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1. RESUMEN

La partenogénesis, se define como el tipo de reproduccion clonal en el que las
hembras producen descendientes genéticamente idénticos a ellas, sin la necesidad de ser
fecundadas por un macho. Esta via de reproduccién se ha dado de manera espontanea,
aunque en la mayoria de los casos ha sido posible gracias a eventos de hibridacion entre
especies diferentes, donde el proceso meiotico es alterado y los individuos producidos
mediante este mecanismo adquieren la capacidad de reproducirse clonalmente a partir de
gametos no reducidos. Originalmente fue descubierta en invertebrados, actualmente
también es conocida en reptiles del orden Squamata con més de 40 especies identificadas.

En el presente estudio, se obtuvieron y combinaron las secuencias de los genes
mitocondriales ND, y Cytb de 50 ejemplares de lacertilios (especies unisexuales y
parentales) ubicados en 14 poblaciones de la peninsula de Yucatan, esto con el proposito de
definir la variabilidad genética y esclarecer las relaciones genealogicas de los integrantes
del complejo Aspidoscelis cozumela, asi como determinar el origen y la evolucion de la
partenogénesis en el grupo. El andlisis de dichas secuencias permitié observar los bajos
niveles de divergencia entre las especies partenogenéticas y A. angusticeps (0.96%),
confirmando que esta es la especie materna de las tres formas unisexuales (A. rodecki, A.
maslini y A. cozumela) ya que con respecto a A. deppii (especie paterna) la divergencia
promedio es de 5.40%.

La reconstruccion filogenética bajo los metodos de parsimonia e inferencia
bayesiana sugiere que dos eventos de hibridacion independientes entre A. angusticeps y A.

deppii dieron origen a las especies unisexuales, uno de estos eventos origino a A. rodecki



mientras que el otro provocé el surgimiento de A. maslini, de quien posteriormente surgiria
A. cozumela mediante cladogénesis.

Dado la baja diversidad genética que se exhibe entre los distintos haplotipos del
complejo se asume un origen y una divergencia reciente del grupo, proponiendo con ello,
que a partir de un solo organismo que colonizé la Peninsula de Yucatan hubo un enorme
incremento de la variedad, lo que ha provocado una radiacion adaptativa en estos

lacertilios.



2. INTRODUCCION

La reproduccion clonal se define como la accion de producir una entidad bioldgica
genéticamente idéntica a otra a partir de una existente. Actualmente se sabe que
aproximadamente el 0.1 % del total de las especies de vertebrados se reproducen utilizando
algun mecanismo clonal (Avise, 2008).

En los vertebrados es posible distinguir al menos tres formas de reproduccion
clonal: Partenogénesis, ginogénesis e hibridogénesis (Avise et al., 1992). La primera se
caracteriza porque la reproduccion por parte de las hembras se da en ausencia del esperma;
la segunda es un proceso en el que las hembras producen gametos que requieren de la
activacion del espermatozoide para iniciar la embriogénesis; y finalmente, la hibridogénesis
es considerada un tipo de reproduccién hemiclonal® ya que en este proceso el genoma de
una de las especies parentales es transmitido sin recombinacion al gameto (femenino),
mientras que el de la otra es eliminado. Dado que el évulo presenta una condicion haploide,
se requiere de la fecundacion del espermatozoide que contiene el genoma eliminado para

restituir la condicién hibrida diploide® (Dawley, 1989).

! «Reproduccién hemiclonal: Modo de reproduccién en el que la mitad del genoma
es transmitido de forma sexual y la otra mitad es transmitida clonalmente. El ndcleo del
6vulo y el esperma se fusionan y los genes paternos son expresados en la progenie pero
solo el genoma materno es transmitido a la siguiente generacion» (Simon et al., 2003).

2 «Células diploides: Son aquellas células somaticas (cualquier célula a excepcion
de los gametos) que contienen a ambos miembros de cada par de cromosomas homologos y
proceden de células parentales diploides durante la mitosis»



Con base en lo anterior, la partenogénesis se entiende como un tipo de reproduccion
clonal en el que las hembras originan descendencia genéticamente idéntica a ellas, sin
fecundacién por parte de los machos. En otras palabras, es un mecanismo que consiste en
el desarrollo de un nuevo ser a partir de un 6vulo que no ha sido fecundado por un
espermatozoide (Romero, 2001).

Se sabe que la partenogénesis esta presente en una gran cantidad de invertebrados,
tales como rotiferos, gasteropodos, crustaceos, insectos y aracnidos; mientras que en los
vertebrados, sélo se presenta en algunos reptiles del orden Squamata (Darevsky, 1958).

A la fecha se conocen poco mas de 40 especies de lagartijas partenogenéticas,
mismas que pertenecen a 16 géneros de las familias Agamidae, Chamaeleonidae,
Gekkonidae, Gymnophthalmidae, Lacertidae, Scincidae, Teiidae y Xantusiidae (Darevsky,
1992; anexo 1); de éstas, los casos mejor documentados se encuentran en las familias
Lacertidae, Gekkonidae y Teiidae (Wright, 1993).

Los teiidos (Teiidae) son una familia de saurdpsidos que restringen su presencia al
continente Americano, muestran una mayor diversidad en los tropicos aungue han sido
encontrados desde el norte de Estados Unidos hasta Chile y la parte media de Argentina
(Zug et al., 2001). Esta familia se caracteriza por incluir lagartijas de cuerpo alargado que
generalmente llegan a medir de 7 a 50 cm de longitud hocico-cloaca segun las especies;
presentan miembros bien desarrollados, sus cuerpos estan provistos de escamas granulares
dorsales y placas ventrales grandes de forma rectangular, su cabeza, que tiene una forma
afilada, presenta placas grandes al igual que el resto del cuerpo (Zug, 1993). Conforman un
grupo moderadamente diverso que cuenta con diez géneros; de los cuales cuatro tienen

representantes partenogenéticos: Aspidoscelis (12 especies y complejos de especies),



Cnemidophorus (3 especies), Kentropyx (1 especie) y Teius (1 especie); siendo el primero
uno de los més estudiados debido a que en él se encuentra la mayor diversidad de especies
partenogenéticas (Reeder et al., 2002; Wright, 1993).

El género Aspidoscelis estd compuesto por 87 taxones, muchos de los cuales son
considerados subespecies debido a la incertidumbre taxonémica existente entre varios de
ellos (Reeder et al., 2002). Su distribucion ha sido documentada desde el norte de Estados
Unidos hasta el noroeste de Costa Rica, y se tiene registro de que ocupa todos los habitats
aridos y semiéridos de los lugares en los que se encuentran (Darevsky et al., 1985). En
México se han registrado nueve especies de lacertilios unisexuales que pertenecen al género
Aspidoscelis, seis de estas especies se localizan en el norte de la Republica Mexicana y las
tres restantes se encuentran en el sur, especificamente en la Peninsula de Yucatan de donde
son endémicas. Estas tres especies surefias (A. cozumela, A. maslini y A. rodecki) forman en
conjunto al complejo Aspidoscelis cozumela (Maslin y Secoy, 1986; Wright, 1993). Dicho
grupo fue originalmente identificado como un complejo clonal por McCoy y Maslin
(1962), estos autores describieron a A. cozumela con dos subespecies, A. c. cozumela, que
se ubicaba en Cozumel, costa de Campeche y El Petén (Guatemala) y A. c. rodecki con
distribucion en Isla Mujeres, Isla Contoy y la region continental adyacente del noreste de la
peninsula de Yucatan. Tiempo después, en una revision hecha a la sistematica de las
lagartijas partenogenéticas de la Peninsula de Yucatan, Fritts (1969) elevé a A. c. rodecki al
nivel de especie y separd a A. cozumela en dos subespecies: A. c. cozumela y A. c. maslini,
la primera unicamente localizada en Cozumel y la segunda distribuida en regiones
continentales de Campeche, Quintana Roo, Belice y el norte de Guatemala (Taylor y

Cooley, 1995).



Se han hecho algunos estudios evolutivos, taxondémicos, poblacionales y de
distribucion de las especies que integran al complejo Aspidoscelis cozumela, en los que
entre otras cosas se han abordado aspectos sobre su origen y su diversidad clonal; sobre
este Gltimo punto se tiene informacion que revela que pese a que la partenogénesis da
origen a clones, las especies unisexuales resultantes presentan algin grado de diversidad
genética, misma que es atribuida a mutaciones posteriores al origen de la partenogénesis
(Manriquez-Moran, 2007).

La diversidad genética presente al interior del complejo Aspidoscelis cozumela, ha
sido evaluada basandose en estudios de histocompatibilidad, morfologia y cariotipos, sin
embargo estudios méas recientes han hecho de la secuenciacion de DNA (mitocondrial y
nuclear) una herramienta valiosa e innovadora. EI mtDNA presenta una herencia de tipo
materna, lo cual permite (ademas de evidenciar la diversidad existente) conocer la ruta de
los eventos de hibridacién que dieron origen al complejo del que se habla.

El citocromo b y la subunidad 4 de la NADH — deshidrogenasa (ND,) han sido hasta
ahora las Unicas regiones de mtDNA secuenciadas para el complejo Aspidoscelis cozumela
(Manriquez-Moran, 2002). Sin embargo, estos marcadores revelan niveles bajos de
divergencia, por lo que las relaciones filogenéticas no son claras. Es por esto que en la
presente investigacion se pretende descifrar algunas incognitas sobre su diversidad clonal y
las relaciones genealdgicas entre las especies del complejo A. cozumela y su especie
materna a partir del analisis del gen ND, del mtDNA para que con base en estos resultados
se establezca una propuesta solida sobre el origen y los procesos evolutivos que han

ocasionado la reproduccion clonal en estos lacertilios.



3. ANTECEDENTES

3.1 MECANISMOS DE ORIGEN DE LA PARTENOGENESIS EN REPTILES

La partenogénesis en lacertilios fue descubierta en Darevskia saxicola (antes
Lacerta saxicola) en el afio de 1958 (Zug et al., 2001) y desde entonces se han formulado
dos teorias que intentan dar explicacion al posible surgimiento y evolucion de este

mecanismo de reproduccién clonal en los reptiles.
TEORIA DEL ORIGEN ESPONTANEO

Fue propuesta por Peccinini-Seale en 1971 y posteriormente validada y apoyada por
Peccinini-Seale y Frota-Pessoa (1974) y Cuellar (1974); esta teoria sugiere que la pérdida
espontanea del sexo puede ocurrir a causa de mutaciones en los genes involucrados en la
meiosis de hembras gonocéricas® (Simon et al., 2003). A causa de esto ocurre una
diploidizacién espontanea* de los 6vulos, generando asi hembras capaces de reproducirse
por partenogénesis (Cuellar 1974; 1994 y Peccinini-Seale, 1971). La alotriploidia®, segin
esta teoria, surge Unicamente después de que se ha adquirido genéticamente la capacidad de
producir consistentemente évulos no reducidos® por individuos que en un principio eran

autodiploides’ unisexuales (Manriquez-Moran, 1998).

% «Gonocorismo: Una especie gonocérica es aquella que posee sexos separados, es
decir, cuando machos y hembras corresponden a individuos distintos durante todo su ciclo
vital»

* «Diploidizacién espontanea: Es la producciéon de gametos no reducidos

(diploides) estimulada por mutaciones en los genes que controlan la meiosis en hembras de
especies gonocoaricas diploides»



TEORIA DEL ORIGEN HIiBRIDO

Fue sugerida por Lowe y Wrigth en 1966 y menciona que la hibridacion es un
mecanismo que puede provocar el surgimiento de especies partenogenéticas, sugiere que la
mayoria de los vertebrados que se reproducen por partenogénesis se originan en un
principio como hibridos producidos entre dos especies gonocoricas estrechamente
relacionadas (Avise et al., 1992). Posteriormente, la forma partenogenética diploide puede
hibridar con un macho de una o ambas especies parentales y producir una forma

partenogenética alotriploide (Cuellar, 1977).

> «Alotriploidia: El termino hace referencia a aquellos organismos que tienen més
de dos grupos de cromosomas genéticamente distintos, derivados a su vez de dos 0 mas
especies progenitoras diferentes, como resultado de eventos de hibridacion. Pueden ser
alotriploides, alotetraploides y asi sucesivamente, dependiendo del niumero de los diversos
grupos haploides de cromosomas que contenga»

® «Ovulos no reducidos: Gametos femeninos diploides o poliploides»
7

«Autodiploides: Hace referencia a los gametos femeninos diploides que surgen
de manera espontanea (diploidizacion espontanea) »



3.2 DIVERSIDAD CLONAL EN LAS ESPECIES UNISEXUALES

En la reproduccion sexual tipica de los vertebrados, la diversidad genética es
favorecida por la singamia® del 6vulo y el espermatozoide, el entrecruzamiento de
cromosomas homdlogos y la segregacion al azar de los mismos. En la partenogénesis se
suprimen todos los efectos de estas formas de variabilidad (Dawley, 1989) y dado que es un
método de reproduccion clonal, favorece la produccion de organismos genéticamente
idénticos a la madre, por lo que se tiene la idea generalizada de que entre los individuos de
las poblaciones unisexuales, la variabilidad genética es casi nula. Sin embargo, los ultimos
estudios realizados al respecto indican que todas las especies unisexuales de lacertilios
presentan cierto grado de diversidad genética (Manriquez-Moran, 2007), la cual es
atribuida a la recombinacion presente durante la meiosis y a mutaciones de tipo
postformacional. Si estos factores se combinan resultan diversos grupos clonales,
mostrando asi variaciones genéticas y morfoldgicas en los organismos (Parker et al., 1989).
La diversidad clonal en las especies partenogenéticas ha sido evaluada con base en
morfologia externa, transplantes de piel, cromosomas, aloenzimas y marcadores
moleculares. La informacion resultante ha permitido la diferenciacion de especies y el

reordenamiento jerarquico de las mismas.

® «Singamia: Reproduccién sexuada que implica un proceso de unién entre dos

gametos haploides para formar un cigoto diploide»



Se ha observado que los clones de una especie con distribucion amplia muestran
mayor cantidad de variaciones cariolégicas y morfoldgicas (en tamafio, coloracién y
escutelacion), mientras que las presentes en un area geografica restringida exhiben
diferencias menores y menos evidentes (Manriquez Moran, 2007). Sin embargo, la
variabilidad genética alun puede ser detectada mediante analisis moleculares y pruebas de
histocompatibilidad, los cuales debido a su alta sensibilidad son capaces de evidenciar
pequefias diferencias entre clones de especies unisexuales (Manriquez Moran y Méndez de
la Cruz, 2008).

Los estudios de histocompatibilidad por ejemplo, han mostrado diversos patrones de
aceptacion o rechazo hacia los transplantes de piel realizados en varias especies de
lacertilios. En muchos casos, se ha observado homogeneidad genética en poblaciones
ampliamente separadas de una misma especie, lo cual sugiere un origen unico y por lo
tanto, la existencia de un solo clon. Pero muchos otros estudios han mostrado que la mayor
parte de las especies unisexuales exhiben diversos patrones de variacion. Lo anterior, ha
sido corroborado con los datos moleculares, que indican que, sin excepcion, las especies

partenogenéticas de lacertilios, muestran diversos grados de variacion (Avise, 1994).
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3.3 USO DE MARCADORES MOLECULARES

Desde la década pasada, los patrones de evolucidon en la partenogénesis se han
identificado con el uso de marcadores moleculares y la reconstruccion de las relaciones
filogenéticas entre las especies gonocoricas y formas unisexuales. La utilizacion de técnicas
moleculares, tiene como principal finalidad resolver las dudas que existen sobre el origen
de la partenogénesis, los mecanismos responsables en la pérdida del sexo y la antigliedad
que tienen los linajes partenogenéticos (Simon et al., 2003).

Por otra parte, los marcadores nucleares de herencia codominante® (aloenzimas y
microsatélites, entre otros) en combinacién con el mtDNA han permitido confirmar el
origen por hibridacién de varias especies y han revelado la direccion del cruzamiento
original (Avise, 1994), ya que permiten hacer evaluaciones mas precisas de las posibles
especies parentales y confirmar de manera mas directa la participacion de las especies
paternas (Avise, 2000). Ademas, los analisis moleculares permiten sefialar el origen
geografico de una especie unisexual, al caracterizar genéticamente a los miembros
geograficamente aislados de un complejo clonal (Murphy et al., 2000).

El uso de marcadores moleculares (nucleares y mitocondriales) es fundamental
cuando se trata de elegir entre alguna de las dos propuestas de origen (espontaneo o
hibrido): Si una especie unisexual triploide’® surgié de manera espontanea, los genomas
nucleares homoespecificos pareados deben provenir de la especie materna y estar acoplados
con el mtDNA derivado de la misma especie. Contrariamente, bajo el modelo del origen
hibrido, los genomas nucleares homoespecificos pareados pueden estar acoplados con el
mtDNA de cualquiera de los dos ancestros gonocoricos y de acuerdo con las evidencias

existentes, esto Gltimo parece refutar el escenario del origen espontaneo en la mayoria de
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las lagartijas, excepto en Lepidophyma flavimaculatum donde se observa lo contrario. En
esta especie, los estudios morfoldgicos, cariolégicos y de aloenzimas muestran que no
existen diferencias entre organismos gonocoéricos y partenogenéticos, lo que indica un

origen espontaneo de la partenogénesis (Sinclair et al., 2006).

% “Marcadores nucleares de herencia codominante: Los marcadores moleculares

tienen diferentes caracteristicas dependiendo del tipo de herencia y dominancia que
presentan. EI nDNA por ejemplo, es de origen biparental (heredado de la madre y del
padre), mientras que el mtDNA es de origen monoparental ya que se hereda casi
exclusivamente por via materna. Es dominante cuando en el caso de individuos
heterocigotos sélo es posible observar el alelo dominante; o codominante cuando pueden
distinguirse los dos alelos en heterozigosis (Jiménez y Collada, 2000).»

%“Especie triploide: Son aquellos organismos que poseen tres juegos de
cromosomas en sus células en lugar de los dos juegos que poseen los individuos diploides
tipicos.»
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3.4 EL mtDNA Y LOS PATRONES FILOGEOGRAFICOS EN LOS ARBOLES DE GENES

Debido a que presenta una alta tasa de mutacién, no se recombina y su herencia es
casi exclusivamente materna (Avise et al., 1987), el mtDNA representa una herramienta
valiosa que favorece el éxito de los analisis filogeograficos. Su aplicacion en este tipo de
estudios, permite hacer mejores descripciones de las distribuciones geogréaficas, asi como
de las distancias genéticas y las relaciones filogenéticas entre linajes evolutivos cercanos.

Los diferentes haplotipos, o variantes del mtDNA, registran la historia matrilineal
de eventos mutacionales (Avise, 2000), por lo que al examinar las variaciones entre
diferentes poblaciones de un mismo taxén, se pueden revelar asociaciones historicas, asi
como factores ecoldgicos, etoldgicos y procesos de reestructuracion genética que conducen
a la especiacion (Bermingham y Moritz, 1998). A la sintesis de estos factores y a la relacion
entre genealogias de genes y geografia se le ha denominado patrones filogeograficos (Avise
et al., 1987), estos patrones se agrupan en cinco categorias (Cuadro 1) y cada una de ellas
refleja los diferentes aspectos espaciales y la estructura genealdgica de las poblaciones
(Avise, 2000).

El estudio comparado de los patrones filogeograficos de varias especies ha
contribuido a plantear hipétesis sobre posibles eventos de dispersion, especiacion, radiacion
adaptativa y extincion. Su investigacion fundamental se centra, en las relaciones que
existen entre los patrones de diversidad en las especies y su biogeografia (Bermingham y

Moritz, 1998).
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Cuadro 1. Descripcion de los patrones filogeograficos establecidos para explicar la
distribucion caracteristica de linajes en los arboles de genes.

Categorias de patrones filogeograficos

Arbol genético con divergencia antigua, linajes
alopatricos. Presencia de haplogrupos restringidos a

Categoria | un area geografica determinada, separados por
Discontinuidad filogenética distancias geneticas relativamente grandes. La
y separacion espacial subestructura espacial también puede estar presente

entre los linajes mas cercanamente relacionados
dentro de las regiones.

Categoria Il Arbol genético con divergencia antigua, linajes
ampliamente  simpétricos. Se caracteriza por
diferencias filogenéticas pronunciadas entre algunas
ramas de un arbol genético y sus linajes principales
se encuentran codistribuidos sobre un area amplia.

Discontinuidad filogenética
con linajes ampliamente
simpétricos

Categoria Il Arbol genético con divergencia reciente, linajes
alopatricos. La mayoria de los haplotipos estan
cercanamente relacionados y estan localizados
geograficamente cada uno por separado.

Continuidad filogenética
con linajes alopatricos

Categoria IV Arbol genético con divergencia reciente, linajes
simpatricos. Este patron se espera en especies con
alto flujo génico cuyas poblaciones no han sido
divididas por barreras biogeograficas antiguas.

Continuidad filogenética
con linajes simpétricos

Categoria V Arbol  genético con divergencia  reciente,
distribucion de linajes variada. Es intermedio entre
las Categorias Il y IV, y consta de linajes comunes
con amplia distribucion y de linajes con distribucion
restringida (cada uno confinado a uno o mas linajes
locales cercanos).

Continuidad filogenética
con variacion en la
distribucion de los linajes

(Tomado y modificado de Avise, 2000).
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3.5 EL coMPLEJO Aspidoscelis cozumela

El complejo Aspidoscelis cozumela esta conformado por tres especies de lagartijas
unisexuales endémicas de la Peninsula de Yucatan: Aspidoscelis cozumela, Aspidoscelis
maslini, y Aspidoscelis rodecki. Estudios recientes sobre este complejo revelan que las
especies que lo integran deben su origen a dos eventos independientes de hibridacion entre
las dos especies gonocdricas de la region: Aspidoscelis angusticeps y Aspidoscelis deppii
(Fritts, 1969; Moritz et al., 1992; figura 1). Analisis de mtDNA realizados al respecto han
permitido reconocer a A. angusticeps como la especie materna del grupo (Moritz et al,
1992) y al mismo tiempo sefialan que uno de estos eventos dio origen a A. rodecki mientras
que el otro provocd el surgimiento de A. maslini, de quien posteriormente surgiria A.
cozumela mediante cladogénesis'! (Hernandez Gallegos et al., 1998; Manriquez-Moran,
2002). Esta idea es apoyada por los andlisis de histocompatibilidad ya que han mostrado
homogeneidad genética del 100 % entre A. cozumela y A. maslini (Hernandez Gallegos et
al., 1998) e histoincompatibilidad entre ambas especies y A. rodecki (Manriquez-Moran,
1998), sin embargo la divergencia morfoldgica existente entre estos dos taxones, aunado al
aislamiento geografico que presentan, ha sido prueba suficiente para denominarlas como

especies distintas (Taylor y Cooley, 1995).

11 «Cladogénesis: Bifurcacion o separacion de dos linajes evolutivos»

15



Posteriormente la secuenciacion de genes mitocondriales (citocromo b y la
subunidad 4 de la NADH-deshidrogenasa) realizada al interior del complejo, reveld niveles
bajos de divergencia en su DNA, esta divergencia va del 0.09 % al 0.45 % entre las cinco
poblaciones de A. maslini utilizadas; 0.27 % entre las dos poblaciones de A. rodecki
analizadas y del 0 % entre los individuos de A. cozumela. EI mismo estudio indica que A.
cozumela comparte el mismo haplotipo que presenta A. maslini en Puerto Morelos, lo que
sugiere que A. cozumela evoluciond de individuos de esta poblacion (Manriquez-Moran,
2002). Aparentemente la hembra partenogenética que colonizo la isla de Cozumel sufrio
cambios cromosomicos y morfoldgicos que transmitié a sus descendientes, ocasionando asi
el surgimiento de una nueva especie (Manriquez Moran y Méndez de la Cruz, 2008).
Cariologicamente las especies del complejo representan tres grupos que corresponden a

cada uno de los taxones reconocidos (Manriquez Moréan, 2002).
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? A, angusticeps 6 A. deppii

Dos eventos independientes
de hibridacién

A. maslini A. rodecki

A. cozumela

Figura 1. El complejo Aspidoscelis cozumela y los eventos de hibridacion que le dieron
origen. Fotos: a,b,d,e Fausto R. Méndez; c: Humberto Bahena.
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3.6 LOS TAXONES PARTENOGENETICOS Y SU DELIMITACION COMO ESPECIE

Tradicionalmente, los seres vivos han sido clasificados en grupos que se denominan
especies. Estos grupos, son concebidos por el hombre de forma distinta dependiendo del
grupo de organismos con que se trabaje, el grado de conocimiento que se tenga de ellos y el
aspecto o punto de vista desde el cual se les enfoca (Valencia, 1991). Para definir lo que es
una especie existen varios conceptos, cada uno sigue diferentes criterios por lo que los
grupos que resultan de aplicar uno u otro, pueden ser diferentes; esto acarrea problemas
serios que pueden repercutir en las clasificaciones taxonomicas y en el lenguaje cientifico
(Agapow et al., 2004).

El concepto bioldgico de especie fue probablemente el concepto méas popular y
aplicado por los sistematicos de los afios 40’s (De Haro, 1999), quienes siguiendo la
definicion de Mayr, uno de sus mayores exponentes, conciben a la especie biolégica como
“un grupo de poblaciones naturales que pueden reproducirse entre si y que esta
reproductivamente aislado de otros grupos” (Mayr, 2000). Dicho concepto ha sido
criticado por no proporcionar mecanismos para el reconocimiento de las especies ya que
unicamente puede ser aplicado a individuos con reproduccion sexual (Agapow et al., 2004;
De Haro, 1990), dejando fuera a aquellos grupos que se reproducen mediante métodos
clonales y en los que solo existe un sexo (Maslin, 1968).

Dado los problemas de aplicacion de este concepto, el tratamiento taxonémico de
las especies partenogenéticas de vertebrados ha sido complicado, entre otras cosas por sus
caracteristicas reproductivas y por haber sido descritos y nombrados antes de que su origen

hibrido y su reproduccion clonal fueran conocidos (Wright, 1993).
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Debido a que el aislamiento reproductivo como mecanismo de diferenciacion entre
especies no resuelve el problema taxondmico de los grupos unisexuales, algunos trabajos
publicados entre 1980 y 1990 propusieron algunos criterios que debian ser tomados en
cuanta para delimitar a las especies clonales con origen hibrido (Cole, 1985; Frost y
Wright, 1988; Cole, 1990; Echelle, 1990). Dichas criterios sugieren que aquellas
poblaciones unisexuales de origen hibrido cuyas poblaciones difieran en ploidia y que sean
claramente distintivas y diagnosticables, deben ser consideradas como especies distintas a
sus especies parentales; asi como diferentes debian ser, las poblaciones de especies
partenogenéticas con origen hibrido independiente entre los mismos ancestros gonocoricos
(Cole, 1985).

Por otra parte, Frost y Wright (1988) proponen que el origen de un grupo histérico

uniparental*®

a partir de ancestros biparentales representa el origen de una nueva especie, al
igual que aquella entidad que surge de la hibridacion entre un miembro de una especie
unisexual y un macho de una especie gonocorica, solo que esta debe ser reconocida como
una especie triploide. De igual manera, hacen hincapié en que los linajes uniparentales
divergentes dentro de un grupo uniparental mayor con el que comparten el mismo origen,

deben ser denominados con el mismo nombre ya que forman una misma especie (Frost y

Wright, 1988).

12 «Especie uniparental: Son aquellas en las que solo un individuo es el antecesor
de la siguiente generacion»
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Dado la diversidad de criterios existentes para definir lo que una especie uniparental
representa, Echelle (1990) retoma el concepto filogenético de especie propuesto
originalmente por Cracaft (1987) “una especie es un grupo irreductible de organismos
dentro de los cuales existe un patron parental de ancestria y descendencia, el cual es
diagnosticablemente distinto de otros grupos” (Cracaft, 1987), ya que es posible aplicarlo
a las especies unisexuales de origen hibrido y permite el reconocimiento de especies
unisexuales producidas postformacionalmente de una forma partenogenética preexistente

(Manriguez-Moran, 2007).
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4. JUSTIFICACION

Los avances de la ultima década han sido de gran ayuda para proponer diversos
estudios enfocados a evaluar la diversidad clonal y las relaciones genealdgicas de las
especies partenogenéticas del complejo Aspidoscelis cozumela, y aunque se han tenido
avances significativos, alin es necesario realizar un andlisis genético mas detallado del
grupo, esto con el fin de establecer caracteristicas mas precisas sobre las distintas
poblaciones pertenecientes a las especies de este complejo. Al utilizar el mtDNA como
marcador molecular se podra corroborar y establecer con mas precision la participacion de
Aspidoscelis angusticeps como especie materna, ademas de que se trazaran relaciones
genealdgicas entre los haplotipos de las especies partenogenéticas que conforman este
grupo. Asi, la informacidn resultante, facilitara formular una propuesta mas firme sobre el

origen y la evolucion de la partenogénesis en el complejo A. cozumela.
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5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Definir la variabilidad genética de los integrantes del complejo Aspidoscelis

cozumela y determinar el origen y la evolucién de la partenogénesis en el grupo.
5.2 PARTICULARES

1.- Evaluar el grado de diversidad clonal en los taxones que integran el complejo A.

cozumela.

2.- Establecer las relaciones genealdgicas de los haplotipos de las especies
partenogenéticas del complejo A. cozumela y su especie materna a partir del anélisis de

mtDNA (subunidad 2 de la NADH-deshidrogenasa; ND).

3.- Hacer una propuesta sobre el origen y la evolucién de la reproduccién clonal en

estos lacertilios con base en los resultados obtenidos.
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6. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO
6.1 UBICACION GEOGRAFICA Y GEOLOGIA DE LA PENINSULA DE YUCATAN

La Peninsula del Yucatan es una plataforma amplia de piedra caliza que se extiende
del noreste del Golfo de Meéxico al norte del mar Caribe (Lee, 2000).
Esta situada en el extremo sureste de la Republica Mexicana, abarcando los territorios que
conforman los estados de Campeche, Quintana Roo y Yucatan, asi como la parte norte del
departamento guatemalteco de Petén y la Republica de Belice (Pinet, 1998). Presenta una
extensa franja litoral bafiada por el Golfo de México y por el Mar Caribe, dicha posicion
geografica permite que la flora y la fauna presentes en el lugar sean variadas y diversas,
por lo que en este sitio confluyen grupos vegetales y animales de diferentes origenes
biogeograficos, incluyendo elementos nearticos, neotropicales y caribefios (Miranda, 1959).
Los estudios geoldgicos méas detallados de la Peninsula de Yucatan son los de Butterlin y
Bonet (1958,1963) y Lopez- Ramos (1975). En ellos se le describe como una plataforma
con diversos estratos, principalmente de rocas carbonatadas, mismas que en la superficie
son reconocidas en una secuencia clara que va desde el Paleogeno hasta el Cuaternario
(Hubp et al., 1992). Estas rocas se pueden apreciar por todo el subsuelo y consisten
principalmente en calizas, areniscas y evaporitas, todas pertenecientes al Paleoceno vy
Eoceno; el Oligoceno esta ausente, excepto en la parte nororiental representado por calizas
y lutitas principalmente (Hubp et al., 1992). La morfologia superficial de la Peninsula de
Yucatan se caracteriza por mostrar relieves planos o casi planos y ligeras pendientes que
permiten considerarla uniforme, carece de elevaciones geograficas ostentosas por lo que ha
sido descrita como una plataforma discreta de roca caliza, en donde la parte norte y

noroeste estan practicamente desprovistas de montafas (Lee, 2000).
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6.2 CLIMA Y PRECIPITACION PLUVIAL EN LA PENINSULA DE YUCATAN

En la mayor parte de la Peninsula de Yucatan el clima es calido subhimedo (con
diversos grados de humedad), y presenta un rango de temperatura promedio que varia entre
24 °Cy 26 °C al afio (Quero, 1992).

La precipitacion pluvial media anual registrada por Vidal-Zepeda (1989), muestra
una variedad enorme en la cantidad y estacionalidad de las lluvias que hay de una regién a
otra. Asi, se han registrado datos que van de menos de 125 mm en el extremo occidental de
la Peninsula, hasta mas de 1,500 mm en la costa opuesta, incluyendo a la isla de Cozumel.
En la mayor parte de la superficie, el valor va de 800 a 1,200 mm (Hubp et al., 1992),
siendo el verano la estacion mas humeda ya que las lluvias son abundantes entre los meses
de mayo y octubre (Lee, 2000).

La estructura hidrologica demuestra que con excepcion del Rio Hondo al sur de
Quintana Roo y los rios Champoton, Candelaria y San Pedro, en Campeche, la Peninsula de
Yucatan carece de corrientes superficiales permanentes; las corrientes de agua existentes
solo se forman en la época de lluvia y desaparecen por infiltracion o van hacia los bajos,
aguadas o lagunas interiores. Es notable también la presencia de grandes reservorios de
agua denominados cenotes (Quero, 1992). La composicion general de roca caliza en el
suelo de la peninsula hace comunes a las cuevas, cavernas y depdsitos subterrdneos de
agua. En el sur se extiende un cinturon de lagos, que atraviesan Campeche y Quintana Roo.
De oeste a este se encuentra la laguna de Silvituc, Laguna Noh, Laguna Chacanbacab,
Laguna Om y el Lago Bacalar. Mas al sur se encuentra el rio mas importante que es el
Usumacinta, mismo que se origina en Guatemala y fluye hacia el noreste, desembocando

en las tierras bajas de Tabasco (Lee, 2000).
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6.3 VEGETACION

En la peninsula se presentan diversos tipos de asociaciones vegetales, Miranda
(1959) los clasifica en asociaciones Optimas o primarias y asociaciones no oOptimas o
secundarias. Dentro de las primeras destacan los diversos tipos de selvas que van desde
selvas altas perennifolias hasta selvas bajas caducifolias; las asociaciones no 6ptimas son de
naturaleza variada, destacando algunos tipos de palmeras denominados Botanal y Corazal
(Quero, 1992).

Se han reconocido también tres grandes tipos de héabitats, estos abarcados por selvas
medianas perennifolias al sur, hasta selvas caducifolias al noroeste, pasando por una
transicion de bosque subperennifolio; aunque a pequefia escala es posible reconocer una
mayor diversidad de habitats como bosques bajos secundarios, sabanas y zonas de manglar

por citar algunos (Lee, 2000).
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7. METODO

7.1 TRABAJO DE CAMPO

Se recolectaron 50 ejemplares de lagartijas que pertenecen a distintas poblaciones
de las especies partenogenéticas del complejo Aspidoscelis cozumela y de sus especies
parentales (figura 2; cuadro 2). Las lagartijas fueron recolectadas utilizando una trampa de
intercepcion hecha de tela de alambre con medidas de 2.5 m de largo por 50 cm de ancho.
Cada ejemplar fue marcado mediante la ectomizacion de falanges y se le tomaron los
siguientes datos: Longitud hocico - cloaca (LHC), peso, localidad de procedencia y
coordenadas geogréficas, fecha de captura, colector y nimero de colecta.

El sacrificio y preparacion de los ejemplares se realiz6 mediante las técnicas
estandar de fijacion y preservacion (Casas-Andreu et al., 1991). Los tejidos extraidos
(muscular y hepatico) que se utilizaron para el andlisis molecular fueron conservados en
alcohol etilico al 100% y posteriormente se almacenaron en un ultracongelador.

Los especimenes recolectados se encuentran en el laboratorio de Sistematica
Molecular, pero en breve formaran parte de la Coleccion de Reptiles del Centro de

Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

7.2 TRABAJO DE LABORATORIO

7.2.1 SELECCION DEL MARCADOR GENETICO

La subunidad 2 de la NADH - deshidrogenasa (ND,) fue elegida en virtud de que
este gen ha resultado ser altamente informativo en estudios filogenéticos a nivel de especies
y entre taxones estrechamente relacionados en varias familias de lagartijas (Macey et al.,

1999; Reeder et al., 2002; Reeder, 2003).
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Figura 2. Poblaciones en las que se colectaron las distintas especies que integran al
complejo Aspidoscelis cozumela y sus especies parentales.
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Cuadro 2. Ejemplares del complejo Aspidoscelis cozumela y sus especies parentales
recolectados en la Peninsula de Yucatan y utilizados para el analisis molecular. NLMM:
Norma Leticia Manriquez Moran, ISZ: Israel Solano Zavaleta.

Nidmero Localidad Colector Especie

1 Cozumel NLMM -001 A. cozumela
2 Cozumel NLMM -002 A. cozumela
3 Cozumel NLMM -136 A. cozumela
4 Cozumel NLMM -191 A. cozumela
5 Cozumel NLMM -107 A. cozumela
6 P. Juarez NLMM -160 A. rodecki

7 P. Juarez NLMM -012 A. rodecki

8 P. Juarez NLMM -023 A. rodecki

9 P. Juarez NLMM -175 A. rodecki
10 P. Judrez NLMM -025 A. rodecki
11 P. Morelos NLMM -003 A. maslini
12 P. Morelos NLMM -004 A. maslini
13 P. Morelos NLMM -125 A. maslini
14 P. Morelos NLMM -123 A. maslini
15 P. Morelos NLMM -005 A. maslini
16 Celestln NLMM -138 A. angusticeps
17 Celestun NLMM -170 A. angusticeps
18 Celestun NLMM -139 A. angusticeps
19 Celestun NLMM -168 A. angusticeps
20 Celestin NLMM -006 A. angusticeps
21 Campeche I1SZ- 217 A. angusticeps
22 Miramar NLMM - 007 A. deppii
23 Miramar NLMM -008 A. deppii
24 Miramar NLMM -009 A. deppii
25 Miramar NLMM -010 A. deppii
26 Miramar NLMM -011 A. deppii
27 Majahual NLMM -046 A. maslini
28 Majahual NLMM-012 A. maslini
29 Isla del Carmen NLMM -013 A. maslini
30 Champotén NLMM -014 A. maslini
31 Champot6n NLMM -070 A. maslini
32 Champoton NLMM -015 A. maslini
33 Champotoén NLMM -016 A. maslini
34 Champotén NLMM-088 A. maslini
35 Cayo Norte NLMM-051 A. maslini
36 Cayo Norte NLMM -052 A. maslini
37 Cayo Norte NLMM -053 A. maslini
38 Cayo Norte NLMM-054 A. maslini
39 Cayo Norte NLMM-055 A. maslini
40 Calakmul NLMM-049 A. maslini
41 Calakmul NLMM-050 A. maslini
42 Calakmul NLMM-066 A. maslini
43 Calakmul NLMM-048 A. maslini
44 I. Contoy NLMM-096 A. rodecki
45 1. Contoy NLMM -017 A. rodecki
46 1. Contoy NLMM-091 A. rodecki
47 1. Contoy NLMM-018 A. rodecki
48 1. Contoy NLMM-019 A. rodecki
49 P. A. Santos NLMM-394 A. angusticeps
50 Chetumal NLMM-393 A. angusticeps
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7.2.2 EXTRACCION Y AMPLIFICACION DEL DNA

La extraccion de DNA genomico se realizo a partir de pequefias porciones de tejido
muscular y hepatico de cada uno de los ejemplares colectados, para ello se utilizo6 la técnica
de acetato de amonio (Fetzner, 1999), la cual ha funcionado adecuadamente para extraer
DNA tanto de mudas como de diversos tipos de tejidos de los reptiles (anexo 2).

La amplificacion de DNA se realizo por medio del método de la reaccion en cadena
de la DNA-polimerasa (Polymerase Chain Reaction o PCR) descrito por Palumbi (1996) y
los oligonucledtidos (primers) publicados por Reeder et al. (2002).

La amplificacién de los fragmentos de aproximadamente 1150 pb se realizd
utilizando los primers tMetR, tAla y ND,depR (cuadro 3) en reacciones de 25 pl (0.2 ul de
cada uno de los primers (10X), 1 pl de dNTP’s (2 mM), 2.5 pl de buffer (10X), 1.2 pl de
MgCl, 30mM (30 X), 0.15 pL de Taqg polimerasa (0-75 U), 18.8 pl de dH,0, y 1 ul de
DNA), los pardmetros utilizados para la amplificacion en el termociclador fueron los
siguientes: 96 °C por 30 segundos, 48 °C por 30 s, 72 °C por 60 s; 38 ciclos. Ademas se
Ilevd a cabo una desnaturalizacion inicial de 96 °C por 5 minutos y una elongacién final de
72°C por 7 minutos.

Con el fin de visualizar los productos de la PCR, se realizo una electroforesis en gel
de agarosa al 1%, y una vez que se identificaron las bandas con los fragmentos de DNA

deseados, se purificaron con el método del polietilen glicol (PEG; anexo 3).
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7.2.3 REACCION DE SECUENCIACION Y OBTENCION DE LAS SECUENCIAS

Los fragmentos de DNA purificados se utilizaron para realizar las reacciones de
secuenciacion con la ayuda del kit Big Dye 3.1 (Applied Biosystems, 2002) los primers
utilizados fueron tMetR, tAla, ND, y ND.depR (cuadro 3). Cada reaccion tuvo un volumen
final de 10 pl (2 ul de primer, 1.8 pl de Big Dye, 1.1 pl de buffer, 3.6 pl de H,0, y 1.5 ul
de DNA), los parametros utilizados en el termociclador para la reaccion de secuenciacion
fueron los siguientes: 96 °C por 30 s, 50 °C por 30 s, 60 °C por 4 min; 35 ciclos. El DNA
obtenido de la reaccion, fue purificado en sephadex con ayuda de las columnas Centri-sep
(Princeton Separations; anexo 4). Para finalmente obtener las muestras y secuenciarlas de
manera automatica con ayuda de un secuenciador ABI 310 con un capilar largo y un tiempo

de corrida de 1 hora 20 minutos.

Cuadro 3. Secuencias de los primers utilizados en la amplificacion y secuenciacion del

DNA
Region del DNA Primer Secuencia del primer (5°/3") Referencia
tAla CTTAAT KAA GTGTK TGAGTTGATTCAG
Subunidad 2 de la NADH
. tMetR AAGCTYTYGGGCCCATACCCCGA Reeder et al. (2002)
— deshidrogenasa (ND,)
ND.depR GGRGGWYTRCCYCCAATAACAGG
ND, CAYCTVTGAYTRCCAGAAGTWATACA
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7.2.4 ANALISIS DE DATOS

Las secuencias de cada uno de los ejemplares de las especies partenogenéticas y sus
especies parentales fueron editadas y ensambladas usando el conjunto de programas
conocidos como Staden Package v. 1.5.3 (Staden, 1996). La alineacion de las secuencias
fue realizada sin ambigtiedades, utilizando la version 2.0.11 de Clustal X (Thompson et al.,
1997) para producir una matriz de 1098 pb. Con la finalidad de enriquecer esta matriz, se
decidié afadir la lectura de las secuencias del gen Cytb del mtDNA para las mismas
poblaciones (671 pb), conformando asi una matriz final de 1769 pb, cabe sefialar que estas
secuencias ya habian sido editadas y alineadas por el autor original con los mismos

métodos que aqui se emplean (Manriquez-Moran, 2002).

7.2.5 ANALISIS FILOGENETICOS

Para determinar las relaciones filogenéticas del complejo A. cozumela y hacer una
evaluacion sobre la evolucion de la reproduccion clonal, se utilizaron dos métodos de
inferencia filogenética: Maxima parsimonia (MP) e Inferencia Bayesiana (IB).

El primero de estos métodos ha sido empleado anteriormente para esclarecer las
relaciones genealdgicas de estos lacertilios, y aunque la hipétesis generada con este
procedimiento no paramétrico estd bien sustentada, es necesario seguir explorando con
otros marcadores y con métodos paramétricos y probabilisticos como la Inferencia
Bayesiana para generar hipétesis alternativas que contribuyan a determinar las relaciones
filogenéticas de este grupo.

Ambos analisis se llevaron a cabo utilizando una matriz de datos conformada por 50

secuencias pertenecientes a los individuos de cada una de las poblaciones analizadas. Las
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secuencias corresponden a las regiones de los genes codificantes ND; y Cytb (parcial) del
DNA mitocondrial, y en conjunto representan 1769 pb (1-1098 para ND, y 1099-1769 para
Cytb)

MAXIMA PARSIMONIA

El andlisis de maxima parsimonia (MP) se realiz6 utilizando el programa PAUP
version 4.0b10 de Macintosh (Swofford 2000), en el que todos los caracteres fueron
considerados como no ordenados y con el mismo peso, los gaps fueron tratados como datos
faltantes. La construccion de los arboles se realiz6 mediante el método exacto de branch
and bound, cuyas cualidades facilitaron trabajar con una matriz de catorce taxones en un
corto tiempo computacional (solo revisa los cladogramas que probablemente son mas

cortos).

Es importante contar con una prueba estadistica para estimar la confianza de los
resultados de un analisis cladistico, para ello se realizd un andlisis de remuestreo de
Boostrap (BT), cuyo enfoque permite estimar varianzas e intervalos de confianza entre las
ramas del cladograma. Aunque existen otros andlisis como el de Apoyo de Bremer vy el
Indice de monofilia de Jackknife, su principal limitacion es que se trata de indices
cualitativos, lo que dificulta tomar decisiones sobre la credibilidad del clado en cuestion; y
aungue el andlisis de Boostrap también presenta inconsistencias de aplicacion como sesgar
sus valores por variables como el nimero de taxones, el de caracteres o la propia topologia
del &rbol, sigue siendo el mas intensamente utilizado en los estudios filogenéticos,

principalmente en aquellos que utilizan datos moleculares.
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El analisis de remuestreo (boostraping) se realizd mediante una bdsqueda heuristica
con 1000 pseudoréplicas, y aunque ello no garantizan tener el arbol con menor nimero de
pasos, si es posible encontrar el minimo local, es decir, dado los arboles iniciales, se pueden
encontrar los arboles mas cortos de los mismos. Si alguno de estos minimos locales
hallados coincide con el minimo global entonces se habra hallado al menos uno de los
arboles mas parsimoniosos.

De la busqueda heuristica resultaron 18 arboles igualmente parsimoniosos, a partir

de los cuales se construyd un arbol de consenso estricto.

INFERENCIA BAYESIANA

La reconstruccion filogenética bajo el método de inferencia bayesiana requiere
forzosamente de la seleccion de un modelo de cambio entre estados para elegir entre las
hipotesis (topologias) alternativas. Los modelos seleccionados en el presente analisis fueron
obtenidos con el programa ModelTest v.3.06. (Posada y Crandall, 1998) y se aplicaron para
estimar los mejores parametros calculados para minimizar la dispersion de los datos.

Los modelos de sustitucion nucleotidica se obtuvieron independientemente para
cada uno de los marcadores moleculares, esto con el fin de realizar un anélisis por separado
de cada uno de los genes. EI modelo evolutivo propuesto para ND; fue el TMV + G,
mientras que para Cytb el sugerido fue GTR + G. Tras obtener los modelos evolutivos, el
analisis fue realizado con el programa Mr. Bayes 3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001).

La matriz de datos se corrid en dos analisis independientes por 5 millones de
generaciones con cuatro cadenas Markov Monte Carlo, llevandose a cabo un muestreo de

arboles cada 100 generaciones. De los 50000 arboles obtenidos, se eliminaron los primeros
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1500 (ya que a partir de estos los valores de verosimilitud fueron estables), y de los arboles
restantes se obtuvo un &rbol de consenso de mayoria, que representa la hipdtesis

filogenética.

DISTANCIA GENETICA

Para estimar la divergencia genética entre las secuencias de mtDNA, se utilizé el
programa PAUP* versién 4.0b10 de Macintosh (Swofford 2000), en donde se empleé el
modelo general de tiempo reversible. Con las distancias corregidas se construyé un
fenograma a partir del método de UPGMA (unweighted pair — group method using

arithmetic average) en donde se evaluaron dichas distancias.
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8. RESULTADOS

8.1 RECONSTRUCCION FILOGENETICA CON BASE EN LAS SECUENCIAS DEL GEN

ND; DEL mtDNA.

Los analisis filogenéticos realizados en un inicio de manera independiente para
valorar el nivel de informacién que aporta la subunidad 2 de la NADH-deshidrogenasa
(ND,) en el esclarecimiento de las relaciones genealdgicas al interior del complejo
Aspidoscelis cozumela y sus especies parentales, revelan la baja variacion que existe entre
las especies del grupo. Dicha variacion se ve reflejada en los resultados obtenidos mediante
ambos métodos (Parsimonia e Inferencia bayesiana); en el de parsimonia por ejemplo, se
obtuvo que de 1098 caracteres analizados, 926 fueron constantes y 155 variables pero no
informativos, mientras que solo 17 resultaron parsimoniosamente informativos.

El analisis produjo un total de 5 arboles igualmente parsimoniosos con una longitud
de 182 pasos cada uno (Cl=0.962, RI1=0.848, RC=0.815), con ellos se construyo6 un arbol de
consenso estricto (figura 3) cuya topologia muestra a las poblaciones de A. rodecki (I.
Contoy y P. Juarez), A. angusticeps (Celestin, Chetumal, Campeche y Pedro A. Santos), A.
maslini (Calakmul, Cayo Norte, I. del Carmen, Champotdn, Majahual. P. Morelos) y A.
cozumela (I. Cozumel) dentro del grupo interno, mientras que el grupo externo esta
definido por una poblacion de A. deppii (Miramar).

Dentro del grupo interno es posible distinguir dos grupos principales, uno de ellos
formado por las dos poblaciones de Aspidoscelis rodecki (BT = 94) y otro, por las
poblaciones de A. angusticeps y el complejo formado por A. maslini y A cozumela (BT =

72), que forman un grupo mas interno (BT = 88).
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Figura 3. Arbol de consenso estricto generado a partir de las secuencias del gen
mitocondrial ND, mediante el método de parsimonia, en el se indican las relaciones
filogenéticas entre las poblaciones del complejo Aspidoscelis cozumela y sus especies
parentales. (CE=Celestun, CP= Campeche, CT= Chetumal, PS= Pedro Santos, CY=
Contoy, PJ= Puerto Juarez, CM=I. del Carmen, CH=Champoton, MA=Majahual, CA=
Calakmul, CN= Cayo Norte, PM= Puerto Morelos, CZ= Cozumel, MI= Miramar).
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Por su parte, el método de inferencia bayesiana aporta poca resolucion en la
filogenia de el complejo Aspidoscelis cozumela, la topologia del filograma resultante
muestra la enorme distancia genética que existe entre las especies del complejo y A. deppii
(especie paterna), sin embargo aparece mezclada con el grupo formado por las distintas
poblaciones de A. maslini - A. cozumela, integrando una politomia. Este grupo, se encuentra
mas relacionado con el formado por las poblaciones de A. angusticeps y el clado basal esta

integrado por las dos poblaciones de A. rodecki (figura 4).
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MA A. deppii
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tm A. rodecki
.92 .
— A. maslini
CH
— A. cozumela
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1.00
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Figura 4. Filograma generado a partir de las secuencias del gen mitocondrial ND,, en el se
indican las relaciones filogenéticas entre las poblaciones del complejo Aspidoscelis
cozumela y sus especies parentales. Los nimeros por encima de las ramas indican las
probabilidades posteriores (CE=Celestin, CP= Campeche, CT= Chetumal, PS= Pedro
Santos, CY= Contoy, PJ= Puerto Juarez, CM= 1. del Carmen, CH=Champoton,
MA=Majahual, CA= Calakmul, CN= Cayo Norte, PM= Puerto Morelos, CZ= Cozumel,
MI= Miramar).
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8.2 RECONSTRUCCION FILOGENETICA MEDIANTE EVIDENCIA TOTAL (Cytb Y ND,

DEL MtDNA).

El andlisis de parsimonia revelé que de los 1769 caracteres analizados, 1639 fueron
constantes y 98 variables pero no informativos, mientras que 32 fueron variables y
parsimoniosamente informativos. El analisis produjo un total de 18 arboles igualmente
parsimoniosos de 146 pasos cada uno (C1=0.7292, R1=0.8219, RC=0.7487), con los que a
su vez se construyd un arbol de consenso estricto (figura 5) en el que el grupo interno
gueda conformado por las poblaciones de Aspidoscelis angusticeps (Celestin, Chetumal,
Campeche y Pedro A. Santos), y las poblaciones de las especies partenogenéticas:
Aspidoscelis rodecki (I. Contoy y P. Juarez), Aspidoscelis maslini (Calakmul, Cayo Norte,
I. del Carmen, Champotén, Majahual, P. Morelos) y Aspidoscelis cozumela (I. Cozumel),
mientras que el grupo externo esta definido por una poblacion de Aspidoscelis deppii (Playa
Miramar).

El cladograma final muestra una topologia en la que se pueden distinguir dos
grupos, el primer clado esta integrado por las diferentes poblaciones de A. maslini y A.
cozumela, formando una politomia. El segundo clado (BT = 97%), esta conformado por las
distintas poblaciones de A. rodecki y A. angusticeps, destacando un grupo formado por las
dos poblaciones de la especie unisexual (CY y PJ, BT = 98) y otro formado por las
poblaciones de Celestin y Chetumal de A. angusticeps (BT = 82), que en conjunto forman

una politomia con las poblaciones restantes de la especie materna (figura 6).
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Figura 5. Arbol en el que se muestra la topologia de un consenso estricto de 18 arboles mas
parsimoniosos con 146 pasos cada uno (Cl1=0.7292, R1=0.8219, RC=0.7487), en el se
indican las relaciones filogenéticas entre las poblaciones del complejo Aspidoscelis
cozumela y sus especies parentales. (CE=Celestin, CP= Campeche, CT= Chetumal, PS=
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Pedro Santos, CY= Contoy, PJ= Puerto Juarez, CM= I. del Carmen, CH=Champoton,
MA=Majahual, CA= Calakmul, CN= Cayo Norte, PM= Puerto Morelos, CZ= Cozumel,

MI= Miramar).
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Figura 6. Cladograma circular en donde se muestran las politomias de de los diferentes
haplotipos de cada especie que integra el complejo Aspidoscelis cozumela. (CE=Celestln,
CP= Campeche, CT= Chetumal, PS= Pedro Santos, CY= Contoy, PJ= Puerto Juarez, CM=
I. del Carmen, CH=Champoton, MA=Majahual, CA= Calakmul, CN= Cayo Norte, PM=
Puerto Morelos, CZ= Cozumel, MI= Miramar).

El arbol generado mediante la inferencia bayesiana, presenta una topologia
congruente con la exhibida por el cladograma obtenido con MP, ya que el filograma
también presenta dos grupos (figura 7), uno conformado por las poblaciones A. rodecki y A.
angusticeps (PP = 100). Al interior de este grupo, las poblaciones de A. rodecki (I. Contoy
y P. Juarez) también aparecen como grupos hermanos (PP = 100), y este grupo tiene como
grupo hermano (PP = 49) al formado por tres poblaciones de A. angusticeps: Celestln y
Chetumal (grupos hermanos, PP = 100) y Pedro A. Santos (PP =, 76). El grupo anterior a su

vez, constituye un grupo con la poblacion de A. angusticeps de Campeche (PP = 100).
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Figura 7. Filograma en el que se muestran las relaciones existentes entre las especies del
complejo Aspidoscelis cozumela y sus especies parentales. Los nimeros por encima de las
ramas corresponden a las probabilidades posteriores. (CE=Celestin, CP= Campeche, CT=
Chetumal, PS= Pedro Santos, CY= Contoy, PJ= Puerto Juarez, CM= |. del Carmen,
CH=Champoton, MA=Majahual, CA= Calakmul, CN= Cayo Norte, PM= Puerto Morelos,
CZ= Cozumel, MI= Miramar).

En un segundo grupo se aprecian dos clados formados por poblaciones distintas de
A. maslini, uno de ellos constituido por las poblaciones de Calakmul y Cayo Norte (PP =
98), y el otro por las poblaciones de Majahual, Cd. del Carmen y Champotén (PP = 99), las
Gltimas formando un grupo hermano (PP = 99; figura 2). Respecto a A. cozumela y A.
maslini de Puerto Morelos el analisis indica que la divergencia genética entre estas dos

poblaciones es nula, por lo que la topologia del filograma las une con probabilidades
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posteriores de 47, cabe destacar que estas dos poblaciones no se integran al grupo de A.

maslini (como ocurre en el analisis de méaxima parsimonia).

8.3 DIVERSIDAD GENETICA

La variabilidad genética presente entre las diferentes poblaciones analizadas, fue
calculada a partir de las 1769 pares de bases (pb) que resultaron de la union de las
secuencias de los genes ND, y Cytb del mtDNA. Las distancias corregidas fueron
calculadas con el modelo general de tiempo reversible y en ellas se muestra que
genéticamente, las especies unisexuales y Aspidoscelis angusticeps son mas cercanas que
con respecto a Aspidoscelis deppii (la especie paterna). En promedio, Aspidoscelis maslini,
Aspidoscelis cozumela y Aspidoscelis rodecki presentan el 5.40% de divergencia con

respecto a A. deppii, mientras que solo el 0.96% respecto a A. angusticeps (cuadro 4).
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Cuadro 4. Distancias genéticas entre las especies unisexuales del complejo Aspidoscelis cozumela y sus especies parentales, calculadas
con el modelo general de tiempo reversible. (CE=Celestin, CP= Campeche, CT= Chetumal, PS= Pedro Santos, CY= Contoy, PJ=
Puerto Juarez, CM= 1. del Carmen, CH=Champoton, MA=Majahual, CA= Calakmul, CN= Cayo Norte, PM= Puerto Morelos, CZ=
Cozumel, MI= Miramar).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
CE CP CT PS CY PJ CM CH MA CA CN PM Ccz Ml

1 CE -

2 CP_0.00696 -

3 CT 0.00396 0.00683 -

4 PS 0.00949 0.00820 0.00935 -

5 CY 0.00735 0.00821 0.01018 0.01073 -

6 PJ 0.00622 0.00822 0.00904 0.01073 0.00113 -

7 CM 0.01055 0.00729 0.01041 0.01002 0.00989 0.00989 -

8 CH 0.01074 0.00778 0.01244 0.01031 0.01018 0.01131 0.00000 -

9 MA 0.01074 0.00693 0.01244 0.01136 0.01131 0.01244 0.00106 0.00113 -

10 CA 0.01018 0.00685 0.01074 0.01128 0.01074 0.01187 0.00286 0.00170 0.00170 -

11 CN 0.01413 0.00951 0.01470 0.01395 0.01470 0.01583 0.00549 0.00565 0.00452 0.00396 -

12 PM 0.01018 0.00602 0.01187 0.01045 0.01074 0.01187 0.00202 0.00170 0.00170 0.00113 0.00509 -

13 CZ 0.01018 0.00602 0.01187 0.01045 0.01074 0.01187 0.00202 0.00170 0.00170 0.00113 0.00509 0.00000 -

14 MI 0.05936 0.00611 0.05879 0.01051 0.06162 0.06105 0.00206 0.05596 0.05596 0.05540 0.05596 0.05427 0.05427 -
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9. DISCUSION

9.1 DISTANCIAS GENETICAS ENTRE LAS ESPECIES UNISEXUALES Y SUS ESPECIES
PARENTALES

La comparacion de las secuencias de mtDNA entre especies gonocoricas de
distintas especies de lacertilios, ha mostrado la existencia de haplotipos distinguibles entre
si, mientras que las especies unisexuales exhiben haplotipos que son muy similares o
indistinguibles de sdlo uno de los progenitores gonocdricos (especie materna; Avise et al.,
1992).

La distancia genética que se observa al comparar las secuencias de genes
mitocondriales entre las especies partenogenéticas del complejo Aspidoscelis cozumela y
sus especies parentales, permite destacar la estrecha relacion que existe entre Aspidoscelis
angusticeps y las especies unisexuales del grupo. Manriquez-Moran (2002) registro
divergencias promedio de 1.34 % entre las especies unisexuales y A. angusticeps, y de
16.28 % con respecto a A. deppii (especie paterna). En el presente estudio se evalud un
numero mayor de poblaciones y se encontraron divergencias promedio de 0.96% entre A.
angusticeps y los tres taxones unisexuales (Aspidoscelis maslini = 1.04 %, Aspidoscelis
cozumela = 0.96%, y Aspidoscelis rodecki = 0.88%), y de 4.48% (4.66%, 5.42% y 3.36%)
entre estos y Aspidoscelis deppii.

Comparando ambos datos, es posible observar que los haplotipos encontrados en las
distintas poblaciones de las especies unisexuales, son genéticamente mas cercanos a los
haplotipos reportados para A. angusticeps, apoyando asi la idea de que ésta es la especie
materna de todas las poblaciones conocidas de las lagartijas unisexuales de la Peninsula de

Yucatan (Moritz et al., 1992).
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Tomando en cuenta que el mtDNA es heredado casi exclusivamente por via
materna, no recombina y presenta una alta tasa de evolucion (sustitucion; Avise et al.,
1987), es posible establecer que el mtDNA de las especies unisexuales evaluadas en el
presente estudio proviene de Aspidoscelis angusticeps, lo que permite reconocerla como la
especie materna del grupo.

Estudios realizados en otros lacertilios unisexuales, muestran el mismo patron de
divergencia genética que se aprecia entre los integrantes del complejo Aspidoscelis
cozumela y su especie materna, tal es el caso de Aspidoscelis neomexicana, en donde
analisis de mtDNA entre Aspidoscelis inornata y Aspidoscelis marmorata sefialan a esta
ultima como la especie materna (Brown y Wright, 1979), lo mismo ocurre para
Aspidoscelis laredoensis, cuyo origen hibrido entre Aspidoscelis gularis y Aspidoscelis
sexlineata fue propuesto con base en estudios aloenzimaticos y cariol6gicos, mientras que
con el andlisis de su mtDNA se sugiere la participacién de Aspidoscelis gularis como la
especie materna (Wright et al., 1983). Estos ejemplos avalan que el grado de diversidad
genética presente entre las especies unisexuales y sus ancestros gonocéricos maternos es
menor al que exhiben las especies gonocoricas entre si, permitiendo con ello conocer la

direccion de los eventos de hibridacion que les dieron origen (Avise et al., 1992).

9.2 RELACIONES FILOGENETICAS Y EVOLUCION DE LA PARTENOGENESIS

Los métodos de inferencia filogenética, utilizando secuencias de mtDNA, han
permitido establecer la existencia de tres tipos de relaciones filogenéticas entre las formas
unisexuales y su especie materna: 1) Monofilia reciproca, en la que todos los linajes
pertenecientes a la especie gonocdrica estan mas relacionados entre si que con cualquiera

de los linajes partenogenéticos o viceversa; Il) Parafilia, en la que todos los linajes de la
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especie uniparental estdn mas relacionados entre si que con cualquier linaje de la especie
gonocorica, pero en la que algunos linajes de la especie materna se encuentran mas
relacionados con los linajes partenogenéticos que con los otros de la especie parental; I11)
Polifilia, cuando ninguna de las especies (ni la partenogenética, ni la gonocdrica) forman
clados separados, los linajes de una y otra se encuentran mezclados (anexo 5; Avise et al.,
1992). Los métodos de inferencia filogenética utilizados en el presente estudio, muestran
arboles constituidos por dos grupos que reflejan origenes independientes de la
partenogénesis en el complejo Aspidoscelis cozumela, uno de ellos une a los haplotipos de
A. rodecki y A. angusticeps, mientras que el otro asocia a los haplotipos de A. maslini y A.
cozumela, dicha esquematizacion sugiere una relacion de polifilia entre A. angusticeps y las
formas unisexuales del complejo A. cozumela (Avise et al., 1992), asi como la existencia de
dos eventos de hibridacion independientes entre A. angusticeps y A. deppii, uno de ellos
dando origen a A. rodecki y el otro a A. maslini - A. cozumela, lo cual confirma las
propuestas provenientes de evidencias carioldgicas, moleculares, morfoldgicas, y por el
grado de histoincompatibilidad entre A. rodecki y las otras dos formas unisexuales (Fritts,
1969; Hernandez Gallegos et al., 1998; Manriquez-Moran et al., 2000; Manriquez-Moran,
2002).

Analizando por separado, los clados partenogenéticos que resultan de los dos
analisis filogenéticos, es posible observar que ambos presentan una relacion de parafilia
con la especie materna del grupo, lo que de acuerdo con Avise et al., (1992) resulta I6gico
cuando el origen de las especies partenogenéticas es reciente y empiezan un proceso de
diferenciacion que finalmente conduce a la monofilia reciproca (Avise et al., 1992).

Un aspecto que destaca de los arboles filogenéticos obtenidos, es la politomia

establecida entre las distintas especies del complejo Aspidoscelis cozumela y su especie
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materna, por un lado Aspidoscelis maslini y A. cozumela y por el otro A. angusticeps y A.
rodecki. Con base en caracteres moleculares, Manriquez-Moran (2002) sugiere que las
especies partenogenéticas se originaron por la hibridacién de individuos genéticamente
distantes de Aspidoscelis angusticeps con A. deppii, y de acuerdo a lo que menciona; A.
rodecki parece tener como ancestro materno a un organismo con un haplotipo semejante al
que actualmente presentan los individuos de Celestin o Chetumal (Manriquez-Morén,
2002), sin embargo, la escasa divergencia genética entre las poblaciones de Aspidoscelis
angusticeps que se muestra en el presente estudio, no permite descifrar la ruta evolutiva ni
la poblacion que originé a A. rodeki.

Lo mismo ocurre para Aspidoscelis maslini y A. cozumela, taxones cuya relacion
indica una radiacion mediante la que estas poblaciones han logrado diversificarse, y por la
cual se han originado distintos haplotipos exclusivos de cada zona geografica. Tomando en
consideracién las cinco categorias filogeograficas propuestas por Avise (2000; Cuadro 1) se
considera que el complejo Aspidoscelis cozumela se rige por el patron filogeografico
descrito dentro de la categoria Ill, y dado que los distintos haplotipos del complejo
muestran diferencias genéticas muy pequefias entre si y son caracteristicos de cada una de
las poblaciones analizadas (Avise, 2000), se asume un origen y una divergencia reciente del
grupo, proponiendo con ello, que a partir de un solo organismo que colonizé la Peninsula
de Yucatan se originaron diversos clones (Schluter, 2003). Por lo tanto, las caracteristicas
morfoldgicas, citogenéticas y de comportamiento en que difieren las poblaciones de
Aspidoscelis maslini (Fritts, 1969; Manriquez Moran, 2002; Elizalde-Rocha, 2007) indican
que las condiciones del ambiente y sus presiones selectivas, han posibilitado que estos
lacertilios hayan tenido una radiacion adaptativa (Schluter, 2003) en donde el proceso

evolutivo a nivel ecologico y fenotipico ha ido acompafiado por una multiplicacion de
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linajes, cuyos descendientes ocupan nichos ecoldgicos distintos en los que pueden
aprovechar sus recursos dado las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de las cuales
han sido dotados (Ornelas, 1996; Schluter, 2003).

La diversificacion de un hibrido ancestral en varios clones ecoldgicamente
diferentes, asociada con la adaptacion morfolégica (Seehausen, 2004), son cualidades que
distinguen al complejo Aspidoscelis cozumela, y cumpliendo con las cuatro caracteristicas
bésicas de una radiacion adaptativa: 1) ancestria comdn de las especies, 2) correlacion
fenotipo-ambiente, 3) utilidad de los caracteres fenotipicos involucrados, y 4) eventos de
diversificacion rapida (Schluter, 2003); es posible reconocer que el origen reciente de estas
especies, esta determinado por la divergencia fisioldgica y la adaptacion; facultades que les
han permitido invadir ambientes libres de competidores y explotar recursos subutilizados
(Schluter, 2003).

Sin embargo, pese a las evidencias que en la actualidad existen, el origen geografico
y genético de las poblaciones que originaron la partenogénesis en el complejo Aspidoscelis
cozumela es desconocido, por lo que quiza sea necesario hacer estudios filogeograficos mas
detallados que incluyan mas poblaciones de Aspidoscelis angusticeps y asi analizar las
genealogias génicas para el estudio de la evolucion en las poblaciones donde el complejo A.
cozumela esta presente. Asi, se podra definir el proceso de colonizacién y diversificacion
de los linajes genéticos, lo cual a su vez permitira plantear hipotesis sobre posibles eventos
de dispersion y las causas ecoldgicas que pudieron haber influido en esta radiacién de

especies.
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9.3 ESTADO TAXONOMICO DE Aspidoscelis maslini Y A. cozumela

Es importante destacar que al igual que en los analisis con enzimas de restriccion
(Moritz et al., 1992) las poblaciones de Aspidoscelis maslini y Aspidoscelis cozumela
presentan niveles bajos de divergencia en las secuencias de los genes ND, y Cytb de su
mtDNA, incluso se observé que la poblacion de Puerto Morelos (A. maslini) y la especie
endémica de Isla Cozumel comparten el mismo haplotipo, es decir no presentan diferencias
a nivel genético, tal y como lo sugerian los analisis de histocompatibilidad realizados
anteriormente (Hernadndez Gallegos et al., 1998).

La homogeneidad genética que se presenta entre estos dos taxones y sobre todo la
divergencia genética nula que revelan las secuencias de mtDNA, apoyan la idea de que
Aspidoscelis cozumela no representa una especie partenogenética que se haya originado por
la hibridacion entre dos especies gonocéricas, sino que su origen se debe a un evento de
cladogénesis en la que esta especie se derivo de un taxdn uniparental preexistente que muy
probablemente es Aspidoscelis maslini (Manriquez-Moran, 2002). Por lo tanto, la
consideracién taxondémica de Aspidoscelis cozumela sigue siendo complicada, ya que por la
nula divergencia de su mtDNA con respecto a la poblacion de P. Morelos (A. maslini) y su
posicion dentro de loa arboles filogenéticos que resultan de este trabajo, se podria
considerar que es un morfotipo mas de Aspidoscelis maslini, sin embargo, destacando la
evidencia morfoldgica, carioldgica, y sobre todo el aislamiento geografico que hace de
Aspidoscelis cozumela un taxdén claramente diagnosticable, es posible definirla como
distinta a Aspidoscelis maslini. Ademas, bajo el concepto filogenético de especie que
Echelle (1990) propone utilizar para delimitar taxones unisexuales, “una especie es un
grupo irreductible de organismos dentro de los cuales existe un patrén parental de

ancestria y descendencia, el cual es diagnosticablemente distinto de otros grupos”
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(Cracaft, 1987), es posible que Aspidoscelis cozumela siga conservando su identidad y su
rango de especie, ya que este concepto tiene la ventaja de reconocer a aquellos taxones
unisexuales que se diferencian de una forma partenogenética preexistente (Manriquez-
Moran, 2007). Lo que no ocurre bajo el concepto biolégico propuesto por Mayr (2000),
cuya principal limitante es su aplicacion exclusiva a organismos con reproduccion sexual y
el aislamiento reproductivo con que deben cumplir aquellas poblaciones pertenecientes a
distintas especies (De Haro, 1990), donde desde luego, no hay cabida para reconocer
aquellos grupos que se reproducen mediante mecanismos clonales y en los que solo existe
un sexo (Maslin, 1968).

Los andlisis carioldgicos realizados con los miembros del complejo Aspidoscelis
cozumela y sus especies parentales, muestran la existencia de tres fisiones en el cariotipo
hibrido del ancestro que dio origen a Aspidoscelis cozumela (Manriquez-Moran, 2007),
estas modificaciones cromosdmicas permiten diferenciar a los lacertilios de Isla Cozumel y
las poblaciones continentales de Aspidoscelis maslini; y de acuerdo con Cole, (1985), esto
representa un punto a favor para reconocer a Aspidoscelis cozumela como un taxon
partenogenético distinto a aquel que le dio origen (Cole, 1985), ademas, al presentar
diferencias morfoldgicas e inconsistencias en su ecologia y distribucion no es posible

asegurar que se trata de una misma especie (Cole, 1985).
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10. CONCLUSIONES

Las especies del complejo Aspidoscelis cozumela presentan haplotipos exclusivos y

genéticamente poco variables en cada una de las poblaciones analizadas.

Dichos haplotipos, son genéticamente méas cercanos a los haplotipos encontrados en

Aspidoscelis angusticeps que el reportado para Aspidoscelis deppii.

Aspidoscelis angusticeps se confirma como la especie materna de dos de los taxones

del complejo (Aspidoscelis maslini y Aspidoscelis rodecki).

Aspidoscelis cozumela se origin0 mediante cladogénesis de la poblacion con

haplotipo PM de Aspidoscelis maslini.

La filogenia muestra la existencia de dos complejos unisexuales originados

independientemente.

La evolucion de la partenogénesis en el complejo Aspidoscelis cozumela se registra

como una radiacion adaptativa.
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ANEXO 1

LISTA DE ESPECIES PARTENOGENETICAS DE LACERTILIOS

Familia Género Grupo Especie
A. tesselata
A. dixoni
A. tesselata Complejo A.
neotesselata
A. neomexicana
A. maslini | i
) ) A.cozumela | A. cozumela (Manriquez-Moran, 2007)
Aspidoscelis A rodecki
Especie G
A. exsanguis
Complejo A. uniparens
) Complejo A.
Teiidae A. sexlineata flagellicauda
Complejo A. sonorae
Complejo A. opatae
Complejo A. laredoensis
Complejo A. velox
C. cryptus (Cole y Dessauer, 1993)
Cnemidophorus C. pseudolemniscatus Y ' '
C. nativo (Rocha et al., 1997).
Kentropyx K. borckianus (Vrijenhoek et al., 1989)
Teius Teius suguiensis (Martori, 1993)
D. unisexualis (Vrijenhoek et al., 1089)
D. uzzelli . "’
D. bendimahiensis
Lacertidae Darevskia D. sapphirina (Murphy etal., 2000).
D. rostombekowi
D. armeniaca (Vrijenhoek et al., 1989)
D. dahli
Xantusiidae Lepidophyma L. flaviculatum (Vrijenhoek et al., 1989)
(Moritz et al., 1993;
Hemidactylus H. garnotii Vrijenhoek et al., 1989)
Gekkonidae H. vietnamensis (Vrijenhoek et al., 1989)
Heteronotia H. binoei
Lepidodactylus L. lugubris Moritz et.al., 1993; Vrijenhoek
et al., 1989)
Nactus N. arnouxii (Vrijenhoek et al., 1989)
L. triploida
Agamidae Leiolepis L. guentherpetersi (Malysheva et.al., 2006)
L. boehmei
Chamaeleonidae Brookesia Brookesia spectrum (Vrijenhoek et al., 1989)
affinis
Scincidae Menetia M. greyii (Gardner et al., 2004)

Gymnophthalmidae

Gymnophthalmus

G. underwoodi

(Vrijenhoek et al., 1989)
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ANEXO 2

EXTRACCION DE DNACON ACETATO DE AMONIO (Fetzner, 1999).

Colocar el tejido (en pequefios fragmentos) en 900 ul de buffer de lisis con 20 pl de
proteinaza K (10 mg/ml).

Mezclar con vortex y colocarlos a 55° C durante toda la noche, con agitacion
ocasional durante las primeras horas.

Sacar la muestra de la estufa y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Una vez que la muestra alcance la temperatura ambiente, agregar 4 pl de RNasa (10
mg/ul). Agitar con vortex y colocar en bafio maria a 37° C por una hora.

Enfriar la muestra a temperatura ambiente y agregar 300 pl de acetato de amonio
7.5 M. Agitar con vortex por 10 segundos y colocarla en hielo por 10 — 15 minutos.
Remover la muestra del hielo y centrifugar a velocidad maxima (13 — 14 rpm) por 3
minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo (1.5 ml) y centrifugar por 2 — 3 minutos
mas.

El sobrenadante de la segunda centrifugacion es transferido a un tubo de 2 ml que
debe contener 900 pl de isopropanol. Invertir el tubo aproximadamente 20 veces
para observar el DNA. Si el DNA no es observado, colocar la muestra a =20 ° C
durante toda la noche. Si se observa DNA, centrifugar inmediatamente a velocidad
maxima para obtener el boton de DNA.

Después de la centrifugacion, eliminar el isopropanol y lavar el botén con 500 pl de
etanol al 70 %. Centrifugar la muestra por 2 minutos y eliminar el etanol
(completamente). Colocar los tubos en un concentrador de DNA a temperatura

media (50 — 60° C) por 5 minutos (o0 hasta que todo el alcohol se haya evaporado).

10. Resuspender el boton de DNA en 30 — 100 ul de H20, dependiendo de su tamafio.
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ANEXO 3

PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR (PRECIPITACION CON POLIETILEN GLICOL;

Reeder, 2003).

PARA REACCIONES DE 25 pl

1.

© 0 N o g bk w DN

N
= O

[EEN
N

Transferir los productos de PCR a un tubo de 1.5 ml y agregar 20 pl de PEG 20% -
NaCl 2.5 M

Incubar a 37° C por 20 minutos

Centrifugar a velocidad maxima por 20 minutos

Eliminar el sobrenadante con una pipeta (tratando de no tocar el boton)

Agregar 150 pl de etanol al 80% frio (-20 ° C)

Centrifugar a velocidad maxima por 10 minutos

Eliminar el sobrenadante con una pipeta (tratando de no tocar el botdn)

Agregar 150 pl de etanol al 95% frio (-20 ° C)

Centrifugar a velocidad méxima por 10 minutos

. Eliminar el sobrenadante con una pipeta (tratando de no tocar el botdn)

. Colocar los tubos en un concentrador de DNA a temperatura media (50 — 60° C) por

10 minutos (o hasta que todo el alcohol se haya evaporado)

. Resuspender el boton de DNA en 10-15 pl de H,0, dependiendo del tamafio del

bot6n
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ANEXO 4
PURIFICACION DE LA REACCION DE SECUENCIACION (SEPHADEX EN COLUMNAS CENRI-

SEP; Princeton Separations).

1. Colocar la tapa a cada una de las columnas de plastico

2. Agregar 750 pl de la solucion de sephadex (2.6 g/40ml H,0O) a cada una de las
columnas

3. Mover la tapa de las columnas para extraer las burbujas

4. Quitar las tapas y cuando las columnas comiencen a gotear, colocarlas en el tubo
colector

5. Centrifugar por 2 minutos a 2800 rpm

6. Rotular tubos de 1.5 ml con los datos de las muestras

7. Colocar las columnas en los tubos rotulados y vaciar los productos de la reaccion de
secuenciacion (a los que previamente se les agregd 10 ul de H,0) justo en el centro
de la columna de sephadex

8. Centrifugar por 4 minutos a 2800 rpm

9. Secar en un concentrador de DNA a temperatura media por 20 minutos o hasta que

el agua sea totalmente evaporada
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ANEXO 5

RELACIONES FILOGENETICAS QUE SE PRESENTAR EN LOS TAXONES UNISEXUALES SEGUN

SU ORIGEN Y LA RELACION QUE ESTABLECEN CON SU ESPECIE MATERNA.

p— UMISEXUALES
I} MONOFILIA
RECIPROCA -
S— GONOCORICOS
— | M| SEXUALES
II) PARAFILIA

GONOCORICOS

GONOCORICOS

UNISEXUALES
IIT) POLIFILIA —

-]
]
— GONOCORICOS
]

UMISEXUALES

Tomado y modificado de Avise et al. (1992).
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