracién de agarosa en el gel y se aumentd la cantidad de muestra

colocada en los pozos de 2 yl a 2.5 pyl o hasta 3 pl. Esta modificaciéon se realizé

pensando en que si realmente el protocolo era exitoso las concentraciones de material

genético serian bajas y degradadas.

Resultado: con las modificaciones realizadas, fue el Unico protocolo que permitio
obtener la secuencia del gen ND4 del organismo ORF 114 para la poblacién de San
Luis Potosi (Anexo VIII). Las modificaciones permitieron ver bandas en los pozos
después de correr la electroforesis, incluso después de la purificacién lo que nos indica
que efectivamente se puede obtener DNA. En el Anexo V se presenta el protocolo
original y en el Anexo VI el protocolo ya estandarizado para los tejidos fijados resultado

de este trabajo.
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Cuadro 5. Protocolos que se realizaron para obtener material genético de tejidos fijados en formol y preservados en alcohol al 70%.*Protocolo

modificado obteniendo datos positivos.

Caracteristicas del
Protocolo

Singer-Sam (1989 en
Hillis et al., 1996)

*Eckerman y Walsh (1997)

Shiozawa et al.,(1992)

Kit QlAamp Chase et

Grupo biolégico en el
gue fue utilizado

Tejido en el que fue
utilizado
originalmente

Reactivo Principal
Tiempo de

degradacion del tejido

Modificacion principal
gue se realizé

Se obtuvo material
genético

Tejido de mamiferos

Musculo

Chelex 100°

No se degrada el tejido
en los 45 minutos que
indica el protocolo

Se aument6 hasta 6
horas el tiempo de
digestion del tejido

No, no aparecieron
bandas en la
electroforesis

Tejido de reptiles

Higado y Musculo

Chelex 100° y Proteinasa K

Se dejo el tejido cerca de 24
horas en proceso de
degradacion

Se enjuago con agua destilada
el tejido. No se puso limite de
tiempo para la digestion del
tejido, se duplicaron las
concentraciones de Chelex y
proteinasa K

Si el suficiente para secuenciar
650pb

Tejido de ave y peces

Higado y Musculo

Extraccion de formol-
cloroformo y RNasa

Las doce horas que indica el
protocolo son insuficientes
para la degradar el tejido

Se bajo hasta 10 veces la
concentracion de cada
reactivo

No, realmente no se se pudo
cumplir con la totalidad del
protocolo

al., (1998)
Tejidos de plantas vy
animales, frescos 0
congelados

En animales, Higado y
Musculo

Proteinasa K

El protocolo no indica un
tiempo determinado

No hubo modificaciones
se consider6 que es un
protocolo estandarizado y
especifico

Si, pero no se obtuvo
suficiente material
genético para realizar
PCR

50



Andlisis filogenético de Ficimia hardyi

Se obtuvo una matriz con las dos secuencias del gen ND4 la cual tuvo una
longitud de 650pb. En el andlisis filogenético de los 650 caracteres totales, 525 fueron
constantes, 165 fueron variables, de estos 60 fueron informativos y 105 fueron no
informativos (autapomorfias). En los porcentajes obtenidos de las bases nitrogenadas
(Cuadro 6), se observa que al comparar las localidades de Ficimia hardyi los
porcentajes son muy similares en ambas secuencias: en Adenina el estado de Hidalgo
presenta unas milésimas de mas, en Citosina San Luis Potosi presenta unas
centésimas de mas, en Guanina San Luis Potosi presenta unas milésimas de mas y por
ultimo Timina en donde Hidalgo presenta unas centésimas de mas. Los dos grupos
externos Gyalopion canum y Sympholis lippiens presentaron diferencias en todas las
bases en relacion a los dos estados donde esta representada F. hardyi, pero al
compararlos entre si presentaron mas diferencias en Citosina y Timina en donde
Gyalopion canum y Sympholis lippiens presentaron tres centésimas de mas

respectivamente.

Cuadro 6. Frecuencia de bases nitrogenadas para los taxones de Ficimia hardyi y los dos grupo
externos Gyalopion cannum y Sympholis lippiens.

TAXON A C G T
Ficimia hardyi de Hidalgo .339 .263 121 277
F. hardyi de San Luis Potosi .333 .280 125 .261
Gyalopion canum .350 270 116 257
Sympholis lippiens .355 247 115 .283
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La busqueda heuristica con 1000 replicas, encontré 1 arbol mas parsimonioso,
con una longitud de: 264 pasos, un indice de consistencia= 0.9242, un indice de
consistencia excluyendo los caracteres no informativos de= 0.7500 y un indice de
retencion de= 0.6667. El cladograma obtenido (Figura 14), sustenta la monofilia entre
los estados donde se distribuye Ficimia hardyi, pero no queda resuelta la relacion de los

dos grupos externos Gyalopion canum y Sympholis lippiens.

Ficimia hardyi de
HIDALGO

Ficimia hardyi de
SAN LUIS POTOSI

Gyalopion canum

Sympholis lippiens

Figura 14. Cladograma obtenido a partir de los datos del gen ND4 con niumero de paso=264
(1.C.=.9242, 1.R.=.6667).

Al realizarse el andlisis de bootstrap con 1000 réplicas, se obtuvo un valor del 100%
para el nodo de las localidades de Ficimia hardyi, y se realizé un indice de decaimiento
el cual obtuvo un valor de 14 (Figura 15), esto indica que relacion entre las localidades
de Ficimia hardyi es robusta. En cuanto a los grupos externos la utilizacion del gen ND4
no es suficiente para determinar la relacidbn entre estos dos taxones ya que el

cladograma no esta resuelto.
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Ficimia hardyi de

HIDALGO
100
14
Ficimia hardyi de
SAN LUIS POTOSI
Gyalopion
Sympholis

Figura 15. Cladograma obtenido a partir de los datos del gen ND4 con numero de paso=264
(1.C.=.9242, I.R.=.6667). En la parte superior de las ramas se muestra los valores obtenidos por
el “bootsrap”y en la inferior los obtenidos por el indice de decaimiento.

Se obtuvo un filograma, este tipo de diagrama muestra las relaciones
filogenéticas entre los organismos y permite ver los cambios evolutivos entre éstos,
porque las ramas son proporcionales al nimero de cambios. La longitud de las ramas
en el filograma (Figura 16) indica que el gen ND4 es variable entre las localidades de
Ficimia hardyi, encontrando que los organismos del estado de Hidalgo tienen mas sitios
de cambio en comparacion con los de San Luis Potosi. Con lo que respecta a los
grupos externos, Gyalopion canum presenta la rama mas corta lo que indica que tiene

menos sitios de cambio en comparacioén con Sympholis lippiens y Ficimia hardyi.
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Ficimia hardyi de Hidalgo

Ficimia hardyi de San Luis Potosi

Gyalopion canum

Sympholis lippiens

1- Cambios

Figura 16. Filograma del gen ND4 (650 pb, 60 caracteres in formativos L= 264 pasos,
IC.=.9242, ICexc=.7500, IR.=.6667). El largo de las ramas es proporcional al niumero de
cambios de los nucleotidos.

En el cuadro 7 se resumen los patrones de variacion para los conjuntos de datos
analizados, tanto morfolégicos como moleculares. La morfologia consiste en los datos
con un numero limitado de caracteres, en el presente trabajo solo se analizaron 25, de
los cuales solo en 13 se encontraron diferencias, que al ser evaluados con el
estadistico t de student para conocer su nivel de significancia, solo en 3 caracteres
(nimero de escamas caudales, nUmero de escamas dorsales y escamas geniales) se
encontraron diferencias significativas, por lo cual son considerados caracteres
informativos debido a que permiten ver claras diferencias entre los organismos de las
tres localidades. Debido a que son pocos los caracteres morfoldgicos informativos y con
base en la variacién que se observa en muchos caracteres, se considera que existe un
alto numero de polimorfismos, es decir, la presencia de mas de un estado para un

caracter.
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Por esta misma razén el andlisis filogenético no incluye a los caracteres
morfolégicos, debido a que resulta problematico codificar los caracteres polimorficos
debido a la falta de algoritmos computacionales, y por la poca cantidad de organismos

analizado, no es viable realizar este tipo de analisis.

Cuadro 7. Variacién de caracteres. CC= Conjunto de caracteres, #C= NUmero de caracteres,
SV= Sitios variables, SI= Sitios infornmativos, A= Porcentajes de A, C= Porcentajes de C, G=
Porcentajes de G y T= Porcentajes de T.

CcC #C SV SI A C G T
Morfologia 25 13 3
ND4 650 165 60 34 .26.5 115 26.5

Los datos moleculares tuvieron mayor cantidad de sitios informativos un total de

60 que son cerca del 10% del total de caracteres moleculares analizados.

Al analizar las diferencias entre pares de bases se observa que la mayor
variacion entre F. hardyi de Hidalgo y F. hardyi San Luis Potosi se localiza en las bases
nitrogenadas idénticas AA, CC, GG y TT incluso las diferencias son mayores a las
encontradas en la comparacion de F. hardyi con Gyalopion canum o Sympholis lippiens

(Cuadro 8).
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Cuadro 8. Diferencias entre pares de base. ti= transiciones, tv=transversiones. Los nimeros en
negritas muestra los caracteres donde existi6 mas diferencia.

ti tv idénticas
TAXONES AG CT CA AT CG GT AA cC GG TT
F. hardyi Hidalgo vs F. hardyi San Luis Potosi 5 16 3 3 1 1 237 177 85 176
F. hardyi Hidalgo vs Gyalopion canum 5 13 10 7 3 6 236 171 73 167
F. hardyi Hidalgo vs Sympholis lippiens 9 32 22 10 8 8 216 135 65 162
F. hardyi San Luis Potosi vs Gyalopion canum 6 18 14 9 4 5 229 174 74 161
F. hardyi San Luis Potosi vs Sympholis lippiens 9 36 24 13 7 8 213 143 65 155

La matriz de distancias “p”, indica la proporcién de sitios de nucleétidos donde

las cuatro secuencias comparadas son diferentes. El valor obtenido entre las

secuencias de las localidades de Ficimia hardyi es de 0.10000 (Cuadro 9), siendo éste

el valor mas bajo de las cuatro secuencias analizadas, lo que significa que en

comparacion los grupos externos existen pocos nucledtidos que cambian entre las

localidades de F. hardyi, y la mayor diferencia se presento entre Ficimia hardyi de San

Luis Potosi y Sympholis lippiens con un valor de 0.23086.
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Cuadro 9. Matriz de distancia “p”. En negritas se resalta el valor de “p” para los pares de

especies comparados, en donde el valor es el mas pequefio.

1 2
F. hardyi Hidalgo
F. hardyi San Luis Potosi .10000
Gyalopion canum 13733 .14933
Sympholis lippiens .22819 .23086

.18418
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DISCUSION

Variacion de los caracteres morfolégicos en las localidades de Ficimia hardyi.

Actualmente existen pruebas estadisticas que buscan resolver el problema de
delimitar dos 0 mas poblaciones que aparentemente pertenecen a la misma especie, ya
sea utilizando caracteres morfolégicos o caracteres moleculares (Wiens y Servedio,
2000; Sites y Marshall, 2003), para llevar a cabo dichos analisis el tamafio de la
muestra juega un papel muy importante, ya que es claro que entre mas individuos de
una poblacion se analicen méas informacion se tendra sobre el fenotipo y genotipo de las
poblaciones (Sites y Marshall, 2003). Aunque por las caracteristicas de algunos grupos
biolégicos es complicado tener una muestra suficientemente grande, debido a lo dificil
que es su captura o al estado vulnerable que guardan sus poblaciones (Navarro y

Llorente, 1991).

Ficimia hardyi es una especie constituida por individuos de tallas pequefias de no
mas de 30 cm, de habitos excavadores, por lo cual pasan la mayor parte del tiempo
bajo rocas o enterrados, y ya que se alimentan de arafias o ciempiés no requieren salir
a la superficie con mucha frecuencia (Conant y Collins, 1991b; Behler, 1991; Ramirez-
Bautista, 1999), aunado a lo anterior, es considerada una especie escasa en las areas
donde se distribuye (Mendoza-Quijano y Smith, 1993; Ramirez-Bautista, 1999), y hasta
la fecha no se ha realizado ningun trabajo que intente recolectar la mayor cantidad
posible de organismos para conocer la situacion en la que se encuentran sus
poblaciones. Por ello cada uno de los organismos se considero como un representante
de una localidad y no como una poblacion. Esto no permite realizar las pruebas

estadisticas sugeridas por algunos autores, ya que los resultados obtenidos serian muy
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sesgados y poco reales. Por lo cual el analisis de los caracteres morfoldgicos realizado
en las areas de Ficimia hardyi en este trabajo, se robustecié con la utilizacion de un
andlisis estadistico mas sencillo como la t de student, el cual permite determinar si las

diferencias entre dos grupos comparados son significativas (Lewis, 1992).

Al realizar la revision morfolégica de los ejemplares se encontré que el holotipo
MZCF 4877 y el paratipo MZCF 4876 de las localidades del estado de Hidalgo, que se
encuentran en el Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera”, se encuentran muy dafiados
de la parte de la cabeza, debido a que murieron atropellados, por lo cual se puede
prestar a confusiones a la hora de tomar mediciones o las caracteristicas de las
escamas de la cabeza. En este trabajo se considerd esta variacion y, como se puede
observar en el Anexo Il, se marcan con un asterisco los caracteres que no se aprecian

con claridad.

Se encontré una variacion de mas del 50% en los 25 caracteres morfolégicos
analizados, si bien estos resultados no son concluyentes por el tamafio de la muestra,
si permiten ver la gran variacion que existe entre los organismos de las tres localidades,
esto también se refleja en el alto nimero de polimorfismos presentes (la presencia de
mas de un estado para un caracter), ya que solo tres caracteres fueron informativos:
namero de escamas ventrales, nimero de manchas caudales y numero de escamas
geniales, en los cuales las variaciones resultaron ser significativas con base en el
estadistico utilizado. El tamafio de la muestra de las tres localidades no permite dar una
explicacion clara a estas variaciones. Se ha sugerido que Ficimia hardyi es una especie
con mucha plasticidad genética (Ramirez-Bautista, 1999), o se puede sugerir también

que las localidades estén en un proceso de especiacion, debido a que las
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caracteristicas geograficas donde se encuentran distribuidas podrian favorecer a la
separacion de la especie debido a que las localidades se encuentran dentro de la Zona
de Transicion que es una area con una mezcla de elementos bidticos que permite la

especiacion de muchos grupos biolégico.

Este trabajo se basa en el concepto de especie “filogenético” (Cracraft, 1992;
Nixon y Wheeler, 1990;) y aunado a la propuesta de Davis y Nixon (1992) quienes
sugieren que para cualquier conjunto de datos, dos poblaciones que no se distingan
entre si se asignaran a la misma especie, aun si dos poblaciones son diferentes pero si
estas diferencias se observan debido a polimorfismos seran consideradas de la misma
especie, bajo estos argumentos y el niumero de polimorfismos presentes en este
andlisis, se determina que pese a la variacion encontrada entre en los organismos de
las tres localidades, las tres pertenecen a misma especie Ficimia hardyi, con lo cual
este trabajo apoya los resultados obtenidos por Ramirez-Bautista et al.,(1999). Sin
embargo, este trabajo considera mas caracteres morfologicos de los ya analizados en
trabajos previos y estos son respaldados con un analisis estadistico, ademas de que no
s6lo se tomé como base la descripciéon de Mendoza-Quijano y Smith (1993), sino que

se revisaron los ejemplares de las tres localidades.

Al cotejar la evidencia geolégica de la Sierra Madre Oriental y el registro fosil del
género Ficimia, se sugiere que la Sierra Madre Oriental no es considerada una barrera
fisica para las especies del género, sino que muy probablemente la Sierra y el género
evolucionaron a la par (Holman, 1981; Ortega-Gutiérrez et al., 1990). Durante la mayor
divergencia de la familia Colubridae ocurrida en el Pleistoceno (Holman, 1981;

Goyenechea y Castillo, 2002) la Sierra ya estaba casi formada lo cual pudo haber
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favorecido la divergencia de las especies del género Ficimia que se distribuyen en los
alrededores y sobre la Sierra Madre Oriental las cuales son: F. publia, F. streckeri, F.
olivacea y F. hardyi lo que sugiere que esta zona es muy importante para el estudio no
solo de F. hardyi, sino para todo el género ya que cuatro de sus siete especies estan
representadas en esta zona (Hardy, 1990; Mendoza-Quijano y Smith, 1993; Ramirez-
Bautista et al., 1999). Al realizar una comparacion de caracteres morfolégicos entre
estas cuatro especies se ha encontrado una estrecha relacion entre F. hardyi y F. publia

(Mendoza-Quijano y Smith, 1993; Ramirez-Bautista et al., 1999).

El resolver si las variaciones morfolégicas de los organismos de Ficimia hardyi se
deben a plasticidad genética, es decir que una especie esté adaptada a distintas
condiciones sin dejar de ser la misma especie, 0 a un proceso de especiacion,
requieren de un analisis mas profundo, que se tenga la mayor cantidad de individuos
posible y se conozca la real distribucion de la especie, ya que no seria raro encontrar
que su distribucion es mas amplia de lo que se piensa ya que el género Ficimia tiene
una amplia distribucion en el centro y sur de la Republica Mexicana (Hardy, 1969;
1990). Por tal motivo este trabajo deja clara la necesidad de realizar mas trabajos de
campo para confirmar y completar la situacion geografica y filogenética de Ficimia

hardyi.

Importancia de los tejidos fijados en los analisis moleculares

La mayoria de los autores que incorporan caracteres moleculares a un estudio
filogenético, prefirieren la utilizacion de tejidos frescos o congelados, ya que con esto se

evitan dos problemas principalmente: 1. encontrar el material genético parcialmente
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degradado y 2. encontrar la muestra contaminada con DNA bacterial (Navarro y
Llorente, 1991). Ademas de que los protocolos para extraer DNA de muestras fijadas
suelen ser muy laboriosos, ya que se necesita de la preparacion de reactivos previos a
la extraccion, por mencionar un ejemplo, algunos protocolos requieren fenol equilibrado
(Hillis et al.,1996) y para esto se necesita un procedimiento mas, como se puede
observar en el Anexo VII, esto conlleva a que se requiera de muchos reactivos o que se
necesite de instrumentos de laboratorio muy especificos, tal es el caso del protocolo de
Shiozawa et al., (1992) en el cual las muestras se colocan en un tubo de centrifuga de
15 ml y son centrifugados a 10 000 rpm por 10 minutos, para este trabajo se modifico
el protocolo ya que en el laboratorio no se cuenta con una centrifuga de este tamafio y

dicha modificacion afectd de manera considerable el resultado de este protocolo.

El protocolo de Eckerman y Walsh (1997) es considerado como la base de este
analisis ya que permitié obtener mejores resultados, este protocolo ya se habia probado
en tejidos de reptiles, sin embargo, los autores menciona que su protocolo no siempre
permitia obtener secuencias. Las modificaciones principales que se realizaron a este
protocolo y que permitieron obtener material genético del tejido de Ficimia hardyi de
San Luis Potosi, son basicamente enjuagar en repetidas ocasiones el tejido antes de
iniciar el protocolo, esto permite que se elimine una gran cantidad de alcohol y formol e
incrementar la cantidad de proteinasa K y Chelex 100° ya que el problema con la
mayoria de los protocolos es que el tejido no se degradaba completamente impidiendo

la obtencion DNA.

El éxito que se tenga al utilizar tejidos en trabajos moleculares depende mucho

de la manera en que son preservados, la mayoria de los herpetélogos que realizan
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colectas en campo, fijjan y preservan a los organismos siguiendo los protocolos de
Pisani y Villa (1974) y de Casas-Andreu et al., (1991) o modificaciones de estos
(Navarro y Llorente, 1994) pero poco se habla de la preservacion de tejidos de los
cuales se pueda obtener DNA (sangre, musculo, medula 6sea o higado) a menos que
la colecta del organismos tenga como objetivo realizar una andlisis molecular, entonces
los tejidos son congelados con nitrégeno liquido o en su caso si no se cuenta con éste
el tejido se fija en alcohol absoluto, el cual no altera la muestra pero se requiere que en
el menor tiempo posible sea utilizada (Chaw et al., 1980; Hillis et al.,1996 ; Mendoza-

Quijano, 1997) .

Mientras no se dé una solucion a la extincion y fragmentacion de muchas de las
especies que se encuentran en su habitat natural, es necesario planear alternativas,
que permitan en un futuro resolver problemas taxondmicos de muchas de las especies,
utiizando meétodos moleculares, sin necesidad de capturar nuevos ejemplares y
contribuir asi a la fragmentacion de las poblaciones (Llorente y Michan, 2000). La
creacion de colecciones accesorias en donde se preservan tejidos frescos o fijados es
una alternativa viable, ya que se contaria con tejido para trabajos posteriores sin la
necesidad de volver a capturar nuevos ejemplares, ademas de que si el material se
congela a una temperatura -80°C los tejidos pueden perdurar por afios sin alterar su
estructura molecular y sin la necesidad de ser fijados, lo cual evitaria complicaciones
(Chaw et al.,, 1980; Navarro y Llorente, 1994; Hillis et al.,1996). Sin embargo,
Goyenechea y Castillo (2004), plantean la problemética que existe en la infraestructura
de las colecciones bioldgicas o al menos de las que forman parte de la REDMESO

integrada por 9 universidades del Centro-Sur de la Republica Mexicana y siete paises
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centroamericanos. Tales colecciones estan integradas solo por herbarios y colecciones
zooldgicas y en la mayoria de éstas existen deficiencias en su infraestructura y en las
cuestiones académicas, lo cual plantea un panorama dificil para la creacion de

colecciones de tejidos ya que estas requieren de una mayor inversion y mantenimiento.

Se tendra que realizar un balance para determinar que es mas costoso, seguir
realizando recolectas sin poner cuidado en la preservacion de tejidos y a la larga
contribuir a la fragmentacion de las poblaciones bioldgicas o plantear proyectos que
permitan la creacion de colecciones accesorias las cuales permitirian realizar trabajos
moleculares sin depender de la captura de nuevos organismos o de la realizacion de

técnicas costosas.

El presente trabajo ofrece una técnica la cual permite extraer alrededor de 650pb
de DNAmt obtenido de higado de serpiente, fijado en formol y almacenados en alcohol
al 70%. El tiempo que permanezcan los tejidos fijados, es un punto importante, ya que
entre mas tiempo, mas degradado se encontrara el tejido (Chaw et al., 1980). El tejido
utilizado como representante del estado de San Luis Potosi tenia de 6 afios de estar
fijado, por lo cual se puede decir que ésta técnica funciona por lo menos para tejidos

que tengan hasta 6 afos fijados.
Andlisis filogenético Ficimia hardyi
Este es el primer trabajo en el cual se consideran caracteres moleculares en un
andlisis de una especie del género Ficimia, por lo cual no se tiene ninguna secuencia

que se pueda agregar para complementar este andlisis, el cual se realizé con solo dos

secuencias, la primera de la localidad de Zacualtipan Hidalgo y la segunda de la
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localidad de Guadalcazar de San Luis Potosi. Por lo que respecta a la localidad de
Pacula Hidalgo, la mala preservacion del tejido evitd que los organismos de esta
localidad fueran secuenciados, por lo cual se tomo la decisiébn de que en el estudio
filogenético se analizara una secuencia por estado y no por localidad apoyados en el
hecho de que los organismos de Zacualtipan y Pacula presentan una variacion casi
minima en sus caracteres morfoldégicos. Se agregaron como grupos externos a las
especies Gyalopion canum y Sympholis lippiens, que estan estrechamente relacionados

con Ficimia (Goyenechea, 2000).

Como puede verse en el cladograma mostrado en la figura 9, las dos areas de
Ficimia hardyi forman un grupo monofilético. Estas relaciones muestran un valor alto
tanto en el analisis de Bootstrap (100%) como en el indice Bremer (14; figura 10) lo que
indica que es un cladograma robusto, y ambos taxones estan estrechamente
relacionados. Sin embargo al obtener un filograma mostrado en la figura 10, las ramas
de ambas localidades son de diferente tamafio, o que permite ver que es éarea de
Hidalgo tiene mas cambios evolutivos, lo cual sugiere que los organismos encontrados
en el estado de Hidalgo son probablemente mas antiguos. Esto puede traer como
consecuencia que los organismos de ambos estados estan divergiendo a tasas de
evolucion diferentes y podran en un futuro considerarse especies diferentes. En cuanto
a la relacion que guardan los grupos externos, en ambos arboles, su relacion no queda
resuelta con el gen ND4 y en el filograma es notoria la diferencia de las ramas entre
Sympholis lippiens, y Gyalopion canum, en el cual Gyalopion canum presenta menor

nimero de cambios.
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CONCLUSIONES

La especie Ficimia hardyi tiene relativamente poco tiempo de haberse descrito y
son pocos los organismos recolectados hasta la fecha. Para este trabajo, el tamafo de
la muestra fue determinante para confirmar que los organismos de las tres localidades,
la primera en Zacualtipdn, la segunda en Pacula ambas en el estado de Hidalgo
(Mendoza-Quijano y Smith, 1993) y la tercera en Guadalcazar San Luis Potosi
(Hernandez-lbarra et al., 1999) pertenecen a la misma especie, por lo cual este estudio
coincide con el trabajo de Ramirez-Bautista et al., (1999), aunque se deja clara la

existencia de una variacion considerable en los caracteres morfoldgicos y moleculares.

Los resultados obtenidos en el analisis de caracteres morfoldgicos, indican un
porcentaje considerable de variaciones, las cuales son consideradas polimorfismos, que
debido a la poca cantidad de organismos no permiten determinar si las variaciones son

suficientes para considerarlas especies distintas.

Las secuencias del gen ND4 confirman la estrecha relacion de ambas
poblaciones, pese a la distancia y caracteristicas geogréficas que las separan. El
filograma obtenido nos permite concluir que los organismos de Hidalgo tiene un mayor
namero de cambios evolutivos lo que indica que amabas localidades tienen distintas
tasas de evolucién y que probablemente se refleja en la variacion que existe en los

caracteres morfologicos.

Este es el primer estudio realizado a los organismos de Ficimia hardyi en el que
se incorporan datos moleculares, sin embargo, no se hubiera podido realizar sin la

estandarizacion de una técnica para extraer DNA de tejidos fijados. Por lo cual tomando
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como base el protocolo de Eckerman y Walsh (1997), este trabajo presenta un
protocolo para extraer DNAmt obtenido de higado de serpiente, fijado en formol y

almacenados en alcohol al 70%, con una antigiiedad de no mas de 6 afios.

Para determinar la razon de las variaciones presentes en los caracteres tanto
moleculares como morfolégicos de las localidades de Ficimia hardyi, es necesario
incorporar mas individuos y explorar los alrededores de las tres localidades. Los
resultados obtenidos en este estudio concluyen que Ficimia hardyi se distribuye en los
estados de Hidalgo y San Luis Potosi, por lo que es una especie de distribucion

restringida.
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ANEXO I. Caracteres diagnésticos de Ficimia hardyi
Holotipo: MZFC 4877
Localidad: Sierra Norte de Zacualtipan
Ausencia de escamas Internasales
Numero de posoculares: 2
Escamas geniales: 2 pares de escamas
Numero de escamas ventrales: de130 a 136 machos y hembras 140
Numero de escamas caudales: de 44 a 46 machos y hembras 40
Numero de manchas dorsales: de 43 a 47 en machos y hembras 43
Numero de manchas caudales: de 17 a 22 machos y hembra 18

Tamano de las manchas: dos escamas.

B

Figura 17. Organismo XR 867 F. hardyi de la localidad de Guadalcazar San Luis Potosi
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Figura 18. Organismo ORF 114 Ficimia hardyi con muda del estado de San Luis Potosi.

Figura 19. Organismo XR 767 cria de F. hardyi de la localidad de Guadalcazar San Luis Potosi

Figura 20. Los cinco organismos de la especie Ficimia hardyi de la localidad Guadalcazar del
estado de San Luis Potosi.
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Anexo Il. Caracteres morfolégicos analizados para las dos poblaciones de Ficimia hardyi.

Nota: Los organismos MZCF4877 y MZCF4876 de la poblacion del Estado de Hidalgo, se encuentra en malas
condiciones, por lo cual fue dificil tomar algunos caracteres y se les coloco un *. En los caracteres coloracion dorsal y
coloracién de manchas se anoto la clave del color basado en la guia de colores vegetales Munsell (Wilde y Voigt, 1977).

Ficimia hardyi del Estado de Hidalgo

Ficimia hardyi del Estado de San Luis Potosi

Zacualtipan Pacula
Caracteres MZCF4877 MZCF4876 MZCF4878 MZCF5328
morfolégicos Holotipo Paratipo Paratipo Paratipo
Macho Macho Hembra Macho
Frontal en contacto Escama Escama Escama Escama
con: Rostral Rostral Rostral Rostral
NUmero de
Supralabiales 7-T* 7-T* 7-7 7-7
Numero de infralabiales
7-7* 7-7* 7-7 7-7
Numero de preoculares
1* 1* 1 1
Numero de posoculares
2% 2* 2 2
Numero de supra
oculares 1 1 1 1
Formula temporal
1+2 1+2 1+2 1+2
Escamas geniales 2 Pares * 2 Pares 2 Pares
Internasales Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes

XR 775
Hembra

Escama
Rostral

7-7

7-7

1+2
2 Pares ¢/
2 escamas
intermedias
Ausentes

XR 767
Macho

Escama
Rostral

7-7

7-7

1+2
2 Pares ¢/
1 escama
intermedia
Ausentes

Guadalcazar

XR 559
Hembra

Escama
Rostral

7-7

7-7

1+2
2 Pares ¢/
1 escama
intermedia
Ausentes

ORF 114
Macho
“cria”

Escama
Rostral

7-7

7-7

1+2
2 Pares ¢/
1 escama
intermedia
Ausentes

XR 867 Macho
“juvenil”

Escama Rostral

7-7

-7

1+2
2 Paresc/1
escama
intermedia
Ausentes
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Loreal Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes  Ausentes  Ausentes Ausentes

NUumero de escamas
caudales 44 45 40 46 33 37 33 38 36

Escama anal dividida
Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente Presente  Presente

Coloracioén ventral Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco

Coloracion Pardo Negro Pardo Negro Pardo Pardo Pardo Pardo Pardo (Clave: 5
manchas dorsales (Clave: 5 (Clave: 5 (Clave: 5 (Clave: 5 claro (Clave: 5 YR4)
YR4) YR4) YR4) YR4) (Clave: 5 YR4)
YV2

Numero de manchas
dorsales 44 43 43 47 49 45 51 50 50
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Numero de manchas
caudales

Longitud total

Longitud

cloaca

Longitud cola

Diametro

hocico-

17

358mm

282mm

76mm

40mm

22

18

230mm

190mm

40mm

25mm

21

300mm

238mm

62mm

35mm

15

246.2mm

207.7mm

38.5mm

25mm

18

273mm

234.0mm

39mm

30mm

16

319.4mm

276mm

43.4mm

35mm

18

121.2mm

100.8mm

20.4mm

20mm

16

164.4mm

137mm

27.4mm

20mm
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Anexo lll. Diagramas donde se describe la posicion de cada una de las

escamas en las serpientes.

Supralabiales

 Infralabiales

B)

Figura 21. Descripcion de las escamas de la cabeza presentes en las serpientes. A) Vista
anterior y B) Vista lateral. Cada escama esta indicada por un nimero: 1. rostral, 2. nasales, 3.
loreal, 4. preoculares, 5. supraoculares, 6. posoculares, 7. temporales, 8. parietales, 9.
internasales, 10. prefrontales, y 11. frontal (Tomado y modificado de de: Conant y Collins,
1991a).
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Figura 22. Descripcion de las escamas de la cabeza presentes en las serpientes, vista posterior.
Cada escama esta indicada por un numero: 12. mental, 13. escamas geniales y 14. ventrales
(Tomado y modificado de de: Conant y Collins, 1991a).

Figura 23. Conteo de Hileras de Escamas en el Cuerpo de la serpiente (Tomado y modificado
de: Conant y Collins, 1991a).

Escama Anal

/
P

Figura 24. Escama anal (Tomado modificado de: Conant y Collins, 1991a).
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Anexo IV. Protocolo de extraccion para tejido congelado Medrano et al.

(1990).
REACTIVOS:

1. Buffer lisis (50mM Tris HCI, 20 mM EDTA pH 8, 1% SDS sulfato de dodecil sodio,

200mM NacCl, 1 % b mercapto etanol.)
2. Proteinasa K (10 mg/ul en agua)
3. RNAasa A (10mg/ul)
4. Cloruro de sodio 5 M
5. Etanol absoluto frio
6. Etanol al 70 %
7. Buffer1 X TE pH 8
PROCEDIMIENTO

Se colocan aproximadamente 20 mg de tejido en un tubo Eppendorf y se lava
varias veces con un 1ml de agua fria, tirando el liquido cada vez. Se agregan 550 ul de
buffer lisis, hasta que la mezcla se vea clara, inmediatamente se agrega 11 pl de
proteinasa K, el tejido se macera con ayuda de la punta de una micropipeta. Se mezcla

en el vortex y se incuba a una temperatura de 55 °C hasta que el tejido se degrada.

Una hora antes de que se termine de incubar, se agrega 5.5 pyl de RNAasa. Si
existe tejido sin degradar se puede centrifugar durante 10 minutos a maxima velocidad

y el sobrenadante (aprox. 550 pl) se trasfiere a un nuevo tubo.
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Después de centrifugar, se agrega 350 pl de cloruro de sodio 5 M y se
centrifuga 30 minutos. Luego se trasfieren 450 pl del sobrenadante a un nuevo tubo y
se le agrega 900 ul de etanol absoluto frio. Se invierte la muestra varias veces hasta
que se observan "hilos" del DNA en la solucion. Para que la precipitaciéon sea completa
las muestras se incuban a -20° C durante dos horas o toda la noche. Si se dejan toda

la noche la temperatura adecuada es de 4° C.

Se centrifugan las muestras durante 30 minutos para hacer una pastilla de
DNA, por lo tanto se tira el sobrenadante lo mas posible. Se lava la pastilla con 1 ul de
etanol al 70 % y se centrifuga a 6000 rpm durante 5 minutos. Cada vez se tira el
sobrenadante hasta secar la pastilla, las muestras se cubrieron con " Kimwipes " y se
incubaron a 37° C por 30 minutos o hasta que se seque. Se agrega 100 ul de buffer
1XTE y se incuba a 50° C por 2 horas hasta que se suspenda la pastilla por medio del

vortex.
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Anexo V. Protocolos de extraccion de DNA para tejidos fijados en formol

y alcohol.
A. Protocolo de Singer-Sam (1989 en Hillis et al., 1996)
REACTIVOS
A) 500 pl de Chelex 100 al 5% (5g / 100 uyl de agua desionizada)
PROCEDIMIENTO
1. Cortar menos de 1 mg de tejido con bisturi previamente esterilizado,

2. Trasferir a un tubo eppendorf de 1.5 ul y adicionar 500 ul de Chelex 100 al 5%

Incubar a 56° C por 45 minutos (desintegra el tejido)
3. Vortexiar de 10 a 15 minutos
4. Incubar de nuevo el tejido a 95 - 100° C por 15 minutos
5. Almacenara4°C

6. Agitar antes de realizar la PCR para resuspender la pastilla.

B. Protocolo de Eckerman y Walsh (1997)

REACTIVOS
A) De 300 pl de Chelex 100 al 5% (5 g/100pul de agua desionizada)
B) 3 ul de Proteinasa K

PROCEDIMIENTO

1. Cortar menos de 1mg. de tejido con bisturi previamente esterilizado
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2. Transferir el tejido aun tubo eppendorf de 1.5 pl

3. Posteriormente se le adiciona de 300ul de Chelex 100 al 5%

4. Se le adiciona 3 ul de proteinasa K para realizar una mejo lisis del tejido
5. Encubar durante toda la noche de 56 a 95° C

6. Mantener a una temperatura de -20° C

7. Centrifugar por 30 seg. y utilizar el sobrenadante en la PCR

C. Protocolo de Shiozawa et al., (1992).
REACTIVOS

A) Buffer TE9 (500mM Tris, 20 mM EDTA, 10 mM NaCl, pH 9)

B) SDS Dodecil Sulfato de Sodio

C) Proteinasa K (5 mg/ul)

D) Fenol equilibrado

E) Cloroformo

F) Acetato de Sodio 3 M

G) Etanol al 95% y al 70%

H) 3mM Tris, 0.2mM EDTA pH 7.2

) RNasa 20 mg/ul

PROCEDIMIENTO:
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. Se remueve 2 mm de tejido del organismo con bisturi previamente

esterilizado.

. Se coloca en 20 volimenes de TE9 durante 24 horas con dos cambios de

solucién

. El tejido se coloca en un tubo de centrifuga de 15 ml con 10ml de TE9,
0.1g de SDS Y 5 mg de proteinasa K y se puso a incubar durante 24
horas a una temperatura de 55° C. (Es importante mencionar que la
incubacion se debe realizar en un bafio Maria con movimiento para evitar

que las muestras se suspendan).

. De nuevo se adiciona 5 mg de proteinasa Ky 0.1 mg de SDS y ahora se
dejara incubar a 55° C por 50 horas para remover el tejido que aun no

asido digerido.

. Las muestras fueron trasferidas a tubos de 30 ul con un volumen igual de
fenol/cloroformo (El fenol debe estar previamente equilibrado), los tubos
se invierten varias veces para mezclar bien la solucion, posteriormente se

centrifuga a 10000rpm por 10 minutos.

. La fase acuosa de las muestra se remueve y se coloca en un tubo limpio y

el proceso se repite.

. Al final de la extraccién a la fase acuosa se le adiciona un volumen de

cloroformo y se centrifuga de nuevo.

. La fase acuosa de la muestra se trasfiere a un tubo limpio y se incorpora

.1 volumen de Acetato de Sodio 3M.
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9. La mezcla se precipita con alcohol al 95% que previamente ha sido

congelado con por lo menos 12 horas de anticipacion.

10.Cada muestra es centrifugada a 10 000 rpm por 10 minutos y el

sobrenadante es eliminado.

11.En la parte inferior se ha formado una pastilla de DNA que es enjuagado

con alcohol al 70% y centrifugado.

12.Se deja la muestra toda la noche para que el alcohol restante se evapore.
La pastilla es resuspendida con RNasa con una concentracion final de 20

mg/ml.
D. Protocolo de extraccion con el Kit QlIAamp DNA Mini QIAGEN

Antes de iniciar el procedimiento es necesario equilibrar la muestra a
temperatura ambiente y posteriormente homogeneizar de manera mecanica la

muestra

1. Se cortan 25 mg de tejido y se colocan en un tubo de 1.5 pl el cual debe
contener 80 ul de PBS como maximo. Homogeneizar la muestra adicionando

100 pl de Buffer ATL

2. Adicionar 20 ul de proteinasa K, vortexear e incubar a 56 ° C hasta que el tejido
este completamente lisado. Vortexear ocasionalmente durante la incubacion para
dispersar la muestra o colocar la muestra en un bafio de agua con agitacién o en

una plataforma de movimiento.

3. Centrifugar brevemente el tubo de 1.5 pyl con el fin de remover las gotas que se

formaron en la parte superior del tubo.

91



. Adicionar 200 pl de Buffer AL a la muestra, vortexé por 15 segundos e incubar a
70° C por 10 minutos. Centrifugue brevemente. Es esencial que la muestra y el
buffer AL sean mezclados perfectamente para que se produzca una solucion
homogénea. Un precipitado blanco se puede formar al adicionar el Buffer AL, el

cual en la mayoria de los casos se disolvera al incubar a 70° C.

. Adicionar 200ul de etanol 96-100% a la muestra y vortexear 15 segundos.
Centrifugar brevemente. Si la muestra son mayores a 25 mg de tejido,
incrementar proporcionalmente la cantidad de etanol. Es esencial que la

muestra, el Buffer AL, y el etanol sean mezclados perfectamente.

. Cuidadosamente aplique la muestra del paso 5 (incluyendo el precipitado) a la
columna QlAamp y colocar esta en un tubo colector. Cierre la tapa y centrifugue
a 6000x g (8000 rpm) por 1 minuto. Colocar la columna en un nuevo tuvo

colector nuevo y desechar el tubo que contiene el filtrador

. Abrir la columna QlAamp cuidadosamente y adicional 500 ul de Buffer AW1 sin
mojar la orilla. Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por un minuto. Colocar la

columna en un tubo colector nuevo.

. Adicionar 500 pl de Buffer AW2 sin mojar la orilla. Centrifugar a velocidad alta

(20000 x g; 14 000 rpm) por 3 minutos.

. Colocar la columna en un tubo de 1.5 ul Adicionar 200 ml de Buffer AE o agua
destilada. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar a 6000 x g

(8000 rpm) por un minuto.
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Anexo VI. Protocolo estandarizado para muestras de tejidos fijados en
formol y almacenados en alcohol al 70%. Modificacion del protocolo de Eckerman

y Walsh (1997).
REACTIVOS
A) De 600 pl de Chelex 100 al 5% (5 g/100ul de agua desionizada)
B) 6.5 yl de Proteinasa K
PROCEDIMIENTO
1. Cortar menos de 2mg. de tejido con bisturi previamente esterilizado
2. Colocar el tejido a un tubo eppendorf de 1.5 pl

3. Enjuagarlo en 10 ocasiones con agua destilada, vortexear la muestra de manera

intercalada y cambiar el agua.

4. Transferir el tejido aun tubo eppendorf de 1.5 pl

5. Posteriormente se le adiciona de 600ul de Chelex 100 al 5%

6. Se le adiciona 6.5 ul de proteinasa K para realizar una mejor lisis del tejido
7. Encubar durante toda la noche a 95° C

8. Posteriormente mantener la muestra a una temperatura de -20° C

9. Centrifugar por 30 seg. y utilizar el sobrenadante en la PCR
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Anexo VII. Protocolo para equilibrar fenol la extraccion Fenol/Cloroformo

(Hillis, et al.1996).
REACTIVOS
1. Buffer Tris-HCl a pH 8
2. Dilucion de Buffer Tris-HCI a 0.1 M
3. Fenol liquido

4. Granos de Hidroxiquinoleina

PROCEDIMIENTO

1. Se coloca en un vaso de precipitados 100 pyl de Fenol y 100 ul de Buffer 1M. (No
importa la cantidad de fenol a preparar pero siempre debe ser la misma cantidad

de Buffer). Se van a formar dos fases en esta mezcla.

2. Se agita por 2 horas con un agitador magnético y una mosca y se deja por

varias horas.

3. Se agregan granos de Hidroxiquinoleina hasta que la fase que contiene el fenol

toma un color amarillo paja.

4. Al formarse las dos capas con una pipeta se desecha la capa de arriba que es el

buffer (incolora) y se utiliza la de abajo que contiene al fenol (amarilla).
5. Setoma el pH debe ser cercano a 8

6. Se afade un volumen igual de buffer pero ahora 0.1 M. Se agita de media hora o
1 hora. Se formaran dos fases se elimina la fase de arriba.
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. Se toma el pH y ahora debe ser de 8 pero si no, se repite el punto 6 hasta que se

logre este pH. (No es muy recomendable repetir mas de 3 veces este paso)

. Una vez que el fenol tenga un pH mayor a 7.8 se agrega de nuevo buffer 0.1 M.
nuevo pero solo 1/10 volumen original del fenol esto ayuda a que el fenol se

mantenga equilibrado por mas tiempo.

. Serefrigera a 4 °C en una botella ambar.
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ANEXO VIIl. Secuencias de Ficimia hardyi y los dos grupos externos. La base nitrogenada en mintscula identifican

caracter fallante.

N. DE BASES NITROGENDAS

Ficimia hardyi de Hidalgo
Ficimia hardyi de San Luis Potosi
Gyalopion

Sympholis

Ficimia hardyi de Hidalgo
Ficimia hardyi de San Luis Potosi
Gyalopion

Sympholis

Ficimia hardyi de Hidalgo
Ficimia hardyi de San Luis Potosi
Gyalopion

Sympholis

96

TATCATCCGGGGAATAACCCAAATTTTACCCCCAATAAAAACAGGACCTTTTTTTCCCATTCATTGTACTTGCTCTCTTG
TATCATCCGGGGAATAACCCAAATTTTACCCTCAATAAAAACAGGACCTGTTTCTCCCATTTATCGTACTTGCCCTCTTG
TGGCATCATCCGAATAACCTAAATTCTACCAACAATAAAAACAGAACCTCTTCCTCCCATTTATTGTTCTTGCCCTCTTG
GCATGTAATCCGAAtAACCAAAGTTTTACCAACAATACAAGCAGATTTGATTCCTACCATTCATTGTACTAAGCCCTCTG

81 160

AGGAGCAACACTAGCTAACCTGACATGTCTTCAACAAACAGACCTAAAATCGCTAATTGCATACTCCTCAATTAGCCACA
AGGGGCTACACTAGCTAATTTAACATGTCTTCAACAAACGGATCTAAAATCACTCATCGCATATTCCTCAATTAGCCACA

AGGGGCAACACTAGCTAACTTAACATGCCTTCAACAAACAGACCTAAAATCGCTAATCGCATACTCCTCAATTAGCCACA

AGGGGCAGTACTAGCTAATCTAACATGCCTTCAa CAAgCAGACTTAAAATCTCTCATCGCATATTCCTCAATTAGCCATA

161 240

TAGGCCTAGTTATCGCTGCAATCATAATTCAAACACAATGAAGTCTTTCTGGGCAATAAAGCTCTGATAATCGCTCATGG
TAGGCCTAGTTATCGCCGCAATTATGATTCAAACACAATGAAGCCTTTCTGGGCAATAAAGCCCTAATAATCGCCCACGG
TAGGCCTAGTCATCGCTGCAATTATAATTCAAACACAATGAAGCCTCTCAGGGCAATAATGCCCTAATAATCGCTCACGG
TAGGCC t aGTTATTGCTGCAATCATAATTCAAACACAATGAAGTTTTTCAGGAGC-TATAGCCCTAATAATTGCCCATGG



N. DE BASES NITROGENDAS

Ficimia hardyi de Hidalgo
Ficimia hardyi de San Luis Potosi
Gyalopion

Sympholis

Ficimia hardyi de Hidalgo
Ficimia hardyi de San Luis Potosi
Gyalopion

Sympholis

Ficimia hardyi de Hidalgo
Ficimia hardyi de San Luis Potos/
Gyalopion

Sympholis

Ficimia hardyi de Hidalgo
Ficimia hardyi de San Luis Potosi
Gyalopio

Sympholis

97

241 320
CTTCACCTCGTCAGCACTATTCTGCCTAGCTAATACAACCTATGAACGAACTAAAACTCGCCTTATGATCCTAACACGAG
CTTCACCTCATCAGTACTATTCTGTCTAGCCAACACCACCTATGAACGAACTAAAACCCGAATTATGATCCTAACACGAG
CTTCACTTCATCAGCACTATACTGCCTAGCtAACACCACCTACGAACGAACAAAAACCCGAATTATAATCCTAACACGAG
CTTTACCTCATCAGCATTATTCTGTTTAGCTAATACCACCTACGAACGAACTAAAACCCGTATTTTAGTATTAACACGAG

321 400
GTTTCCACAACATTCTACCAATATTTACTGCCTGGTGACTTATAGGCAAATCTAATATATATTGCAACCCCACCAACTAT
GATTCCACAATATTCTACCAATATTCACCGCCTGATGATTGCTGGGCTAATCTAATAACTATTGCACCCCCCCAAACTAT
GGTTCCATAACATTCTACCAATATTTACCACCTGGTGACTGGTAACCAAATCTAATAAATATTGCAACCCCAACCACTAT
GATTCCATAACATTCTACCAATATTCACTACTTGGTGGCTTCTAACCAAATCTAATAAATATTGCAACTCCTCCAACCAT

401 480
AAACTTTACAGGCGAATTAACAATTCTAGCATCATTATTCAACTGGTGTCACAACAACAATCATTTTAACCGGACTCTCT
AAACTTTACGGGCGAACTAATAATTCTATCATCATTATTTAACTGGAGTCACAACAACAATTATTTTAACGGGACTCCCT
AAACTTTACAGGTGAATTAATAATTCTATCATCACTATTCAACTGGTGTCCCAACAACAATCATTTTAGTCGGACTCTCT
TAACTTTACAGGAGAACTACTAATTaCAGCATCACTALTTAACTGATGTCCAAACAACAATCATATAAGTGGGACTCAAT

481 560
ATACTTATTACAGCATCATATTCTCTACACTATCAACACAAATAGGCACACCTCACTTAAATCAcaCAACACCACCGACA

AAACTTTACGGGCGAACTAATAATTCTATCATCATTATTTAACTGGAGTCACAACAACAATTATTTTAACGGGACTCCCT
ATACTTATTACCGCATCATACTCTTTACACTATGAACACAAATAGG c ACATCTC aaTTAAATCACACAACACCACATTCA
ACACt Ta tTACAGCATCATa CTCACTaCATTAt GAACACAAATAgGCACCACTCAATCAACACA ca CCCAACACATTTCA



N. DE BASES NITROGENADAS 561 640

Ficimia hardyi de Hidalgo CACTCACGAGAACATCTTCTTATAGTACTACATAATATCCCACTAATACTAATTTCCCTAACAGAACTAGTAATCCTAAT

Ficimia hardyi de San Luis Potosi CACTCACGAGAACACCTCCTTATAGTACTCCACAAGATCCCACTAATACTAATCTCCCTAACAGAACTAGTAATCCTAAT

Gyalopion CACTCACGCGTACACCTTCAAATAGAACTACACAAGATCCCACTGATACTAATCTCCCTAAAACAACTATTAAL CCTTTT

Sympholis CACTAACACC tACACC tTCAAAt AGTACTCCACAT a ATTCCACTAATCCTt ATC tCAATAAAACCAGaACTAATTatCAT
641 650

Ficimia hardyi de Hidalgo AGTGCGTCGT

Ficimia hardyi de San Luis Potosi AGTGCGTCGT

Gyalopion AGTGCGTCGT

Sympholis AGGGCGTCGt
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