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RESUMEN

Los marcadores moleculares se han convertido en una herramienta importante para la
identificacion de las especies y dentro de ellos los codigos de barras genéticos han sido definidos
como secuencias cortas de DNA estandarizadas para la identificacion rapida de los organismos.
Dichas secuencias se han usado para identificar especies bien definidas, sin embargo, en el
presente estudio se pretende utilizar la secuencias del gen mitocondrial que codifica para la
subunidad 1 de la citocromo ¢ oxidasa (empleada como codigo de barras genético para el grupo
de los animales), de individuos pertenecientes a los 10 taxones del complejo Aspidoscelis gularis
propuestos por Garcia (2012), con la finalidad de probar si la secuencia del COIl permite la
identificacion de esos taxones empleando los métodos de distancia genética. Para ello se
obtuvieron 52 secuencias de los distintos taxones y se calcularon las distancias genéticas
pareadas. Los andlisis de las distancias genéticas mostraron que, bajo la utilizacion de un umbral
arbitrario para identificar especies, no es posible distinguir los taxones que propuso Garcia
(2012). Sin embargo, cuando se emplearon analisis filogenéticos y se reconocieron 7 especies
mediante el modelo GMYC, fue posible establecer un umbral de diferenciacion genética propio
del complejo, que permite identificar claramente a esos 7 taxones, los cuales ademas, presentan

una distribucion geogréfica bien definida.



. INTRODUCCION

Los marcadores moleculares se han convertido en una parte importante en la
identificacion de las especies y sus relaciones filogenéticas, ya que han permitido incorporar
informacién genética y métodos propios de la sistematica, lo que ha ayudado a esclarecer
problemas taxondémicos y filogenéticos (Paz et al., 2011). Los codigos de barras genéticos,
definidos como secuencias cortas de DNA estandarizadas para la identificacion rapida de un

organismo (Borisenko et al., 2009), son una de las herramientas méas empleadas en la actualidad.

En el grupo de los animales, el gen mitocondrial que codifica para la subunidad I de la
citocromo c oxidasa (COI) fue el fragmento elegido como codigo de barras (Hebert et al., 2003b;
Shen et al., 2013). En el afio 2004 fue creado el Consorcio del Cdodigo de Barras de la Vida
(CBOL, por sus siglas en inglés), que tiene como objetivos promover el uso del COI como
herramienta de identificacion de las especies y crear una base de datos con las secuencias
genéticas y sus ejemplares de referencia o vouchers (Ratnasingham y Herbert, 2007). La idea de
este proyecto internacional hace una analogia entre los codigos de barras de los productos
mercantiles y la secuencia de un fragmento de DNA de los organismos, donde para cada especie
debe existir un codigo (secuencia genética) que la identifique y diferencie de otras. La
aplicabilidad de este método depende del soporte de una biblioteca de referencia de cddigos de

barras de DNA.

El proyecto Barcode of Life es un sistema disefiado para identificar a las especies de
forma réapida y desde el punto de vista de la biologia, pretende acelerar el ritmo de
descubrimiento de especies nuevas y aumentar la capacidad de los taxénomos de ampliar y
completar el inventario mundial de la biodiversidad. Sin embargo algunos investigadores lo han
empleado para delimitar especies usando métodos de distancia genética. Estos métodos de

1



distancia han sido la principal aplicacién de los cédigos de barras para discriminar e identificar a
las especies, sin embargo a pesar de la importancia que ha cobrado, se ha observado que las
divergencias genéticas entre las especies varian dependiendo del taxon (Sbordoni, 2010), por ello,
los procedimientos basados en distancia que utilizan la informacion de la secuencia COl, pueden
tener ciertas limitaciones, sobre todo cuando se trata de establecer limites entre especies con
problemas taxondmicos y con caracteristicas evolutivas y de especiacion particulares (Lipscomb

et al., 2003; Wheeler, 2004; Tubaro y Diaz de Astarloa, 2008).

Histéricamente uno de los grupos que mas problemas taxonémicos ha presentado dentro
de los reptiles, es el de los lacertilios que conforman al género Aspidoscelis, el cual se distribuye
ampliamente en el Continente Americano, principalmente en los ecosistemas aridos y semiaridos

del suroeste de Estados Unidos y México (Wright, 1993).

El género Aspidoscelis esta constituido por 87 taxones, entre especies y subespecies, que
en algunos casos integran complejos, debido a que los caracteres utilizados tradicionalmente no
han permitido una delimitacién adecuada de las especies. Uno de esos complejos es el de A.
gularis, que actualmente se considera una especie politipica con poca variacién morfoldgica y
patrones de coloracién que varian incluso ontogenéticamente (Walker 1981 a y b; Wright 1993,

Reeder et al., 2002).

Los integrantes del complejo A. gularis han sufrido diversos cambios taxondmicos
(Duellman y Zweifel, 1962; Walker, 1981 a y b; Wright, 1993; Crother et al., 2001; Reeder et al.,
2002) debido en gran medida, a la complejidad que ha existido para delimitar a los taxones que lo
conforman (Reeder et al., 2002) y a la falta de informacidn acerca de su distribucion (Dixon et

al., 1971; Orozco, 2011). Recientemente Garcia (2012) realizd una filogenia molecular del



complejo, empleando los marcadores genéticos ND2 y Cytb y logro identificar a 10 especies.
Debido a lo anterior, en el presente estudio se pretende emplear al cddigo de barras genético para

identificar a los taxones que conforman al complejo Aspidoscelis gularis y evaluar su efectividad

en la discriminacion de las especies del grupo.



II. ANTECEDENTES

1. EL GENERO ASPIDOSCELIS

Los lacertilios que conforman al género Aspidoscelis, son de actividad diurna y se
caracterizan por presentar cuerpo alargado y cola que llega a medir el doble de la longitud del
cuerpo (Wright, 1993; Reeder et al., 2002). Sus especies se distribuyen en gran parte del
Continente Americano y debido a la gran extension territorial que ocupan, se les ha registrado en
distintos ecosistemas, siendo los ambientes aridos y semiaridos de Estados Unidos y México el
lugar donde se presenta la mayor diversidad. Su gran abundancia y naturaleza conspicua ha
permitido su uso en diversos estudios ecologicos, biogeograficos y de historia natural (Wright,

1993).

El género Aspidoscelis estd constituido por taxones gonocoricos y unisexuales, los cuales
han sido divididos en cinco grupos: El grupo Aspidoscelis cozumela (conformado por cuatro
especies unisexuales), el grupo A. deppii (formado por 19 taxones gonocoricos), el grupo A.
tesselata (con cuatro especies unisexuales), el grupo A. tigris (constituido por 13 taxones
gonocaricos) y el grupo A. sexlineata conformado por 49 taxones (gonocoricos y unisexuales),
siendo este Ultimo grupo el que tiene mayor diversidad y en donde se ubica el complejo
Aspidoscelis gularis. Las especies del género, se caracterizan por presentar poca variabilidad a
nivel morfoldgico y poseer una gran variacion en sus patrones de coloracion. Lo anterior, ha
generado la existencia de complejos de especies, que histéricamente han sido dificiles de

delimitar (Walker 1981 a y b; Wright 1993; Reeder et al., 2002).



1.1 EL COMPLEJO ASPIDOSCELIS GULARIS

Las lagartijas del complejo Aspidoscelis gularis presentan una distribucion que va desde el
suroeste de los Estados Unidos hasta la parte del centro y sur de México (Dixon et al., 1971,
Walker 1981 a y b; Walker et al., 2001; Garcia 2012) y se considera a la zona sur de los Estados
Unidos y norte de México como la region donde se presenta la mayor diversidad de los taxones

(Orozco, 2011; Garcia, 2012).

Diversos autores han utilizado a los patrones de coloracién y escutelacion como caracteres
clave en la delimitacion de los taxones de A. gularis, pero el solapamiento de dichos caracteres
provoco, que los integrantes del complejo sufrieran varios cambios taxondmicos durante el siglo
XX. Duellman y Zweifel (1962) colocaron a 5 taxones del complejo en dos especies:
Aspidoscelis gularis (= A. gularis gularis) y A. septemvittata (Aspidoscelis g. scalaris, A. g.
pallida, A. g. septemvittata y A. g. semifasciata) y sefialaron su presencia en los estados de
Aguascalientes, Distrito Federal, Hidalgo, Jalisco, San Luis Potosi y Michoacan. Posteriormente
Dixon et al. (1971) describieron a la subespecie Aspidoscelis gularis colossus, con una
distribucion al este del estado de Querétaro. Una década después Walker (1981a) sinonimizo a
los taxones A. scalaris (=A. septemvittata) y A. gularis bajo el concepto bioldgico de especie y el
mismo autor (1981b) describié un taxon nuevo (A. gularis semiannulata) y restringidé su

distribucion a los estados de Aguascalientes, Durango, San Luis Potosi y Zacatecas.

En un trabajo posterior, Walker et al. (2001) hicieron referencia a la presencia de
organismos con patrones de coloracion distintos a los ya descritos en el estado de Chihuahua, por
lo que sugirieron hacer una revision taxonémica del complejo. Un afio después Reeder et al.

(2002) realizaron un estudio filogenético del género Aspidoscelis y encontraron que los taxones



A. gularis gularis, A. g. septemvittata y A. g. scalaris estdn estrechamente relacionados y

proponen realizar trabajos adicionales para esclarecer sus problemas taxonémicos.

Lo que hoy en dia se considera como el complejo Aspidoscelis gularis incluye a los taxones
que histéricamente pertenecieron a las especies Aspidoscelis septemvittata, A. scalaris y A.
gularis (Duellman y Zweifel, 1962; Walker, 1981 a y b; Wright, 1993; Crother et al., 2001;
Reeder et al., 2002), los cuales posteriormente (Walker, 1981a,b) fueron colocados dentro de la
especie politipica A. gularis, la cual se integrd por siete subespecies descritas con base en sus
patrones de coloracion (A. gularis gularis, A. g. colossus, A. g. pallida, A. g. scalaris, A. g.
septemvittata, A. g. semifasciata y A. g. semiannulata) y varios taxones sin reconocimiento
formal en los estados de Aguascalientes, Hidalgo, Jalisco, San Luis Potosi, Michoacéan y Distrito

Federal (Orozco, 2011).

En 2012, Garcia realizé una propuesta formal sobre las relaciones filogenéticas y el estado
taxondémico de los integrantes del complejo, tomando en cuenta caracteres moleculares (genes
ND2 y CytB del DNA mitocondrial). Su analisis para la delimitacion de especies incluia la
filogenia obtenida, redes de haplotipos y datos de distribucion geogréafica. Con dicha informacion
la autora sugiri6 que A. gularis representa un complejo formado por grupos de haplotipos
exclusivos apoyados por su distribucion geografica y propuso diez especies (A. sp.1, A.
septemvittata, A. scalaris, A. sp.2, A. semifasciata, A. sp.3, A. sp.4, A. sp.5, A. sp.6 y A. gularis;

fig.1, cuadro 1).
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Figura 1. Distribucion de los taxones propuestos por Garcia (2012) para el complejo Aspidoscelis gularis.

Cuadro 1. Especies y distribucidn, reconocidas por Garcia (2012).

Especie Distribucion geogréafica
Aspidoscelis sp. 1 Parte sur de Aguascalientes y este de Guanajuato.
Aspidoscelis septemvittata | Valle de Cuatrociénegas Coahuila.
Aspidoscelis scalaris Chihuahua, Coahuila y Aguascalientes.
Aspidoscelis sp. 2 Este de Durango, Coahuila, parte sur de la Sierra Madre Oriental

y Altiplanicie Mexicana.

Aspidoscelis semifasciata Sureste de Coahuila, sureste de Durango, este de Zacatecas, oeste
de San Luis Potosi, norte de Aguascalientes, Sierra de Torredn-
Monterrey y sur de la Altiplanicie Mexicana.

Aspidoscelis sp. 3 Suroeste del valle de Cuatrociénegas, norte de la Altiplanicie
Mexicana.

Aspidoscelis sp. 4 Noreste del valle de Cuatrociénegas.

Aspidoscelis sp. 5 Este y sureste del valle de Cuatrociénegas, dentro de la zona de
la Altiplanicie Septentrional.

Aspidoscelis sp. 6 Parte sur de la Altiplanicie Mexicana (Altiplanicie Meridional,
en el estado de Hidalgo)

Aspidoscelis gularis Noreste del valle de Cuatrociénegas, zona norte de la Altiplanicie

Mexicana, Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi, Veracruz,
Querétaro e Hidalgo.




2. EL cODIGO DE BARRAS GENETICO

En el afio 2003 un grupo de cientificos de la Universidad de Guelph en Ontario, Canada,
propuso utilizar la secuencia parcial (las primeras 648 pares de bases) del gen mitocondrial que
codifica para la subunidad | de la Citocromo C-oxidasa (COIl, Cox1l o mt-col) como el
“identificador universal” de las especies de animales. Esta region fue propuesta, debido a que su
variacion intraespecifica parecia ser mas pequefia que la variacion interespecifica (Hebert et al.,

2003a).

La aplicabilidad de este método depende del soporte de una biblioteca de referencia de
codigos de barras del DNA y el registro de sus vouchers o ejemplares de referencia
(Ratnasingham y Herbert, 2007). Por lo cual se creo la Barcode of Life Database (BOLD, por sus
siglas en inglés), para albergar el registro de las secuencias del COI de las distintas especies

(Ratnasingham y Herbert 2007; BOLD www.boldsystems.org).

En los afios siguientes se unieron al proyecto numerosas instituciones cientificas de varios
paises, con el fin de obtener una mayor cantidad de secuencias (Paz et al., 2011) y hasta el
momento se han obtenido resultados favorables y la idea de inventariar a todas las especies del
planeta sigue avante. Actualmente existen 2,652,577 especimenes pertenecientes a 193,707

especies con codigos de barras (The Barcode of Life Data System; www.boldsystems.org).

El proyecto fue disefiado con la finalidad de identificar de manera rapida, precisa y
automatica a las especies de animales, mediante el uso de secuencias de DNA cortas y
estandarizadas (Herbert y Gregory 2005). Sin embargo, el codigo de barras se ha empleado en
diferentes aplicaciones y disciplinas, por ejemplo, como herramienta para la deteccion de la

biodiversidad (Smith et al., 2008; Hebert et al., 2009; Janzen et al., 2009), como apoyo a la


http://www.boldsystems.org/
http://www.boldsystems.org/

taxonomia tradicional (Packer et al., 2009), para el reconocimiento de especies cripticas
(Hawkins et al., 2007; April et al., 2011; Carolan et al., 2012), para evaluar divergencia evolutiva
entre taxones (Barr et al., 2012), para llevar a cabo analisis filogenéticos y biogeograficos
(Hawkins et al., 2007; Lowestein et al., 2011; Barr et al., 2012; Carolan et al., 2012;) y en

muchos otros campos (Lanteri 2007; Ferri et al., 2009).

Las primeras alianzas entre investigadores a nivel mundial fueron los proyectos para
conocer los cédigos de barras de aves, peces y lepidopteros (Hebert y Gregory, 2005). Dentro del
grupo de los vertebrados, destaca el proyecto de la identificacién de especies de peces de
Australia (Ward et al., 2005), donde los autores determinaron 754 secuencias del COI
pertenecientes a 207 especies (en su mayoria marinas), los resultados que obtuvieron fueron
exitosos en la determinacion correcta de las especies de peces. El estudio incluyd especies
congenéricas y solo para 4 de las 211 que consideraron originalmente en el estudio no
presentaron resultados exitosos, debido probablemente a la degradacién del DNA. Al final
concluyeron que el cédigo de barras genético puede ser usado como una herramienta eficaz en la

determinacion de especies de peces.

Algo similar fue encontrado por Mabragafia et al. (2011) quienes secuenciaron 577
muestras del COI pertenecientes a 125 especies de peces marinos de Argentina. Los autores
encontraron que todos los ejemplares utilizados en el estudio habian sido determinados
correctamente a nivel de especie ademas, lograron identificar una posible especie nueva de raya
(Dipturus argentinensis) cuyo codigo de barras genético era Unico e inequivocamente diferente al

de las otras dos especies congenéricas que tambien habitan aguas argentinas.



Otro estudio, fue el de las aves de Norteamerica (Hebert et al., 2004a), donde se prob¢ al
codigo de barras como identificador de especies en el grupo de las aves, que son los organismos
cuya taxonomia es la mejor conocida del reino animal. Los investigadores secuenciaron la region
del COI de 260 especies de Norteamérica y observaron que las secuencias tienen diferencias
interespecificas claras en comparacion con las intraespecificas, por lo que sugieren que el codigo

de barras es una herramienta efectiva para la determinacion de especies.

Otro caso similar en aves, es el trabajo de Tubaro y Diaz de Astarloa (2008) donde
analizaron 1,594 especimenes pertenecientes a 500 especies de Argentina; lo que los autores
determinaron es que en el 98% de los casos las especies pudieron ser identificadas
inequivocamente y en un 100% se llegd a nivel de género; también encontraron que los niveles
de divergencia intraespecifica hallados en las secuencias COI eran comparables a los de las aves
de Norteamérica. Ademas, encontraron que en el 3% de los casos analizados se presentd un nivel
importante de estructuracién genética que sugiere la existencia de posibles especies cripticas o

razas geograficas que merecen ser elevadas al nivel de especies.

Se ha observado que la funcionalidad del codigo de barras genético como herramienta para
la identificacion de especies en grupos con complejidades taxondmicas es relativa y resulta
prematuro hacer una valoracion sobre su utilidad (Lipscomb et al., 2003; Wheeler, 2004 y Tubaro
y Diaz de Astarloa, 2008). Ademas, cabe resaltar que la mayor parte de las investigaciones que se
han realizado no incluyen muestreos que permitan analizar la variacién de cada especie a lo largo
de su distribucion geogréafica, por lo que en ciertos casos su aplicabilidad puede ser cuestionada

(Lipscomb et al., 2003; Wheeler 2004; Hickerson et al., 2006; Lanteri 2007).
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En lo que respecta al grupo de los reptiles existen pocos registros en BOLD de codigos de
barras, debido en gran medida a que este marcador molecular ha sido poco utilizado por los
herpetélogos en trabajos filogenéticos y filogeograficos (Ratnasingham y Hebert, 2007; Nagy et
al., 2012). Hasta el dia de hoy en la base de datos del proyecto se encuentran registradas 2,195
especies, de las cuales 1,775 cuentan con el registro de codigo de barras (cuadro 2). Estos

registros representan a los cuatro 6rdenes de la clase Reptilia.

La familia Teiidae se encuentra representada por los géneros Ameiva, Aspidoscelis,
Cnemidophorus, Dracaena y Holcosus con 37, 14, 2, 1 y 1 registros de especies respectivamente.
El género Aspidoscelis, se encuentra representado por ocho especies de las cuales solo
Aspidoscelis scalaris y A. septemvittata representan al complejo A. gularis, sin embargo ambas
presentan un registro de un fragmento parcial menor a 500 pb del gen Citocromo oxidasa,

subunidad | (BOLD, Systems).

Cuadro 2. Estadisticas de los reptiles, tomado de: BOLD, www.boldsystems.org

Registros de Especimenes 11,496

Especimenes con secuencias 10,535

Especimenes con cadigos de barras (8,618

Especies 2,195

Especies con cddigos de barras 1,775
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3. EL CODIGO DE BARRAS GENETICO PARA LA IDENTIFICACION Y DELIMITACION DE ESPECIES

Los estudios realizados en diversos grupos de animales, han mostrado la aplicabilidad de
los codigos de barras en la identificacion de especies (Shen et al., 2013) y de manera general se
ha encontrado que la divergencia entre individuos de una poblacion o especie, es de manera
general, mas baja que el valor de la misma especie comparada con especies relacionadas
cercanamente (Shen et al., 2013). El sistema del cddigo de barras asume que una secuencia nueva
“sin identificar” al ser comparada con alguna de la base de datos mostrara un nivel de divergencia

o distancia genética alta, si se tratase de una secuencia de una especie nueva.

Si bien se ha logrado observar la paradoja entre la divergencia intraespecifica y la
interespecifica, también se ha cuestionado sobre los niveles o porcentajes de divergencia genética
que deben ser tomados en cuenta para discriminar a las especies, debido en gran medida, a que no
todas las especies pueden ser tratadas de la misma manera y bajo los mismos valores, pues cada
taxdn presenta su propia historia evolutiva y el grado de diversidad genética entre especies de

diferentes taxones puede ser de magnitudes diferentes (Lohse, 2009).

Distintos trabajos realizados en animales (vertebrados e invertebrados) han mostrado que
las distancias genéticas entre especies varian dependiendo del taxén (cuadro 3), por lo tanto el
uso de los cddigos de barras en la identificacion de especies no puede ser estandarizado con

valores de divergencia iguales en todos los animales (Vences et al., 2005).
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Cuadro 3. Valores de distancias genéticas utilizados para la delimitacion de especies en diversos grupos de

animales.

Grupo Taxon Distancia Autores
Invertebrados | Coleopteros | Divergencia interespecifica de 8%. Hebert et al. (2003b)
Invertebrados | Cnidarios Divergencia interespecifica de 2%. Hebert et al. (2003b)
Invertebrados | Lepidopteros | Divergencia interespecifica de 3%. Hebert et al. (2004b)
Invertebrados | Arafias Divergencia interespecifica de 16% Barret y Hebert (2005)
Invertebrados | Decapodos Divergencia interespecifica de 17% Costa et al. (2007)
Invertebrados | Equinodermos | Divergencia interespecifica de 15% Ward et al. (2008)
Invertebrados | Arafias Divergencia interespecifica de 5-7% Correa et al. (2010)
Invertebrados | Anélidos Divergencia interespecifica del 2% Oceguera et al. (2010)
Invertebrados | Moluscos El)()zergenCIa interespecifica mayor al (ch())Tf)ro y  Ramirez

Moscas de la No fue p(_)s_ible d_iferenciar a las muestras
Invertebrados fruta de Ceratitis capitata de las muestras de | Barr et al. (2012)
C. caetrata.
Vertebrados | Aves Divergencia interespecifica de 8% Hebert et al. (2004a)
Vertebrados | Peces Divergencia interespecifica de 10% Ward et al. (2005)
Valores interespecificos de 6.1-13.9%
Vertebrados | Anfibios para diferentes especies del genero|Townsend et al. (2013)
Nototrion.
Vertebrados | Aves Divergencia interespecifica de 2.6 % Yoo et al. (2006)
Vertebrados | Murciélagos | Divergencia interespecifica de 8 % Clare et al. (2007)
Vertebrados | Aves Divergencia interespecifica de 2.7 % Tavares y Baker (2008)
Vertebrados | Peces Divergencia interespecifica de 10.8% Steinke et al. (2009)
Vertebrados | Tortugas Divergencia interespecifica de 8.2 % Vargas et al. (2009)
Vertebrados | Peces Fl:’) iver.g_e,nci_a . ir]terespe_cificq . 13.7% April et al. (2011)
ermitié distinguir especies cripticas.
Vertebrados | Tortugas Divergencia interespecifica de 2 % Reid et al. (2011)

Vences et al. (2005) sefialaron que en los taxones donde las divergencias intra e

interespecificas se solapan, existen complicaciones para definir los valores de distancias

genéticas para delimitar a las especies. Para resolver esta controversia algunos cientificos se

dieron a la tarea de disefiar métodos con los cuales se pudieran obtener los valores de divergencia
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intraespecifica e interespecifica, por lo que se cre6 la regla “10 X la cual indica que el valor de la
divergencia interespecifica es igual al valor de la intraespecifica multiplicada 10 veces (Hebert et
al., 2004a). Sin embargo, su aplicabilidad también ha sido cuestionada debido a que el
solapamiento de la divergencia intra e interespecifica incrementa cuando en el andlisis se
aumenta el nimero de taxones cercanamente emparentados y disminuye la fiabilidad del cddigo
de barras (Moritz y Cicero, 2004; Meyer y Paulay, 2005; Paz et al., 2011). Por ejemplo, se ha
observado que en grupos como el de los anfibios, existen especies en las que individuos de una
misma especie provenientes de diferentes regiones geograficas presentan variacion
intraespecifica que puede superar a la variacion interespecifica encontrada entre especies del

mismo género, lo que dificulta la discriminacion de especies (Vences et al., 2005).

Otra propuesta fue la utilizacién de un umbral de discriminacion interespecifica del 2%
para todas las especies animales, ya que cuando esta distancia fue propuesta, se observo que
funcionaba bien para la mayoria de especies de invertebrados (Hebert et al., 2003b), lo cual
implicaba que cualquier valor menor al 2% seria una variacion intraespecifica de la especie en
cuestion. Sin embargo, cuando fue aplicado a diversas especies de vertebrados se observé que no

era funcional, ya que no permitia una clara discriminacion de las especies.

Se han observado discrepancias en el uso de las distancias del COI en diferentes taxones,
con posturas a favor y en contra del uso de este método (Paz et al., 2011) y se ha visto que la
delimitacién de especies ha sido una cuestion mas arbitraria que metodoldgica, por lo que
algunos autores se han dado a la tarea de implementar el uso de métodos filogenéticos; en los
cuales se determinen los umbrales de discriminacion especifica con base en las relaciones de

ancestria-descendencia (Monaghan et al., 2009; Ceccarelli et al., 2012; Bribiesca et al., 2013)
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Uno de estos métodos es el modelo general mezclado de coalescencia de Yule, (GMYC
por sus siglas en inglés) el cual estima el limite de las especies mediante la identificacion de
linajes que evolucionan de manera independiente como una transicion de los patrones de
ramificacion de coalescencia-especiacion en un arbol filogenético (Monaghan et al., 2009). El
modelo fue puesto a prueba en 12 familias de insectos y los resultados mostraron que los
agrupamientos de secuencias correspondian en un 97% con la morfologia, identificando a 370

especies putativas (6% mas que las determinadas taxondmicamente).

El mismo método fue probado por Ceccarelli et al. (2012) en el género de paréasitos
Notiospathius, los autores observaron que no todas las especies que recuperaron con el modelo
GMYC eran congruentes con las identificadas con base en la morfologia. Lograron identificar 71

especies y sefialaron siete especies cripticas.

Bribiesca et al. (2013) emplearon el mismo modelo en especies de equinodermos y lo
compararon con el método de distancia con la regla de 2%. Los resultados encontrados fueron
que con la divergencia interespecifica de 2% identificaron 78 especies y con el analisis del
modelo GMYC obtuvieron 70 especies putativas. EI modelo GMYC fue mucho méas congruente
con los andlisis morfolégicos y de distribucién en comparacién de la distancia de 2%. También

lograron identificar cuatro especies cripticas, que se encuentran restringidas a cavernas marinas.
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I111. JUSTIFICACION

El codigo de barras genético se ha propuesto como una herramienta para la identificacion de
especies, sin embargo su funcionalidad ha sido cuestionada debido a que su efectividad varia
dependiendo del taxdn, por ello, en este trabajo se pretende utilizar el marcador mitocondrial
citocromo oxidasa | para evaluar su utilidad en la identificacion de especies del complejo

Aspidoscelis gularis.

IV. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la funcionalidad del codigo de barras genético como herramienta en la

identificacion de las especies del complejo Aspidoscelis gularis.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener la secuencia parcial del gen mitocondrial citocromo oxidasa | para establecer el

codigo de barras genético de los taxones que integran al complejo Aspidoscelis gularis.

2. Evaluar la funcionalidad de los cddigos de barras en la identificacion de taxones del

complejo A. gularis mediante el uso de distancias genéticas.

3. Evaluar la funcionalidad de los cédigos de barras genéticos en la identificacion de taxones

del complejo A. gularis mediante el uso del modelo GMYC para el reconocimiento de especies.
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V. METODOS

1. OBTENCION DE EJEMPLARES Y MUESTRAS DE TEJIDO HEPATICO

Se utilizaron 52 muestras de tejido de ejemplares de los diversos taxones del complejo
Aspidoscelis gularis, que cuentan con todos los requerimientos necesarios para ser considerados
ejemplares de referencia dentro del proyecto del codigo de barras de la vida (mismos que se
encuentran depositados en la Coleccion de Anfibios y Reptiles del Centro de Investigaciones
Biologicas, Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo y en la Coleccion Herpetoldgica del

Museo de Zoologia, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México).

A cada ejemplar se le tomaron datos de captura: hora, fecha y localidad de recolecta,
coordenadas geogréficas, altitud, tipo de vegetacion y datos del colector; los cuales son utilizados
para registrar al voucher y posteriormente registrar el cddigo de barras (BOLD,

www.boldsystems.orq).

El trabajo de laboratorio consistio en la obtencion del DNA gendmico, la amplificacion
del gen COI y la secuenciacién de la region para obtener el codigo de barras de cada uno de los
ejemplares elegidos. Para ello se siguieron los protocolos propuestos para el proyecto Barcode of

Life (Ivanova et al., 2006).

Se siguieron los protocolos de extraccion, amplificacién y secuenciacion del DNA,
establecidos por el CBOL para especimenes animales recientes y en buena condicién (lvanova et
al., 2006), ademas de otras técnicas alternativas que han generado resultados adecuados en la
obtencion de secuencias moleculares (Simpson et al., 1999; Applied Biosystems, 2002;

Manriquez y Hernandez, 2009).
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Cuadro 4. Secuencias de los primers de Nagy et al. (2012) utilizados para amplificar el gen que codifica
para la subunidad I de la citocromo ¢ oxidasa (COl)

Nombre Secuencia
RepCOI-R 5-TNT TMT CAA CNA ACC ACA AAG A-3
RepCOI-F 5-ACT TCT GGR TGK CCA AAR AAT CA-3°

Para la extraccion del DNA gendémico se empled el protocolo propuesto por Fetzner
(1999) que fue disefiado para la extraccion de DNA de las mudas de reptiles y asegura la
extraccion de una cantidad adecuada de DNA de calidad alta, que puede utilizarse en estudios de

PCR, enzimas de restriccion y secuenciacion (anexo 1).

En el caso de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa se siguio el protocolo general
planteado por Palumbi (1996), las recomendaciones propuestas por Ivanova et al. (2009) para el
codigo de barras genético (anexo 1) y los oligonucleotidos (primers) propuestos por Nagy et al.

(2012; cuadro 4).

Con el propésito de visualizar los productos de la amplificacion, se realizaron
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Posteriormente, se llevd a cabo la purificacion del DNA
por medio del método de Polietilen-glicol (PEG; anexo 1), método que permite eliminar los

productos que no se utilizaron durante la PCR.

Los productos purificados fueron utilizados para llevar a cabo la reaccion de secuenciacion,
utilizando el kit BigDye 3.1 (Applied Biosystems; anexo 1). EI DNA obtenido de la reaccion fue
purificado con sephadex utilizando columnas Centri-sep (Pricenton separations, anexo 1).
Finalmente las secuencias fueron obtenidas mediante un secuenciador automatico Applied

Biosystems 3100.
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2. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Una vez obtenidas, las secuencias de cada uno de los ejemplares fueron ensambladas y
editadas utilizando el conjunto de programas conocidos como Staden Package v. 1.5.3 (Staden,
1996). Posteriormente se realiz6 el alineamiento de secuencias, utilizando el programa Clustal X
2.0.10 (Larkin et al., 2007). Para la edicion final de la matriz se empleé el programa MEGA v

5.05 (Garcia, 2012).

3. DISTANCIAS GENETICAS ENTRE LAS SECUENCIAS

Las distancias genéticas se calculan entre pares de secuencias y pretenden describir el grado
de diferenciacion entre dos muestras (secuencias). Permiten mostrar el nimero de mutaciones que
han ocurrido a nivel nucleotidico en las secuencias de dos linajes a partir del tiempo de

divergencia (Pifiero et al., 2008).

Inicialmente se calcularon las distancias absolutas que hacen referencia al numero de
nucleotidos distintos entre dos secuencias (Manriquez, 2002). Posteriormente, las secuencias
fueron analizadas con el programa MEGA v 5.05 para obtener el modelo de sustitucion
nucleotidica que se ajustara mejor a los datos de la matriz y para calcular las distancias corregidas
(Hebert et al., 2003b). Con las distancias corregidas, se construyd un arbol de distancia utilizando
el método de Neighbor Joining, con la finalidad de obtener una representacion grafica de los
patrones de divergencia entre los taxones del complejo Aspidoscelis gularis (Hebert et al.,

2003a).
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4. ANALISIS Y LIMITES ENTRE LAS ESPECIES DEL COMPLEJO ASPIDOSCELIS GULARIS

La identificacion de las especies del complejo se realizd (primeramente) identificando a las
Unidades Taxondémicas Moleculares Operacionales 0 MOTU’s por sus siglas en inglés (Jones et
al., 2011), las cuales fueron distinguidas empleando el criterio de divergencia genética, tomando
como valor umbral el 1.8%. Se tomo este valor de manera arbitraria considerando la informacion

de la filogenia de Garcia (2012) y datos de distribucion geogréfica.

Una vez que las unidades taxondémicas fueron identificadas en el arbol de distancia, se
procedio a calcular la divergencia intraespecifica e interespecifica para observar las distancias
entre los grupos. Se graficaron los valores minimos y maximos para las distancias intra e
interespecificas de cada taxon (Barr et al., 2012). Para poder discriminar a los taxones debe
existir una diferencia clara (gap o hueco) entre los valores maximos de las distancias

intraespecificas y el minimo de las interespecificas (Barr et al., 2012).

La matriz de datos también fue analizada mediante el modelo GMYC (General Mixed Yule-
Coalescent) con la finalidad de identificar a las MOTU’s que pueden ser discriminadas como
especies. EI modelo GMYC es un método basado en la coalescencia y recientemente ha sido
empleado para la delimitacion de especies (Monaghan et al., 2009; Ceccarelli et al., 2013;

Briebiesca et al., 2013).

El modelo se basa en la identificacion de linajes que evolucionan de manera independiente
en los procesos de transicion de coalescencia-especiacion de los patrones de ramificacion
observados en un arbol filogenético, de tal manera que permite identificar los limites entre las

especies empleando la variacion genética y las relaciones ancestria-descendencia.
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Para aplicar este método se obtuvo un arbol filogenético ultramétrico, el cuél fue obtenido
empleando inferencia bayesiana en el programa BEAST version 1.7.5 recurriendo a los
parametros Log normal relaxed clock y el modelo de sustitucion nucleotidica K2+G (Briebiesca
et al., 2013). El analisis fue corrido por 10 millones de generaciones muestreando arboles cada

1000 generaciones.

Una vez obtenido el arbol se procedio a identificar los “limites entre especies” empleando
umbrales estadisticos en los andlisis del GMYC en el programa SPLITS package (http://r-forge.r-
project.org/projects/splits/), paquete para estadisticos R (versién x64 2.14.1; http://lwww.R-

project.org/) utilizando un solo umbral.

Una vez identificadas las MOTU’s en el arbol filogenético se calcularon las distancias
genéticas corregidas entre los pares de secuencias, empleando el modelo de sustitucion

nucleotidica de dos parametros de Kimura con una distribucion gamma.

Subsecuentemente se calculd la divergencia intraespecifica e interespecifica para observar
las distancias entre las MOTU’s. Se graficaron los valores minimos y méaximos para las
distancias intra e interespecificas (Barr et al., 2012). Para poder discriminar claramente a las
MOTU’s debi6 existir una diferencia clara (gap o hueco) entre los valores maximos de las

distancias intraespecificas y el minimo de las interespecificas (Barr et al., 2012).
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VI.RESULTADOS

1. EJEMPLARES Y SECUENCIAS OBTENIDAS

Se utilizaron 52 ejemplares de diferentes poblaciones del complejo Aspidoscelis gularis
(anexo 2) de los que se obtuvo la secuencia del gen que codifica para la subunidad | de la

citocromo c oxidasa

2. DISTANCIAS GENETICAS

Se construyd una matriz de datos con las 52 secuencias de una longitud de 650 pares de
bases, a partir de la cual se obtuvieron las distancias genéticas absolutas y corregidas (anexo 3).
El modelo de sustitucion de nucle6tidos elegido para calcular las distancias corregidas fue el de
dos parametros de Kimura con una distribucion gamma (K2 + G), debido a que fue el que mejor
se ajusto a los datos. EI promedio de las distancias corregidas obtenidas entre todas las muestras

fue de 4.51%.

Se obtuvieron 1,325 combinaciones de divergencias genéticas que variaron de 0.0% a
7.7%. La mayor parte de las distancias pareadas (89.81%) mostraron un porcentaje de mas del

2% de divergencia genética (fig. 2).
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Figura 2. Frecuencias de distancias pareadas de la secuencia COI
para 1525 combinaciones, de las 52 muestras de taxones del
complejo Aspidoscelis gularis. (En rojo se muestra el porcentaje
gue representan).

3. ARBOL DE DISTANCIAS GENETICAS DENTRO DEL COMPLEJO ASPIDOSCELIS GULARIS

El arbol de distancia construido utilizando el método de Neighbor Joining mostré 12
agrupamientos de MOTU’s (fig. 3). El primer grupo de secuencias se encuentra conformado por
11 individuos, provenientes de los estados de Coahuila y Zacatecas, en Sacramento-Monclova
(km. 16 al este de Sacramento), Melchor MUzquiz-Las Rusias (24.1 km. al noroeste de Melchor
Muzquiz), Carretera Palau-Minas de Barroteran, Saltillo, Concepcién de Oro (km. 13.5 al noreste
de concepcion de Oro Zacatecas), carretera Cuatrociénegas-Monclova (km. 11 al oeste de
Sacramento), carretera Sacramento-Monclova (km. 3.5 al este de Nadadores), Cafion de
Fernandez, Carretera Dolores-Estanque de Norias y de carretera Saltillo-Agua Nueva (20. 5 km.

al sureste de Saltillo).
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El segundo grupo se encuentra constituido por individuos de los estados de Hidalgo
(Huejutla de Reyes, Cardonal, Tolantongo, Progreso de Obregon, Eloxochitldn, San Agustin
Metzquititlan y San Agustin Tlaxiaca), Querétaro (Valle de Jalpan) y San Luis Potosi
(Aquismaon, fig. 4).

Un individuo recolectado en el municipio de Cuéncame Durango (carretera libre

Cuéncame-Torreon; 22.2 km. al norte de Cuéncame) representa el grupo 3 (fig. 4).

El grupo 4 esta constituido por dos individuos, de los estados de San Luis Potosi
(carretera llesca-El Barril del municipio de Nadadores) y de Zacatecas (carretera Rio Grande-
Sain Alto, 5.7 km al norte de Sain Alto; fig. 4).

El grupo 5 esta integrado por dos ejemplares del estado de Coahuila, uno proveniente de
San Pedro (carretera San Pedro-Cuatrociénegas; 15 km. al noreste de San Pedro) y el otro de la
Sierra de Jimulco, en Torredn (fig. 4).

El grupo 6 esta conformado por seis individuos de los estados de Zacatecas, Durango y
Coahuila, (uno recolectado en Saltillo-Concepcion de Oro Zacatecas km. 13.5 al noreste de
Concepcion de Oro, uno de la Union-Cuéncame km. 25.4 al sureste de Nazareno Durango, otro
mas de Nazareno Durango, otro de Saltillo-Concepcion de Oro, uno de los alrededores de Parras

en Coahuila y uno proveniente de Agua Nueva en el municipio de Saltillo, Coahuila; fig. 4).

El grupo 7 se compone de 12 individuos exclusivos al estado de Coahuila, de las
localidades de Cuatrociénegas (Cuatrociénegas-Monclova km. 11 al oeste de Sacramento, El
Cafion, San José del Anteojo, Rancho la Casita en Sierra Madera y de Cuatrociénegas-Monclova

km. 12 al oeste de Sacramento; fig. 4).

Un individuo proveniente del estado de Chihuahua (km. 26 al este de Aldama) en el

municipio de Aldama, representa al grupo 8 (fig. 4).
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El grupo 9 se encuentra representado por un individuo del estado de Chihuahua, en el

municipio de la Cruz (km 3.5 al norte de la Cruz).

El grupo 10 esta representado por un solo individuo proveniente del estado de Jalisco en
la localidad de la Barca. Un individuo del estado de Aguascalientes (camino a Microondas Los

Gallos; 6 km. al este del aeropuerto de Aguascalientes) representa al grupo 11 (fig. 4).

Finalmente, el grupo 12 se compone de 5 individuos de los estados de San Luis Potosi y
Guanajuato, uno proveniente del municipio de Laguna en San Luis Potosi y cuatro de
poblaciones del estado de Guanajuato: uno de carretera San José de Iturbide-Mineral de Pozos
(5.8 km. al sur de Mineral de Pozos), uno mas de Juventino Rosas (4.5 km. al noreste de

Juventino Rosas) y dos de Mineral de Pozos (fig. 4).
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Figura 4. Distribucion de los 12 agrupamientos de secuencias recuperados con el método de distancia. Los numeros indican las poblaciones de
colecta. 1=Melchor Muzquiz-Las Rusias. 2= Palau-Minas de Barroteran. 3= Cuatrociénegas-Monclova. 4= El Cafion de Fernandez. 5=
Sacramento-Monclova. 6= Dolores-Estanque de Norias. 7= Saltillo-Agua Nueva. 8= Saltillo-Concepcién de Oro. 9= Aquismon. 10= Valle de
Jalpan. 11= Eloxochitlan. 12= Huejutla. 13= Cardonal-Tolantongo. 14= San Agustin Metzquititlan. 15= Progreso de Obregon. 16= San Agustin
Tlaxiaca. 17= Cuéncame-Torreon. 18= Rio Grande-Sain Alto. 19= llesca-Nadadores. 20= San Pedro. 21= Torreon. 22= Nazareno. 23= Parras.
24= Agua Nueva-Saltillo. 25= Saltillo-Concepcién de Oro. 26= Concepcidn de Oro. 27= Rancho la Casita, Ocampo. 28= Montafias atrds de San
José del Antejo. 29= San José del Anteojo. 30= Cuatrociénegas-Nueva Atalaya. 31= El Cafién Cuatrociénegas. 32= Cuatrociénegas-Monclova.
33= Antiguos-Mineros. 34= Aldama. 35= La Cruz. 36= La Barca. 37= Aguascalientes. 38= Juventino Rosas. 39= San José de lturbide. 40=

Mineral de Pozos. 41= Laguna.
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4. DISTANCIAS ENTRE LAS MOTU’S DEL COMPLEJO ASPIDOSCELIS GULARIS

Los valores promedio de las divergencias intraespecificas entre las secuencias del COI

fueron superadas casi 17 veces por los valores promedio de las divergencias interespecificas, con

0.30% Yy 4.91% respectivamente.

Se calcularon las distancias intraespecificas promedio para cada taxon, sin embargo para

los grupos 3, 8, 9, 10 y 11 no pudieron ser calculadas pues se encontraban representados por un

solo individuo (cuadro 5). Por otra parte, se identificaron los valores minimos y maximos de

divergencia intraespecifica (cuadro 5; fig. 5). Los datos indican, que ningun valor promedio de

divergencia intraespecifica superd el 2%.

Cuadro 5. Promedios de divergencia intraespecifica e interespecifica y valores minimos y maximos
encontrados para cada MOTU en el complejo Aspidoscelis gularis. n/c = valor no calculado puesto que
eran taxones representados por un solo individuo.

Distancia intraespecifica

Distancia interespecifica

MOTU’s | Promedio | Minimo | Maximo | MOTU’s | Promedio | Minimo | Maximo
Grupo 1 0.0065 0.0000 0.0153 |Grupo 1 0.0541 0.0153 0.0770
Grupo 2 0.0098 0.0000 0.0171 | Grupo 2 0.0514 0.0153 0.0744
Grupo 3 n/c 0.0000 0.0000 |Grupo 3 0.0393 0.0084 0.0465
Grupo 4 0.0000 0.0000 0.0000 |Grupo 4 0.0386 0.0050 0.0607
Grupo 5 0.0017 0.0000 0.0017 |Grupo 5 0.0423 0.0084 0.0670
Grupo 6 0.0037 0.0000 0.0067 |Grupo 6 0.0386 0.0050 0.0609
Grupo 7 0.0061 0.0000 0.0135 |Grupo 7 0.0553 0.0462 0.0729
Grupo 8 n/c 0.0000 0.0000 |Grupo 8 0.0451 0.0153 0.0603
Grupo 9 n/c 0.0000 0.0000 |Grupo 9 0.0467 0.0153 0.0641
Grupol0 n/c 0.0000 0.0000 |Grupol0 0.0580 0.0424 0.0729
Grupoll n/c 0.0000 0.0000 |Grupoll 0.0607 0.0486 0.0770
Grupo 12 0.0085 0.0000 0.0170 |Grupo 12 0.0587 0.0486 0.0767
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Figura 5. Valores minimos y maximos encontrados para cada grupo del fenograma construido con
ejemplares del complejo Aspidoscelis gularis, empleando las distancias corregidas con el modelo K2P.

Para el caso de la divergencia interespecifica, las medias aritméticas (cuadro 6) mostraron
que los valores de divergencia entre grupos van de 0.58% a 7.32%, muchas de las muestras
presentaron valores menores al 1.8% por lo que no sobrepasan el umbral de discriminacion
especifica. Los valores minimos y maximos para ambas medidas de divergencia (intra e
interespecifica) sefialan que existe un solapamiento ligero entre ambas distancias (grupos 1, 2, y
6), por el contrario los grupos 5, 7 y 12 presentaron gaps evidentes entre distancias intra en
intergrupo (fig. 5).

Cuadro 6. Distancias intraespecifica e interespecifica entre MOTU’s en el complejo Aspidoscelis
gularis (en rojo se muestra la divergencia intraespecifica).

Grupol [Grupo2 |Grupo3 [Grupo4 |Grupo5 [Grupo6 |Grupo7 [Grupo8 |Grupo9 |[Grupo 10 |Grupo 11 |[Grupo 12
Grupo 1 | 0.655%
Grupo 2 | 2.331% | 0.977%
Grupo 3 | 4.416% | 4.198% n/c
Grupo 4 | 4.509% | 4.358% | 1.179% | 0.000%
Grupo 5 | 4.997% | 4.844% [ 0.922% | 1.096% [ 0.166%
Grupo 6 | 4.736% | 4.562% | 1.093% | 0.584% | 1.010% | 0.366%
Grupo 7 | 5.827% | 5.616% | 5.061% | 5.245% | 5.345% | 5.145% | 0.608%
Grupo 8 | 5.543% | 5.627% | 3.868% | 4.048% [ 4.527% | 3.890% [ 5.021% n/c
Grupo 9 | 6.052% | 5.487% | 4.069% | 4.249% | 4.733% | 4.090% | 5.231% | 1.526% n/c
Grupo 10| 6.918% | 6.471% | 5.476% | 6.070% | 6.591% | 5.831% | 6.469% | 4.238% | 4.442% n/c
Grupo 11| 7.323% | 6.313% | 6.696% | 5.679% | 6.194% | 5.850% | 5.429% | 6.033% | 6.016% | 6.051% n/c
Grupo 12| 6.883% | 6.725% | 5.997% | 5.405% | 6.325% | 5.641% | 6.413% | 5.281% | 5.466% | 5.294% | 5.141% | 0.846%
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No todos los gaps pudieron ser identificados para las unidades taxonomicas (fig. 5). Sin
embargo, los que pudieron ser calculados mostraron que existe divergencia que permite
diferenciar a esos grupos (tal es el caso de los grupos 1, 4, 5, 7 y 12). Con respecto a los grupos 2
y 6 se observd solapamiento entre ambas medidas de divergencia y no mostraron diferenciacion

genética.

Para los grupos 3, 8, 9, 10 y 11 no pudieron ser calculados los valores minimos y
maximos de divergencia intraespecifica puesto que estan representados por un solo individuo. Sin

embargo, presentan una divergencia interespecifica alta con respecto a los demas grupos.

5. ANALISIS DEL MODELO GMYC

Los resultados del andlisis filogenético y la aplicacion del modelo GMYC permitieron

recuperar 7 especies putativas (fig. 6).

La especie 1 esta constituida por 5 individuos: 4 provenientes del estado de Guanajuato
(Mineral de Pozos, San José de Iturbide y Juventino Rosas) y uno de Laguna en San Luis Potosi
(fig. 7). El arbol filogenético indica que esta especie es hermana de la especie 2 (fig. 6) y ambas

conforman el grupo mas basal del arbol.

La especie 2 esta representada por un individuo proveniente de Aguascalientes (camino a
Microondas-Los Gallos; 6 km. al este del aeropuerto de Aguascalientes, fig. 7). Esta especie esta
mas estrechamente relacionada con la especie 1 (distribuida en el estado de Guanajuato) que con

el resto de los integrantes del complejo A. gularis (fig. 6).
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La especie 3 esta representada por un individuo proveniente de la poblacion de la Barca
en el estado de Jalisco y se encuentra mas emparentada con la especie 4, constituida por dos

individuos provenientes del estado de Chihuahua (poblaciones de Aldamay La Cruz, fig. 6y 7).

La especie 5 estd representada por 12 individuos correspondientes a poblaciones
exclusivas al estado de Coahuila (municipios de Sacramento, San José del Anteojo, Antiguos
Mineros, Ocampo y de Cuatrociénegas; fig. 7). En el arbol filogenético (fig. 6) se observa que
para este clado a nivel mas inclusivo se presentan dos grupos, uno formado por las poblaciones
de: Rancho la casita en Ocampo, El Cafion de Cuatrociénegas y de carretera Cuatrociénegas-
Monclova en Sacramento (que corresponden a la zona Norte y Noreste del valle de
Cuatrociénegas) y el otro grupo formado por las poblaciones de: San José del Anteojo, Antiguos
Mineros, Ocampo y Nueva Atalaya en Cuatrociénegas (que corresponden a la parte Sur y

Noroeste del valle de Cuatrociénegas, Coahuila (fig. 7).
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14=Parras. 15=Agua Nueva. 16=Saltillo-Concepcion de Oro. 17=Concepcion de Oro. 18=Sain Alto. 19=llesca-El Barril, Nadadores. 20=Melchor
MUzquiz-Las Rusias. 21=Palau-Minas de Barroterdn. 22=Cafion de Fernandez. 23=Cuatrociénegas-Monclova. 24=Sacramento-Monclova.
25=Nadadores. 26=Dolores-Estanque de Norias. 27=Saltillo-Agua Nueva. 28=Saltillo-Concepcion de Oro. 29=Aquismon. 30=Valle de Jalpan.
31=Progreso de Obregon. 32=Cardonal-Tolantongo. 33=Eloxochitlan. 34=Huejutla de Reyes. 35=San Agustin Metzquititlan. 36=San Agustin
Tlaxiaca. 37=Los Gallos. Aguascalientes. 38=Juventino Rosas. 39=Mineral de Pozos. 40=San José de lturbide. 41=Laguna.
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La especie 6 agrupo a 20 individuos, de los cuales 10 corresponden al estado de Coahuila
(carretera Saltillo-Agua Nueva, carretera Sacramento-Monclova, carretera Dolores-Estanque de
Norias, carretera Cuatrociénegas-Monclova, carretera Melchor Mdzquiz-Las Rusias, carretera
Palau-Minas de Barroteran, Nadadores, el Cafion de Fernandez y carretera Satillo-Concepcion de
Oro), uno de Aquismoén (San Luis Potosi), dos del Valle de Jalpan, Querétaro y 6 del estado de
Hidalgo (San Agustin Metzquititlan, San Agustin Tlaxiaca, Progreso de Obregon, Huejutla de
Reyes, Eloxochitlan y carretera el Cardonal-Tolantongo; fig. 7). Esta especie se encuentra
distribuida hacia la parte este de la Altiplanicie Mexicana y Sierra Madre Oriental. A nivel mas
inclusivo, el clado que conforma a esta especie (fig. 6) presenta dos grupos, uno constituido por
11 individuos correspondientes al estado de Coahuila y el otro formado por individuos del Estado

de Hidalgo, Querétaro y San Luis Potosi.

Por ultimo la especie 7 fue representada por 11 individuos: 4 provenientes de Coahuila
(Parras, Saltillo, San Pedro y Torredn), 3 de Concepcién de Oro y uno de Sain Alto en el estado
de Zacatecas, dos de Durango (Cuéncame y Nazareno) y uno de Nadadores en San Luis Potosi
(fig. 7). Esta especie mostr6 una distribucion amplia en la zona del territorio mexicano conocida
cominmente como Altiplanicie Mexicana y en las mesetas y cordilleras de Coahuila (fig. 7) y

filogenéticamente se encuentra mas relacionada con la especie 6 (fig. 6).

Finalmente las 7 MOTU’s recuperadas como especies putativas mediante el modelo
GMYC mostraron una distribucion geografica congruente, ademas de mostrar similaridad a la

reportada por Garcia (2012, fig. 8).
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Figura 8. Mapa de distribucién geogréafica de las especies resultantes del modelo GMY C para el
complejo Aspidoscelis gularis. Dentro de los 6valos se encuentran los puntos de colecta de los ejemplares
utilizados en el presente estudio.

6. APLICACION DEL METODO DE DISTANCIA PARA EL RECONOCIMIENTO DE LAS 7 ESPECIES
RECUPERADAS CON EL MODELO GMYC EN EL COMPLEJO ASPIDOSCELIS GULARIS

Una vez recuperadas las 7 especies mediante el modelo GMYC y observado que
mostraron correspondencia geografica y concordancia con la filogenia propuesta anteriormente
por Garcia (2012), se procedid a establecer el umbral para la identificacion de las especies
putativas mediante los métodos de distancia que emplean los codigos de barras geneticos, el cual

resulté en un valor del 2.68%.
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Mediante este umbral de identificacion genética se observéd que los valores promedio de

las divergencias intraespecificas fueron superadas casi 6 veces mas por los valores promedio de

las divergencias interespecificas, con 1.05% y 5.67% respectivamente.

Debido a que las especies 2 y 3 se encontraban representadas por una sola secuencia no

fue posible calcular las distancias intraespecificas promedio para todas las especies (cuadro 7).

Por otra parte, también se identificaron los valores minimos y maximos de divergencia

intraespecifica e interespecifica (cuadro 7). Para el caso de la divergencia interespecifica entre las

especies se observo que los valores varian de 4.13% a 6.87% (cuadro 8).

Cuadro 7. Promedios de divergencia intraespecifica e interespecifica y valores minimos y maximos
encontrados para cada especie recuperada con el modelo GMYC en el complejo Aspidoscelis gularis. n/c
= valor no calculado puesto que fueron especies representadas por una sola secuencia.

Distancia Intraespecifica Distancia Interespecifica
Especie | Promedio | Minimo | Maximo | Especie | Promedio | Minimo | Méximo
Especie 1 0.0085 0.0000 0.0170 | Especiel 0.0633 0.0486 0.0767
Especie 2 n/c 0.0000 0.0000 | Especie 2 0.0611 0.0486 0.0770
Especie 3 n/c 0.0000 0.0000 | Especie 3 0.0625 0.0424 0.0729
Especie 4 0.0153 0.0000 0.0153 | Especie 4 0.0516 0.0367 0.0641
Especie 5 0.0061 0.0000 0.0135 | Especie 5 0.0566 0.0462 0.0729
Especie 6 0.0159 0.0000 0.0297 | Especie 6 0.0559 0.0388 0.0770
Especie 7 0.0073 0.0000 0.0118 | Especie 7 0.0498 0.0367 0.0670
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Cuadro 8. Distancias intraespecifica e interespecifica entre las especies recuperadas con el modelo
GMYC en el complejo Aspidoscelis gularis (en rojo se muestra la divergencia intraespecifica).

Especie 4 | Especie 3 | Especie 5 | Especie 7 | Especie 6 | Especie 2 | Especie 1
Especie 4 | 0.0152591
Especie 3 | 0.0434 n/c
Especie 5 | 0.0513 0.0647 | 0.0060788
Especie 7 | 0.0413 0.0598 0.0519 |0.0072627
Especie 6 | 0.0569 0.0672 0.0573 0.0464 |0.0158935
Especie 2 | 0.0602 0.0605 0.0543 0.0596 0.0687 n/c
Especie 1 | 0.0537 0.0529 0.0641 0.0575 0.0681 0.0514 | 0.008462

Los valores minimos y maximos para ambas medidas de divergencia (intra e

interespecifica) no mostraron solapamiento y por el contrario se identificdé una distancia

considerable en los gaps (valores que van aproximadamente de 1% a casi 3%, fig. 9).
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Figura 9. Valores minimos y maximos encontrados para cada especie recuperada con el modelo GMYC

en el complejo Aspidoscelis gularis.
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No todos los gaps pudieron ser identificados para todas las especies (fig. 9), esto se debio
a que las especies 2 y 3 fueron representadas por una sola secuencia. Por otra parte se observo
que existe una divergencia amplia entre los gaps, lo cual permite diferenciar claramente a las 7

especies putativas recuperadas con el andlisis filogenético.

VII. DISCUSION

1. DISTANCIAS GENETICAS

Los resultados encontrados mostraron que los grupos obtenidos mediante el analisis de
distancia de los integrantes del complejo Aspidoscelis gularis tienen una divergencia genética
baja (4.52%), comparada con la que se ha observado en otros grupos de animales (Hebert et al.,
2003b; Hebert et al., 2004 a y b; Tavares y Baker., 2008; Vargas et al., 2009), en los que debido
a su divergencia, los autores lograron discriminar sin problemas a las especies mediante el uso de

la distancia interespecifica (cuadro 3).

El umbral de 1.8% de divergencia interespecifica empleado arbitrariamente con
informacion de la filogenia previa (Garcia, 2012) permiti¢ identificar 12 MOTU’s en el arbol de
distancia construido con el método de Neighbor Joining. Estos 12 agrupamientos no presentaron
una clara correspondencia con la topologia de los clados formados por los taxones establecidos
en la filogenia de Garcia (2012), ni con su distribucion geografica. De las 12 MOTU’s

identificadas en el arbol de distancia, solo el grupo 2 fue congruente con la especie Aspidoscelis
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sp. 6 propuesta en la filogenia de la autora. Sin embargo, es importante sefialar que en el
agrupamiento se identificd una muestra proveniente de Aquismon en San Luis Potosi y dos del
Valle de Jalpan en Querétaro, muestras que Garcia (2012) no tomo en cuenta en su filogenia y no
se sabe en que clado se agrupen y cuales son sus relaciones con el resto de los taxones del
complejo. Tampoco fue posible distinguir las identidades taxondmicas que concurren en la zona
del valle de Cuatrociénegas, sitio que la autora sefiala como el de mayor diversificacion y donde

propuso tres especies (Aspidoscelis sp. 3, Aspidoscelis sp. 4 y Aspidoscelis sp. 5).

Para el caso de los 11 grupos restantes, se observo una mezcla de taxones diferentes, los

cuales tampoco presentaron una clara congruencia geogréfica.

Aunado a lo anterior se observd que bajo ninguna de las propuestas para establecer
umbrales para diferenciar especies basadas en distancia genética (regla de 10x y valor de
divergencia interespecifica del 1.8%) se pudieron distinguir a los taxones propuestos por Garcia
(2012). Incluso el valor de divergencia arbitrario (1.8%) distinguié méas de 10 grupos, lo cual no
concuerda con la filogenia propuesta anteriormente. Lo anterior corrobora la idea de que cuando
de manera empirica se emplean valores estandarizados o arbitrarios para identificar especies, 10s
resultados pueden ser erréneos y se llega a subestimar o sobrestimar el nimero real de taxones,
algo similar reportaron Barr et al. (2012), quienes también se dieron cuenta de la problematica
que existe en la identificacién de especies cuando se emplean valores estandarizados o

arbitrarios.

Bajo la misma idea, los autores observaron que cuando las medidas de distancia genética
(intraespecifica e interespecifica) muestran solapamiento, dificultan la identificacion de las

especies, haciendo de los métodos de distancia que emplean los codigos de barras genéticos una
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herramienta con alto grado de incertidumbre. Algo similar se encontrdé en el presente estudio,
cuando se aplicaron los métodos de distancia y se utilizd un valor umbral. Se observé que los
resultados de los valores de distancias geneticas intra e intergrupo de los ejemplares
pertenecientes al complejo Aspidoscelis gularis mostraron solapamiento (grupos 2 y 6) lo cual se
debid a que en esos grupos se encontraron secuencias que mostraron una diferenciacion genética
significativa (1.7%) a nivel intraespecifico, pero no llegaron al valor de discriminacion
taxonémica del 1.8% propuesto para diferenciar a las posibles especies y poder ser considerados

como unidades taxondmicas independientes.

Sin embargo, se ha visto que cuando los métodos de distancias genéticas se aplican a
grupos con dificultades taxonémicas (como el complejo Aspidoscelis gularis) pueden llegar a
revelar agrupamientos de secuencias que muestran indicios de divergencia genética, estos linajes
divergentes pueden ser objeto de estudio en analisis mas robustos (p. ej. filogenéticos, revisiones
taxondmicas, datos sobre su distribucion geogréfica, historias de vida, etc.) para posteriormente

establecer su identidad taxonémica (Pons et al., 2006).

Meyer y Paulay (2005) sefialaron que la existencia de gaps amplios en las muestras
indican que la discriminacion de las especies es acertada. En los 12 agrupamientos de secuencias
encontrados se observd que los valores de divergencia intra e interespecificos entre los
integrantes del complejo A. gularis no permiten indicar una correcta discriminacién debido en
gran medida a que algunas de las secuencias de esos agrupamientos presentaban divergencias
intraespecificas cercanas al umbral de 1.8% considerado para delimitar a las especies e influian

en el solapamiento entre ambos valores de divergencia.

40



Los valores umbrales para la diferenciacion especifica son tema de un debate
controvertido que ha surgido desde que se empez6 a usar la herramienta del codigo de barras
genético para identificar y descubrir especies (Wiens y Penkroft, 2002; Hebert et al., 2004a;
Meyer y Paulay, 2005; Hubert et al., 2008) y se ha visto que en grupos de especies con
problemas taxondmicos resulta también complicado establecer sus limites interespecificos. Con
lo anterior se comprueba la idea de que la utilizacion a priori de umbrales de diferenciacion
genética en taxones con problemas de identidad taxondémica es un error que incide en la
identificacion de especies, tal es el caso del complejo Aspidoscelis gularis, donde utilizando el
método de distancia genética no es posible generalizar y tomar como valida la existencia de 12
especies, ya que los métodos de distancia solo agrupan las secuencias con base en su similitud,
ademas de que la delimitacidn de especies conlleva otro tipo de informacién como por ejemplo
filogenias, trabajo taxonémico, genética de poblaciones, etc., que permitan establecer la identidad

de una especie de manera robusta.

Por todo lo anterior y tomando en cuenta los resultados de las distancias genéticas, no fue
posible establecer los umbrales de discriminacion especifica, ni identificar a las especies
propuestas con base en la filogenia molecular de Garcia (2012) empleando un valor umbral de

diferenciacion genética estandarizado o arbitrario.

2. IDENTIFICACION Y DELIMITACION DE ESPECIES MEDIANTE EL MODELO GMYC

El analisis para la delimitacion de especies del modelo GMYC permitid distinguir 7
especies potenciales, de las cuales dos se encuentran representadas por una sola secuencia o

singleton (unidad taxonomica operacional molecular representada por una sola secuencia).

41



Monaghan et al. (2009) sefialan que generalmente estas secuencias representan especies nuevas,
por lo que se sugiere aumentar el nimero de muestras para obtener una mayor representatividad

de la variacion genética.

Por otra parte las 7 especies recuperadas muestran congruencia geografica, la cual es
considerada como una propiedad de las especies (Pons et al., 2006). La distribucion geogréfica
encontrada para los integrantes del complejo fue similar a la presentada por Garcia (2012); por
ejemplo, la autora observé que los individuos provenientes de la Altiplanicie Meridional
(Aspidoscelis sp. 6) se encuentran cercanamente emparentados con los de la zona sur del Valle de
Cuatrociénegas (Aspidoscelis gularis) y presentan una distribucién continua desde la zona
sureste de la Altiplanicie Mexicana hacia lo largo de la Sierra Madre Oriental y hasta el noroeste
del Valle de Cuatrociénegas, cubriendo los estados de Hidalgo, Querétaro, Veracruz, San Luis
Potosi, Tamaulipas, Nuevo Lebn y Coahuila; y fue la misma distribucion encontrada en el

presente estudio y corresponde a la MOTU nombrada como especie 6 (fig. 7).

Por su parte la especie 7 presentd una distribucién geografica correspondiente a las zonas
bajas de las subprovincias del Bolson de Mapimi y la laguna de Mayran a la subprovincia Sierra
de la Paila, similar a lo que registré Garcia (2012) para el taxn nombrado como Aspidoscelis sp.
2. La especie 5 mostrd que su distribucion concurre en el valle de Cuatrociénegas, abarcando
parte de las sub-provincias de las Llanuras Coahuilenses, Sierra de la Paila, Sierra Transversal y

Pliegues de Saltillo-Parras.

La especie 4 presentd una distribucion en la zona noroeste de la Altiplanicie Mexicana en
el estado de Chihuahua, mientras que la especie 3 se encontro distribuida en la zona suroeste de

la Altiplanicie Mexicana.
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La especie 2 presentd congruencia geografica hacia la parte sur del estado de
Aguascalientes, en la zona conocida como Altiplanicie Meridional. Finalmente la especie 1 se
encontré distribuida hacia la parte central de la Altiplanicie Mexicana, en los estados de

Guanajuato y San Luis Potosi.

Con lo anterior se observa que geograficamente las 7 MOTU’s recuperadas como especies
muestran una distribucién bien definida, ademas de congruente, aunado a esto, se observa que
esas especies presentan una divergencia genética clara y evidente, que permiten diferenciarlas
empleando los métodos de distancia genética, por lo que la herramienta de los codigos de barras

resulta Gtil en la identificacion de estos 7 taxones.

Los resultados del modelo GMYC no permitieron identificar como MOTU’s
independientes a todos los taxones propuestos por Garcia (2012), de los 10 taxones que propuso
la autora solamente pudieron ser identificados 4 (Aspidoscelis scalaris, Aspidoscelis sp. 1,

Aspidoscelis sp. 2 y Aspidoscelis sp. 6).

Aspidoscelis scalaris se encontro representada por la MOTU nombrada como especie 4
del presente estudio. Aspidoscelis sp. 2 concuerda (sensu Garcia) con un subclado dentro de la
MOTU sefialada como especie 7 recuperada por el analisis GMYC. Aspidoscelis sp. 1 (sensu
Garcia) se encontr6 representada por las especies 1 y 2 recuperadas por el modelo GMYC.
Finalmente Aspidoscelis sp. 6 (sensu Garcia) fue representada por la especie 6, pero debido a que
dentro del clado que conforma a esta especie se observa una separacion clara entre los individuos
de Coahuila y los del Estado de Hidalgo y poblaciones cercanas (en la zona conocida como
Altiplanicie Meridional), se considera como un taxén independiente. Algo similar fue encontrado

por Garcia (2012) ya que en su analisis filogenético mostré que las poblaciones del estado de
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Hidalgo tienen como taxdn hermano a las poblaciones de Coahuila (Aspidoscelis gularis, sensu
Garcia, 2012), con una distribucion hacia la zona noroeste del valle de Cuatrociénegas y el norte

de la Altiplanicie Mexicana.

Con respecto a las MOTU's restantes recuperadas por el modelo GMYC se observé que
presentaban agrupamientos de diferentes taxones de Garcia (2012). Por ejemplo, la MOTU
nombrada como especie 5 agrupd ejemplares de los taxones de Aspidoscelis septemvittata,
Aspidoscelis sp. 3 y Aspidoscelis sp. 5 (sensu Garcia). La MOTU nombrada como especie 7
agrupo a ejemplares de Aspidoscelis semifasciata, Aspidoscelis sp. 2 y Aspidoscelis sp. 5 (sensu
Garcia). Finalmente la especie 3 no representd a ningin taxon propuesto por Garcia (2012), esto
fue debido a que se trata de ejemplares de una poblacion que la autora no tomo en cuenta para su
analisis. Sin embargo, presenta una distribucion bien definida hacia la zona suroeste de la
Altiplanicie Mexicana y debido a que su divergencia genética es claramente evidente al
compararla con las otras MOTU’s se sugiere que se trata de un taxén nuevo, por lo que se
propone aumentar el niUmero de muestras para obtener una mejor representatividad genética y

anexarla a la filogenia actual para corroborar su estado taxonémico.

Ceccarelli et al. (2012) y Bribiesca et al. (2013) mostraron que las especies recuperadas
por el analisis GMYC presentan mayor congruencia con las especies identificadas
morfolégicamente, en el presente estudio no se tienen aln bien establecidos los caracteres
morfoldgicos que puedan diagnosticar a las especies recuperadas. Sin embargo, las 7 MOTU’s
sefialadas como especies potenciales pueden ser objeto de revisiones taxonémicas para encontrar

los caracteres diagnosticos de cada una y establecer su identidad taxonomica.
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El analisis GMYC mostré un menor numero de especies recuperadas en comparacion con
el criterio de distancia genética de 1.8% (con 7 y 12 MOTU's respectivamente). Sin embargo, el
analisis filogenético junto con la aplicacion del modelo GMYC mostrd6 mayor congruencia

geogréfica respecto a los grupos de especies conformados.

3. IDENTIFICACION DE LAS 7 ESPECIES RECUPERADAS POR EL ANALISIS FILOGENETICO
EMPLEANDO LAS DISTANCIAS GENETICAS.

Las 7 MOTU's recuperadas por el modelo GMYC mostraron relaciones filogenéticas y
correspondencia geogréafica similares a las encontradas en la filogenia establecida por Garcia
(2012). Una vez recuperadas estas 7 especies potenciales, se observé que los métodos de
distancia que emplea la herramienta del cddigo de barras permite una correcta identificacion
mediante la aplicacién del umbral de 2.68%. Se observé que las medidas de distancias geneticas
(intraespecifica e interespecifica) no mostraron solapamiento. Contrariamente, mostraron “gaps”

que como sefialan Meyer y Paulay (2005) indican una clara identificacion de especies.

Se ha observado que emplear valores arbitrarios de distancia genética es un problema en
el descubrimiento de las especies y que depende especificamente de los umbrales que se usen
para delimitarlas (Hickerson et al., 2006), por lo que los métodos de distancia para la
delimitacion de especies deben ser usados con ciertas precauciones, principalmente en especies
que presentan problemas taxonémicos (p. ej. el complejo Aspidoscelis gularis), pues al no tener
clara su identidad taxonomica es posible que por simple similitud entre secuencias se pueda
sobrestimar o subestimar el nimero de especies, ademas de omitir la diversidad genética, su

historia evolutiva a la cual estan sujetas y sus patrones de distribucién geogréfica.
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Se resalta que la aplicacion de los métodos de distancia que han sido empleados en
conjunto con los codigos de barras ayudan en primera instancia a detectar problemas
taxonémicos (p. ej. linajes divergentes, especies cripticas), posteriormente pueden emplearse
analisis mas robustos (como los filogenéticos) para conocer la identidad taxonomica de las
especies y consecutivamente establecer un umbral de diferenciacion genética (Paz et al., 2011)

exclusivo a la especie 0 grupo en cuestion.

Aunque la herramienta del cédigo de barras genético ha sido propuesta y principalmente
utilizada en especies bien delimitadas, mediante este estudio se demuestra que también puede ser
utlizado en complejos de especies, siempre y cuando se incluyan los métodos filogenéticos para
definir a las especies. Con base en el modelo filogenético de coalescencia-especiacion, se
recuperaron siete especies dentro del complejo Aspidoscelis gularis, las cuales pueden ser
identificables claramente bajo los metodos de distancia. Ademas, dichas especies presentan una
correspondencia geografica clara y relaciones filogeneticas similares a las de la filogenia

establecida previamente por Garcia (2012).

Ante la crisis de la pérdida de especies que se vive actualmente, la herramienta del codigo
de barras puede ser un método usado para identificar de manera rapida linajes divergentes y en
casos excepcionales especies, que por una parte contribuyan al conocimiento de la biodiversidad
y todos los procesos que conlleva (Avise, 2000; Will et al., 2005) y por otra permita establecer
politicas y lugares prioritarios para conservar a las especies, ya que muchas veces los métodos
invasivos tienden a destruir y reducir el nimero de individuos en las poblaciones y por ende

alterar los procesos evolutivos subyacentes.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se obtuvo la secuencia parcial del gen mitocondrial citocromo oxidasa I, reconocida como
codigo de barras genético en animales, de 52 ejemplares, las cuales presentaron diferentes
niveles de divergencia entre si.

Utilizando el criterio del umbral de 1.8% de distancia genética, los codigos de barras
genéticos no resultaron ser funcionales en la identificacion de las especies que conforman
al complejo Aspidoscelis gularis. Este método sobreestimd el nimero de especies que
conforman al complejo.

El método filogenético y la aplicacion del modelo GMYC permitieron identificar a 7
MOTU’s, las cuales podrian ser sefialadas como especies identificables mediante los
codigos de barras genéticos. La diferenciacion genética entre esas especies fue clara
empleando los métodos de distancia bajo el umbral del 2.68%, ademas la distribucion

geogréfica fue congruente con la filogenia.
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ANEXO 1
Protocolo de extraccion de DNA. Fetzner, 1999.

1.  Un pedazo de aproximadamente 1 centimetro cuadrado de piel mudada o tejido se coloca
en 900 mL de buffer de lisis celular (10 mM Tris-base, 100 mM de EDTA, sulfato dodecil
sodico al 2% [SDS], pH 8,0) y 9 ml de proteinasa K (20 mg / ml). La muestra es mezcla a

fondo y se coloca en bafio de agua a 55 ° C durante varias horas.

2. La muestra se retira del bafio y se enfria a temperatura ambiente (la piel no se disuelve
después de la digestidn con proteinasa K, pero el DNA es liberado en la solucion). Una vez
que la muestra alcanza la temperatura ambiente, se agregan 4ml de RNasa A (10 mg/ ml) a
la muestra y se coloca a 37 ° C en bafio de agua durante una hora.

3. Posteriormente se deja enfriar a temperatura ambiente y se agregan 300 pl de acetato de
amonio 7.5 M. la muestra se agita en el vortex por 10 segundos y se deja enfriar en hielo

por 10 o 15 minutos.

4.  Una vez retirada del hielo se centrifuga a velocidad maxima (ca.13-14k rpm) durante 3
minutos para poder eliminar los restos de piel, SDS y restos celulares. (A veces los restos

de la piel no se precipitan correctamente, de modo que el siguiente paso es necesario).

5. Se extrae tanto como sea posible la mayor parte del sobrenadante y se transfiere a un nuevo
tubo microcentrifuga de 1,5-ml. Después se centrifuga a una velocidad superior a la

adicional por unos 2-3 minutos para sedimentar las particulas restantes.

6. A continuacion el sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo de 2-mL que contiene 900 pl
de isopropanol y se invierte suavemente sobre la mezcla. Si se llegan a observar sedimentos
después de la adicion de isopropanol la muestra “puede ser colocada a -20 °C durante una
noche, o puede ser centrifugada a maxima velocidad (16000 x g) durante dos minutos para
sedimentar el boton de DNA en la parte inferior del tubo.

7. Después de la centrifugacion se retira el isopropanol y se lava el boton de DNA con 500 pl

de etanol al 70%. Se centrifuga la muestra por dos minutos y se retira el etanol.
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Posteriormente la muestra se coloca en un concentrador de vacio hasta que todos los restos

de etanol se hayan evaporado.

Finalmente se vuelve a resuspender el boton de DNA con 30-100 pl de TE buffer (10 mM
Tribase, 0.1 MM EDTA, ph 8.0) dependiendo del tamafio de la muestra.
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Protocolo de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Modificado de Palumbi, 1996.

Para una reaccion de 25 pl. Se muestran las cantidades y concentraciones recomendadas:

. . Primer | Primer | dNTP’s | Buffer | MgCl,
Reaccion | Ejemplar | DNA Taq H.O

1 2 (2 mM) (10x) (20 x)

1 Ejemplar1 | 1l 0.2 ul 0.2 ul 1yl 2 ul 1.5l 0.15 ul 18.95 ul

2 Ejemplar2 | 1ul 0.2 ul 0.2 ul 1l 2 ul 1.5l 0.15 ul 18.95 ul

3 Ejemplar3 | 1l 0.2 ul 0.2 ul 1l 2 ul 1.5l 0.15 ul 18.95 ul

4 Ejemplar4 | 1l 0.2 pl 0.2 pl 1l 2l 1.5 ul 0.15 pl 18.95 pl

5 Ejempar5 1l 0.2 pl 0.2 pl 1l 2l 1.5 ul 0.15 pl 18.95 pl

1.  Hacer una mezcla madre con la cantidad total de los primers, dNTP’s, Buffer, MgCI2, Taq

polimerasa y colocar 5.05 pl en cada tubo de reaccién.
2.  Posteriormente agregar el DNA gendémico a cada tubo de reaccion.
3. Agregar el agua y mezclar.
4.  Colocar los tubos de reaccion en el termociclador, tomando en cuenta los siguientes

parametros:

Proceso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion Inicial 96 3 min
38 ciclos
Desnaturalizacion 96 30s
Alineamiento 48 30s
Elongacion 72 60 s
Elongacion final 72 5 min
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Protocolo para la purificacion de los productos de PCR (Precipitacion con Polietilen-glicol)

1.

10.

11.

12.

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

Colocar los tubos en bafio maria a 37 °C durante 20 minutos.
Centrifugar durante 20 minutos a velocidad méxima.
Eliminar el sobrenadante.

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

Centrifugar durante 10 minutos a velocidad maxima.
Eliminar el sobrenadante.

Agregar a los tubos 150 pl de etanol al 95% frio (-20 °C).
Centrifugar a velocidad méxima durante 10 minutos.
Eliminar el sobrenadante.

Colocar los tubos en un concentrador de DNA, a temperatura media (50-60 °C) por 10

minutos o hasta que el alcohol se haya evaporado.

Resuspender el boton de DNA en 10-15 pl de dH20O.Final del formulario
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ANEXO 2. LOCALIDADES DE COLECTA DE LOS EJEMPLARES UTILIZADOS EN EL PRESENTE ESTUDIO.

Colector Localidad Municipio Estado Taxon
ANMO1468 | Sacramento Monclova (km 16 al este de Sacramento) Sacramento Coahuila Aspidoscelis gularis
ANMO1484 Carr. Melch,or I\/_quqmz-Las Rusias; 24.1 km. NW de Mglchqr Coahuila Aspidoscelis gularis
Melchor MUlzquiz Muzquiz
ANMO1499 | Carr. Palau-Minas de Barroteran Minas de, Coahuila Aspidoscelis gularis
Barroteran
APG266 Chihuahua-QOjinaga (km. 26 al E de Aldama) Aldama Chihuahua Aspidoscelis scalaris
APG296 La Cruz (km 3.5 al N de la Cruz) La Cruz Chihuahua Aspidoscelis scalaris
ANMO 1423 La Unién Cuéncame (km. 25.4 al Sureste de Nazareno, Nazareno Durango Aspl_dosc_ells
Durango) semifasciata
ANMO 1550 Saltillo Concepcion de Oro km. 13.5 al NE de Concepcion | Concepcion de Zacatecas Aspl_dosc_ells
de Oro, Zacatecas Oro semifasciata
. — . Aspidoscelis
ANMO1524 | Carr. Libre Parras-Saltillo; Alrededores de Parras Parras Coahuila o
semifasciata
ANMO1539 Saltillo Concepcion de Oro km. 13.5 al NE de Concepcion | Concepcion de Zacatecas Aspl_dosc_ells
de Oro, Zacatecas Oro semifasciata
ANMO1540 Saltillo Concepcion de Oro km. 13.5 al NE de Concepcion | Concepcion de Zacatecas Aspl_dosc_ells
de Oro, Zacatecas Oro semifasciata
ANMO1579 |Carr. llesca-El Barril Nadadores San Luis Potosi Asp!dosqells
semifasciata
ANMO1537 | Agua Nueva Saltillo Coahuila Aspidoscelis
semifasciata
ANMO1600 | Carr. Rio Grande-Sain Alto, 5.7 Km N Sain Alto Sain Alto Zacatecas |/ opidoscelis
semifasciata
- . . Aspidoscelis
ANMO1459 | Cuatrociénegas-Monclova km. 11 al oeste de Sacramento Cuatrociénegas | Coahuila :
septemvittata
. i - . Aspidoscelis
ANMO1460 |Carr. Cuatro Ciénegas-Monclova; 11 km. W de Sacramento | Cuatrociénegas |Coahuila )
septemvittata
- - . Aspidoscelis
ANMO1463 | Cuatrociénegas-Monclova km. 11 al oeste de Sacramento Cuatrociénegas | Coahuila

septemvittata
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Aspidoscelis

UOGV2027 |EI Cafion de Fernandez Cuatrociénegas | Coahuila )
septemvittata
UOGV2128 | Montafas, atras de San José del Anteojo Cuatrociénegas | Coahuila ASp'dOS(.:e“s
septemvittata
UOGV2131 |Montafas, atras de San José del Anteojo Cuatrociénegas | Coahuila ASp'dOS(.:e“s
septemvittata
UOGV2129 |San José del Anteojo Cuatrociénegas | Coahuila Aspldos_cells
septemvittata
UOGV2032 | Antiguos Mineros Cuatrociénegas | Coahuila Aspldos_cehs
septemvittata
ANMO1452 | Carr. Cuatro Ciénegas-Nueva Atalaya Cuatrociénegas | Coahuila Aspldos_cehs
septemvittata
0I1GS201 Valle de Jalpan Valle de Jalpan | Querétaro Aspidoscelis sp. ?
01GS202 Valle de Jalpan Valle de Jalpan | Querétaro Aspidoscelis sp. ?
SFDG374 | Aquismoén Aquismodn San Luis Potosi | Aspidoscelis sp. ?
I1SZ574 La Barca La Barca Jalisco Aspidoscelis sp. ?
Laguna Laguna Laguna. San Luis Potosi | Aspidoscelis sp. ?
CPAO01 Mineral de Pozos Mineral de Pozos | Guanajuato Aspidoscelis sp. 1
CPAO003 Mineral de Pozos Mineral de Pozos | Guanajuato Aspidoscelis sp. 1
ANMO1357 Ca}rr. San José Iturbide-Mineral de Pozos; 5.8 km. S de San J_ose de Guanajuato Aspidoscelis sp. 1
Mineral de Pozos Iturbide
ANMO1632 Camino a Microongas Los Gallos; 6 km. E de aeropuerto de Aguascalientes | Aguascalientes | Aspidoscelis sp. 1
Aguascalientes
ANMO1641 |4.5 km. NE Juventino Rosas Juventino Rosas | Guanajuato Aspidoscelis sp. 1
ANMO1414 | Carr. Libre Cuéncame-Torredn; 22.2 Km. N de Cuéncame Cuéncame Durango Aspidoscelis sp. 2

62




ANMO1426 | Carr. San Pedro-Cuatro Ciénegas; 15 km. NE de San Pedro | San Pedro Coahuila Aspidoscelis sp. 2
UOGV 1398 | San Pedro Monclova Coahuila y de la Sierra de Jimulco, Torredn Coahuila Aspidoscelis sp. 2
Torredn Coahuila
UOGV2075 |Rancho La Casita, Sierra Madera Ocampo Coahuila Aspidoscelis sp. 3
UOGV2030 |Rancho La Casita, Sierra Madera Ocampo Coahuila Aspidoscelis sp. 3
ANMO1474 | Carr. Sacramento-Monclova; 3.5 KM. E de Nadadores Nadadores Coahuila Aspidoscelis sp. 4
ANMO1467 | Carr. Sacramento-Monclova; 16 km. E de Sacramento Sacramento Coahuila Aspidoscelis sp. 4
ANMO1538 | Carr. Saltillo-Concepcidn de Oro; 39 km. NE de Concepcién | Saltillo Coahuila Aspidoscelis sp. 5
de Oro
ANMO1435 | Cafidn de Fernandez Cuatrociénegas | Coahuila Aspidoscelis sp. 5
ANMO1461 | Cuatrociénegas-Monclova km. 12 al oeste de Sacramento Sacramento Coahuila Aspidoscelis sp. 5
ANMO1462 | Cuatrociénegas-Monclova km. 12 al oeste de Sacramento Sacramento Coahuila Aspidoscelis sp. 5
ANMO1510 | Carr. Dolores-Estanque de Norias Dolores Coahuila Aspidoscelis sp. 5
ANMO1536 | Carr. Saltillo-Agua Nueva; 20. 5 km SE de Saltillo Saltillo Coahuila Aspidoscelis sp. 5
UOGV2024 |EI Cafdn Cuatrociénegas | Coahuila Aspidoscelis sp. 5
LDOR28 Huejutla de Reyes Huejutla Hidalgo Aspidoscelis sp. 6
JCHZ049 Cardonal, Tolantongo Cardonal Hidalgo Aspidoscelis sp. 6
JCHZ063 Progreso de Obregon Progreso de Hidalgo Aspidoscelis sp. 6
Obreg6n
LDOR33 Eloxochitlan Eloxochitlan Hidalgo Aspidoscelis sp. 6
NLMM451 | San Agustin Metzquititlan San Agustin Hidalgo Aspidoscelis sp. 6
Metzquititlan
SFDG014 San Agustin Tlaxiaca San Agustin Hidalgo Aspidoscelis sp. 6
Tlaxiaca
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ANEXO 3. MATRIZ DE DISTANCIAS ABSOLUTAS Y CORREGIDAS
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ANEXO 4. EJEMPLARES EMPLEADOS PARA EL ESTUDIO, SE INDICA EL COLECTOR, LOCALIDAD, MOTU’S Y COORDENADAS

GEOGRAFICAS.

Coordenadas geograficas

MOTU’s Latitud Longitud
Colector Estado AnélisiGsl\c/jle;:g Eeile Grados Minutos Segundos Grados Minutos Segundos
ANMO1468 Coahuila Especie 5 27 2 10.20 101 37 32.70
ANMO1484 Coahuila Especie 5 28 2 52.40 101 37 7.00
ANMO1499 Coahuila Especie 5 27 44 26.70 101 20 8.50
ANMO1540 Zacatecas Especie 5 24 49 8.50 101 6 36.40
ANMO1463 Coahuila Especie 5 27 1 41.20 101 49 46.60
ANMO1474 Coahuila Especie 5 27 2 4.70 101 34 8.10
ANMO1467 Coahuila Especie 5 27 2 10.20 101 37 32.70
ANMO1435 Coahuila Especie 5 27 1 8.90 102 5 11.40
ANMO1462 Coahuila Especie 5 27 1 41.20 101 49 46.60
ANMO1510 Coahuila Especie 5 26 22 17.20 101 26 31.00
ANMO1536 Coahuila Especie 5 25 15 27.90 101 5 28.60
0OIGS201 Querétaro Especie 5 21 13 25.02 99 28 22.70
01GS202 Querétaro Especie 5 21 13 22.57 99 28 14.66
SFDG374 San Luis Potosi Especie 5 21 48 25.80 99 8 27.61
LDOR28 Hidalgo Especie 5 21 4 55.00 98 24 32.00
JCHZ049 Hidalgo Especie 5 20 38 57.80 98 59 41.70
JCHZ063 Hidalgo Especie 5 20 15 14.38 99 11 54.85
LDOR33 Hidalgo Especie 5 20 43 40.00 98 56 51.80
NLMM451 Hidalgo Especie 5 20 32 9.10 98 39 3.10
SFDGO014 Hidalgo Especie 5 20 28.30 98 53 39.70
ANMO1414 Durango Especie 4 25 57.80 103 46 32.20
ANMO1579 | San Luis Potosi Especie 4 23 11 17.00 102 10 4.90
ANMO1600 Zacatecas Especie 4 23 36 58.20 103 12 33.70
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ANMO1426 Coahuila Especie 4 25 52 13.10 102 55 11.90
UOGV 1398 Coahuila Especie 4 25 11 23.40 103 18 3.60
ANMO 1423 Durango Especie 4 25 13 3.40 103 33 38.50
ANMO 1550 Zacatecas Especie 4 24 40 9.00 101 17 35.50
ANMO1524 Coahuila Especie 4 25 26 37.20 102 9 25.50
ANMO1539 Zacatecas Especie 4 24 49 8.50 101 6 36.40
ANMO1537 Coahuila Especie 4 25 10 55.60 101 5 48.80
ANMO1538 Zacatecas Especie 4 24 49 8.50 101 6 36.40
ANMO1459 Coahuila Especie 3 27 1 41.20 101 49 46.60
ANMO1460 Coahuila Especie 3 27 1 41.20 101 49 46.60
UoGV2027 Coahuila Especie 3 27 0 33.70 102 4 42.30
UoGVv2128 Coahuila Especie 3 26 58 52.55 102 6 26.46
UOGV2131 Coahuila Especie 3 26 46 57.70 102 0 20.20
UOGV2129 Coahuila Especie 3 26 58 52.55 102 6 26.46
UOGV2032 Coahuila Especie 3 26 46 55.70 102 0 22.90
ANMO1452 Coahuila Especie 3 26 54 43.20 102 8 27.50
UOGV2075 Coahuila Especie 3 27 6 45.40 102 23 39.70
UOGV2030 Coahuila Especie 3 27 6 47.80 102 23 34.10
ANMO1461 Coahuila Especie 3 27 1 41.20 101 49 46.60
UOGV2024 Coahuila Especie 3 27 0 33.70 102 4 42.30
APG266 Chihuahua Especie 1 28 57 26.75 105 41 32.06
APG296 Chihuahua Especie 1 27 54 11.02 105 12 58.54
1SZ574 Jalisco Especie 2 20 25 0.60 102 37 9.30
ANMO1632 | Aguascalientes Especie 6 21 41 55.10 102 15 48.50
Laguna San Luis Potosi Especie 7 22 12 19.77 98 59 7.07
CPA001 Guanajuato Especie 7 21 9 56.21 100 30 7.35
CPAQ03 Guanajuato Especie 7 21 13 33.47 100 30 25.92
ANMO1357 Guanajuato Especie 7 21 9 48.20 100 29 49.80
ANMO1641 Guanajuato Especie 7 20 40 0.50 100 57 24.20
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