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RESUMEN

Las serpientes del género Salvadora (Serpentes: Colubridae), se distribuyen desde el sur de
Estados Unidos y a través de casi todo el territorio nacional. Actualmente se conocen siete
especies monotipicas las cuales ocurren en México: Salvadora bairdi, S. deserticola, S.
grahamiae, S. hexalepis, S. intermedia, S. lemniscata y S. mexicana. El género ha sido poco
estudiado ya que no se han hecho revisiones morfoldgicas recientes del grupo y la mayoria
de los trabajos corresponden a las descripciones de los tipos, por lo que la nomenclatura del
grupo ha permanecido relativamente estable. Si bien no se cuenta con una filogenia que
involucre a todos los taxones del género, propuestas previas de manera informal,
consideran que S. bairdi estd mas relacionada con S. grahamiae que S. lemniscata es la
especie mas basal y que S. mexicana seguramente se ha derivado de ésta. En este estudio se
realizé una filogenia molecular del género Salvadora y para ello, se utilizé6 el marcador
mitocondrial 16S, las secuencias obtenidas corresponden a siete ejemplares. Los anélisis de
méxima parsimonia e inferencia bayesiana, indican que las relaciones filogenéticas dentro del
género quedan parcialmente resueltas, ya que el grupo interno forma una politomia con el
taxon utilizado como grupo externo Sympholis sp. De acuerdo con la distribucién geogréfica
del género, las especies que se distribuyen en el norte se agrupan perfectamente, excepto S.
intermediia, la cual solo se ha registrado en Guerrero, Puebla y Oaxaca y sin embargo, se
agrupa junto con las especies del norte. Los resultados obtenidos no coinciden con los

trabajos previos.



INTRODUCCION

Més del ochenta por ciento de las serpientes se encuentran dentro de la superfamilia
Colubroidea, la cual se reconoce como un grupo monofilético, con base en estudios
moleculares y morfolégicos (Lawson et al., 2005). Esta se divide en cuatro grandes familias:
Viperidae (30 géneros con 230 especies), Elapidae (63 géneros y 272 especies),
Atractaspididae (14 géneros y 65 especies) y Colubridae con 290 géneros (Heise et al., 1995;
Greene, 1997). La familia Colubridae cuenta con dos tercios de todas las especies de
serpientes, esto es mas de 1800 especies. Estd distribuida practicamente en todos los
continentes con excepcién de la Antértida, debido a su distribucidn casi cosmopolita, la
diversidad de esta familia es muy alta (Pough et a/, 2005; Lawson et al., 2005; Zug et al.,
2001).

El género Salvadora se encuentra dentro de la familia Colubridae, de acuerdo con
Flores-Villela (1993), estd conformado por siete especies y todas ellas ocurren en nuestro
pais: Salvadora bairdi Jan 1860, S. deserticola Schmidt 1940, S. grahamiae Baird y Girard
1853, S. hexalepis Cope 1867, S. intermedia Hartweg 1940, S. /lemniscata Cope 1895, .

mexicana Duméril et al., 1854.

El género ha sido poco estudiado, ya que no se han hecho revisiones morfolégicas
recientes y la mayoria de los trabajos, corresponden a las descripciones de los tipos, por lo
que la nomenclatura del mismo ha sido relativamente estable. Algunos autores aiin manejan
subespecies (Liner, 1994; 2007), mientras que para otros autores como Bogert, Tanner
(1985) y Flores-Villela (1993) éstas han entrado en sinonimia o bien se han elevado al nivel
de especie. De acuerdo con las revisiones del género, se tienen propuestas previas acerca de
las relaciones filogenéticas (Bogert, 1939; Smith, 1938), con base en caracteres morfolégicos,
pero no involucran a todos los taxones del grupo. Con este estudio se busca conocer si el
género Salvadora es un grupo monofilético, asi como las relaciones entre sus especies y para
ello se propone una filogenia con base en caracteres moleculares que incluye a las siete

especies monotipicas que lo conforman.



ANTECEDENTES
&% La familia Colubridae

Dentro del grupo Serpentes, la familia Colubridae es la mas diversa y ampliamente
distribuida, es posible encontrar taxones de este grupo en habitats acuéticos, montanas, asi
como en desiertos, por lo que cuenta con una gran riqueza de especies. Sin embargo, el
problema que aln permanece, es la composicion y la estructura jerdrquica dentro de las
subfamilias (Dowling y Duellman, 1978; McDowell, 1987; Williams y Wallach, 1989; Heise
et al., 1995; Kraus y Brown, 1998; Vidal y Hedges, 2002; Kelly et al., 2003).

De acuerdo con Zaher (1999), la familia Colubridae comprende doce subfamilias:
Xenodermatinae, Calamariinae, Xenodontinae, Homalopsinae, Boodontinae, Colubrinae
Pseudoxyrhophiinae, Psammophiinae, Pseudoxenodontinae, Natricinae, Dipsadinae vy
Pareatinae. Diferentes estudios moleculares (Cadle, 1988; Dowling et al, 1996; Gravlund,
2001; Kelly et al, 2003;) sostienen la monofilia de sélo cuatro de éstas subfamilias:

Colubrinae, Natricinae, Psammophiinae y Xenodontinae (Lawson et al., 2005).

Los colibridos son muy diversos, tanto en su comportamiento, ecologia y forma del
cuerpo, de tal suerte que muchos de los grupos de serpientes catalogados dentro de esta
familia son diferentes, por lo que algunos autores no lo consideran como un grupo natural

(Greene, 1997).
W El género Salvadora

Son serpientes de talla mediana a grande, su cuerpo es alargado y cilindrico; presentan la
cabeza elongada; las escamas cefélicas son relativamente normales excepto por la escama
rostral que es de forma triangular alargada y dirigida hacia atras; presentan una sola escama
loreal o bien puede estar dividida, con dos pares de escudos geniales, los cuales pueden o
no estar separados por al menos tres pequefias escamas (Figura 1); las escamas ventrales son
inmaculadas, en la regidn dorsal presentan 17 hileras de escamas en la parte anterior y

media del cuerpo, mientras que en la parte posterior cuentan con 13 hileras de escamas.
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Figura 1. Escutelacion cefélica de ejemplares pertenecientes a la familia Colubridae: a) vista lateral, b)

vista dorsal y c) vista ventral. Modificado de Castellanos (2009).

La coloracién dorsal presenta un patrén de lineas longitudinales amarillentas y pardas
que empiezan detrds del ojo y recorren todo el cuerpo (Figura 2), excepto en la especie
Salvadora mexicana donde las bandas longitudinales se rompen en la regién anterior por la
presencia de bandas transversales, justo detrds de la nuca. Generalmente las lineas
longitudinales se encuentran encima de un fondo verde olivo o pardo (Bogert, 1939;

Canseco-Marquez y Gutiérrez-Mayén, 2006; Schmidt, 1940; Smith, 1938; Cuadro 1).



Figura 2. Patrén de coloracién; a y b) Salvadora bairdi, tomado de Smith (1941); c) S. grahamiae; d)
. deserticola, tomado de Schmidt (1940).

El género Salvadora se distribuye desde el sur de Estados Unidos y a través de casi todo
el territorio nacional. Fue descrito por Baird y Girard (1853) y la especie tipo fue Salvadora
grahamiae (Figura 3a; b); posteriormente Duméril et al. (1854) describieron a la especie
Salvadora mexicana (Figura 3c; d); Jan (1860) describi6 a la especie Sal/vadora bairdi (Figura
3e); Cope (1867) describié a Salvadora hexalepis (Figura 3f). La descripcién de la especie
Salvadora lemniscata, resulté un poco problemédtica, principalmente debido a su
distribucién, la cual ocurre al igual que Salvadora mexicana al sur de México. Sin embargo,
nunca se designd una localidad tipo, e incluso en un principio algunos autores las

consideraron la misma especie (Bogert, 1939; Figura 4a).

Bogert (1939) llevd a cabo una revision del género Salvadora, encontré que 5.
lemniscata, habia sido descrita en diferentes ocasiones, primero por Bocourt (1890), quien la
llam& Drymobius (Eudryas) pulcherrimus; Boulenger (1893), Zamenis pulcherrimus, Cope
(1895), Drymobius lemniscatus, Smith (1938), Salvadora pulcherrima; Bogert (1939) .
mexicana. A pesar de ello, no se contaba con un ejemplar tipo, por lo que Bogert realizd

una redescripcion de la especie.



Afos mas tarde, Schmidt (1940) describid a la especie Salvadora deserticola (Figura 4b).
En ese mismo afo Hartweg (1940) revisé 15 ejemplares del género Sa/vadora recolectados

en Chilpancingo, Guerrero y describid a la especie Salvadora intermedia (Figura 4c; d).

Por otra parte, algunos autores describieron otras especies y subespecies dentro del
género Salvadora. Bogert (1935), encontré que existian diferencias en el patrén de
coloracién entre los ejemplares recolectados por él en California. Por lo que revisé los
trabajos anteriores de Klauber (1931), Stejneger (1902; 1933) y Blanchard (1925). Al igual
que ellos llegd a la conclusion de que existian diferencias, entre las especies que se
distribuyen en la costa y aquellas que ocurren en el desierto; sin embargo, consideré que
antes de hacer una comparacién de este tipo, primero se debia establecer la relacién entre
las formas orientales, Salvadora grahamiae grahamiae (S. grahamiae) y las del desierto $. g
hexalepis (S. hexalepis). Para Klauber (1931) S. g hexalepis era la especie que definia el
cambio de un hébitat a otro. Bogert (1935), examind 263 ejemplares y determiné que habia
informacién suficiente tanto del patrén de coloracidn y escutelacidn, entre las especies que
ocurren en la costa y en el desierto, para lo cual propuso una nueva subespecie costera a la
que llamé Salvadora grahamiae virgultea (Salvadora hexalepis) que de acuerdo con el autor,

difiere de la forma tipica.

Smith (1938) revisé 33 ejemplares de seis especies y subespecies del género, la mayor
parte distribuidos en México y los separd en dos grupos. En el primero ubicé a Sal/vadora
mexicanay S. pulcherrimay en el segundo grupo a S. bairdi, 5. grahamiae grahamiae, S. g.
hexalepis y S. g. virgultea. En el primer grupo encontré que S. mexicana coincide en casi
todos los caracteres morfoldgicos con S. pulcherrima (S. lemniscata). Mientras que en el
segundo grupo, encontrd que S. bairdi es muy parecida a S. g. grahamiae, pero existen tres
diferencias en la escutelaciéon cefdlica que las separan. También observd que . bairdiy . g
grahamiae estan mas relacionadas entre si, que esta uUltima con S. g hexalepis 'y S. g

virgultea.

Sin embargo, Wright y Wright (1957) en su manual de serpientes mencionan a Sa/vadora
hexalepis hexalepis (Cope, 1867) en lugar de S. g. hexalepis (Cope, 1867) y S. hexalepis

virgultea (Bogert, 1935) en lugar de S. g. virgultea (Bogert, 1935), al igual que Liner (1994;
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2007) y Crother et al. (2001). De acuerdo con Flores-Villela (1993) estas dos subespecies son

en realidad sinonimias de $. hexalepis.

Bogert (1939) revisé 29 ejemplares (17 machos y 12 hembras) la mayoria de la especie
Salvadora mexicana, los cuales incluyeron localidades de Colima, Michoacdn, Morelos y
Guerrero. Los registros en el estado de Guerrero le fueron de particular interés, ya que los
rangos de distribucién de Salvadora lemniscata y S. mexicana son continuos y se puede
esperar que exista intergradacién entre estas dos especies. Sin embargo, no conté con
ejemplares de las localidades exactas de colecta de ambas especies, que dieran indicios de
que se solapan en su distribucién. Aunado a estos datos, no existe indicacién de la
intergradacién de ambas especies a nivel morfolégico, ya que existen diferentes caracteres
contrastantes que ayudan a distinguir una especie de la otra, entre ellos, el patrén moteado
y las barras transversales en el cuello en la especie S. mexicana, asi como la banda oscura
que pasa a través de los parietales y supraoculares, mientras que en S. /emniscata se
observan cuatro bandas longitudinales en el cuello, carece del patrén moteado y no existe

una banda que pase a través de los parietales y supraoculares.

De acuerdo con los datos de Bogert (1939) casi no existen diferencias entre los sexos de
ambos taxones, lo cual es una condicién caracteristica de las especies del género Salvadora.
Como parte de su estudio, tomé en cuenta el intervalo de distribucién de S. lemniscata, el
cual es mas restringido, por lo que considerd a éste taxdn como el més primitivo de los dos
y pensé que seguramente S. mexicana, en algdin momento de su historia evolutiva, se derivd

de éste.

Schmidt (1940) encontrdé algunos problemas con la identificacién de tres formas:
Salvadora grahamiae, S. hexalepisy S. bairdi, porque sélo revisé las colecciones texanas, lo
cual fue discutido por Bogert (1935) quien revisé el género Salvadora en Estados Unidos y
por Smith (1938) quien habia trabajado con las formas mexicanas. Por lo que habia
discrepancias respecto a las especies del grupo, ya que aparentemente Bogert (1935) no

tomo en cuenta los especimenes recolectados en Texas.



Stejneger (1902) quien anteriormente habia trabajado con el género Sa/vadora, describid
el problema como la designacién de los nombres S. hexalepis Cope y S. grahamiae Baird y
Girard ya que si bien la localidad tipo de S. grahamiae es Sonora y seguramente el sur de
Arizona, también Stejneger (1902) designd el nombre a formas que se distribuyen al sudeste
de Texas. Otro taxdn que le trajo dificultades a Schmidt (1940) fue Salvadora bairdi el cual
de acuerdo con su trabajo parece estar muy relacionado con la forma del sudeste de Texas
la cual describié como . /ineata. Observd que la mayoria de las caracteristicas en S. /ineata
estdn presentes en S. grahamiae, pero de esta se distingue por una linea lateral bien definida,
la cual esta en la tercera hilera de escamas en la parte anterior y en la segunda hilera en la
region posterior, la banda dorso lateral oscura atraviesa sobre la regidon temporal al ojo

(Schmidt, 1940).

Smith (1941) al hacer una revisién del género describié tres nuevos taxones; Salvadora
hexalepis celeris (Salvadora hexalepis), S. bogerti (S. bairdi) vy S. intermedia richardi (5.
intermedia). Para la descripcion del primer taxdn, sélo se basé en un ejemplar, una hembra

de San Blas, Sinaloa.

En un trabajo de los anfibios y reptiles de Sinaloa, Hardy y McDiarmid (1969) revisaron
cuatro ejemplares machos de la especie Salvadora bairdi, las descripciones de los ejemplares
revisados se compararon con estudios previos, como el de Bogert (1935), Smith (1939),
Smith (1943), Smith y Taylor (1945), Bogert y Oliver (1945), Davis y Smith (1953), Dixon vy
Davis (1957). Los trabajos coinciden en que S. bairdi es muy parecida a S. /ineata e incluso
algunos autores como Dixon y Davis (1957) sugirieron que probablemente S. bairdiy S.
lineata eran dos subespecies de una misma especie, pero las reportaron como especies
distintas ya que no tenian ejemplares suficientes para corroborar su hipétesis. Los ejemplares
de . bairdi recolectados en Sinaloa, coinciden en la mayoria de los caracteres morfoldgicos
descritos en trabajos anteriores. Sin embargo, de acuerdo con Duellman (1961), el parecido
de algunos caracteres con S. /ineatay S. grahamiae, sugiere que es necesario un estudio mas

a detalle tomando en cuenta los intervalos de distribucién de las tres especies.



Cuadro 1. Caracteristicas morfoldgicas de las especies y subespecies descritas dentro del género Sa/vadora.

Especie

Salvadora bairdi

Salvadora deserticola

Salvadora grahamiae

Caracteres

Rostral un poco alargada, sin los bordes libres; 8-8 supralabiales;
9-9 infralabiales; 2 preoculares; 2 postoculares; 1 loreal; 9+3
maxilares; formula dorsal 17-17-13; patrén de coloracién similar
al de S. grahamiae ,excepto porque los bordes de las bandas
oscuras dorsolaterales en S. bairdi son negros solo en la parte
media del cuerpo, estas bandas terminan sobre la nuca y no
pasan a través de la region temporal (Smith, 1938; Schmidt,
1940; Schmidt y Taylor; 1945;Figura 3e).

Rostral alargada sin los bordes libres; 9-10 supralabiales; 11-11
infralabiales; 1 loreal; 2-2 oculares; 2-3 temporales; internasales
subtriangulares; nasal dividida; prefrontales rectangulares; frontal
casi tan grande como los parietales; escudos geniales casi del
mismo tamafo, 2° par de escudos geniales separado por dos
escamas; férmula dorsal 17-17-13; anal dividida, regién supranal
quillada; patrén de coloracién: una banda dorsolateral oscura a
cada lado de la sexta y séptima hileras de escamas; una estrecha
linea lateral sobre la mitad inferior de la cuarta hilera de escamas;
la banda dorsolateral se extiende hasta las postoculares y junto
con la linea lateral se fusionan en el cuello, sobre la tercera hilera
de escamas (Schmidt, 1940; Figura 4b).

El borde de la rostral solo ligeramente levantado; escudos
geniales posteriores en contacto o ligeramente separados; 8-8
supralabiales; pocas ventrales, caudales més numerosas, asi como
la presencia de una banda ancha de color claro en la parte
dorsal, los machos adultos de esta especie no presentan quilla
(Schmidt, 1940; Figuras 3a; b).

Subespecie

1)

5. g lineata

Caracteres

8-8 Supralabiales; 10-10 infralabiales; nasal dividida; 1 loreal; 2-2
oculares; 2-2 y 2-3 temporales; férmula dorsal 19-17-13. Presenta
una banda dorsal de color amarillento pélido, de menos de tres
hileras de escamas de ancho y a cada lado una banda
dorsolateral oscura sobre la quinta, sexta, séptima y parte de la
octava hilera de escamas la cual estd bien definida, la banda
oscura continda hasta la regién de la loreal; presenta una
estrecha linea oscura a la mitad de la tercera hilera de escamas.
Solo se diferencia de grahamiae por la linea lateral bien definida
(Schmidt, 1940).



Especie

Salvadora hexalepis

Caracteres

Rostral visiblemente alargada, con los bordes prominentes y
libres; 9-9 supralabiales; el 22 par de escudos geniales
visiblemente separados, asi como, las escamas supra anales
quilladas; en cuanto al patrén de coloracién, presenta bandas
dorsolaterales que divergen en el cuello y pasan a través de la
regiéon temporal al ojo; una banda oscura lateral que se fusiona
con las dorsolaterales en el cuello (Smith, 1938; Smith y Taylor,
1945; Wright y Wright, 1957; Figura 3f).

Subespecie

1) S h celeris

2)  S.h. klauberi

3)  S.h. mojavensis

4) S.h. virgultea

Caracteres

Una banda media dorsal de tres escamas de ancho en la regién
anterior , posteriormente la banda solo tiene dos y media hileras
de ancho; adyacente a ésta, se encuentra una banda dorsolateral
oscura, la cual abarca dos hileras de escamas y posteriormente
solo una, diverge en la parte anterior y pasa a través del ojo;
contigua a esta banda estd una lateral oscura que involucra la
cuarta y una pequefia parte de la tercera hilera de escamas, en la
regién anterior, posteriormente se reduce a la tercera hilera, ésta
banda se fusiona con la dorsolateral en medio del cuello (Wright
y Wright, 1957).

Dos loreales; una banda oscura de 3 y 4 hileras de escamas; 2
preoculares; férmula dorsal 19-17-15-13; de 191 a 204 ventrales;
los machos presentan 91-103 caudales mientras que las hembras
86-100 (Wright y Wright, 1957).

Las supralabiales no alcanzan el ojo debido a la presencia de
suboculares. La banda lateral sobre la 32 y 42 hileras de escamas
es mas tenue que la banda que ocupa la 62 y 72 (Wright y
Wright, 1957).

El 22 par de escudos geniales separado por dos o més pequefias
escamas; loreal dividida; frontal y rostral mas amplias; banda
dorsal més estrecha y paralela a ésta, una sola banda café de 5 a
5 Y2 escamas de ancho, posteriormente pueden ser menos
conspicuas y solo apreciarse dos bandas. Difiere de S. hexalepis
al tener en promedio menos escamas ventrales (Wright y
Wright, 1957).
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Especie

Salvadora intermedia

Salvadora lemniscata

Caracteres

Rostral débilmente proyectada con bordes libres; 2 preoculares;
2 postoculares en contacto con la quinta supralabial; 2+2+3
temporales; 8 supralabiales, la 4 y 52 entran en la orbita
ocular; 10 infralabiales, el primer par en contacto con la parte
posterior de la mentoneal; primer par de escudos geniales més
grande que el posterior, el cual estd separado por una o més
escamas que presentan un arreglo en tdndem; férmula dorsal
17-15-13; 14 maxilares; patrén de coloracién: una banda media
dorsal amarillenta de tres escamas de ancho en la nuca, se
extiende hacia los parietales y se reduce a una 1, o bien, a 16 2
y media escamas de ancho, en la regién posterior del cuerpo
continda hasta la cola. A cada lado estd una banda dorsolateral
oscura que ocupa las hileras de escamas 4-7 y el borde superior
de la tercera hilera en la regién anterior del cuerpo mientras
que posteriormente ocupa la cuarta y quinta hileras y la mitad
contigua de la tercera y sexta hileras de escamas. La banda
lateral continla sobre la cola como una estrecha linea
(Hartweg, 1940; Canseco-Marquez y Gutiérrez-Mayén, 2006;
Figuras 4c; d).

Rostral en contacto con: la 12 supralabial, la seccién anterior de
la nasal e internasales;2 internasales; 2 prefrontrales; 2
postoculares; temporales 2+2+2+2; 9 supralabiales, la 42, 5% y
62 entran en la orbita ocular o bien la 3% 4%y 5% de 10 a 13
infralabiales; 2° par de escudos geniales més grande que el 1¢,
separados primero por una escama estrecha seguida de dos
pares de escamas angostas. Anal dividida; férmula dorsal 17-17-
13. Con 4 bandas oscuras longitudinales que van de la cola al
occipucio, color pardo, cerca del cuello se tornan de color
negro (Bogert, 1939; Figura 4a).

Subespecie

Caracteres

11



Especie

Salvadora mexicana

Caracteres

Rostral muy alargada; 9-9 supralabiales; 11-11
infralabiales; bandas longitudinales reemplazadas en la
regién anterior por un patrén moteado que incluye,
barras transversales de color pardo que empiezan justo
por detrés de la nuca y solo abarcan el primer tercio
del cuerpo (Figura 3c) y por manchas que presentan un
arreglo irregular, posteriormente presentan un patrén de
7 bandas longitudinales:1 banda vertebral de una escama
de ancho color amarillento, a cada lado 1 banda color
pardo de tres escamas de ancho, seguida de 1 banda de
color blanco amarillento de dos y media escamas de
ancho y por ultimo 1 banda de color pardo de dos
escamas de ancho (Smith, 1938; Bogert, 1939; Smith y
Taylor, 1945; Ramirez-Bautista, 1994; Figura 3d).

Subespecie

Caracteres
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Figura 3. Fotografias de las especies del género Salvadora: a y b) S. grahamiae, tomado de Nafis

(2009); cy d) S. mexicana; e) S. bairdi, f) S. hexalepis, tomado de Burkhardt (2005).
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Figura 4. Fotografias de las especies del género Salvadora: a) S. lemniscata, tomado de Bogert
(1939); b) S. deserticola, tomado de Burkhardt (2005); ¢ y d) S. intermedia, tomado de Canseco-
Mérquez y Gutiérrez-Mayén (2006).

A lo largo de la historia nomenclatural del género Sa/vadora se han descrito mas
especies de las que son aceptadas en la actualidad, ya que muchas de ellas entraron en
sinonimia, por ejemplo, . /ineata (S. grahamiae) o bien como en el caso de $. hexalepis
deserticola que fue elevada a nivel de especie como . deserticola. En un principio,
Bogert y Degenhardt (1961) reconocieron a este taxdn como otra especie mas y no como
una subespecie dentro del género, pero no explicaron que caracteres morfolégicos
tomaron en cuenta para elevar a S. hexalepis deserticola a nivel de especie como .
deserticola. Sin embargo, afios més tarde Bogert (1985) explicé que se basé en los
caracteres que habia descrito anteriormente en Bogert (1945) y también por la ausencia

de una forma intermedia (Crother, et al, 2001). Por lo que actualmente se consideran
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siete especies monotipicas formalmente descritas: S. grahamiae, S. deserticola, 5.

hexalepis, S. bairdi, S. intermedia, S. lemniscata y S. mexicana (Flores-Villela ,1993;

Cuadro 2).

Cuadro 2. Historia nomenclatural del género Sa/vadora se muestran los taxones validos del

grupo asi como aquellas subespecies que entraron en sinonimia o bien se elevaron a nivel de

especie.

Especie vélida
Salvadora bairdi JAN 1860
Salvadora deserticola SCHMIDT 1940

Salvadora grahamiae BAIRD y GIRARD 1853

Salvadora hexalepis COPE 1867

Salvadora intermedia HARTWEG 1940

Salvadora lemniscata COPE 1895

Salvadora mexicana BIBRON y DUMERIL 1854

Sinonimia
Salvadora bogerti SMITH 1941
Salvadora hexalepis deserticola SCHMIDT 1940
Salvadora grahamiae grahamiae BAIRD y GIRARD 1853
Salvadora grahamiae lineata SCHMIDT 1940
Salvadora lineata SCHMIDT 1940
Phimothyra hexalepis COPE 1867
Salvadora hexalepis celeris SMITH 1941
Salvadora hexalepis hexalepis COPE 1867
Salvadora hexalepis klauberi BOGERT 1945
Salvadora hexalepis mojavensis BOGERT 1945
Salvadora hexalepis virgultea BOGERT 1935
Salvadora intermedia intermedia HARTWEG 1940
Salvadora intermedia richardi SMITH 1941
Drymobius lemniscatus COPE 1895
Drymobius pulcherrimus BOCOURT 1890
Salvadora mexicana BOGERT 1939
Salvadora pulcherrima SMITH 1938
Zamenis pulcherrimus BOULENGER 1893

Zamenis mexicanus DUMERIL, BIBRON y DUMERIL 1854
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@@ Distribucion del género Salvadora

El género Salvadora ocurre en una gran diversidad de habitats. Es posible encontrar
especies del grupo en bosques de encino, bosque meséfilo, bosques perennifolios,
subperennifolios, selva baja caducifolia, en matorral xerdfilo, asi como en pastizales
(Smith y Taylor, 1945; Garcia y Ceballos, 1994; Flores-Villela y Gerez, 1994) al igual que
en ambientes hiumedos en las zonas costeras del Pacifico (Ramirez-Bautista, 1994). El
género se ha registrado en las provincias biogeogréficas desde el Desierto de Sonora y
Peninsula de Baja California, Sierra Madre Occidental, Sierra Madre Oriental y la
Provincia Tamaulipeca, pasando por la Meseta Central de México, Costa del Pacifico,
Cuenca del rio Balsas y Depresiéon Central de Chiapas, El Eje Volcanico, Sierra Madre del
Sur y las Tierras Altas del norte Oaxaca (Flores-Villela, 1993). De las siete especies,
Salvadora bairdi y Salvadora grahamiae tienen un &rea de distribucién més amplia y
ocurren en la mayoria de los sitios donde se encuentran las demas especies del grupo

(Flores-Villela, 1993).

La especie Salvadora bairdi Jan (1860) se distribuye en: Aguascalientes, Coahuila,
Chihuahua, Distrito Federal, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan,
Nayarit, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sinaloa, Veracruz y Zacatecas (Smith y
Taylor, 1945; Smith y Smith, 1976; Uribe-Pefia et al, 1999; Ramirez-Bautista et al.,
2004a). Habita entre los 1600 y 2700 metros sobre el nivel del mar en matorral xeréfilo,
bosque mixto, bosque de encino, bosque tropical caducifolio, asi como en zonas
agricolas asociadas a pastizales, es una especie endémica de México (Figura 5).

Salvadora deserticola Schmidt (1940) se distribuye en EUA al sureste de Arizona,
suroeste de Nuevo México y al oeste de Texas; mientras que en México, se encuentra en
los estados de Baja California, Baja California Sur, Coahuila, Chihuahua, Sinaloa y Sonora
(Smith y Taylor, 1945; Smith y Smith, 1976). Habita principalmente en matorral xerdfilo,
cerca de arbustos de Larrea tridentata (gobernadora), en tierras planas, desiertos, colinas,
en altitudes que van de los 600 a 1500 msnm (Figura 6).

Salvadora grahamiae Baird y Girard (1853) se distribuye en EUA al suroeste de
Arizona, en Nuevo México y Texas; en México ocurre en Baja California, Baja California
Sur, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,

Jalisco, México, Nayarit, Nuevo Ledén, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,
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Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas (Smith y Taylor, 1945; Smith y Smith,
1976). Ocurre en éareas extremadamente desérticas, asi como en sitios donde hay
asociaciones de lechuguilla con Nolina y también en sitios menos inhdspitos con
asociaciéon de cedro y acacias, en zonas rocosas entre otras, en altitudes que van de los
300 a los 1900 msnm (Wright y Wright, 1957; Figura 7).

Salvadora hexalepis Cope (1867) se distribuye en EUA al sur de California, Nevada,
Arizona, Nuevo México y al suroeste de Texas, mientras que en México se encuentra en
Baja California, Baja California Sur, Sonora, Chihuahua y Sinaloa (Smith y Taylor, 1945;
Smith y Smith, 1976). Habita en desiertos arenosos, en arbustos de Larrea tridentata, en
general el tipo de vegetacién donde se ha registrado la presencia de esta especie es muy
similar al de S. grahamiae, mientras que la altitud varia de los 300 e incluso hasta 2100
msnm (Wright y Wright, 1957; Figura 8).

Salvadora intermedia Hartweg (1940) solo se ha registrado en Guerrero, Puebla y
Oaxaca (Smith y Taylor, 1945; Smith y Smith, 1976; Ramirez-Bautista et al., 2004b) por
lo que su distribucién es restringida, se trata de una especie endémica de México que
habita en bosque de pino y encino, asi como en selva mediana subperennifolia en
altitudes que van de 1500 a 1800 msnm (Figura 9).

Salvadora lemniscata se ha registrado en los estados de Guerrero, Oaxaca y Chiapas
(Smith y Taylor, 1945; Smith y Smith, 1976) por lo que su distribucién es restringida; se
trata de una especie endémica que habita principalmente en bosques de encino (Figura
10). Salvadora mexicana Bribon y Duméril (1854) ocurre en los estados de Nayarit,
Colima, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacdn, Morelos y Puebla (Smith y Taylor,
1945; Smith y Smith, 1976; Ramirez-Bautista et al, 2004c). Habita en bosques
caducifolios, subperennifolios asi como en matorrales y pastizales en altitudes que van de
1 a 1100 msnm (Figura 11), es una especie endémica de México (Flores-Villela y Gerez,

1994; Ramirez Bautista et al., 2004c).
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Figura 5. Distribucién de Salvadora bairdli, ocurre en el norte, centro y sur de México, de los

1600 a 2700 msnm.
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Figura 6. Distribucién de Salvadora deserticola, ocurre al sur de E.U.A. y norte de México, de los

600 a 1500 msnm.
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Océano Pacifico
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Figura 7. Distribucion de Salvadora grahamiae, ocurre al sur de E.U.A.; al norte, centro y sur de

México, de los 300 a 1900 msnm.
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Figura 8. Distribucién de Salvadora hexalepis, ocurre al sur de E.U.A. y noroeste de México,

hasta los 2150msnm.
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Figura 9. Distribucién de Salvadora intermedia, ocurre al sur de México, de los 1500 a 1800

msnm.
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Figura 10. Distribucién de Sa/vadora lemniscata, ocurre al sur de México.
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Figura 11. Distribucién de Salvadora mexicana, ocurre al centro y sur de México, entre 1y 1100

msnm.
& El concepto filogenético de especie

La especie es la categoria jerarquica y la unidad més importante en estudios sisteméticos,
ecolégicos y evolutivos; por lo tanto, su descripcidn y delimitacién resultan
fundamentales como la diversidad de especies en la biota. Histéricamente, en todos los
grupos de organismos, las especies se han descrito con base en la presencia de caracteres
morfoldgicos diagndsticos, los cuales distinguen una especie de otra (Crisci, 1994; Wiens

y Servedio, 2000; Agapow et al., 2004).

Al consultar la literatura se pueden encontrar distintas definiciones del concepto de
especie y una de las causas es el espacio temporal (si se estd trabajando con especies
fésiles o recientes), también el tipo de caracteres que se deben tomar en cuenta
(morfolégicos o moleculares), de manera que se tienen “unidades” no comparables lo
cual dificulta ain mas la concepcién de especie (Cracraft, 1989; Templeton, 1989; Luna,

1994; Baum y Donoghue, 1995; Cadena, 2003).

El concepto filogenético de especie representa un paso muy importante para el
desarrollo de la teoria filogenética y también sobre otros conceptos de especie, ya que
puede relacionar las especies a patrones histéricos de evolucién (Olmstead, 1995). El

primero en proponer el concepto filogenético de especie fue Cracraft (1983) el cual dice;
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“una especie es la agrupacién diagnosticable més pequefa de organismos individuales
dentro de la cual hay un patrén de ancestria y descendencia“, con una diagnosis
estriccamente basada en uno o mas caracteres sinapomorficos que identifican un
agregado monofilético de individuos. A pesar de ello, varios autores a favor de un
concepto filogenético difieren entre si (Avise y Wollemberg, 1997; Mishler y Theriot,

2000: Wheeler y Platnick, 2000).

Los diferentes conceptos filogenéticos de especie, formulados hasta ahora, coinciden
en que se debe dar mayor énfasis a las relaciones filogenéticas y no al tipo de
reproduccién, es decir, si hay o no entrecruzamiento (de Queiroz y Donoghue, 1988;
Avise y Wollenberg, 1997). Por otra parte, también coinciden en que las especies son
grupos de organismos que comparten al menos un caracter derivado (Nixon y Wheeler,
1990; Agapow et al, 2004) y posiblemente un patrén de ancestria y descendencia
(Agapow et al., 2004). El concepto filogenético de especie es el més utilizado en la
practica, ya que puede aplicarse a poblaciones alopéatridas y a organismos con
reproduccién asexual. Por lo tanto, no depende del tipo de reproduccién para poder
probarse, permite recuperar la filogenia, asi como la diagnosticabilidad, es decir, se
puede reconocer a la especie en la naturaleza por una combinacién Unica de caracteres,
de tal modo que se pueden utilizar distintos métodos para llevar a cabo la delimitacién
de especies; permite hacer anélisis objetivos de la especiacién; sin embargo, siguiendo
este concepto se reconocen varias especies, por lo cual deberia incluir criterios biolégicos
y las unidades se pueden diagnosticar por caracteres triviales (Luna, 1994; Olmstead,

1995; Sites y Marshall, 2003; Agapow et al., 2004).

Un factor muy importante dentro del concepto filogenético de especie, es el hecho
de que bajo esta filosofia, no se reconoce a las subespecies, puesto que todas se han
descrito bajo el concepto bioldgico de la taxonomia tradicional, es decir aquellas especies
que tienen més de un tipo de formas (politipicas) son consideradas como subespecies,
cuando en realidad se trata de taxones diferentes o del mismo taxén que aidn no se
alcanza a diferenciar. Para Cracraft (1983) y Echelle (1990) no deben erigirse categorias
subespecificas ni reconocer grupos en ellas, ya que las especies son las unidades de la
evolucién y los subgrupos generalmente son arbitrarios. A final de XIX y primera mitad

del XX fueron descritas un gran nimero de subespecies para distinguir a los miembros de
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una especie que presentaban variaciéon geografica. Sin embargo, existié un abuso de esta
practica por parte de ornitélogos y entomdlogos principalmente. Por esta razdn, se ha
propuesto solucién al problema, elevando muchas subespecies a la categoria de especie,
aunque esto conduce a incrementar enormemente el nimero de especies. De acuerdo
con Cracraft (1983) “las subespecies no existen si se define a los taxones como la unidad
diagnosticable méas pequefia, esto es, si las variantes geogréficas se aceptan como
especies”. Por lo tanto, las subespecies bajo el concepto filogenético son poblaciones
delimitadas arbitrariamente y por consiguiente el uso de éstas, resulta inadecuado (Luna,

1994; Rodriguez-Robles y De Jesus-Escobar, 2000).

Es por eso que en este estudio se usa el concepto filogenético de especie y se
consideran las siete especies del género Salvadora que de acuerdo con Flores-Villela
(1993) son monotipicas: Salvadora bairdi, S. deserticola, S. grahamiae, S. hexalepis, .

intermedia, S. lemniscatay S. mexicana.
& La aplicacién del DNA mitocondrial en los estudios filogenéticos

En los inicios de la sistematica molecular los primeros marcadores que se utilizaron en
andlisis filogenéticos consistian principalmente en lipidos, cariotipos y electroforesis de
proteinas, entre otros. Con el desarrollo posterior de tecnologias como la PCR, el
potencial del DNA como fuente de datos informativos, se incrementé de manera notable
siendo en la actualidad la principal fuente de datos utilizada en anélisis moleculares (Saiki
et al., 1985; Mullis, 1990; Hillis et al, 1997; Gernandt et al., 2007). En el campo de la
sistematica molecular, es fundamental la eleccién de marcadores moleculares adecuados,
por lo que es importante tomar en cuenta; que datos se necesitan estudiar, asi como, el
tipo de herencia y la tasa de evolucién del marcador. En general, el tipo de datos
utilizados, para inferir relaciones filogenéticas, son las secuencias de DNA. Tanto el tipo
de herencia, como las caracteristicas genéticas del genoma mitocondrial, son los
responsables de la aplicacion del DNA mitocondrial (mtDNA) como marcador molecular

en sistematica (Carranza, 2001).

Entre algunas de estas caracteristicas estd el hecho de que el mtDNA es la unidad
mejor conocida del DNA eucarionte, porque es mas facil de purificar que cualquier otro

segmento de DNA nuclear, principalmente porque presenta un elevado nimero de
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copias y por no estar en el ntcleo. EIl DNA mitocondrial es muy pequefio, por esta razén
carece de intrones y secuencias repetitivas; por la notable uniformidad de su contenido
génico, la cual, se ha probado en diferentes organismos, incluso en algunos protozoarios,
ya que todos presentan el mismo conjunto de 37 genes. La tasa de cambio del DNA
mitocondrial es notoriamente mé&s elevada que la del DNA nuclear, asi que al hacer
comparaciones, las secuencias de DNA mitocondrial resultan maés factibles; otra
caracteristica importante es que el DNA mitocondrial sélo se hereda por via materna.
Esta caracteristica, aunada al hecho de que préacticamente no existe la recombinacién en
el DNA mitocondrial, lo han convertido en una herramienta con potencial elevado para

estudios genealdégicos (Nieto-Montes de Oca y Llorente, 1994).

Las secuencias de distintas regiones de DNA mitocondrial han permitido construir
filogenias de diferentes grupos de vertebrados (Bryson et al,, 2007; Lawson et al., 2005),
incluyendo la familia Colubridae; asi como también han permitido el estudio de

poblaciones genéticas, dando lugar a disciplinas como la filogeografia (Avise, 1998).

Sin embargo, el uso de secuencias de DNA mitocondrial en estudios moleculares, trae
consigo ciertas desventajas a considerar. Entre ellas, se ha encontrado evidencia de la
presencia de secuencias repetitivas y pseudogenes en el mtDNA (Buburuzan et a/, 2007),
lo cual refleja variacién entre y dentro de los organismos. Estudios en vertebrados
revelaron que también existe variacién en el tamafio de las secuencias, precisamente
debido a la duplicacién, asi como, més de un tipo de mtDNA en la célula
(heteroplasmia). En cuanto a la variacién en la talla del genoma mitocondrial, los
estudios muestran que, se debe en parte a la tasa metabdlica de los organismos, que
ademads estd relacionada con otros factores como la talla corporal, el tiempo de

generacién de los organismos y la divisidon celular (Rand, 1994).

El grupo de las serpientes ha sido en general bien estudiado en cuanto a sus
caracteres morfoldgicos, ya que con base en estos se han descrito nuevas especies
(Bryson et al., 2005; Murphy et al., 2005; Stafford, 2004; Nieto-Montes de Oca, 2003;
Grismer et al., 2003) dentro del grupo. Sin embargo los resultados obtenidos con los
caracteres moleculares, no siempre coinciden con las hipdtesis que se tenian previamente
con respecto a la integridad taxondmica propuesta por los datos morfolégicos
(Rodriguez-Robles y De Jesus Escobar, 2000) debido a ello resulta necesario integrar
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datos moleculares a las hipotesis filogenéticas ya que existen taxones donde los caracteres
morfolégicos no resuelven los problemas taxondmicos debido a que hay poca
variabilidad de un taxén a otro o bien la homologia de los caracteres no es muy clara

(Gonzélez, 1997; Salgado, 2006; Contreras-Ramos y Goyenechea, 2007).

JUSTIFICACION

Debido a la falta de estudios recientes del género Salvadora sobre todo la inexistencia de
trabajos acerca de las relaciones filogenéticas de todo el grupo, es necesario realizar la
filogenia con base en caracteres moleculares, ya que se tienen hipdtesis previas acerca de
las relaciones de parentesco de algunas especies del género, pero todas ellas estdn
basadas en caracteres morfoldgicos. Las relaciones filogenéticas del grupo son poco
conocidas y no se tiene una hipotesis filogenética del género que permita conocer la
diversificacién evolutiva del grupo y si existe una relacion entre la filogenia y la

distribucién geogréfica de las especies que conforman el género Sal/vadora.

OBIJETIVOS
&% General

Conocer las relaciones filogenéticas del género Sal/vadora, mediante un estudio molecular
utilizando el marcador 165 del mtDNA.

& Particulares
Realizar un andlisis cladistico para conocer las relaciones filogenéticas de las especies del
género Salvadora.
Realizar un anélisis bayesiano el cual va a permitir incluir la informacién del modelo de
sustitucidn de nucledtidos presente en las secuencias y con ello comparar las

probabilidades posteriores, ara determinar, si existe congruencia con el andlisis de

méxima parsimonia.
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MATERIALES Y METODO
a0 Extraccidon de DNA

Se utilizaron muestras de tejido hepético congelado y almacenado en alcohol al 100%
que corresponden a seis de las siete especies del género: Salvadora deserticola, 5.
grahamiae, S. hexalepis, S. intermedia, S. lemniscata'y S. mexicana, que fueron donadas
por el Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias (MZFC) de la UNAM y por el Royal
Ontario Museum (ROM) de Canada. El tejido que se usé para la especie S. bairdi fue de
una muda. Las siglas JAC y CSL corresponden, a los colectores de campo; JAC, Jonathan

Campbell, de un ejemplar del MZFC y CSL de un ejemplar del ROM (Cuadro 3).

Cuadro 3. Relacion de los tejidos que se utilizaron para la extraccién de DNA

Nimero de catdlogo Especie Estado Localidad
Muda . bairdi Tlaxcala Tzompantepec, Colonia Tzaulla
CSL-6471 . deserticola Arizona (EUA) E de Portal camino a Rodeo
ROM-23326 S. grahamiae Arizona(EUA)
MZFC-11428 . hexalepis BCS Mulegé, 14 Km N Santa Rosalia, arroyo El Infierno
MZFC-14384 S. intermedia Puebla Tepanco de Lépez al NNE de San Luis Temalacayuca.
JAC-21887 S. lemniscata Oaxaca Cerca de Mixtequilla, Cerro del Marmol
JAC-22332 S. mexicana Guerrero En el lado N de Tierra Colorada

Para la extraccién de DNA se utiliz6 acetato de amonio 7.5M (Anexo 1) siguiendo el
protocolo de extraccién de Sambroock et al/ (1989). La calidad del DNA se evalué
cualitativamente, mediante una electroforesis en gel de agarosa (1%), cargando 2ul de

DNA gendmico de cada muestra. Posteriormente el DNA se almacend a -20 °C.
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@@ Amplificacién de la regién 165 del DNA mitocondrial

La regién del 16S del mtDNA, se amplific6 por medio del método de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizaron los primers 16Sar-F (5’
CGCCTGTTTATCAAAAACAT 3) y 16Sbr-R (5° CCGGTCTGAACTCAGATCACGTS3';
Palumbi et al, 1991). El volumen de las reacciones fue de 25ul. Para ello cada tubo
contenia 19.45 ul de ddH,0O; 2.5 ul de buffer 10X, 1.5 ul de MgCl 50X, 0.2 ul de dNTPs,
0.5 ul de cada primer 50X y 0.2 ul de Taq polimerasa (concentraciones finales). Los
primers se utilizaron tanto para las reacciones de amplificacibn como para la

secuenciacién.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador, con las siguientes
condiciones; 94°C por 60s, 48° C por 50s, 72° C por 80s; 40 ciclos. Ademés se llevd a
cabo una desnaturalizacién inicial a 94°C por siete minutos y una elongacién final a 72°C

por siete minutos.

Los productos de PCR se evaluaron, colocando 2 ul por cada muestra en un gel de
agarosa (1%), y las reacciones positivas se purificaron con PEG (Anexo 2), proceso
mediante el cual se eliminan los primers, el cloruro de magnesio, la polimerasa y los
dNTPs restantes que no fueron utilizados durante la amplificacién. Los productos

purificados se resuspendieron en 30 ul de agua destilada.
& Reaccién de secuenciacién

El volumen final de la reaccién de secuenciacién fue de 10 ul, los cuales corresponden a
6 ul del producto amplificado, 1 ul de buffer 5X, 1 ul de primer (16Sar-F o 165br-R) y 2 ul
de “Big Dye Terminador Reaction Mix” (Applied Biosystems, Inc.). La reaccién de
secuenciacion se llevd a cabo en un termociclador, con las siguientes condiciones: 96°C
por 30s, 50°C por 155, 60°C por 4 minutos; 69 ciclos. Los productos de la reaccién de
secuenciacion fueron purificados mediante precipitacién con acetato de sodio (Anexo 3).
Los productos purificados se eluyeron con 25 ul de “Template Supression Reagent”

(Applied Biosystems, Inc.).

Los productos se secuenciaron usando el secuenciador automatico ABI modelo 310

(Applied Biosystems, Inc.). Las corridas se realizaron con un capilar corto (47cm) a un
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tiempo de inyeccién de 35s y con un tiempo de corrida de 45 minutos. Las secuencias
obtenidas fueron alineadas y editadas manualmente con el programa BioEdit Sequence

Alignment Editor (Hall, 1999).

@@ Andlisis filogenético
La matriz de datos consta de ocho secuencias correspondientes a la regién 16S del DNA
mitocondrial. Siete de ellas pertenecen a taxones del género Sal/vadora y una al grupo
externo Sympholis sp., que también forma parte de la subfamilia Colubrinae. Cada una
de las secuencias tuvo una longitud de 436 pb. Para inferir la filogenia del género
Salvadora se utilizaron dos métodos, méxima parsimonia e inferencia bayesiana.

En el andlisis de méxima parsimonia (MP), se llevé a cabo utilizando el programa
PAUP* 4.0B8 de Windows (Swofford, 1998). Para ello se realizd una busqueda
exhaustiva, considerando a todos los caracteres con el mismo peso y los gaps fueron
tratados como datos faltantes. La medida de apoyo de las ramas se determind con el
método de remuestreo (bootstrap) con una busqueda exacta (branch-and-bound) con
10000 réplicas de incorporacién de taxones al azar (random addition sequence) e
intercambio de ramas (#ree-bisection-reconnection). Para el andlisis bayesiano (IB)
primero se obtuvo el modelo de sustitucién de nucleétidos TIM2+G con el programa
jModelTest 0.1.1 (Posada, 2003). El modelo fue sugerido por el criterio AIC (Criterio de
Informacién de Akaike) y el BIC (Criterio de Informacién Bayesiano). Posteriormente se
utilizé el programa MrBAYES 3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), en el cual se

indicaron los pardmetros para poder iniciar el anélisis.

El andlisis bayesiano de las secuencias de mtDNA se corrié por 4 millones de
generaciones por cuatro cadenas, con una frecuencia de muestreo de 1000. Durante el
andlisis fueron ignorados los primeros mil arboles ya que a partir de estos los valores de
verosimilitud fueron estables. Por lo tanto el consenso posterior de los arboles se
construyé a partir de 4001 muestras, utilizando el programa PAUP* 4.0B8 (Swofford,
1998), donde el porcentaje que recobré un clado particular, representa la probabilidad

posterior (PP) de ese clado.
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RESULTADOS
& Anélisis filogenético

El andlisis de méxima parsimonia (MP) mostré que de los 436 caracteres totales, 373
fueron constantes, 39 fueron variables y sélo 24 resultaron informativos. Se obtuvo un
arbol con una longitud de 95 pasos, el indice de consistencia (IC) fue de 0.8526 y el
indice de retencién (IR) de 0.6744. De acuerdo con la topologia del cladograma, las
relaciones filogenéticas dentro del género Salvadora quedan parcialmente resueltas, ya
que se forma una politomia entre las especies del grupo interno y el taxén elegido como
grupo externo. En el cladograma se pueden observar un grupo formado por cinco
especies, las cuales se distribuyen en la regién norte esto es: (Salvadora bairdi, (((5.
hexalepist+ S. deserticola)+ S. intermedia)+ S.grahamiae)) con excepcién de S. intermedia,
mientras que las especies que se distribuyen en el sur de México, forman otro grupo .

lemniscata+ S. mexicana (Figura 12).

S. bairdi N-C-§
S.hexalepis

N
S.deserticola
S.intermedia s
S.grahamiae N-C-$
S.lemniscata $
S.mexicana c-s
Sympholis

Figura 12. Arbol filogenético de MP de los taxones del género Salvadora, (L= 95; IC=0.8526;
IR=0.6744), Norte; Centro; Sur.
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En el anélisis de remuestreo para el apoyo de las ramas, el consenso del arbol se
obtuvo mediante una regla de mayoria de 50%. Los valores de soporte de cada una de
las ramas indican que el grupo de las especies que se distribuyen en el norte (Sa/vadora
bairdi, (((S. hexalepist+ S. deserticola)+ S. intermedia)+ S.grahamiae)), queda apoyado
con una frecuencia de BTP=95. Dentro de este grupo S. hexalepist S. deserticola
presentan un apoyo de BTP=83, mientras que la relacién de estas dos especies con .
intermedia queda apoyada con BTP=79 ((S. hexalepis+ S. deserticola)+ S. intermedia), la
posicion de S. grahamiae con respecto a estas tres especies presenta un apoyo de
BTP=61. En cambio, el clado formado por (S. mexicana+ S. lemniscata) tiene un apoyo
de BTP=59 el cual es relativamente bajo, lo cual indica que no forman un grupo

hermano (Figura 13).

Sympholis
S.bairdi N-C-§
S.hexalepis
25 83 N
S.deserticola
79
- , S
61 S.intermedia
S.grahamiae N-C-S
S.lemniscata S
59

S.mexicana I c-s

Figura 13. Arbol de consenso del remuestreo (10000 réplicas) obtenido por analisis de MP. Los
nameros por arriba de las ramas indican los valores de bootstrap por mas del 50% de las

réplicas. Norte; Centro; Sur.

La topologia del &rbol resultante del anélisis bayesiano fue similar a la obtenida con
méxima parsimonia, donde se observa un grupo formado por cinco especies del género
Salvadora, pero no se definen las relaciones de S. lemniscatay S. mexicana con respecto a

éste. La posicidon de estos dos taxones en la topologia del arbol de inferencia bayesiana es
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congruente con el anélisis de méxima parsimonia, Sa/vadora lemniscatay S. mexicana no

forman un grupo hermano. En el &rbol se puede observar un clado que contiene a las

cinco especies que se distribuyen en la regién norte de México y sur de Estados Unidos

(Salvadora bairdi, (((S. hexalepist+ S. deserticola)+ S. intermedia)+ S.grahamiae)). Este

grupo quedd apoyado por PP=98. El consenso de regla de mayoria (75%) muestra que

la relacién entre Salvadora hexalepis vy S. deserticola queda apoyada por PP=100, y con

respecto a S. intermedia el soporte fue PP=93, con S. grahamiae fue PP=77 (Figura 14).

98

Sympholis

77

93

100

S.bairdi

S.hexalepis

S.deserticola

S.intermedia

S.grahamiae

S.lemniscata

S.mexicana

N-C-§

N-C-§

C-S

Figura 14. Arbol obtenido con inferencia bayesiana utilizando el modelo TIM2+G. Los nimeros

por encima de las ramas indican las probabilidades posteriores. Norte; Centro; Sur.
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DISCUSION
& Anélisis filogenético

En afios recientes el nimero de estudios que utilizan secuencias de genes mitocondriales
para inferir relaciones filogenéticas dentro del grupo de los colubridos se ha
incrementado notablemente (Heise et al, 1995; Rodriguez-Robles y De Jesus-Escobar,
2000; Bryson et al., 2007; Lawson et al., 2005). Sin embargo, algunos genes resultan ser
mejores que otros en cuanto a la topologia de arboles se refiere (Nagy et al., 2004).

Los trabajos que se han realizado del género Salvadora corresponden a las
descripciones de las especies tipo, asi como a revisiones morfolégicas no muy recientes
(Baird y Girard, 1853; Bibron y Duméril, 1854; Jan, 1860; Cope, 1867 y 1895; Bogert,
1939; Schmidt, 1940; Hartweg, 1940). Sin embargo, se tienen propuestas previas acerca
de las relaciones filogenéticas de algunas especies del género, ya que de acuerdo con
Hartweg (1940), S. intermedia parece estar cercana a S. grahamiae, mientras que Smith
(1938) menciond que S. mexicana coincidia en casi todos sus caracteres morfolégicos con
S. lemniscata por lo que en su estudio agrupd a estas dos especies y, ademds, mencioné
que S. bairdi era muy similar a S. grahamiae, lo cual coincide con el trabajo de Schmidt
(1940). Por otra parte Bogert (1939) menciond que S. mexicana parece estar relacionada
con S. lemniscata e incluso considerd que S. /lemniscata era la especie més basal y que .
mexicana se derivd de ésta.

De acuerdo con el marcador molecular 16S del mtDNA, las relaciones filogenéticas
dentro del género Salvadora quedan parcialmente resueltas. En los anélisis de méaxima
parsimonia e inferencia bayesiana, se puede observar que todos los taxones del grupo
interno forman una politomia con el taxén utilizado como grupo externo. Sin embargo,
cinco de las siete especies del género, forman un grupo, el cual se mantiene en los dos
andlisis tanto de MP como B (Salvadora bairdi, (((S. hexalepist+ S. deserticola)+ 5.
intermedia)+ S.grahamiae)) y las relaciones al interior del clado son las mismas en los dos

arboles.

Sin embargo, las relaciones filogenéticas del género Salvadora podrian definirse,
utilizando méas de un taxén como grupo externo, o bien, al integrar un mayor nimero
de secuencias del 16S o bien de otras regiones del DNA mitocondrial o incluso nuclear, lo

cual ayudaria a probar si se trata de un grupo monofilético.
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Por otra parte, es necesario considerar que los resultados que se obtienen con datos
moleculares no siempre coinciden con los estudios basados en caracteres morfolégicos.
Lo ideal en sistemdtica seria que al integrar datos moleculares, en las hipotesis
filogenéticas basadas en morfologia, coincidan con la integridad taxonémica propuesta
por estos caracteres, lo cual no siempre ocurre (Rodriguez-Robles y De Jesis Escobar,
2000), aunque lo mejor es utilizar matrices combinadas.

De acuerdo con las propuestas previas acerca de las relaciones de algunas especies del
género, la topologia del &rbol de MP, no coincide con los trabajos anteriores (Smith,
1938; Bogert, 1939; Schmidt, 1940). Bogert (1939) encontré que S. /emniscata es muy
similar a S. mexicana, pero la primera tiene una distribucién restringida por lo que
consideré que S. /emniscata era un taxén mas basal y que S. mexicana seguramente se
derivé de ésta. En la topologia del arbol de méaxima parsimonia (Figura 12) estas dos
especies parecen compartir mas caracteres moleculares entre si, que con el clado formado
por las otras cinco especies, sin embargo los valores de remuestreo son muy bajos (BTP=

59) lo cual indica que no se trata de un grupo hermano (Figura 13).

Con respecto a las cinco especies del género que se agrupan, se mantiene la posiciéon
taxonémica de Salvadora hexalepis+ S. deserticola e incluso los valores de remuestreo en
MP son los més altos para este grupo (BTP=83), lo mismo ocurre en el anélisis bayesiano
(PP=100), estas dos especies coinciden en su distribucién la cual solo ocurre en la parte
norte de México y el suroeste de E.U.A. y de acuerdo con los caracteres morfoldgicos, 5.
deserticola es muy parecida a S. hexalepis (Schmidt, 1940) e incluso algunos autores
como Liner (1994; 2007) consideran a S. deserticola como una subespecie de .
hexalepis. Sin embargo, de acuerdo con el trabajo de Bogert y Degenhart (1961) son dos
taxones distintos. Por lo tanto, en este caso en particular, tanto la distribucién y los
estudios con base en caracteres morfolégicos coinciden con el andlisis de caracteres

moleculares utilizando los dos métodos de inferencia filogenética.

La posicién taxonémica de Salvadora intermedia con respecto a los taxones que se
distribuyen en el norte, tiene un soporte de 83 y 93 en parsimonia y andlisis bayesiano
respectivamente. De acuerdo con el estudio de Hartweg (1940) S. intermedia esta
cercanamente relacionada con . grahamiae, sin embargo, los dos anélisis filogenéticos

indican que S. intermedia estd mas relacionada con el grupo hermano formado por:
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Salvadora hexalepis + 5. deserticola. En cuanto a su distribucién S. intermedia solo ha sido
registrada en Guerrero, Puebla y Oaxaca (Smith y Taylor, 1945) y se esperaria que se
agrupara con S. mexicana y S. lemniscata que presentan una distribucién surefia; sin
embargo, en el cladograma se ubica junto a las especies que se distribuyen en el norte de
México y sur de E.U.A. Por otra parte, la posiciéon taxondmica de S. grahamiae més su
grupo hermano ((S. hexalepis+ S. deserticola)+ S. intermedia), tiene un soporte de BTP=
61 y PP=77 en los andlisis de parsimonia y bayesiano respectivamente, mientras que el
clado formado por . bairdi més su grupo hermano (((S. hexalepis+ S. deserticola)+ 5.
intermedia)+ S. grahamiae) queda apoyado por BTP=95 y PP=98 (Figuras 13; 14). De
acuerdo con un estudio de Smith (1938), S. grahamiae es méas parecida en cuanto a su
morfologia a . bairdi, lo cual también coincide con Schmidt (1940). Sin embargo, los dos
andlisis de inferencia filogenética, indican que S. grahamiae es el grupo hermano del
formado por: S. hexalepis, S. deserticolay S. intermedia, por lo tanto S. bairdi, que es el
grupo mas basal, no estd estrechamente relacionado con S. grahamiae. Los anélisis de
MP e IB, no son consistentes con las hipdtesis previas que se tienen del género, pero en
ambos se observa un clado formado por cinco, de las siete especies del género Sa/vadora,

donde las relaciones al interior del arbol se mantienen en los dos anélisis.
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CONCLUSIONES

RDe acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, las relaciones

filogenéticas dentro del género Sal/vadora quedan parcialmente resueltas.

SEn el anélisis de maxima parsimonia se observa un clado formado por: (Sa/vadora
bairdi, (((S. hexalepist+ S. deserticola)+ S. intermedia)+ S. grahamiae)), y por otro
lado (S. /lemniscata+ S. mexicana), sin embargo, se forma una politomia entre los

taxones del grupo interno y el taxén utilizado como grupo externo.

& Los resultados del andlisis bayesiano apoyan las relaciones de: (Sal/vadora bairdi,
(((S. hexalepist S. deserticola)+ S. intermedia)+ S. grahamiae)), donde las
probabilidades posteriores son superiores a 70, por lo tanto es congruente con el

anélisis de maxima parsimonia.
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ANEXOS

Anexo 1.Extraccion de DNA con Acetato de Amonio

& Digestidon

1.

Colocar el tejido (en pequeios fragmentos) en 900 ul de buffer de lisis con

20 ul de proteinasa K (10mg/ml).

. Mezclar con vortex y colocarlos a 55°C durante toda la noche, con

agitacion ocasional durante las primeras horas.

I Extraccidon

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

. Una vez que la muestra alcance la temperatura ambiente, agregar 4 ul de

RNasa (10 ul). Agitar con vortex y colocar en bafio maria a 37°C por una

hora.

. Enfriar la muestra a temperatura ambiente y agregar 300 ul de acetato de

amonio 7.5 M. Agitar con vortex por 10 segundos y colocarlo en hielo por

10-15 minutos.

Remover la muestra del hielo y centrifugar a velocidad méxima (13-14 rpm)

por tres minutos.

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

minutos mas.

Transferir el sobrenadante de la segunda centrifugacién a dos tubos de 1.5ul
(500-550ul en cada tubo), que deben de contener 450ul 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 méaxima para

obtener el botén de DNA.

Después de la centrifugacién, eliminar el isopropanol y lavar el botén con

500 ul de etanol al 70%. Centrifugar la muestra por 2 minutos y eliminar
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el etanol (completamente) Colocar los tubos en una placa caliente (50-

60°C) por 5 minutos (o hasta que todo el alcohol se haya evaporado).

8. Se resuspende el botén de DNA (de ambos tubos en 30-100 ul de dH,O,

dependiendo de su tamano.
& Preparacion de reactivos para la extraccién
1. Buffer de lisis
TRIS Base 10 mM
EDTA10 mM
SDS 2%
*Peso molecular TRIS=121.1 *Peso molecular EDTA =372.2

Para preparar 100 ml de buffer

0.1211 g de TRIS 0.3772 g de EDTA 2g de SDS

2. Acetato de amonio 7.5 M
Para preparar 250 ml: 144.68 g en 250 ml de agua destilada.
Para preparar 50 ml: 28.34 g en 50 ml de agua destilada.

3. RNAsa
Disolver 0.02g de RNAsa en 1 ml de dH,O

Dividir la muestra en 5 tubos. Guardar 4 tubos a -20°C y mantener uno (200ul) a -4°C,

para su uso.
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Anexo 2. Purificacién con polietilen-glicol (PEG)
1. Cambiar las muestras producto de las PCR a un tubo limpio.
2. Agregar 45ul de PEG.
3. Colocar las muestras a bafio maria a 37°C por 15 minutos.
4. Sacar las muestras del bafio y centrifugar por 20 minutos a 14000rpm.

5. Eliminar el sobrenadante y agregar 150 ul de etanol al 80%, centrifugar 15

minutos a 14000 rpm.

6. Eliminar el sobrenadante y agregar 150 ul de etanol al 95%, centrifugar y

posteriormente eliminar el sobrenadante.

7. Secar las muestras y resuspender el botén de DNA.

Anexo 3. Precipitacién con acetato de sodio

Por cada 10 pl de reaccién de secuenciacién, agregar 25 ul de etanol al 95% y 1 pl

de acetato de sodio 3M con un pH de 4.6.

. Agitar los tubos y dejarlos a temperatura ambiente por 25 min para que los

productos se precipiten.
. Centrifugar los tubos por 20 min a 12000 rpm.

. Posteriormente eliminar el liquido con una micropipeta y agregar 150 ul de etanol

al 70%, enseguida centrifugar los tubos por 5min a 12000 rpm.

. Nuevamente eliminar el liquido y secar los tubos en un concentrador de DNA por

20 min.
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