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Izarren hautsa (polvo de estrellas) Xabier Lete.

Izarren hautsa egun batean bilakatu zen bizigai,

hauts hartatikan uste gabean noizpait giiiaden gu
ernai. Eta horrela bizitzen gera sortuz ta sortuz gure
aukera atsedenik hartu gabe: lana egiiiaz goaz aurrera
kate horretan denok batera gogorki loturik gaude.

Gizonak ba du inguru latz bat menperatzeko premia,
burruka hortan bizi da eta hori du bere egia.

Ekin ta ekin bilatzen ditu, saiatze hortan ezin gelditu,
jakintza eta argia; bide ilunak nekez aurkitu

lege berriak noizpait erditu, hortan jokatuz bizia.

Gizonen lana jakintza dugu: ezagutuz aldatzea,
naturarekin bat izan eta harremanentan sartzea.

Eta indarrak ongi errotuz, gure sustraiak lurrari lotuz,
bertatikan irautea: ezaren gudaz baietza sortuz,
ukazioa legetzat hartuz beti aurrera joatea.

Ez dadukanak ongi ahi daki euketzea zein den ona,
bere premiak bete nahirik beti bizi da gizona.

Gu ere zerbait ba gera eta gauden tokitik hemendik
bertan saia gaitezen ikusten: amets eroak
bazterturikan, sasi zikiiiak behingoz erreta bide on bat
aukeratzen.

Gu sortu ginen enbor beretik sortuko dira besteak,
burruka hortan iraungo duten zuhaitz-ardaska
gazteak. Beren aukeren jabe eraikiz ta erortzean
berriro jaikiz ibiltzen joanen direnak : gertakizunen
indar ta argiz gure ametsa arrazoi garbiz egiztatuko
dutenak.

Eta ametsa bilakaturik egiaren antziduri,

herri zahar batek bide berritik ekingo dio urduri;
guztian lana guztien esku jasoko dute sendo ta prestu,
beren bizitzen edargai; diru zakarrak bihotzik eztu,
lotuko dute gogor ta hestu, haz ez dadin gizonen gain.

El polvo de estrellas evolucioné un dia en semilla de la
vida, de ella surgimos nosotros, asi sucedid. Y de esa
manera vivimos, creando y recreando nuestros
destinos, trabajando continuamos sin hastios todos
juntos, en esa cadena interminable, estrechamente
unidos.

Dominar el medio hostil es para el hombre una
necesidad vital, subsiste luchando por ella, esa es su
verdad. Busca afanosamente, sin saciedad, la sabiduria
y la luz, orientdndose incluso en la obscuridad,
ilumindndose con la luz del conocimiento, jugdndose
en ello su vitalidad.

El trabajo humano es conocimiento: conocer para
transformar, hermanarse con la naturaleza y con ella
vincularse. Naturalizando nuestra energia, uniendo
nuestras raices a la tierra, en ello perduramos;
creando lo afirmativo haciendo frente a la negacion,
seguimos avanzando, siempre tomando por ley la
contradiccién.

El que no tiene, bien sabe cudn hermoso es tener, pues
el hombre trata afanosamente de satisfacer su
menester. De igual forma estamos nosotros, por ello,
desde donde nos hallamos estancados, intentemos
observar, eliminemos lo absurdo, cerciorémonos de la
senda del conocimiento, y dejemos asi al fin los espinos
aledarios desbrozados.

Del mismo drbol del que nacimos nosotros, nacerdn las
siguientes generaciones, en esa misma lucha,
continuardn esas ramas jévenes. Ellas se constituirdn
duefias conscientes de su futuro; avanzardn,
levantdndose en cada tropiezo; por la fuerzay la
certeza de los sucesos, con integra razén. Convertirdn
en fecunda y racional realidad, lo que para nosotros
ahora es solo suefio y deseo.

Y cuando el deseo se haga por fin realidad, los viejos
pueblos se encaminardn hacia nuevas sendas;
responsables y dispuestas aparecerdn las manos, todas
juntas en una sola, para embellecer sus vidas.

El dinero serd apresado y sometido por no tener
corazon, y asi jamds aparecerd encima de lo
verdaderamente primordial...la humanidad.
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RESUMEN

El complejo Phyllodactylus lanei (Phyllodactylidae) se encuentra conformado por cuatro
subespecies endémicas de México que se distribuyen a través de dos provincias
biogeograficas, la Cuenca del Balsas y la Costa Pacifica Mexicana. Los trabajos sobre
sistematica filogenética molecular en especies del género Phyllodactylus han sido
particularmente escasos a pesar del gran numero de especies endémicas que se
distribuyen en México (81.25% de las especies pertenecen a la familia
Phyllodactylidae). La propuesta mas reciente indica la existencia de niveles de
diversidad sin precedentes y sugieren la existencia de un gran numero de especies
cripticas dentro del género Phyllodactylus.

En este trabajo se recolectaron 73 muestras de tejido provenientes de 12 poblaciones
del complejo P. lanei, entre las cuales se obtuvieron muestras de las poblaciones tipo
de las subespecies P. I. lanei, P. I. rupinus, P. |. lupitae y P. |. isabelae. Con base en
cuatro genes, dos mitocondriales (Cyt b, 16S RNAr) y dos nucleares (BDNF, C-mos), se
realizaron analisis filogenéticos por medio de dos aproximaciones paramétricas:
maxima verosimilitud e inferencia bayesiana. Los resultados mostraron 10 linajes en los
arboles mitocondriales y de especies con altos valores de soporte de ramas (bootstrapp
>75 y pp >0.95). El arbol de especies obtenido por maxima verosimilitud fue utilizado
para inferir los limites de especies putativas de acuerdo al modelo PTP (Poisson Tree
Processes) mediante una implementacién bayesiana. Los resultados obtenidos del
anadlisis PTP en conjunto con los andlisis filogenéticos, desde una perspectiva
conservadora, permiten sugerir que el complejo P. lanei estd compuesto al menos por
10 especies putativas, por lo que se sugiere una revision taxondmica para este grupo

de geckos endémicos de México. Se realizaron analisis de tiempos de divergencia, los




cuales mostraron que el clado que comprende al complejo P. lanei se origind hace
alrededor de 55 millones de afios (mda), a finales del Paleoceno; se observa ademas
una alta diversificaciéon alrededor de 50-30 mda durante el Eoceno. Este resultado
confirma que los cambios climaticos ocurridos durante el Pleistoceno no influyeron en la
diversificacién ni en los procesos de especiacion de este grupo de lacertilios, como lo
sugiere la revisibn mas reciente de la evolucion de estos geckos. Por otra parte, el
analisis biogeografico demostré que la distribucidn actual de las poblaciones del
complejo P. lanei se debe a distintos procesos de dispersion y vicarianza, originados a
partir de las areas ancestrales del clado, ubicadas en las costas del sur de México
(Guerrero/Oaxaca). La reconstruccion de areas ancestrales identifico tres eventos
vicariantes durante la evolucion de los linajes, dos de ellos se relacionan estrechamente
con la formacion de dos cadenas montafiosas, la Sierra Madre del Sur y la Faja
Volcanica Transmexicana, sugiriendo que algunas especies son el resultado de
procesos de especiacion alopatrica, ya que las cadenas montafiosas han aislado y
permitido la diferenciacion de los linajes de la Cuenca del Balsas y de la Costa Pacifica

Mexicana (sur y occidente).




ABSTRACT

The Phyllodactylus lanei complex (Phyllodactylidae) is formed by four endemic
subspecies of Mexico that are distributed through two biogeographic provinces, Balsas
Basin and Mexican Pacific Coast. Studies on molecular phylogenetic species of genus
Phyllodactylus have been particularly scarce despite the large number of endemic
species distributed in Mexico (81.25% of the species belong to the family
Phyllodactylidae). The most recent proposal indicates the existence of unprecedented
levels of diversity and suggest the existence of a large number of cryptic species within
the genus Phyllodactylus.

In this work 73 tissue samples from 12 populations of P. lanei complex, including
samples of populations type subspecies P. I. lanei, P. |. rupinus, P. I. lupitae and P. I.
isabelae were collected. Based on four genes, two mitochondrial (Cyt b, 16S rRNA) and
two nuclear (BDNF, C-mos), phylogenetic analyzes were performed by two parametric
approaches: Maximum Likelihood and Bayesian Inference. The results showed 10
lineages in mitochondrial and species trees with high values of branch support
(bootstrapp>75 and pp > 0.95). The tree species obtained by maximum likelihood was
used to infer putative species limits according to the model PTP (Tree Poisson
Processes) using a bayesian implementation. The results of the analysis PTP together
with phylogenetic analysis, allow us to suggest that the P. lanei complex comprises at
least 10 putative species from a conservative perspective, therefore a taxonomic
revision is suggested for this group of endemic geckos of Mexico. Analysis of
divergence times were performed, which showed that the clade comprising the complex
P. lanei originated about 55 million years ago (mya), in the late Paleocene; also

observed highly diversified during the Eocene around 50-30 mya. This result confirms




that climatic changes during the Pleistocene did not influence the diversification and
speciation processes in this group of lizards, as suggested by the most recent revision
of the evolution of these geckos. Moreover, the biogeographical analysis showed that
the current distribution of populations of P. lanei complex due to different processes of
dispersion and vicariance, originated from the ancient clade areas, located on the coast
of southern Mexico (Guerrero/Oaxaca). The reconstruction of ancestral areas identified
three vicariant events during the evolution of the lineages, two of them are closely
related to the formation of two mountain ranges, the Sierra Madre del Sur and the
Mexican Volcanic Belt, suggesting that some species are the result of processes of
allopatric speciation, as the mountain ranges have been isolated and allowed
differentiation of lineages in the Balsas Basin and Mexican Pacific Coast (south and

west).

——
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INTRODUCCION

El proceso de especiacion es un concepto evolutivo fundamental que ha propiciado un
extenso debate en el campo de la biologia. Asimismo, existe controversia acerca del
concepto de especie, es decir, definir linajes que evolucionan independientemente y
reconocer las fronteras en las cuales se ha llevado a cabo la especiacion (Darwin,
1859; De Queiroz y Donoghue, 1998; Mallet, 2006; De Queiroz, 2007; Mulcahy, 2008;
Blair et al., 2015). Las especies constituyen unidades evolutivas fundamentales, ya que
existen como entidades naturales originadas por diversos procesos evolutivos y
también existen como una categoria taxonémica fundamental, es decir, la especie es
una unidad de estudio para diversas disciplinas (evolucion, conservacion, ecologia,
etc.). Las especies son comparadas por su importancia con algunas unidades
esenciales de la organizacion biolégica como son los genes, células, organismos y
poblaciones (Wiens y Penkrot, 2002; De Queiroz, 2007; Leaché y Fuijita, 2010; Fujita et
al., 2012). Debido a lo anterior, es esencial distinguir entre el proceso de delimitacion de
especies del concepto de especie en si mismo (la definicion de especie) (De Queiroz,
2007; Yang y Rannala, 2014).

Muchos de los conceptos de especie y sus definiciones son incompatibles, ya que cada
una puede llevar a diferentes conclusiones acerca del limite de especies y, por
consiguiente, el numero de ellas (De Queiroz, 2007; Knowles y Carstens, 2007). Dada
esta problematica, De Queiroz (2007) formuld el concepto unificado de especie, en el
cual confluyen la mayoria de conceptos (biolégico, evolutivo y filogenético) previamente
utilizados en la biologia y sistematica. Este concepto define a las especies como linajes
0 segmentos de linajes metapoblacionales que evolucionan de manera independiente.

Este concepto proporciona un contexto para comprender la relevancia de diversos




métodos para solucionar el problema de delimitacidon de especies. Asi, el concepto
unificado de especie provee un marco para integrar la informacién proporcionada por
diferentes métodos de delimitacion de especies en poblaciones naturales sin la
necesidad de exclusividad de criterios de definicion de especies (De Queiroz, 2007,
Knowles y Carstens, 2007). Debido a que la especie es una categoria fundamental,
identificar linajes que evolucionan independientemente es el objetivo central de los
diferentes métodos de delimitacion de especies. La delimitacién de especies es el
proceso mediante el cual se determinan los limites y el numero de especies a partir de
un conjunto de datos; este proceso también permite delimitar y proponer la existencia
de nuevas especies (Fujita et al.,, 2012; Zhang et al., 2013). A pesar de avances
metodolégicos y del conocimiento en sistematica filogenética y evolucion, la
delimitacion de especies en algunos grupos bioldgicos parece ser particularmente
complicado, sobre todo por la presencia de lo que se reconoce como “especies
cripticas”, es decir, aquellas que presentan caracteristicas morfolégicas altamente
conservadas que no permiten distincién entre ellas, es decir, dos 0 mas especies que
se clasifican erroneamente bajo una sola entidad, por lo que su aceptacion taxonémica
resulta debatible (Bickford, et al.,, 2007; Gamble et al. 2008a; Leaché y Fujita, 2010;
Bauer et al., 2011; Fujita y Leaché, 2011; Blair et al., 2015).

Las especies han sido tradicionalmente, identificadas y descritas utilizando caracteres
morfoldgicos, sin embargo, el uso de datos exclusivamente morfolégicos pueden
subestimar el numero de especies y en particular pueden fallar en la identificacion de
“especies cripticas” (Yang y Rannala, 2010). Debido a lo anterior, cada vez es mas
recurrente el uso de secuencias genéticas en sistematica, en donde las secuencias de

ADN se emplean para inferir relaciones filogenéticas y para delimitar especies. Se han




propuesto varios métodos para solucionar el problema de delimitacion de especies
(Fujita et al., 2012; Yang y Rannala, 2014), por ejemplo, métodos especificos para
analizar los limites de especies basados en reconstrucciones filogenéticas de datos
moleculares (Carstens et al., 2013). EI mas popular es el método mixto generalizado
Yule-coalescencia (GMYC) (Pons et al., 2006; Fuijita et al., 2012; Yang y Rannala, 2014;
Blair et al, 2015), mientras que el Proceso de Ramificacion de Piosson (PTP) ha sido
recientemente propuesto por Zhang et al. (2013) como una alternativa al GMYC (Lang
et al., 2015). Ambos estiman el punto de transicidon entre poblaciones y especies, por lo
tanto, infieren los limites de las especies con base en las diferencias en las tasas de
ramificacion (branching) a nivel de poblacién y de especie, asumiendo que el numero
de sustituciones dentro de una especie es significativamente menor que el que hay
entre las especies (Zhang et al., 2013; Lang et al., 2015).

La taxonomia y la sistematica son disciplinas fundamentales en el estudio de la biologia
evolutiva, la primera se encarga de clasificar y ordenar entidades (individuos,
elementos) dentro de clases; dichas clases se agrupan mediante propiedades definidas
que son compartidas entre sus miembros (atributos, caracteres). La sistematica ordena
las entidades dentro de sistemas, donde un sistema constituye una entidad mas
inclusiva cuya existencia depende de procesos naturales, mediante los cuales, las
partes componentes de dicho sistema se relacionan intimamente (De Queiroz, 1998).
Dado que la sistematica es la ciencia que estudia la diversidad biolégica presente y
extinta (desde el nivel molecular hasta el ecosistémico), sus objetivos principales son la
delimitacién de especies y la reconstruccidon de sus relaciones filogenéticas. Ya que la
diversidad se ha producido mediante diferentes procesos evolutivos parte de la

sistematica implica la investigacién de la historia evolutiva de cada linaje (filogenia),




para posteriormente auxiliar en la elaboracién de clasificaciones naturales. Estas
caracteristicas le confieren a la sistematica una importancia fundamental en el estudio
de la biodiversidad, conservacién y evolucion de linajes naturales (Wiens y Penkrot,
2002; De Luna et al., 2005; Moreno, 2005; Blair et al., 2015). Actualmente, también es
una prioridad de la sistematica moderna descubrir y documentar la riqueza de especies
cripticas (dos o mas especies morfolégicamente similares, pero no genéticamente
iguales). El conocimiento de las especies cripticas es esencial para identificar y
conservar la diversidad biolégica (Oliver et al., 2010; Blair et al., 2015).

Las relaciones evolutivas entre genes y taxa de cualquier nivel pueden ser ilustrados
mediante el uso de arboles filogenéticos que muestran cuales genes, organismos o
linajes estan mas estrechamente relacionados (Lemey et al., 2009). Cuando los arboles
filogenéticos representan la historia evolutiva de un gen particular o secuencias de ADN
se conocen como arboles de genes. Si estos arboles de genes reflejan las relaciones
entre las especies, pueden ser considerados arboles de especies si los genes
comparados en analisis filogenéticos son ortélogos, ya que estos genes proporcionan
informacion acerca de eventos de especiacién (Lemey et al., 2009; Blair y Murphy,
2011). Los genes ortdlogos son genes homologos en diferentes especies que
coalescen en un gen ancestral comun, los cuales no han sido generados por
duplicacion genética o mediante transmision horizontal de genes (Lemey et al., 2009).
En estudios filogenéticos realizados en animales, el DNA mitocondrial (DNAmt) ha sido
ampliamente utilizado principalmente por presentar altas tasas de mutacién y
comunmente herencia materna sin recombinacion (Avise, 1998; 2000; Lanteri y
Confalonieri, 2003, Wiens y Penkrot, 2002). Aunque el DNAmt puede ser una poderosa

herramienta en la delimitacion de especies, especialmente en grupos que son dificiles




de resolver, se recomienda el uso de caracteres nucleares, morfolégicos o etolégicos
para reafirmar las fronteras entre especies (Leaché y McGuire, 2006; Dominguez-
Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009; Bauer et al.,, 2011). Esto se debe
principalmente a que el DNAmt puede estar sujeto a diferentes factores entre los que se
encuentran: la presencia de linajes polimorficos ancestrales mantenidos en las
poblaciones actuales, procesos de introgresion e historias de vida sexual sesgadas
(Avise, 2000; Leaché y McGuire, 2006). Ademas, los analisis basados en DNAmt
permiten resolver historias matrilineales unicamente, mientras que el DNA nuclear
(DNAnNu) proporciona evidencia de flujo génico, incluyendo la contribucién paterna a la
historia evolutiva de los linajes (Blair, 2012; Blair et al., 2015).

Los avances tedricos y metodoldgicos en analisis de filogramas han sido los que han
tenido mas impacto en la sistematica filogenética, los cuales incluyen métodos
alternativos para la seleccion de hipdtesis filogenéticas basados en parsimonia vy
métodos probabilisticos que incluyen maxima verosimilitud (ML) e inferencia bayesiana
(Bl) (De Luna et al., 2005). Un filograma es un arbol filogenético que representa las
relaciones evolutivas entre los taxa donde, a diferencia de un cladograma, las
longitudes de las ramas son proporcionales a la distancia genética o evolutiva inferida,
por lo tanto, este tipo de diagramas resulta ser mas informativo que los cladogramas
tradicionales (Lemey et al., 2009). Los analisis filogenéticos basados en ML y Bl han
sido ampliamente utilizados en estudios de caracteres moleculares, debido a que
permiten incorporar modelos de evolucion al andlisis de secuencias, heterogeneidad de
tasas de sustitucion y en el caso de analisis bayesianos, conocimiento previo del grupo
de interés (priors), lo que da como resultado modelos filogenéticos que explican mejor

la evolucidn de las secuencias de ADN y por consiguiente hipotesis filogenéticas mas




robustas, en comparacion con los métodos de parsimonia (Felsenstein, 1981;
Huelsenbeck et al., 2002; Lemey et al., 2009; Blair y Murphy, 2011).

Los geckos del genero Phyllodactylus albergan una alta diversidad criptica molecular,
ya que estos lacertilios mantienen morfologias muy conservadas, las cuales contrastan
profundamente con la variacion genética que presentan algunas especies y poblaciones
(Blair et al., 2009; 2013; 2014; 2015). En los ultimos afios se han encontrado especies
cripticas de geckos alrededor del mundo con base en analisis filogenéticos de
caracteres moleculares (Leaché y Fujita, 2010), revelando que muchas especies
putativas en realidad estdan conformadas por un complejo de especies
morfolégicamente conservadas, pero genéticamente distintas y altamente divergentes
(Oliver et al., 2010; Blair, 2012; Nguyen et al., 2013; Blair et al., 2015). Asimismo, se ha
documentado que el numero de especies de geckos en el mundo puede estar
actualmente subestimado debido a los métodos de delimitacion de especies
tradicionales, lo que resulta en un conservadurismo taxondmico (Leaché y Fujita, 2010;
Oliver et al., 2010; Fujita y Leaché, 2011; Blair, 2012; Nguyen et al., 2013; Smid et al.,
2013a; Blair et al., 2015).

La taxonomia y la delimitacion de especies de geckos del género Phyllodactylus en
Ameérica han sido muy discutidas, debido principalmente a la gran variabilidad que
presentan en varios caracteres morfolégicos, como los patrones de escutelacion y
numero de laminillas digitales, dando como resultado gran confusién taxondmica
(Dixon, 1964; Blair et al., 2009; Murphy et al., 2009). Los trabajos realizados en
especies de Phyllodactylus a nivel genético son muy escasos, particularmente en
México donde se ha observado que dentro de algunas poblaciones existen niveles

significativos de estructura genética, lo cual sugiere que estas especies raramente se
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dispersan y que existe un elevado grado de diferenciacién genética entre poblaciones
sobre escalas espaciales muy finas (Blair et al., 2013; 2014). Aunque escasos, los
trabajos de sistematica molecular que se han hecho acerca de especies del género
Phyllodactylus en México (Blair et al., 2009; 2015) han demostrado el alto grado de
diversidad criptica molecular que existe en estos geckos. Dichos estudios han revelado
altos niveles de diversidad genética en algunas poblaciones e historias evolutivas
complejas en varios linajes de este grupo de lacertilios, lo que llevd a Blair et al. (2015)
a afirmar, en el estudio mas reciente sobre sistematica molecular, que “practicamente
cualquier poblacion de Phyllodactylus en el occidente de México podria constituir una
especie distinta”. Esta afirmacion denota la falta de estudios genéticos y evolutivos de
este grupo de geckos en México. Asi, el presente trabajo de caracterizacion molecular
del complejo Phyllodactylus lanei tiene como objetivo contribuir en la integracion de
técnicas y datos moleculares a la delimitacion de especies y al conocimiento de la
diversidad filogenética e historia evolutiva de este grupo de geckos endémicos de

México.
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ANTECEDENTES

Familia Phyllodactylidae

El género Phyllodactylus (Gray, 1828) fue inicialmente ubicado dentro de la familia
Gekkonidae junto con otros géneros (Asaccus, Haemodracon, Paroedura, Euleptes),
debido principalmente a la presencia de algunos caracteres morfolégicos como los
patrones de escutelacion y el numero de laminillas digitales. Sin embargo, las hipétesis
filogeticas resultantes no conformaban grupos monofiléticos y estos géneros se
agruparon junto con otros taxa, a menudo basados en un solo caracter en ocasiones
homoplasico, dando como resultado filogenias artificiales (Gamble et al., 2008a).
Posteriormente, gracias a los trabajos en sistematica molecular elaborados por Gamble
et al. (2008b) sobre los géneros Thecadactylus, Ptyodactylus, Haemodracon, Asaccus,
Tarentola, Phyllopezus, Homonota y Phyllodactylus, se pudieron obtener sus relaciones
filogenéticas basadas en una delecion de 3 pb en la posicion 152 del gen PDC. Esta
caracteristica defini6 una sinapomorfia que formé un clado monofilético que
denominaron taxondmicamente como la familia Phyllodactylidae. Por otra parte, Vidal y
Hedges (2009), en su revision de evolucion molecular de lacertilios, serpientes y
anfisbénidos, también reconocieron el soporte de este nuevo clado y por consiguiente la
validez de la familia Phyllodactylidae como grupo natural. Actualmente se reconocen 11
géneros dentro de esta familia (Vitt y Caldwell, 2014), los cuales contienen mas de 100
especies que se encuentran distribuidos en las regiones semiaridas y tropicales del
norte de Africa, sur de Europa, Norte, Centro y Sudamérica, asi como en islas del
Caribe (Dixon, 1964; Murphy et al., 2009; Canseco-Marquez y Gutiérrez-Mayen, 2010;
Gamble et al., 2011; Vitt y Caldwell, 2014). El origen de esta familia se remonta hace

aproximadamente 100 millones de afios durante la separacion de Africa y Sudamérica
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en el Cretacico. La diversificacion del género Phyllodactylus en América ocurrié durante
el Paleogeno hace 65 millones de afios mediante eventos de dispersién de Africa hacia
América (Gamble et al., 2011).

De las mas de 100 especies que componen el género Phyllodactylus, aproximadamente
47 se encuentran distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales de América
(Murphy et al., 2009). Particularmente en México, se encuentran 15 especies de
lacertilios del género Phyllodactylus de las cuales 13 son endémicas, lo que representa
el 81.25% de endemicidad para la familia Phyllodactylidae (Flores-Villela y Garcia-
Vazquez, 2014) (Cuadro 1). Son lagartiias nocturnas que carecen de parpados,
presentan cuerpos deprimidos con tubérculos quillados separados por escamas
granulares y en las puntas de los dedos presentan dos laminillas grandes (Canseco-
Marquez y Gutiérrez-Mayen, 2010).

Cuadro 1. Especies de la familia Phyllodactylidae distribuidas en México (Uetz, 2014).

ESPECIES AUTOR ANO
Phyllodactylus bordai* Taylor 1942
Phyllodactylus bugastrolepis* Dixon 1966
Phyllodactylus davisi* Dixon 1964
Phyllodactylus delcampoi* Mosauer 1936
Phyllodactylus duellmani* Dixon 1960
Phyllodactylus homolepidurus* Smith 1935
Phyllodactylus lanei* Smith 1935
Phyllodactylus muralis* Taylor 1940
Phyllodactylus nocticolus Dixon 1964
Phyllodactylus papenfussi* Murphy, Blair y Méndez de la Cruz 2009
Phyllodactylus partidus* Dixon 1966
Phyllodactylus paucituberculatus* Dixon 1960
Phyllodactylus tuberculosus Wiegmann 1834
Phyllodactylus unctus* Cope 1864
Phyllodactylus xanti* Cope 1863
Thecadactylus rapicaudus Houttuyn 1782

*endémicas de México
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Complejo Phyllodactylus lanei

La salamanquesa pata de res, Phyllodactylus lanei (Smith, 1935), es una lagartija de
talla mediana que llega a medir hasta 95 mm de longitud hocico-cloaca. Esta
relacionada con P. tuberculosus, pero se diferencia de ésta por presentar menor
numero de escamas interorbitales, tener el vientre blanco y menor numero de escamas
a través del hocico entre las terceras escamas labiales. Esta especie fue colectada en
Tierra Colorada en el estado de Guerrero en junio de 1932 (Smith, 1935; Dixon, 1964).
Es endémica de México y se distribuye en dos provincias biogeograficas, a través de la
Cuenca del Balsas en los estados de Morelos, Guerrero y Michoacan hasta Nayarit y a
través de la provincia Costa Pacifica Mexicana atravesando los estados de Colima y
Jalisco (Dixon, 1964; Ponce-Campos y Garcia-Aguayo, 2007, Aréchaga-Ocampo et al.,
2008). Casas-Andreu et al. (1996) y Martin-Regalado et al. (2011) confirman la
presencia de Phyllodactylus lanei en el estado de Oaxaca, sobre la Costa Pacifica
Mexicana (Figura 1). Son lagartijas oviparas de habitos nocturnos y pueden encontrarse
sobre rocas y arboles principalmente, aunque también pueden estar asociadas a
habitats perturbados en las casas y construcciones. Los principales tipos de vegetacion
donde habitan son selva baja caducifolia, selva mediana subperennifolia y matorral
xerofilo (Garcia y Ceballos, 1994). En la revision del género Phyllodactylus, Dixon
(1964) describidé dos subespecies basado en caracteres morfologicos y en la
distribucidon geogréafica, la subespecie nominal P. |. lanei para las poblaciones del
estado de Guerrero y P. |. rupinus para las poblaciones de los estados de Michoacan y
Jalisco. El numero de escamas ventrales de la region gular hasta el ano es mayor en P.

l. rupinus; el numero de escamas interorbitales, escamas a través del hocico, tubérculos
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entre la axila y la ingle y de la cabeza a la cola y las filas longitudinales de tubérculos

dorsales son menores para P. |. rupinus en comparacion con P. |. lanei (Dixon, 1964).

110°0'0"W 105°0'0"W 100°0'0"W 95°0'0"W
! 1 1 1

30°0'0"N

25°0'0"N

Oceano Pacifico

20°0'0"N
1

Oceano Pacifico

15°0'0"N
1

Kilometros
0 120 240 480 720 960

30°0'0"N

T
25°0'0"N

T
20°0'0"N

T
15°0'0"N

T T T T
110°0'0"W 105°0'0"W 100°0'0"W 95°0'0"W

Figura 1. Distribucién geografica de P. lanei, los simbolos rojos indican los registros obtenidos
de la GBIF (2013) y en amarillo los registros del MZFC-UNAM. Los o6valos agrupan las
diferentes poblaciones que representan las cuatro subespecies de P. lanei: ovalo café (P. I.
lanei), verde (P. I. rupinus), azul (P. I. isabelae) y rojo (P. I. lupitae) (Dixon, 1964; Castro-Franco
y Uribe-Pefia, 1992; Castiglia et al., 2010; Uetz, 2014).

Por otra parte, Castro-Franco y Uribe-Pefia (1992) describieron dos nuevas

subespecies basadas en caracteres morfologicos de ejemplares colectados en algunas
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islas del Pacifico, P. |. isabelae colectada en las islas Marietas y P. |. lupitae de la isla El
Coral (también conocida como La Pefia), en el estado de Nayarit. La primera se
caracteriza por medir menos de 60 mm de longitud hocico-cloaca, presentar de 16 a 21
hileras de tubérculos que cruzan el dorso y un numero de escamas interorbitales de 12
a 16. Comparativamente, P. |. lupitae mide mas de 60 mm de longitud hocico-cloaca y
presenta de 12 a 20 hileras de tubérculos que cruzan el dorso y de 13 a 28 escamas
interorbitales (Uribe-Pefia y Gavino, 1981; Castro-Franco y Gavifio, 1990; Castro-
Franco y Uribe-Pefia, 1992). Por lo tanto, el complejo P. lanei (sensu stricto) queda
conformado por cuatro subespecies reconocidas actualmente: P. I. lanei, P. I. rupinus,
P. |. isabelae y P. I. lupitae (Dixon, 1964; Castro-Franco y Uribe-Pefia, 1992; Castiglia et

al., 2010; Uetz, 2014).

Sistematica y taxonomia del género Phyllodactylus en México

Los primeros trabajos sistematicos y taxondmicos de geckos en el mundo fueron
elaborados con base en el estudio de caracteres morfolégicos de anatomia ocular
(Underwood, 1954), osteologia y morfologia corporal (Kluge, 1967). Estos trabajos
constituyen el primer esfuerzo en realizar hipotesis evolutivas y biogeograficas de
distintos géneros de geckos en el mundo, estableciendo asi los primeros estudios de
sistematica sobre este grupo de lacertilios a niveles supraespecificos (Rusell y Bauer,
2002; Gamble et al., 2008a).

Se han realizado pocos trabajos de sistematica de las especies del genero
Phyllodactylus en México. Los estudios de Dixon (1964) y Dixon y Huey (1970)
comprenden los primeros esfuerzos en el estudio de las especies de este género en el

continente Americano. Estos autores reconocieron la problematica taxondmica de este
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grupo de geckos. El primer estudio que incorpord datos moleculares fue el de Blair et al.
(2009), quienes infierien relaciones filogenéticas entre especies insulares vy
continentales del genero Phyllodactylus en México, y resolvieron las relaciones
filogenéticas de siete especies para la peninsula de Baja California basados en el
anadlisis de cuatro genes mitocondriales (12S rRNA, 16S rRNA, COIl, ND4) y dos
nucleares (BDNF, C-mos). Sus resultados mostraron evidencia genética sobre la
validez de P. nocticolus como especie distinta y hermana de P. xanti y P. unctus.

El estudio molecular mas reciente sobre filogenia, delimitacion de especies y evoluciéon
de geckos del género Phyllodactylus en México fue el elaborado por Blair et al. (2015),
quienes sugieren que existe una diversidad criptica significativa y que por consiguiente
es necesaria una revision profunda en la taxonomia del grupo. Mediante un analisis que
incorpora secuencias multilocus (2 genes mitocondriales ND4, Cyt b y 2 genes
nucleares alfa-enolasa, lamin A) y métodos de coalescencia filogenética, encontraron
niveles sin precedentes de diversidad Phyllodactylus endémicos de México, asi como
historias evolutivas complejas, por lo que sugieren que la diversificacion de estos
geckos esta estrechamente relacionada con la formacion del Bosque Tropical
Caducifolio (Tropical Dry Forest) durante el Mioceno. Ellos reconocen desde una
perspectiva conservadora la existencia de 17 especies para el grupo P. tuberculosus y

cinco especies para el complejo P. lanei.
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HIPOTESIS

HO: La variacion morfolégica de las poblaciones del complejo Phyllodactylus lanei no
refleja procesos de divergencia, por lo que las subespecies propuestas no conforman
un complejo de especies diferenciadas genéticamente.

HA: La variacion morfolégica de las poblaciones del complejo Phyllodactylus lanei
refleja procesos de divergencia, por lo que las subespecies propuestas conforman un

complejo de especies diferenciadas genéticamente.

18

——
| —



OBJETIVOS

Objetivo general
« Establecer las relaciones filogenéticas entre las poblaciones y subespecies del
complejo Phyllodactylus lanei mediante el uso de marcadores moleculares

mitocondriales y nucleares.

Objetivos particulares
+« Verificar la monofilia de los linajes del complejo P. lanei.
+ Estimar los tiempos de divergencia para las subespecies del complejo P. lanei.

« Determinar el numero de especies putativas incluidas en el complejo P. lanei.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio
Se recolectaron muestras de tejido de 73 individuos y 31 especimenes de referencia del
complejo P. lanei (P. I. lanei, P. I. rupinus, P. I. lupitae, P. I. isabelae), a lo largo de su
area de distribucion, incluyendo las localidades tipo de cada taxén (Dixon, 1964; Castro-

Franco y Uribe-Pefia, 1992) (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de localidades de recolecta de las subespecies del complejo P. lanei. Los
Ovalos agrupan las diferentes poblaciones que representan las cuatro subespecies de P. lanei:
ovalo café (P. I. lanei), verde (P. I. rupinus), azul (P. I. isabelae) y rojo (P. I. lupitae) (Dixon,
1964; Castro-Franco y Uribe-Pefa, 1992; Castiglia et al., 2010; Uetz, 2014).




Métodos de colecta

Se obtuvieron fragmentos de cola menores a 3 cm de longitud de cada individuo
capturado, que se mantuvieron en etanol al 96%. Cuando se presentd autotomia caudal
se recolecto la cola completa. Una vez obtenidas las muestras de tejido se registro la
longitud hocico-cloaca (LHC) y posteriormente se liberd la mayor parte de los individuos
en el mismo sitio de colecta. Se sacrific6 un maximo de ocho individuos por localidad
aplicandoles inyeccidon intravenosa de pentobarbital sédico. Estos especimenes se
sacrificaron con la finalidad de contar con ejemplares voucher de referencia en una
coleccion cientifica registrada, ya que no existen ejemplares de P. |. isabelae ni de P. I.
lupitae representados en alguna coleccion cientifica reconocida en México, ademas de
que en trabajos sobre revisidn sistematica y taxondmica, los especimenes voucher
constituyen una referencia invaluable de informacion. Los especimenes voucher se
encuentran debidamente curados y fueron depositados en la coleccion herpetolégica
del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la Facultad de Ciencias UNAM (MZFC-

UNAM) (Anexo ).

Métodos de laboratorio

Extraccion de ADN

El ADN genomico total fue extraido utilizando los protocolos de DNeasy Blood and
Tissue Kit de QIAGEN (Anexo Il). Adicionalmente se solicitaron muestras de tejido de
Phyllodactylus sp. (Oaxaca), P. bordai y P. tuberculosus a la coleccion herpetolégica del

MZFC, la informacion generada fue incorporada al analisis.
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Amplificacion por PCR

Se amplificaron secuencias de DNA mitocondrial (DNAmt) de los genes Citocromo b y

16S rRNA, y de DNA nuclear (DNAnu) de los genes C-mos (proto-oncogene) y BDNF

(Brain-Derived Neurotrophic Factor) (Cuadro 2) (Carranza, 2002; Carranza et al., 2006;

Blair et al., 2009, Smid et al., 2013a).

Cuadro 2. Marcadores moleculares, secuencia de primers, condiciones de amplificacion y

fuente original del primer utilizados para los analisis filogenéticos.

Longitud del
Nombre Temperatura de  Fuente del
Gene Secuencia del primer (5°-3’) fragmento a
del primer alineamiento primer
analizar (pb)
16S o Palumbi et
'RNA 16sAL CGCCTGTTTATCAAAAACAT 535 50 al. 1991
16sBH CCGGTCTGAACTCAGATCACGT
Cytb  Cytb1 CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 331 50° ’;‘fc?gggt
Cytb 2 CCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA
C-mos  FUF TTTGGTTCKGTCTACAAGGCTAC 438 50° Gamble ot
FUR AGGGAACATCCAAAGTCTCCAAT
Leachéy
BDNF BDNFf GACCATCCTTTTCCTKACTATGGTTATTTCATACTT 680 50° McGuire,
2006
BDNFr CTATCTTCCCCTTTTAATGGTCAGTGTACAAAC

Las condiciones de PCR se estandarizaron a partir de las publicadas por Blair et al.

(2009) en 25 pl Mix de reaccion (2.5 mM) que contienen: 16.05 pl ddH,O, 2.5 mM

MgCly, 2.5 pl de buffer, 0.8 pl 10mM dNTPs, 1 pyl 10 mM de cada primer, 0.15 pl 5 U

Taqg DNA polimerasa y 1 yl DNA molde.
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Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial 94 °C (2
min) seguidos por 39 ciclos de 94 °C (30 segundos), 50 °C (45 segundos), 72 °C (45
segundos), con una temperatura de extension final de 72 °C por 6 minutos. La
amplificacion se realizé en un termociclador ABI (Applied Biosystems). Para visualizar
los productos amplificados se utilizaron geles de agarosa con bromuro de etidio (1%).

Los productos de PCR se purificaron y secuenciaron (forward y reverse) a través del
proveedor de servicios de secuenciacion High Throughput Sequencing (HTSeq),

Washington, Estados Unidos de América (http://www.htseq.org).

Ensamblado y edicion de secuencias

Los cromatogramas fueron visualizados en el programa ChromasPro 1.7.6 y se
realizaron secuencias consenso (ensamble) para cada par de secuencias (forward y
reverse) y posteriormente fueron exportadas y editadas en BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999).
Finalmente se realiz6 una busqueda de las secuencias obtenidas utilizando BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) en Ila pagina web de Ila NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para confirmar la correcta identificacion de los fragmentos

amplificados.

Alineamiento de secuencias y estimaciéon de haplotipos
Las secuencias obtenidas se alinearon con ayuda del programa MAFFT en la version

online (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/). Las secuencias fueron editadas vy

visualizadas en Mesquite 3.04 (Madisson y Madisson, 2015). Ademas de los productos
amplificados por PCR se obtuvieron dos secuencias homodlogas (Citocromo b) de

Homonota fasciata (FJ985031, FJ985029) a través de la base de datos de Genbank
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(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), éstas secuencias fueron incorporadas a los

analisis filogenéticos como grupo externo y también para la calibracion de nodos en los
arboles ultramétricos.

Los genes codificantes fueron traducidos a aminoacidos para verificar que no existieran
codones de terminacion prematuros, descartando la existencia de pseudogenes. Los
alelos de individuos heterocigotos fueron identificados utilizando la herramienta Phase
(Stephens et al., 2001) implementada en DnaSP v.5 (Librado y Rozas, 2009; Unmack et
al., 2012). Todas las secuencias fueron depositadas en la base de datos del GenBank

con los numeros de acceso KT008673-KT008912 y KT156562-KT156609.

Modelos evolutivos

Para evaluar el mejor modelo de sustitucion nucleotidica que ajustara a cada gen por
separado, ademas de genes concatenados nucleares y mitocondriales
respectivamente, se utilizd el programa jModelTest 2.1.6. (Darriba et al.,, 2012). Con
ayuda del programa se selecciond un modelo de sustitucion bajo el Criterio de
Informacién de Akaike (Akaike, 1973) (Cuadro 3). El Criterio de Informacion de Akaike
(AIC) es un estimador asintético que mide la distancia entre el modelo verdadero y el
modelo estimado, en otras palabras, es una estimacién del conjunto de informacién que
se pierde cuando se utiliza un modelo para representar un proceso estocastico. El AIC
para cualquier modelo es -2%In likelihood + 2*k, donde k es el numero de parametros
estimados. Los modelos que presentan valores menores de AIC proporcionan un mejor
ajuste al conjunto de datos (Lemey et al., 2009). EI AIC tiene implicitamente constantes
aditivas desconocidas que no dependen del modelo ajustado, estas diferencias de AIC

son conocidas como valores delta (A), estos valores son fundamentales para la
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clasificacion de los modelos de acuerdo a la pérdida de informacién. Estos valores delta
se encuentran en una escala continua de informacion y son interpretables, como regla
general, los valores delta menor a 2 sugieren una evidencia sustancial del modelo
seleccionado (Burnham et al., 2011; Lang et al., 2015), por lo tanto, todos los valores
delta obtenidos de los modelos seleccionados son altamente soportados (A=0.0)
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Modelos de sustitucion nucleotidica que mejor se ajustan a los datos segun el

criterio AIC.
Gen Modelo seleccionado Delta (A)
Citocromo b TIM2+G 0.000000
16 sRNA TIM2+I+G 0.000000
BDNF TrN+| 0.000000
C-mos TPM3uf+l+G 0.000000
Cytb + 16S GTR+I+G 0.000000
BDNF + Cmos GTR+I+G 0.000000

Analisis de secuencias y distancias genéticas

La distancia evolutiva entre un par de secuencias es medida generalmente por el
numero de sustituciones de nucleétidos (0 aminoacidos) que existen entre ellas. Las
distancias evolutivas son fundamentales para el estudio de la evolucién molecular y son
ampliamente utilizadas en reconstruccidon filogenética y estimacion de tiempos de
divergencia (Tamura et al.,, 2013). Por lo tanto, en el presente trabajo se realizé un
analisis de distancias nucleotidicas de DNA mitocondrial (Cyt b) implementado en
MEGA 6 (Tamura et al., 2013), mediante el modelo de Tamura-Nei, implementando la

variacion de tasas y heterogeneidad de patron.
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Por otra parte se utilizé el programa DnaSP para calcular estadisticos de diversidad
nucleotidica (mitocondrial y nuclear) y para realizar un analisis de divergencia entre
poblaciones y taxa (Dxy). Se obtuvieron: numero de haplotipos (h), diversidad
haplotipica (H), numero de sitios segregantes (S), el promedio de diferencias
nucleotidicas (k) y la diversidad nucleotidica (11). Finalmente se implementé un analisis
de diferenciacion genética de ADN mitocondrial (Fst), distancias pareadas entre las

distintas poblaciones del complejo P. lanei.

Analisis filogenéticos

Los analisis filogenéticos se realizaron utilizando dos métodos probabilisticos, Maxima
Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB). Con el fin de detectar el efecto potencial
de los genes nucleares en las topologias de los arboles y en el soporte de ramas, se
realizaron analisis independientes en tres conjuntos de datos, uno que contiene genes
mitocondriales uUnicamente (Cytb, 16S), otro de genes nucleares (BDNF y C-mos) y
finalmente uno que incluye los datos concatenados de todos los genes mitocondriales y
nucleares (Smid et al., 2013b; Blair, 2012; Blair et al., 2015). Un individuos de H.
fasciata representante del clado hermano del genero Phyllodactylus (Pyron et al., 2013)
fue utilizado para enraizar los arboles.

El andlisis de Maxima Verosimilitud fue implementado en el programa raxmlGUI
(Silvestro y Michalak, 2012) con parametros estimados independientemente para cada
particion. Se utilizé un modelo de evolucién nucleotidica GTR+I+G. El soporte de las
ramas fue asignado por un analisis de bootstrap con 1000 pseudoréplicas. El analisis
de Inferencia Bayesiana se hizo con MrBayes 3.2.5 (Ronquist et al., 2012), utilizando un

modelo de evolucién GTR+I+G para cada particion. Los analisis fueron realizados con

26

——
| —



dos corridas de cuatro cadenas markovianas para cada una de ellas por 20 millones de
generaciones (30 millones para genes nucleares), con intervalos de muestreo cada
5000 generaciones, el 25% de los arboles muestreados fue descartado como burn-in y
fue generado un arbol de consenso de mayoria a partir de los arboles restantes, mismo
que presenta las probabilidades posteriores (pp) para cada rama. En ambos casos las
ramas que presentan valores de bootstrap (ML) = 70% vy pp (Bl) = .95 fueron

considerados como altamente soportadas (Smid et al., 2013b).

Delimitacion de especies

Para determinar el numero de especies putativas dentro del complejo P. lanei se utilizd
el método conocido como proceso de ramificacion de Poisson (Poisson tree processes,
PTP por sus siglas en inglés) desarrollado por Zhang et al. (2013). Este método no
requiere un arbol ultramétrico de entrada, debido a que la tasa de especiacion es
modelada directamente utilizando el numero de sustituciones, es decir, el supuesto
fundamental de este método es que el numero de sustituciones entre especies es
significativamente mayor que el numero de sustituciones dentro de la especie. De esta
manera, permite definir el nimero de especies putativas de acuerdo con los datos de

entrada (Zhang et al., 2013).

Este analisis se realizé en el servidor online para analisis PTP (http://species.h-its.org/),
con base en el mejor arbol de especies resuelto por maxima verosimilitud (ML)
resultante del analisis en RaxmIGUI (Zhang et al., 2013; Le Ru et al., 2014; Lang et al.,
2015). Se realizaron 10 analisis por separado, modificando en cada analisis el valor de
semilla indicando los siguientes parametros: el arbol enraizado, el numero maximo de

generaciones permitido en analisis online MCMC (500000 generaciones) y el 20% de
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arboles como burn-in (Lang et al., 2015). Todos los archivos de salida TRACER fueron
visualizados para corroborar la convergencia de cadenas. Se obtuvieron los valores de
probabilidad posterior de determinaciéon para cada nodo que sustenta una especie
putativa). Los valores de soporte sobre los nodos (en los arboles de salida de bPTP), se
conocen como probabilidades posteriores de determinacion (ppd) y demuestra la
relacion entre el numero de ocurrencias de todos los descendientes bajo un mismo
nodo y el numero de ocurrencias del muestreo MCMC. La interpretacion correcta de los
valores de soporte sobre los nodos es “la probabilidad posterior de que todos los taxa
descendientes de un nodo formen una especie, dado el modelo PTP, una distribucion

uniforme y un arbol de especies putativo de entrada” (Zhang et al., 2013).

Tiempos de divergencia

Este analisis fue desarrollado desde una perspectiva bayesiana con el programa
MrBayes 3. 2. 5. La estimacion de tiempos de divergencia en geckos puede ser dificil
debido principalmente a la carencia de registros fésiles y a la incertidumbre taxonémica
existente cuando hay fosiles, sin embargo, hay informacion disponible para calibrar
arboles filogenéticos y también para utilizarla como priors en un marco bayesiano (Blair,
2012; Blair et al., 2015). Debido a lo anterior y a que investigaciones recientes han
sugerido la utilidad de calibrar arboles de genes versus arboles de especies en analisis
de datacién molecular, se realizaron dos analisis para calcular tiempos de divergencia,
uno con los datos mitocondriales (arbol de genes) y otro con el conjunto total de datos
(arbol de especies) (Blair, 2012). Para ambos casos se especificd un reloj molecular
relajado bajo un modelo de sustitucion GTR+I+G. Se calibraron dos nodos en el arbol

indicado con un forzado de ramas (constraint), ambos con una distribucion normal. Un
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punto de calibracion se ubico en la raiz del arbol, indicando el tiempo de divergencia de
Phyllodactylus y Homonota de acuerdo con Gamble et al. (2011) quienes especifican
que ocurrio hace 60-65 millones de anos. El otro punto de calibracion se ubico en el
clado insular (P. I. isabelae + P. |. lupitae), al cual se le asigné una edad de 5 a 10
millones de anos, ya que durante este periodo de tiempo ocurrioé el cese de actividad
volcanica en las Islas Marietas y estas ya presentaban la configuracion actual (Jensky,
1974; Ramirez y Cupul, 1999). Asimismo, se seleccioné un modelo para la variacion de
tasas a través de los distintos linajes, para este analisis se especifico el independent
gamma rates (IGR), el cual es un modelo continuo no correlacionado de variacion de
tasas. Posteriormente se indicd un ultimo prior con tasas de sustitucién para el arbol de
genes mitocondriales de 0.0057 sustituciones por sitio por millon de afos con una
desviacion estandar de 0.001 y una distribucion normal de acuerdo con Blair (2012).
Finalmente se indicaron dos corridas de cuatro cadenas markovianas para cada una de
ellas por 100 millones de generaciones, con intervalos de muestreo cada 5000
generaciones, el 25% de los arboles muestreados fue descartado como burn-in y fue
generado un arbol ultramétrico a partir de los arboles restantes, mismo que presenta los

valores de probabilidad posterior.

Analisis biogeografico

El andlisis biogeografico se implementé en RASP 2.1. Beta (Reconstruct Ancestral
State in Phylogenies) (Yu et al., 2010; 2012) para estimar distribuciones ancestrales y
generar hipotesis acerca de la historia biogeografica del complejo P. lanei. RASP
implementa el método Bayesian Binary MCMC (BBM) el cual es modificado del cédigo

fuente de MrBayes y es la version mas reciente de S-DIVA (Statistical Dispersal-
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Vicariance Analysis). Con el método BMM las frecuencias de un rango de distribucién
ancestral son promediadas sobre el conjunto total de arboles (Yu et al., 2010). El
meétodo seleccionado para inferir la biogeografia histérica del complejo P. lanei fue el
método BMM (Bayesian binary MCMC) para reconstruir las areas ancestrales con base
en el arbol ultramétrico mitocondrial obtenido del analisis en MrBayes; éste se
selecciond debido a que presenta valores altos de soporte de ramas. Para el analisis se
emplearon 40002 arboles de la salida del analisis de MCMC vy el arbol consenso de
genes mitocondriales. Se implementd un analisis binario bayesiano (BMM) utilizando los
siguientes parametros: modelo F81+G, frecuencia de muestreo 500 por 1 millon de
generaciones, 10 cadenas de Marcov y una temperatura de 0.5. La distribucion de cada
taxon fue clasificada con base en las provincias biogeograficas de México (Morrone,

2005).
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RESULTADOS

Analisis de secuencias y diversidad genética

Las caracteristicas generales de las secuencias se encuentran resumidas en los
siguientes cuadros. Primero se realizd un analisis conjunto de todas las poblaciones y
subespecies propuestas como integrantes de una sola especie (Cuadro 4) y
posteriormente se analizé cada taxon individualmente (Cuadros 5 y 6). El alineamiento
de los genes concatenados (DNAnu+DNAmt) presentd una longitud final de 2064 pb. La
matriz final de DNAmt concatenada presenté 894 caracteres, mientras que la matriz de
genes nucleares presentd 1170 caracteres. El gen mitocondrial Cyt b presentd 345
caracteres, de los cuales 127 fueron variables (polimérficos) y 90 fueron
parsimoniosamente informativos, mientras que el gen 16s presentd una longitud de 544
pb con 111 caracteres polimérficos y 62 sitios parsimoniosamente informativos. Por otra
parte, el gen nuclear BDNF presentd 676 caracteres, de los cuales 25 fueron variables y
9 parsimoniosamente informativos. Considerando a todas las poblaciones como una
unidad taxondmica (Cuadro 4) se obtuvieron altos valores de diversidad haplotipica
(>0.5) para los genes mitocondriales y el nuclear BDNF, mientras que el gen C-mos
presento los valores mas bajos (H=0.694). Los valores mas altos de sitios segregantes
y de diversidad nucleotidica se obtuvieron para los genes mitocondriales Cyt b
(10.627%) y 16s (4.058%) en comparacién con los nucleares BDNF (0.409%) y C-mos
(0.38%).

Por otra parte los estadisticos obtenidos por subespecie de citocromo b (Cuadro 5) se
observan valores de diversidad haplotipica por encima de 0.5 para todos los taxa.
Destacan los valores observados en las subespecies insulares, ya que son muy

contrastantes P. |. lupitae presentd los valores mas bajos (H=0.667), mientras que la
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subespecie P. |. isabelae presentd los valores mas altos de diversidad haplotipica
(H=0.889). Los valores mas altos de sitios segregantes se obtuvieron para los taxa
continentales P. |. rupinus (S=46) y P. |. lanei (S=73); asimismo la diversidad
nucleotidica también se observé mayor en los taxa continentales P. |. rupinus (5.986%)
y P. . lanei (7.296%).

Para el caso de los estadisticos de DNA nuclear, el gen BDNF (Cuadro 6) la diversidad
haplotipica mayor se observé en los taxa continentales (H>0.8) asi como también la
diversidad nucleotidica observada para P. I. rupinus fue de 0.325% y para P. |. lanei fue
de 0.24%. Mientras que los valores mas bajos de diversidad se obtuvo para los taxa

insulares P. I. isabelae (H=0.556 y m=0.0009) y P. I. lupitae (H=0.5 y 1=0.00074).

Cuadro 4. Estadisticos de secuencias de ADN nuclear y mitocondrial para el conjunto de

poblaciones y taxa.

Gen n h H S k m
Cytb 66 24 0.929 127 32.732 0.10627

16 s 40 13 0.846 68 21.386 0.04058
BDNF 40 18 0.894 25 2.763 0.00409
C-mos 47 7 0.694 7 1.608 0.0038

n = numero de secuencias, h = nimero de haplotipos, H = diversidad haplotipica, S = sitios

segregantes, k = numero promedio de diferencias pareadas, 1 = diversidad nucleotidica.

Cuadro 5. Estadisticos de DNA mitocondrial (Cyt b) para cada taxon.

ESPECIE n h H S k ™
P. 1. isabelae 9 6 0.889 10 2.889 0.00886
P. . lupitae 7 3 0.667 3 1.048 0.00333
P. l. rupinus 28 4 0.728 46 18.796 0.05986
P. 1. lanei 21 11 0.819 73 22.471 0.07296

n = numero de secuencias, h = numero de haplotipos, H = diversidad haplotipica, S = sitios

segregantes, k = numero promedio de diferencias pareadas, 1 = diversidad nucleotidica.
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Cuadro 6. Estadisticos de DNA nuclear (BDNF) para cada taxon.

ESPECIE n h H S k ™
P. . isabelae 9 3 0.556 2 0.611 0.0009
P. I. lupitae 4 2 0.5 1 0.5 0.00074
P.l. rupinus 16 8 0.867 8 2.2 0.00325
P. 1. lanei 10 6 0.844 6 1.622 0.0024

n = numero de secuencias, h = numero de haplotipos, H = diversidad haplotipica, S = sitios

segregantes, k = numero promedio de diferencias pareadas, 1 = diversidad nucleotidica.
El porcentaje de divergencia de secuencias basado en las distancias genéticas de
Tamura-Nei mostré una diferencia significativa entre algunas poblaciones (>10%), en
promedio se obtuvo una divergencia de DNA mitocondrial del 25%. Las distancias
mayores se obtuvieron entre la poblacion mas surefia de P. I. lanei (Tierra Colorada),
donde se observan valores mayores al 21% con respecto a las demas poblaciones de
P. I. rupinus, P. |. isabelae y P. I. lupitae, y con respecto a su poblacion mas cercana
(Nueva Filadelfia) se obtuvo una distancia del 14%. Es notoria la distancia de las
poblaciones que se encuentran en la costa del sur de México (Guerrero, Oaxaca), con
respecto a las de la costa occidental (>20%). Las distancias con valores por debajo del
10% se encuentran entre las poblaciones de la costa pacifica mexicana (Nayarit,
Amatlan de Canas y Chamela) de P. |. rupinus con relacion a la poblacion de Islas
Marietas (P. I. isabelae) y la de la Isla El Coral (P. I. lupitae). La poblaciéon de Lombardia
(P. I. rupinus) mantiene valores por encima del 13% con respecto a todas las
poblaciones y subespecies (Cuadro 7). Por otra parte se obtuvieron valores muy altos
de Fst (cercanos a 1) para la mayoria de las poblaciones, ya que gran parte de las
poblaciones mostraron valores de diferenciacion genética por encima del 0.9 en las
comparaciones pareadas. Los valores mas bajos de Fst se encontraron en la poblacion

de Nayarit (P. I. rupinus) con respecto a la poblacion de las Islas Marietas (P. |.
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isabelae) Fst=0.27, también con la endémica de la Isla EI Coral (P. I. lupitae) Fst=0.58 y
con la poblacion de Chamela (P. I. rupinus) pues mostré una Fst=0.43. Los valores
obtenidos tanto con la distancia de Tamura-Nei como con la Fst mostraron una
diferenciacion genética pronunciada entre las poblaciones que se encuentran mas
distanciadas geograficamente en el sur de México (Phyllodactylus sp. y P. |. lanei) con
respecto a aquellas que habitan la cuenca del Balsas (Lombardia y Nueva Filadelfia) y
mas notoriamente con aquellas de la Costa Pacifica Mexicana (P. I. rupinus) e insulares

(P. I. isabelae y P. I. lupitae) (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Matriz de distancias genéticas de DNA mitocondrial (Cyt b) entre poblaciones del complejo P. lanei. Los

valores bajo la diagonal muestran las distancias pareadas Fst, mientras que los valores sobre la diagonal muestran la

distancia Tamura-Nei.

isabelae lupitae rupinus rupinus rupinus rupinus lanei lanei Phyllodactylus
(IM) (IEC) (Nay) (Cha) (AC) (Lom) (TC) (NF) sp (Oax)
isabelae (IM) - 0.06 0.03 0.06 0.08 0.15 0.25 0.24 0.25
lupitae (IEC) 0.89 - 0.06 0.09 0.12 0.15 0.25 0.22 0.25
rupinus (Nay) 0.27 0.58 - 0.04 0.07 0.13 0.22 0.19 0.22
rupinus (Cha) 0.84 0.94 0.43 - 0.08 0.14 0.25 0.21 0.25
rupinus (AC) 0.94 0.98 0.65 0.96 - 0.14 0.25 0.21 0.25
rupinus (Lom) 0.97 0.99 0.80 0.98 1.00 - 0.22 0.19 0.22
lanei (TC) 0.97 0.99 0.85 0.98 0.99 0.99 - 0.14 0.05
lanei (NF) 0.92 0.94 0.78 0.92 0.94 0.95 0.92 -
Phyllodactylus NA NA NA NA NA NA NA NA -

sp (Oax)

IM=Islas Marietas, IEC=Isla El Coral, Nay=Costa de Nayarit, Cha=Chamela, AC=Amatlan de Cafias, Lom=Lombardia,

TC=Tierra Colorada, NF=Nueva Filadelfia, Oax=Costa de Oaxaca. NA=No Aplica.

——
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El analisis de divergencia (Dxy) entre poblaciones y taxa concordd con los resultados
obtenidos con la matriz de distancias genéticas y analisis Fst. Es clara la tendencia de
incremento en el promedio de diferencias nucleotidicas conforme se incrementa la
distancia geografica de las poblaciones (Cuadro 8). La poblaciéon de Phyllodactylus sp.
de la costa de Oaxaca presento valores promedio de divergencia nucleotidica mayores
al 60% con respecto a todas las poblaciones del Occidente de México, mientras que la
poblacion de Tierra Colorada de P. |. lanei presentdé valores promedio de diferencias
nucleotidicas mayores al 45% o mas del 15% de sustituciones en promedio por sitio con
respecto a las poblaciones de la Cuenca del Balsas, Occidente de México e insulares
(P. I. rupinus, P. I. isabelae y P. I. lupitae). La poblacién de Nueva Filadelfia (P. |. lanei)
también presentd diferencias marcadas con respecto al resto de poblaciones, por
encima del 40% diferencias nucleotidicas en promedio (mayor a 13% sustituciones
promedio por sitio) con las poblaciones del occidente y con la mas cercana (Tierra
Colorada) muestra 32% de diferencias nucleotidicas en promedio. La poblacion de
Lombardia (P. I. rupinus) presento valores promedio mayores al 30% con respecto a las
poblaciones de Chamela y Nayarit (mayores al 10% de sustituciones promedio por
sitio). Finalmente las diferencias nucleotidicas en promedio entre P. |. lupitae y P. I.

isabelae fueron del 13.36% o del 4.2% sustituciones en promedio por sitio.
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Cuadro 8. Matriz de divergencia de DNAmt (Cyt b) entre poblaciones del complejo P. lanei. Los valores sobre la

diagonal indican el promedio de diferencias nucleotidicas y los valores bajo la diagonal corresponden al numero

promedio de sustituciones por sitio (Dxy).

isabelae lupitae rupinus rupinus rupinus lanei lanei Phyllodactylus
(IM) (IEC) (Nay) (Cha) (Lom) (TC) (NF) sp. (Oax)
isabelae (IM) - 13.036 10.563 10.813 32.75 50.5 43.208 65.667
lupitae (IEC) 0.04205 - 18 21.848 38.286 53.161 45.619 62.786
rupinus (Nay) 0.03407 0.05806 - 13.563 35 49.875 41.833 66.5
rupinus (Cha) 0.03488 0.07048 0.04375 - 34.688 50.438 42.021 64.844
rupinus (Lom) 0.10565 0.1235 0.1129 0.1119 - 48.375 46.667 64
lanei (TC) 0.1629 0.17149 0.16089 0.1627 0.15605 - 32.542 42.2
lanei (NF) 0.13938 0.14716 0.13495 0.13555 0.15054 0.10497 - 52.143
Phyllodactylus 0.2 0.199 0.2 0.205 0.203 0.12 0.169 -

sp. (Oax)

IM=Islas Marietas, IEC=Isla El Coral, Nay=Costa de Nayarit, Cha=Chamela, AC=Amatlan de Cafias, Lom=Lombardia,

TC=Tierra Colorada, NF=Nueva Filadelfia, Oax=Costa de Oaxaca. NA=No Aplica.
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Arboles de genes mitocondriales

Los arboles de genes mitocondriales elaborados por inferencia bayesiana (Figura 3) y
maxima verosimilitud (Figura 4) presentaron la misma topologia, con valores de alto
soporte en las ramas. Las topologias obtenidas demuestran que los linajes recuperados
dentro del complejo P. lanei forman un grupo monofilético bien soportado (Bl pp 0.97) y
dentro de este gran clado se observa la existencia de 10 clados monofiléticos (Figuras 3
y 4). Los valores de soporte (bootstrap y pp) para cada clado son altos en su mayoria.
Los resultados del analisis bayesiano fueron visualizados en Tracer 1. 6. (Rambaut,
2014), los cuales indicaron valores de ESS muy por encima de 200 y garantizaron la
convergencia de cadenas MCMC.

Los clados formados por poblaciones de la region costera en el occidente de México
(clados A-F) (las subespecies P. I. isabelae, P. |. lupitae y P. I. rupinus) mostraron una
relacion estrecha, a diferencia de los clados bien diferenciados de la Cuenca del Balsas
(clados G y H) y de la costa del sur de México (clados | y J) (P. I. lanei).

En la parte basal del clado del complejo P. lanei se encuentra un clado conformado por
dos haplotipos mitocondriales de Phyllodactylus sp. de una poblacion costera de
Oaxaca (clado J), el cual esta relacionado con el clado | conformado por poblaciones de
P. I. lanei de zonas bajas costeras del estado de Guerrero (Tierra Colorada y
Chilpancingo). Se aprecia una clara divergencia con el clado H de la misma subespecie,
conformado por la poblacion que habita la Cuenca del Balsas en el estado de Guerrero
(Nueva Filadelfia), y se observa que estos linajes no forman un grupo monofilético.

En el caso de P. |. rupinus el clado mas divergente es el formado por la poblacién de
Lombardia, Michoacan (clado G), relacionado con la poblacion de Amatlan de Cafas,

Nayarit (clado F). Por otra parte, la poblacién de P. I. rupinus de Chamela presenta
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mayor variabilidad intrapoblacional (clado E) y esta mayormente relacionado con linajes
de la region costera de Nayarit, los cuales a pesar de estar relacionados no se
recuperan en un solo clado, por lo que se consideran ramas terminales independientes
(C y D). Finalmente se recupera el unico clado monofilético insular conformado por dos
clados hermanos P. |. isabelae (clado A) y P. |. lupitae (clado B), poblaciones
endémicas de islas Marietas e isla El Coral, respectivamente.

Si se considera la taxonomia actual reconocida, Phyllodactylus sp. (clado J), P. I. lanei
(clados I, H), P. I. rupinus (clados G, F, E, D, C), P. I. lupitae (clado B) y P. I. isabeale
(clado A), se observa que los taxa reconocidos (subespecies) forman grupos

parafiléticos (Figuras 3 y 4).
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Figura 3. Arbol de genes mitocondriales del complejo P. lanei obtenido por inferencia
bayesiana (BI). Los valores de probabilidad posterior se encuentran indicados sobre
las ramas. Homonota fasciata, P. tuberculosus, P. bordai fueron utilizados como

grupo externo.
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Arbol de genes nucleares

El arbol de genes nucleares mostré seis clados (A-F) mayormente diferenciados,
con valores de soporte (pp) de intermedios a altos (Figura 5). El clado A se
encuentra representado por las subespecies y poblaciones que habitan la costa
pacifica mexicana e insulares (P. I. isabelae + P. |. lupitae + P. |. rupinus). En este
analisis, todos los haplotipos de la region occidental se agrupan en un solo clado, a
diferencia del arbol de genes mitocondriales, que recuperan cuatro clados
estrechamente relacionados (A-E) (Figuras 3 y 4). Los haplotipos de la poblacién de
Amatlan de Cafas (P. I. rupinus) conforman el clado B, relacionado con el clado C
formado por la poblacion de Lombardia, (P. I. rupinus) este se diferencia claramente
y se soporta bien (pp 0.98). El clado D se encuentra formado por las poblaciones de
Tierra Colorada y Chilpancingo (P. |. lanei), por otra parte se encuentra el clado E
formado por los haplotipos de la poblaciéon de Nueva Filadelfia en la cuenca del
Balsas y finalmente se obtiene el clado F, formado por los haplotipos de los
individuos de la costa de Oaxaca, este es el clado mayormente soportado y
divergente (pp 1) obtenido tanto en los analisis de genes nucleares, como en los

arboles mitocondriales.
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Arboles de especies

Los arboles de especies (conjunto de genes concatenados DNAnu+DNAmt) obtenidos a
través de analisis de inferencia bayesiana (Figura 6) y de maxima verosimilitud (Figura
7) soportan la monofilia del complejo P. lanei (ML bootstrap 99/ Bl pp 1). Es decir, se
observa la existencia de un ancestro comun para todos los linajes y todos los
descendientes de las poblaciones del complejo P. lanei, y soportan la existencia de 10
clados (A-J). Phyllodactylus bordai se recuperé como la especie hermana del grupo P.
lanei.

Se observa una congruencia geografica importante entre las relaciones filogenéticas de
los clados recuperados, es decir, P. . lupitae y P. I. isabelae conforman un clado insular
filogenéticamente relacionado con los clados C, D, E y F conformado por poblaciones
de P. I. rupinus de la costa de Nayarit, Amatlan de Cafas y de la region costera de
Jalisco (Chamela). Los linajes de la costa de Nayarit (C, D) no se recuperan en un solo
clado monofilético en ninguna de las topologias, sino como ramas terminales, lo cual
sugiere linajes que evolucionan independientemente, a pesar de que ambos individuos
provienen de la misma localidad (costa de Nayarit).

Por otra parte el clado G formado por la poblacion de Lombardia, Michoacan es el
mayormente diferenciado de todas las poblaciones de la subespecie P. I. rupinus. En el
caso de P. |. lanei es clara la divergencia que existe entre el clado H formado por las
poblaciones de la Cuenca del Balsas (Nueva Filadelfia) con respecto al clado |
conformado por las poblaciones de las zonas costeras bajas de Guerrero (Chilpancingo
y Tierra Colorada). Finalmente, en la base del arbol se obtiene el clado J, formado por

una poblacién de la costa de Oaxaca de Phyllodactylus sp.
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Delimitacion de especies

El analisis PTP mostro la existencia de un intervalo de 9 a 20 especies putativas en
promedio, dentro del complejo P. lanei (Anexo IllI). Los archivos TRACER fueron
visualizados en cada corrida para determinar la correcta convergencia de cadenas
MCMC, de acuerdo con Zhang et al. (2013) (Anexo IV). Aunque los resultados del
analisis bPTP sugieren la existencia de hasta 20 especies en promedio, algunas de
estas se encuentran representadas por pocos individuos (Phyllodactylus sp.) y
particularmente dentro del clado E (compuesto por la poblacién de Chamela) se
consideran siete especies putativas, segun los resultados del analisis bPTP. Debido a lo
anterior, se utiliz6 una aproximacién conservadora y se acepté un valor minimo de
especies determinadas por medio del analisis bPTP, es decir, se consideré que el
complejo P. lanei se encuentra formado por al menos diez especies putativas, que
coinciden con los 10 clados recuperados por métodos filogenéticos paramétricos (ML,
IB). Se obtuvieron los valores de probabilidad posterior de determinacién (ppd) en
promedio de las 10 corridas independientes, para cada nodo de los clados antes
mencionados (Cuadro 9).

Por convencidon se ha determinado que valores mayores o iguales a 0.95 de ppd sobre
un nodo, indican un soporte estadistico amplio que permite aceptar la hipdtesis de que
todos los taxa bajo ese nodo forman una especie (Huelsenbeck et al., 2002; Holder y
Lewis, 2003; Alfaro y Holder, 2006; O’ Meara, 2012; Zhang et al., 2013). Bajo este
supuesto valor de corte, los valores obtenidos en promedio de ppd permiten aceptar
solo tres especies: el clado F, formado por la poblacion de Amatlan de CafAas
(ppd=0.96), el clado | formado por las poblaciones de Tierra Colorada y Chilpancingo

(ppd=0.95) y el clado J representado por la poblacién de la costa de Oaxaca (ppd=1).

47

——
| —



Cuadro 9. Valores de soporte promedio de probabilidad posterior de determinacién

(ppd) de los diez clados (entidades) recuperados para el complejo P. lanei en

México.
Clado (Entidad) Taxon actual Soporte bPTP (ppd) promedio

(Desv est)
A P. l. isabelae 0.59 (0.07)
B P. I. lupitae 0.65 (0.05)
C P. |. rupinus 0.71 (0.06)
D P. I. rupinus 0.84 (0.06)
E P. I. rupinus 0.71 (0.04)
F P.Il. rupinus 0.96 (0.01)
G P. I. rupinus 0.86 (0.0)
H P. I. lanei 0.77 (0.10)
| P. 1. lanei 0.95 (0.0)
J Phyllodactylus sp. 1(0.0)

Tiempos de divergencia

Se implementd un reloj molecular relajado para calcular los tiempos de divergencia a
través de un arbol mitocondrial y de especies (Figuras 8 y 9), se observa que el
ancestro comun mas reciente del complejo Phyllodactylus lanei se ubica en el
Paledégeno, hace aproximadamente 60 mda. Los valores de soporte (pp) obtenidos
fueron altos en su mayoria. El clado que comprende al complejo P. lanei se origind a
finales del Paleoceno (alrededor de los 55 mda; Figura 9). Ambos analisis muestran que
ocurrio una amplia diversificacion alrededor de 30-50 mda durante el Eoceno; la
divergencia inicié en los linajes del sur de México (Guerrero), siguiendo con los linajes
de la Cuenca del Balsas (Nueva Filadelfia y Lombardia) hasta llegar al clado formado
por la poblacién de Amatlan de Cafias en Nayarit (F) y al clado E formado por la

poblacion de Chamela, Jalisco, clados que fueron los ultimos en diversificar durante

48

——
| —



este periodo. Posteriormente, a partir del Oligoceno (30 mda) se originan los linajes
mas recientes dentro del complejo P. lanei, primero ocurre la divergencia de los linajes
de la poblacién de la costa de Nayarit (C, D) y por ultimo se obtiene el clado mas
reciente, el clado insular, conformado por los linajes A y B (alrededor de 20 mda
durante el Mioceno). Estos resultados concuerdan con la propuesta mas reciente con
respecto a los periodos de mayor diversificacion dentro del género Phyllodactylus (Blair
et al., 2015). Los arboles ultramétricos obtenidos muestran la misma informacion, sin
embargo, el arbol ultramétrico de especies demuestra tiempos de divergencia un poco
mas antiguos, esto es debido principalmente a la influencia de los genes nucleares, los
cuales presentan tiempos de coalescencia anteriores a los tiempos de coalescencia de

los genes mitocondriales (Leaché y McGuire, 2006; Hamilton, 2009).
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Biogeografia histérica

Las distancias obtenidas entre las diferentes corridas del analisis bayesiano fueron
valores menores de 0.01 indicando que los resultados obtenidos son robustos en la
estimacion de las areas ancestrales. El arbol obtenido por el método BMM, asi como los
arboles filogenéticos, indican el origen del clado P. lanei en la costa de los actuales
estados de Guerrero y Oaxaca, en esta region se reconoce el ancestro comun mas
reciente para todo el clado, por consiguiente indica el area de distribucion ancestral
(Figura 10). El resultado del analisis sugiere el origen del complejo P. lanei en las costa
del sur del Pacifico y que ocurrieron subsecuentes procesos de dispersion hacia el
occidente de México y eventos de vicarianza que terminan en el Mioceno con la
ocupacion de las islas del Pacifico Mexicano en Nayarit. El analisis biogeografico
(Figura 10) mostré que ocurrieron tres eventos vicariantes importantes durante la
evolucion del complejo P. lanei, el primero lo ubica cerca de los 45 mda en el Eoceno
que separo las poblaciones de P. |. lanei de tierras bajas costeras de Guerrero de
aquellas que habitan la Cuenca del Balsas. El segundo evento ocurrié cerca de los 34
mda durante el Oligoceno separando la poblacion de P. I. rupinus de Lombardia del
resto de linajes con poblaciones en la region costera del Occidente del Pacifico
Mexicano. Finalmente, el ultimo evento vicariante ocurrid6 alrededor de los 15 mda
durante el Mioceno, relacionado con la formacion de los linajes que habitan las islas

costeras de Nayarit P. |. isabelae y P. I. lupitae (Figuras 10y 11).
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Figura 10. Biogeografia historica del complejo P. lanei basado en el arbol de genes
mitocondriales. Los colores de los circulos indican las areas ancestrales mas probables
de cada taxoén. Los circulos amarillos alrededor de los nodos indican los eventos
vicariantes ocurridos durante la evolucion de los linajes. La escala de tiempo se

encuentra en millones de anos. D. O.=Distribucion de grupo externo.
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Figura 11. Mapa de especies y eventos vicariantes obtenidos para el complejo P.
lanei. Las lineas solidas demuestran los tres eventos vicariantes (1-2-3) ocurridos
durante la evolucién del complejo de acuerdo al analisis BMM obtenido con RASP.
Los évalos agrupan las diferentes poblaciones que representan las 10 especies

putativas que conforman el complejo P. lanei (A-J).
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DISCUSION

Los analisis filogenéticos probabilisticos revelaron la existencia de diversidad genética
criptica alta dentro del complejo de gekos P. lanei y mostraron que el complejo es un
grupo moncofilético conformado por 10 linajes (dos insulares y ocho continentales).
Estos resultados contrastan con la actual hipotesis taxondmica que solo reconoce
cuatro subespecies dentro del complejo P. lanei (Dixon, 1964; Castro-Franco y Uribe-
Pefia, 1992; Uetz, 2014). Ello muestra que el uso exclusivo de caracteres morfoldgicos
no permiten la identificacién de especies cripticas, por lo tanto, el numero de especies
dentro del género Phyllodactylus en México podria estar subestimado (Yang y Rannala,
2014; Blair et al., 2015). Los datos obtenidos a partir de los analisis de secuencias
genéticas realizados en este estudio no apoyan la propuesta taxonémica actualmente
reconocida, pues los grupos parafiléticos obtenidos a partir de la clasificacion
taxonémica actual muestran un sistema de clasificacion artificial que no refleja la
evolucion de linajes dentro del complejo P. lanei.

La distancia genética promedio estimada con los genes mitocondriales observada fue
del 25% entre las poblaciones y subespecies del complejo P. lanei, un porcentaje
considerable con respecto al amplio intervalo de distancias que se presentan en
diversas especies de reptiles, éstas oscilan desde el 2% al 32% (Anexo V). Asi, el 25%
promedio obtenido se considera alto ya que este valor solo se encuentra por debajo de
los registrados por Blair et al. (2015) en la ultima revision taxondmica de especies del
geénero Phyllodactylus en México; estos autores encontraron una distancia Tamura Nei
del 32% en promedio, asociando una alta diversidad criptica en este grupo de geckos.

Los valores intermedios reportados son del 15% y se encuentran en las serpientes del
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genero Agkistrodon, los escincidos australianos Emoia y en los lacertilios endémicos de
las islas Canarias del género Gallotia (Jhons y Avise, 1998).

Particularmente dentro de las poblaciones del complejo P. lanei, las distancias
genéticas mayores se observaron entre las poblaciones del sur de Guerrero (P. I. lanei)
con respecto a aquellas que habitan la regidn costera del occidente de México y las
islas de Nayarit (P. I. rupinus, P. . isabelae, P. I. lupitae) (Cuadro 7). Estos resultados
coinciden con los analisis de divergencia mitocondrial (Dxy), pues indican valores de
14% y 15% promedio de sustituciones por sitio entre los linajes del sur de México con
respecto a los de la costa pacifica occidental, indicando una clara divergencia genética

entre las poblaciones estudiadas.

Analisis filogenéticos y delimitacion de especies

Como se mencion6 anteriormente todos los analisis filogenéticos revelaron la existencia
de una alta diversidad criptica en los gekos del complejo P. lanei. Los conflictos
encontrados entre arboles de genes independientes (mitocondriales y nucleares) a nivel
de especie comunmente pueden ser debidos a la separacidn incompleta de linajes
(incomplete linage sorting o ILS), ya que son los arboles de especies en los que la
topologia y las longitudes de las ramas reflejan la historia evolutiva de los organismos y
definen la separacién de los distintos linajes, poblaciones y especies. Aunque existe
una relacion estrecha entre un arbol filogenético calculado a partir de un gen (gene tree)
mitocondrial o nuclear y el arbol de las especies que portan esos genes, no deben
considerarse como equivalentes, ya que se trata de entidades distintas influenciadas
por procesos evolutivos diferentes (Igea, 2012). En particular, la genealogia de un gen

(mitocondrial, nuclear, cloroplasto) puede ser diferente (topologia, clados y linajes) de
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una filogenia resuelta de especies, pues las genealogias de los genes pueden variar a
lo largo de un genoma. Este fendmeno es reconocido como separacion incompleta de
linajes (ILS) y ocurre cuando el tamafo efectivo de la poblacion sugiere tiempos de
coalescencia los cuales son del orden del intervalo de tiempo entre los eventos de
especiacion o menores (Hobolt et al.,, 2011). Deberia considerarse que a partir del
genoma se obtiene una coleccidn de arboles de genes, cada uno con su historia
evolutiva independiente y cuya forma puede coincidir o no con la del arbol de especies
“real” (Igea, 2012). En este sentido, Blair et al. (2015) en la revision filogenética mas
reciente del género Phyllodactylus obtienen una elevada incongruencia entre los
arboles mitocondriales y nucleares (17 vs 7), mismas que resuelven en su arbol de
especies mediante analisis de coalescencia filogenética. Ellos proponen dos posibles
explicaciones a la discordancia entre arboles de genes, una de ellas es por la
separacion incompleta de linajes (ILS) y la otra es la existencia de introgresion,
sugiriendo la existencia de hibridizacion en algunas poblaciones simpatricas
particularmente con P. tuberculosus, especie de amplia distribucidon. Ambas hipotesis
son posibles fendmenos que puedan explicar la incongruencia en los arboles obtenidos
(10 linajes mitocondriales vs 6 nucleares), aunque el ILS podria explicar mejor estas
diferencias, varios elementos permiten inferir que la separacion incompleta de linajes es
la responsable de la incongruencia entre los arboles de genes nucleares y
mitocondriales. Blair (2012) calculé el numero de migrantes por generacién (4Nm) entre
poblaciones de Phyllodactylus lanei y determind que es de un individuo o menos por
generacion, lo cual indica una baja tasa de migracién (por lo tanto de migrantes
efectivos). También calculé los tamafios efectivos poblacionales, que en su mayoria

fueron determinados como bajos. Esto aunado a que los intervalos geograficos de
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distribucion de estos gekos son pequefios (< 40 km) y la elevada filopatria que
presentan las hembras (Blair et al., 2013; 2014; 2015) permiten suponer que los
procesos de introgresion no son tan recurrentes. Por otra parte, la separacion
incompleta de linajes ocurre cuando las copias de un gen dentro de una misma especie
no encuentran su ancestro comun (no coalescen) hasta un tiempo anterior al evento de
especiacion. De esta forma los polimorfismos existentes en una poblacion ancestral
pueden mantenerse después de sucesivos eventos cladogenéticos. La ultima causa de
la separacion incompleta de linajes es la accion deriva genética y cuya intensidad esta
determinada por el tamafo efectivo de la poblacion. De esta manera, cuanto menor sea
el tamano efectivo de la poblacidon, mas importante es el efecto de la deriva genética y
menos posibilidad existe de que se den fendbmenos de coalescencia profundas (Igea,
2012).

El arbol de especies filogenético define 10 clados monofiléticos con valores de soporte
altos, el cual fue utilizado como hipétesis para determinar el numero de especies que
componen al complejo P. lanei, mediante el modelo PTP (Poisson Tree Processes) el
cual permitié definir el nUmero putativo de especies que conforman al complejo. Este
modelo fue seleccionado debido a que para delimitar especies de novo el PTP presenta
una mayor precision en la determinacion de especies en comparacion al GMYC
(General Mixed Yule Coalescent) cuando las distancias evolutivas entre las especies
son pequefias (Zhang et al.,, 2013; Leavitt et al., 2015). Desde una perspectiva
conservadora y con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se propone la
existencia de 10 especies putativas que conforman el complejo P. lanei, de las cuales
cuatro corresponden a cambios taxonémicos y seis son nuevas que requieren de una

descripcién formal (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Propuesta de cambios taxonémicos dentro del complejo P. lanei.

Clado (Entidad) Taxon actual Propuesta taxondémica Referencia
A P. I. isabelae Phyllodactylus isabelae Este trabajo
B P. I. lupitae Phyllodactylus lupitae Este trabajo
C P. I. rupinus Nueva especie Este trabajo
D P. I. rupinus Nueva especie Este trabajo
E P. I. rupinus Nueva especie Castiglia et al. (2010)
F P. I. rupinus Nueva especie Este trabajo
G P. I. rupinus Phyllodactylus rupinus Este trabajo
H P. I. lanei Nueva especie Blair et al. (2015)
I P. I. lanei Phyllodactylus lanei Castiglia et al. (2010)
J Phyllodactylus sp. Nueva especie Este trabajo

Siete clados o entidades recuperadas de las 10 especies putativas, presentaron valores
de probabilidad posterior de delimitacion menores a 0.95, mientras que los clados F, I,
J, presentaron valores mayores a 0.95 de ppd, de acuerdo al analisis bPTP (Cuadro 9).
Por su parte Lang et al. (2015) también implementaron el analisis bPTP en el sitio web y
obtuvieron valores bajos de ppd (<0.5) en la mayoria de los nodos que soportan las
especies putativas propuestas. Estos resultados pueden ser debidos a un efecto de
muestreo del analisis bPTP implementado en el servidor web, ya que se encuentra
limitado el numero de generaciones de cadenas de Markov (500 mil generaciones
maximo de MCMC). Aunque las graficas Tracer demostraron un comportamiento tipico
de convergencia de cadenas (Anexo 4) de acuerdo con Zhang et al. (2013), el numero
de generaciones maximo permitido es muy bajo. Se requiere de un gran numero de
generaciones que permitan a las cadenas llegar a una estacionalidad, después de
recorrer un gran conjunto de probabilidades del espacio de parametros, para después

permanecer en ese periodo estacional durante el tiempo suficiente que permita tomar
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una gran cantidad de muestras (Lemey et al., 2009; Ronquist et al., 2012). La principal
razon para generar una cadena con un gran numero de ciclos (generaciones), es que la
probabilidad posterior que mas se ajusta a los datos (valores de pp altos) se encuentra
concentrada en una pequeia parte dentro de un gran espacio de parametros, es decir,
mientras mas generaciones implementadas, mayor sera la probabilidad de obtener el
mejor modelo que se ajuste a los datos desde una perspectiva bayesiana (Huelsenbeck
et al., 2002; Holder y Lewis, 2003; Lemey et al., 2009; Ronquist et al., 2012).

Las propuestas de revision y cambios taxonémicos dentro de P. lanei no son nuevas,
por ejemplo, los analisis genéticos y citogenéticos de Castiglia et al. (2009; 2010)
indican que existe una clara diferencia cromosomica y genética (DNAmt) entre P. I.
rupinus (una poblacion que habita en Chamela, Jalisco) con respecto a P. |. lanei (la
poblacién que habita la localidad tipo, en Tierra Colorada, Guerrero) y sugieren
modificar el estatus de subespecie para estas poblaciones, ademas de enfatizar la
necesidad de analizar la poblacion tipo de P. |. rupinus (Lombardia, Michoacan) ya que
esta no fue incorporada en sus analisis. Por otra parte, en el estudio mas reciente sobre
sistematica molecular en especies de Phyllodactylus, Blair et al. (2015) reconocieron la
existencia de cinco especies dentro del complejo P. lanei, sin embargo, ellos no
integraron a sus analisis a las subespecies insulares por lo que el clado esta incompleto
(sensu stricto Castro-Franco y Uribe-Pefia, 1992; Castiglia et al., 2010; Uetz, 2014). El
método que emplearon para determinar las especies fue el GMYC, este método es
sensible a diferentes factores como los priors 8 y 1o, asi como a las tasas de migracién y
al arbol ultramétrico de entrada (Leaché y Fujita, 2010; Yang y Rannala; 2010; Zhang et
al., 2011; 2013; Blair et al., 2015). A pesar de lo anterior, existen coincidencias entre las

propuestas de especies de Blair et al. (2015) y la de este trabajo, particularmente para
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las poblaciones de Guerrero. Ellos consideran que la poblacion de Tierra Colorada es
una especie diferenciada de la poblacion costera de Acapulco y de otra que se
encuentra en las Grutas de Cacahuamilpa, en la Cuenca del Balsas. Esta propuesta
coincide con los hallazgos del presente estudio, pues el clado | formado por
poblaciones de la costa de Guerrero (Tierra Colorada y Chilpancingo) forma una
especie diferenciada del clado J formado por una poblacién de la costa de Oaxaca y por
el clado H constituido por la poblacion que habita en la Cuenca del Balsas (Nueva
Filadelfia) en Guerrero. Por otra parte Blair et al. (2015) encontraron una diversidad
criptica alta en la region de la Costa Pacifica Mexicana occidental, pues a diferencia de
los cuatro taxa propuestos (Dixon, 1964), ellos determinan en su aproximacion mas
conservadora que existen 12 especies cripticas tan solo en esa region. Estos hallazgos
fueron los que les permitieron sugerir que “cada poblacion de gekos (Phyllodactylus) a
través del Occidente de México podria constituir una especie distinta”. En este sentido,
la propuesta de este trabajo considera la existencia de tres especies en la region
continental del Occidente de México, los linajes recuperados como terminales de las
poblaciones de Nayarit (C-D), el clado E que representa la poblacion de Chamela,
Jalisco y el clado F formado por la poblacion de Amatlan de Canas, en la frontera de
Nayarit y Jalisco. Cabe sefalar que es necesario incorporar mas individuos a los
analisis filogenéticos y de delimitacién de especies, principalmente de la regién costera
de Nayarit (linajes C y D) y en la regién costera de Oaxaca (clado I), pues en este
trabajo solo se incorporaron dos individuos que representan las poblaciones
mencionadas. Incorporar mas datos permitira resultados mas precisos, sobre todo en la
determinacion de linajes existentes en la costa de Nayarit, pues podria existir mas de

una especie en simpatria con otras en esa region.
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Diversificaciéon y biogeografia historica

El arbol ultramétrico de especies (Figura 9) indica el origen del clado P. lanei a finales
del Paleoceno, alrededor de los 55 mda y ubica al ancestro comun mas reciente de
Homonota y Phyllodactylus hace aproximadamente 65 mda, este resultado confirma la
propuesta elaborada por Gamble et al. (2011) acerca del origen y biogeografia historica
de estos linajes en América. Los linajes mas ancestrales se ubican en la base de los
arboles y estan compuestos por las poblaciones de las costas del sur de México. El
arbol demuestra que la mayor diversificacién del complejo P. lanei ocurrié durante el
Eoceno (30-50 mda), este hallazgo concuerda ampliamente con lo reportado por Blair et
al. (2015) y confirma dos aspectos fundamentales, el primero es que los cambios
climaticos, geologicos y ecoldgicos ocurridos durante esta época propiciaron la
especiacion de geckos del genero Phyllodactylus en México y el segundo se refiere a
que los cambios climaticos ocurridos durante el Pleistoceno no influyeron en la
diversificacién ni en los procesos de especiacion en este grupo de lacertilios (P. lanei)
ya que la ultima especiacion en este grupo ocurrié durante el Mioceno (23-5mda). En
este sentido Blair et al. (2015) también enfatizaron la escasa influencia de cambios del
Pleistoceno en la diversificacion de linajes del grupo Phyllodactylus tuberculosus y que
la mayor parte de divergencia entre especies se origind antes del Cuaternario,
resultados que apoyan la presente contribucién.

El analisis biogeografico demuestra que los linajes ancestrales se encontraron en la
costa del sur de México (Guerrero-Oaxaca) y que posteriormente ocurrieron eventos de
dispersion hacia el nor-occidente de México (Cuenca del Balsas y Costa Pacifica
Mexicana Occidental) y sugiere que ocurrieron tres eventos de vicarianza importantes

dentro de la diversificacién del complejo P. lanei. En este sentido, se sabe que el origen

62

——
| —



y evoluciéon de la herpetofauna mexicana ha sido influenciada por diversos procesos
histéricos de dispersion y vicarianza (Flores-Villela y Martinez-Salazar, 2009). El primer
evento vicariante ocurrié cerca de los 50 mda durante el Eoceno y fue ubicado en el
estado de Guerrero, este evento se relaciona intimamente con la formacion de la Sierra
Madre del Sur (SMS) ya que se sabe gracias al estudio de las rocas volcanicas y
pluténicas terciarias que la SMS constituye una amplia provincia magmatica cuya
actividad precedi6 en tiempo a la Faja Volcanica Transmexicana (FVT) y abarco desde
el Paleoceno (55 mda) hasta el Mioceno (Moran-Zenteno, 1985; Moran-Zenteno et al.,
2000). Tres elementos soportan esta hipétesis: la presencia de rocas volcanicas e
intrusivas del Eoceno-Oligoceno en la region de Tierra Colorada y Chilpancingo, la
presencia de secuencias sedimentarias del Paleogeno y desplazamientos relativos
durante el Eoceno tardio en la region de Chilpancingo, Guerrero (Moran-Zenteno et al.,
2005). Este evento vicariante separ6 a los linajes que conforman los clados H e | y
propicio la diferenciaciéon de las poblaciones de Nueva Filadelfia y Tierra Colorada-
Chilpancingo, de esta manera, la Sierra Madre del Sur constituye la principal barrera
geografica que divide estos linajes.

El segundo evento ocurrié cerca de los 34 mda durante el Oligoceno y podria vincularse
con la formacién de la Faja Volcanica Transmexicana (FVT) ya que las primeras
manifestaciones volcanicas en la region central de este sistema montafioso se ubican
en el Oligoceno Superior hace 38 mda, con subsecuentes fases de vulcanismo
ocurridas todas ellas a partir del Oligoceno de las cuales la mas importante sucedio a
finales del Mioceno (Moran-Zenteno, 1985). Este evento separd las poblaciones de la
Cuenca del Balsas (clados G y H) de aquellas de las regiones bajas de Guerrero (clado

I) y Oaxaca (clado J) y de las costas del Pacifico Mexicano (linajes C, D y clados F y E).
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Estos resultados indican que probablemente durante la formacién de la Sierra Madre
del Sur (SMS) y la Faja Volcanica Transmexicana (FVT) ocurrieron eventos de
especiacion alopatrica, ya que la formacién de estas cadenas montafiosas implicaron
una barrera geografica que aislé a las poblaciones del sur de Guerrero, Cuenca del
Balsas y Costa Pacifica Occidental, esto promovié la divergencia de estas poblaciones
y origind un evento de especiacion mediante “hard alloptary”, es decir, la presencia de
barreras fisicas infranqueables que limitan la movilidad e intercambio genético entre las
poblaciones, lo cual lleva por consiguiente a la divergencia y a procesos de especiacion
alopatrica (Pyron y Burbrink, 2010).

El ultimo evento vicariante ocurrié cerca de los 15 mda en el Mioceno y concuerda
estrechamente con la formacion del unico clado insular obtenido en la filogenia (P. I.
isabelae + P. |. lupitae). Las islas Marietas son de origen reciente, los escasos estudios
elaborados en Bahia de Banderas y particularmente sobre las islas Marietas indican
que estas se originaron durante un periodo de actividad volcanica ubicada en el
Mioceno (23-5 mda) aunque no se precisa una fecha aproximada (Jensky, 1974;
Ramirez y Cupul, 1999; Alvarez et al., 2010). Estas islas junto con la isla El Coral,
donde habita P. I. lupitae y de la cual se desconoce su origen, probablemente pudieron
ser colonizadas debido al cese de actividad volcanica durante el Mioceno (o
posteriormente) y probablemente debido a cambios ocurridos en el nivel del mar, estas
caracteristicas probablemente permitieron la colonizaciéon de las islas del estado de
Nayarit. En el estudio de Casas-Andreu (1992) sobre la herpetofauna de las islas
adyacentes a la costa de Nayarit (Marias, Marietas) se sefala que las islas debieron
formarse antes del Plioceno y se mencionan dos posibles formas de arribo y

colonizacion de las islas: una de ellas implica el establecimiento de poblaciones en un
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territorio que posteriormente formara una isla (desprendimiento continental), esta
hipbtesis podria explicar el origen de la isla El Coral, pues no se tienen datos acerca del
origen de la isla ni de la evolucién de su biota. La otra forma de arribo se refiere a la
dispersion activa de las especies, mediante dos mecanismos: la formacién de puentes
terrestres ocurridos gracias a los cambios en el nivel del mar (100-200 m) durante el
Pleistoceno y mediante la dispersion por balsas naturales a través de la superficie
marina (Casas-Andreu, 1992). Cualquiera de las formas de arribo y establecimiento de
P. I. lupitae en la isla El Coral es igualmente probable, pues no hay datos sobre el
origen de la isla como ya se mencion6 anteriormente. Por otra parte en el caso de P. .
isabelae si se conoce el origen volcanico de las islas Marietas por lo que en este caso
solo existe la posibilidad de colonizacidon mediante puentes terrestres y dispersion
activa mediante balsas naturales. Ambos métodos de colonizacién se han propuesto
para explicar la existencia de poblaciones insulares en lacertilios, asi como procesos de
especiacion y de extincion a través de grandes areas geograficas. Un ejemplo es la
colonizacion transatlantica de los ancestros de la familia Phyllodactylidae en América,
de acuerdo con Gamble et al. (2011) esta colonizacién involucré multiples eventos de
dispersion transatlantica mediante dos vias, una por dispersion activa a través del
Atlantico por medio de balsas naturales (o a nado libre), o bien, mediante dispersién a
través de puentes terrestres intermitentes que conectaron a Europa y Norte América los
cuales se desarrollaron durante el Cretacico tardio hasta finales del Eoceno. Otro
ejemplo de colonizaciéon y especiacion a través de largas distancias geograficas se
observa en la colonizacion y radiacidon en geckos del genero Tarentola ya que de
acuerdo con Carranza et al. (2000), ocurrieron cuatro invasiones principales en

archipiélagos en el Norte de Africa y América de las cuales destaca la invasion de
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Neotarentola a Cuba mediante un viaje de mas de 6000 km por la via de la corriente
Nor-Ecuatorial por medio de balsas naturales. Carranza et al. (2000) afirman también
que estas especies de geckos presentan diversas caracteristicas que les permiten la
dispersion activa a través de grandes areas geograficas, como son: escasos
requerimientos alimenticios, soportan largos periodos sin beber agua, ademas de que
presentan la capacidad de trepar y sujetarse a distintas superficies gracias a que
poseen almohadillas adheribles en las patas (adhesive toepads). Esta ultima
caracteristica ha permitido a los geckos explotar diversos habitats y por consiguiente

dividir y ocupar diversos espacios de su nicho ecoldgico (Gamble et al., 2012).

Implicaciones taxonémicas

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mediante analisis filogenéticos
probabilisticos en conjunto con el método PTP de delimitacion de especies son
congruentes con la mas reciente revision sistematica de especies del genero
Phyllodactylus en México, pues sustentan la existencia de especies cripticas dentro de
este grupo de geckos. De forma similar al trabajo de Blair et al. (2015), también se
considera que la taxonomia y sistematica de los geckos en México requieren de una
revision considerable y que los analisis de DNA combinados con métodos de
delimitacién de especies, ya sea por medio de andlisis filogenéticos probabilisticos o
bien por métodos de coalescencia, son herramientas fundamentales que pueden ser
incorporados dentro de un marco de taxonomia integrativa, ya que ambos estudios han
demostrado que la diversidad de los geckos en México podria estar subestimada (Fujita
y Leaché, 2011; Fuijita et al., 2012; Blair et al., 2015). La taxonomia integrativa es una

aproximacion en investigacion taxonémica cuyo obijetivo es incorporar diversos tipos de
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datos y metodologias empleadas en el campo de la sistematica para documentar la
biodiversidad y los procesos evolutivos que han promovido la divergencia de distintos
taxa (Fujita et al.,, 2012). La taxonomia integrativa no reemplaza a la taxonomia
tradicional, sino que la fortalece, pues al tener métodos de delimitacién de especies
mas rigurosos ha permitido una mayor calidad de inventarios de la biodiversidad al
incrementar y disminuir el numero de especies. El incremento se debe principalmente al
descubrimiento de especies cripticas en varios ecosistemas y por el contrario, la
disminuciéon de especies se debe a la conespecificidad de especies nominales, a
menudo estos descubrimientos han terminado largas disputas taxonémicas (Padial et
al., 2010; Schlick-Steiner et al., 2010).

Blair et al. (2015) proponen el estudio detallado de caracteres anatémicos internos que
auxilien en la descripcion de nuevas entidades taxondmicas, sin embargo, también es
importante realizar analisis morfométricos que puedan auxiliar en la sistematica y
taxonomia de este grupo de lacertilios. Los métodos morfométricos ofrecen una
herramienta para obtener mayor evidencia que permite apoyar o rechazar hipotesis
filogenéticas o bien, permiten complementar evidencia generada a través de estudios
moleculares (Lue y Lin, 2008; Kaliontzopoulou, 2011). Un ejemplo de la incorporacién
de morfometria dentro de un marco de taxonomia integrativa, es el trabajo de Leaché et
al. (2009), quienes infirieron el proceso histérico de formacion de linajes en el complejo
de lagartijas Phrynosoma coronatum en México, mediante la evaluacion de una amplia
diversidad de criterios que inluyeron analisis filogenéticos mitocondriales y nucleares,
anadlisis de nichos ecolégicos y morfometria de craneos. Mediante el analisis
morfométrico de la osteologia craneal de las poblaciones de lacertilios del género

Phrynosoma, particularmente las formas de los cuernos, permitié la separacion de
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linajes y sustentd la hipdtesis de la existencia de dos grupos filogeograficos bien
establecidos en Baja California. Por otra parte, Lue y Lin (2008) mediante al analisis de
40 caracteres morfolégicos permitieron diferenciar dos especies cripticas consideradas
anteriormente conespecificas de una lagartija de Taiwan, Takydromus formosanus. Sus
resultados permitieron la identificacion y posterior descripcion de dos nuevas especies,
lo cual permitié incrementar asi el conocimiento de la biodiversidad de la herpetofauna
endémica de Taiwan. Esta herramienta ha sido poco utilizada en este grupo de geckos,
ya que solo existe el estudio univariado realizado por Castro-Franco y Uribe-Peha
(1992), quienes registraron la medida de 11 estructuras morfolégicas como longitud
hocico-cloaca, longitud de la cola, longitud de la cabeza, longitud de la pata derecha,
diametro del oido entre otras y como resultado de este estudio proponen la descripcidon
de las subespecies P. |. isabelae y P. I. lupitae.

Aunque en este trabajo solo se estudidé un pequefio grupo de geckos endémicos de
México, los resultados confirman la gran diversidad que presentan (Blair et al., 2015), y
muestran la consecuente responsabilidad de identificar y describir la diversidad
bioldégica dentro de un marco de taxonomia integrativa, reconociendo formalmente los
nuevos taxa descubiertos. Lo anterior parece particularmente importante ante la crisis
de biodiversidad actual (Leaché y Fujita, 2010; Padial et al., 2010; Fujita y Leaché,
2011; Fujita et al., 2012; Thaseen, 2014). Los avances en inventarios de biodiversidad
son de gran relevancia particularmente en paises considerados como “megadiversos”,
en este sentido, México alberga el 8.7% de especies de reptiles de todo el mundo y se
considera que este tipo de fauna es una de las mas diversas y con un alto grado de
endemismo, particularmente la familia Phyllodactylidae presenta actualmente el 81.25%

de especies endémicas del genero Phyllodactylus en México (Flores-Villela y Garcia-
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Vazquez, 2014). Los resultados aqui presentados junto con la revisidn filogenética mas
reciente del género Phyllodactylus en México, sugieren la necesidad de revisar la
taxonomia y sistematica de este grupo de reptiles incorporando nuevos analisis acerca
de la evolucion de estos geckos (Blair et al., 2015). Los analisis de datos dentro de un
marco de taxonomia integrativa permitiran actualizar el inventario de especies, de este
modo, el conocimiento generado a partir de los analisis de datos, enfatizara la
necesidad de conservacion de la biodiversidad, pues es un hecho que nuestro
desconocimiento actual sobre la diversidad biolégica en sus tres niveles (genes,
especies y ecosistemas), puede ser perjudicial para la supervivencia humana (Thaseen,

2014).
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*0

CONCLUSIONES

El complejo P. lanei es un grupo monofilético conformado por 10 linajes de los
cuales dos linajes hermanos conforman un clado insular y ocho se encuentran en
la region continental.

Desde una perspectiva conservadora el complejo P. lanei esta conformado por
10 especies putativas.

La especie hermana del clado P. lanei es Phyllodactylus bordai.

El origen del clado que comprende al complejo P. lanei ocurrié alrededor de los
55 mda a finales del Paleoceno y la diversificacion mas importante de este grupo
fue durante el Eoceno alrededor de los 35-55 mda y solo el clado conformado
por los linajes insulares demuestra una divergencia mas temprana la cual ocurrid
cerca de los 20 mda durante el Mioceno.

Tres eventos vicariantes fueron identificados como parte de la evolucion de los
linajes del clado P. lanei, dos de ellos concuerdan ampliamente con el origen y
evolucion de cadenas montafosas en México, la Sierra Madre del Sur y la Faja

Volcanica Transmexicana.
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ANEXO I. Lista de tejidos y numeros voucher para los especimenes de referencia depositados en la coleccion herpetologica del
Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la Facultad de Ciencias, UNAM (MZFC).

i LTITUD CATALOGO
ESPECIE CODIGO LOCALIDAD LATITUD LONGITUD C (cm)
(msnm) MZFC
P. lanei isabelae IL1 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 5.75
P. lanei isabelae IL2 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 3.96
P. lanei isabelae IL3 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 4.9
P. lanei isabelae IL4 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 4
P. lanei isabelae IL5 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 3.69
P. lanei isabelae IL6 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 4.4
P. lanei isabelae IL7 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 4.53
P. lanei isabelae IL8 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 5.15
P. lanei isabelae IL9 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 7 3.76
P. lanei isabelae IL10 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 7 4.7
P. lanei isabelae ILC1 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 3.73
P. lanei isabelae ILC2 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 5.05
P. lanei isabelae ILC3 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 7 -
P. lanei isabelae IL11 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 7 4.27 28712
P. lanei isabelae IL12 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 4.73 28711
P. lanei isabelae IL13 Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 3.54 28713
P. lanei isabelae - Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 5.31 28709
P. lanei isabelae - Isla Larga, Islas Marietas, Bahia de Banderas, Nayarit 20.70 -105.58 17 4.9 28710
P. lanei lupitae COR3 Isla El Coral (Isla La Pefna), Rincén de Guayabitos, 21,05 105.27 46 ]
Nayarit
P. lanei lupitae COR4 Isla El Coral (Isla La Pefia), Rincon de Guayabitos, 21.05 -105.27 46 6.45 28717
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P. lanei lupitae

P. lanei lupitae

P. lanei lupitae

P. lanei lupitae

P. lanei lupitae

. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei
. lanei lanei

. lanei lanei

U U U U U U U U U U U U U U U T

. lanei lanei

CORG6

COR7

CORS8

CORS9

COR10

TC1
TC2
TC3
TC4
TC7
TCO
TC10
TC11
TC12
NF1
NF2
NF3
NF4
NF5
NF6
NF7

Nayarit
Isla El Coral (Isla La Pefna), Rincon de Guayabitos,
Nayarit
Isla El Coral (Isla La Pefna), Rincén de Guayabitos,
Nayarit
Isla El Coral (Isla La Pefna), Rincon de Guayabitos,
Nayarit
Isla El Coral (Isla La Pefa), Rincon de Guayabitos,
Nayarit
Isla El Coral (Isla La Pefia), Rincon de Guayabitos,
Nayarit
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Nueva Filadelfia, Tlapehuala, Guerrero
Nueva Filadelfia, Tlapehuala, Guerrero
Nueva Filadelfia, Tlapehuala, Guerrero
Nueva Filadelfia, Tlapehuala, Guerrero
Nueva Filadelfia, Tlapehuala, Guerrero
Nueva Filadelfia, Tlapehuala, Guerrero

Nueva Filadelfia, Tlapehuala, Guerrero
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21.05

21.05

21.05

21.05

21.05

17.16
17.16
17.16
17.16
17.16
17.16
17.16
17.16
17.16
18.29
18.29
18.29
18.29
18.29
18.29
18.29

-105.27

-105.27

-105.27

-105.27

-105.27

-99.53
-99.53
-99.53
-99.53
-99.53
-99.53
-99.53
-99.53
-99.53
-100.49
-100.49
-100.49
-100.49
-100.49
-100.49
-100.49
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46

46

46

46

46

237
237
237
237
237
237
237
237
237
531
531
531
531
531
531
531

6.46

6.11

5.16

7.23

7.25

2.14
3.03
5.24
2.46

2.66
3.07
5.27
3.5
5.39
5.6
5.3
6.24
5.96
5.1
5.53

28718

28714

28719

28716

28715

28725
28729
28730
28727

28726
28728
28732
28731

28738

28736
28735
28739
28737



U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U U T

P. lanei lanei

P. lanei lanei

P. lanei lanei

. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus
. lanei rupinus

. lanei rupinus

TC13
TC14
TC15
LMA1
LM2
LM3
LM4
LM5
LM6
LM7
LM8
LM9
LM10
CH1
CH2
CH3
CH4
CH5
CHe6
CH7
CH8
CH9
CH10
CH11
CH12
CH13
CH14

Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Tierra Colorada, Juan R. Escudero, Guerrero
Lombardia, Michoacan
Lombardia, Michoacan
Lombardia, Michoacan
Lombardia, Michoacan
Lombardia, Michoacan
Lombardia, Michoacan
Lombardia, Michoacan
Lombardia, Michoacan
Lombardia, Michoacan
Lombardia, Michoacan
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
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17.12
17.15
17.12
19.18
19.18
19.18
19.18
19.18
19.18
19.18
19.18
19.18
19.18
19.50
19.50
19.50
19.50
19.50
19.50
19.50
19.50
19.50
19.50
19.50
19.50
19.50
19.50

-99.52

-99.53

-99.562
-102.04
-102.04
-102.04
-102.04
-102.04
-102.04
-102.04
-102.04
-102.04
-102.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
-105.04
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230
310
230
635
635
635
635
635
635
635
635
635
635
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90
90

7.1
7.05
4.69
6.1
7.09
6.1
6.44
6.3
4.3
5.9
4.39
6.94
5.66

6.32
7.14
5.88
3.76
6.23
5.56
6.78
7.04
5.24
6.46
6.4

6.85

28767
28768
28769
28770
28771

28773
28774



P. lanei rupinus
P. lanei rupinus
P. lanei rupinus
P. lanei rupinus

P. lanei rupinus

CH15

CH16

CH17
AC1
AC2

Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco

Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco

Estacion de Biologia Chamela UNAM, La Huerta, Jalisco
Amatlan de Canas, Nayarit

Amatlan de Canas, Nayarit

19.50
19.50
19.50
20.81
20.81

-105.04
-105.04
-105.04
-104.40
-104.40

90 7.32

90 5.23
90 6.58
700
700
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ANEXO II. Protocolo de extracciéon Dneasy Blood & Tissue Kit, QIAGEN (Enero, 2011).
1. Cortar el tejido en pequefias piezas (0.4-0.6 cm) y colocarlo dentro de un tubo de 1.5
ml. Adicionar 180 ul de Buffer ATL. Agregar 20 pl de proteinasa K, mezclar por vortex e
incubar a 56 °C hasta la completa lisis del tejido.

2. Adicionar 200 pl de Buffer AL. Mezclar vigorosamente por vortex. Adicionar 200 ul de
etanol 100%. Mezclar vigorosamente por vortex.

3. Pipetear la mezcla del paso 3 (incluyendo cualquier precipitado) dentro de una
columna sobre un tubo de 2 ml. Centrifugar a 8000 rpm por 2 minutos.

4. Ubica la columna en un nuevo tubo colector de 2 ml. Agregar 500 ul de Buffer AW1 y
centrifuga a 8000 rpm por 2 minutos.

5. Ubica la columna en un nuevo tubo colector de 2 ml. Agregar 500 ul de Buffer AW2 y
centrifuga a 14000 rpm por 3 minutos.

6. Ubica la columna en un tubo limpio de 1.5 ml y pipetear 80 ul de Buffer AE
directamente a la membrana. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto y después

centrifugar por 2 min a 8000 rpm para la elucion.
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Anexo lll. Valores de soporte (ppd) de los 10 clados recuperados (A-J) en el arbol de especies para cada corrida

independiente y el promedio de las 10 corridas (500 mil generaciones de MCMC) obtenidos del analisis bPTP.

ANALISIS

A

(isabelae)

B
(lupitae)

[
(rupinus
Nay)

D

(rupinus

Nay)

E
(rupinus
Ch)

F
(rupinus
AC)

G
(rupinus
Lm)

(lanei
NF)

(lanei
TC)

J
(Phyllodactylu:
sp)

1 0.63 0.71 0.89 0.76 0.75 0.97 0.86 0.71 0.95 1.00
2 0.63 0.72 0.90 0.78 0.76 0.97 0.86 0.68 0.94 1.00
3 0.57 0.65 0.84 0.71 0.72 0.96 0.86 0.90 0.95 1.00
4 0.56 0.64 0.84 0.69 0.73 0.96 0.86 0.87 0.95 1.00
5 0.59 0.69 0.84 0.73 0.70 0.95 0.85 0.62 0.95 1.00
6 0.47 0.54 0.71 0.58 0.62 0.93 0.86 0.85 0.95 1.00
7 0.54 0.62 0.80 0.67 0.69 0.95 0.85 0.84 0.95 1.00
8 0.57 0.64 0.82 0.69 0.71 0.96 0.85 0.85 0.95 1.00
° 0.61 0.70 0.86 0.74 0.73 0.96 0.87 0.69 0.94 1.00
10 0.72 0.62 0.89 0.77 0.75 0.97 0.86 0.71 0.94 1.00
Promedio 0.59 0.65 0.84 0.71 0.71 0.96 0.86 0.77 0.95 1.00
Desviacion 0.07 0.05 0.06 0.06 0.04 0.01 0.00 0.10 0.00 0.00
estandar
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Anexo |V. Graficas de archivos TRACER del
especies (bPTP).
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Anexo V. Distancias genéticas promedio de citocromo b reportadas en especies de

reptiles.
Géneros No. de especies Distancia genética Referencia
comparadas promedio (%)

Brachylopus 2 2 Jhons y Avise, 1998
Lepidochelys 2 2 Jhons y Avise, 1998
Calliophis 2 3 Jhons y Avise, 1998
Sauromalus 5 5 Jhons y Avise, 1998
Nerodia 3 6 Jhons y Avise, 1998
Thamnophis 18 8 Jhons y Avise, 1998
Heloderma 2 9.8 Reiserer et al., 2013
Crotalus 2 10 Jhons y Avise, 1998
Zamenis 2 14 Jandzik et al., 2013
Ctenosaura 2 14 Jhons y Avise, 1998
Trimeresurus 4 14 Jhons y Avise, 1998
Agkistrodon 2 15 Jhons y Avise, 1998
Emoia 7 15 Jhons y Avise, 1998
Gallotia 4 15 Jhons y Avise, 1998
Lacerta 17 16 Jhons y Avise, 1998
Lerista 3 20 Jhons y Avise, 1998
Xantusia 4 20 Jhons y Avise, 1998
Laticauda 3 22 Jhons y Avise, 1998

Phyllodactylus 16 32 Blair et al., 2015
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Resumen

Durante visitas recientes a la isla EI Coral, Nayarit, México, se recolectaron 3 especies no registradas previamente para la herpetofauna de
esta isla: Rhinella marina, Anolis nebulosus y Hemidactylus frenatus. De estos nuevos registros destaca el de R. marina para una isla del Pacifico
mexicano. Se presentan las localidades continentales mas préximas a los nuevos registros y se discute brevemente la probable confusion taxonémica

en la determinacion de Anolis nebulosus.
Derechos Reservados © 2015 Universidad Nacional Auténoma de México, Instituto de Biologia. Este es un articulo de acceso abierto distribuido

bajo los términos de la Licencia Creative Commons CC BY-NC-ND 4.0.
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Abstract

During recent visits to Coral Island, Nayarit, Mexico, 3 species not previously reported as part of the herpetofauna of this island were collected:
Rhinella marina, Anolis nebulosus and Hemidactylus frenatus. From these new records the first report of R. marina for an island in the Mexican
Pacific is remarkable. The nearest localities to new records are presented and the likely taxonomic confusion in determining Anolis nebulosus is
briefly discussed.

All Rights Reserved © 2015 Universidad Nacional Auténoma de México, Instituto de Biologia. This is an open access item distributed under the
Creative Commons CC License BY-NC-ND 4.0.
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La isla El Coral, también conocida como isla La Pefia, se
ubica en la porcion sur del estado de Nayarit, México, en las
coordenadas 21°02°52”N, 105°16°21”0 (fig. 1). La isla pre-
senta una superficie de 12 ha, gran parte de ellas cubiertas de
vegetacion densa con elementos de selva mediana subperenifo-
liay arbustos espinosos (fig. 2 Ay B) (Castro-Franco y Gavifio,
1990; Gavifio, 1986). A pesar de su cercania, a la zona costera
han sido pocos los estudios faunisticos realizados en esta isla
(Castro-Franco y Gavifio, 1990). Particularmente, los trabajos

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: trrecologia@gmail.com (T. Ramirez-Reyes).
La revision por pares es responsabilidad de la Universidad Nacional Aut6-
noma de México.

http://dx.doi.org/10.1016/j.rmb.2015.04.017

herpetofaunisticos se han concentrado en la regién continental
del estado de Nayarit (Lewis y Johnson, 1955; Zweifel, 1959),
isla Isabel y las islas Marias (Casas-Andreu, 1992; Stejneger,
1899; Zweifel, 1960). Los Gnicos trabajos faunisticos realizados
en laislaEl Coral son los elaborados para aves por Gavifio (1986)
y para reptiles por Castro-Franco y Gavifio (1990); estos tltimos
autores mencionan que la composicion herpetofaunistica de esta
isla incluye 7 especies de reptiles: Phyllodactylus lanei lupi-
tae, Ctenosaura pectinata, Anolis microlepidotus, Urosaurus
bicarinatus tuberculatus, Cnemidophorus lineattissimus duo-
decemlineatus (Aspidoscelis lineattissima duodecemlineata),
Eridiphas slevini (Hypsiglena slevini) Y Masticophis striolatus
striolatus (Coluber mentovarius striolatus).

1870-3453/Derechos Reservados © 2015 Universidad Nacional Auténoma de México, Instituto de Biologia. Este es un articulo de acceso abierto distribuido bajo

los términos de la Licencia Creative Commons CC BY-NC-ND 4.0.
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Figura 1. Ubicacion geogréafica de la isla El Coral en el estado de Nayarit.

Durante labusqueda del gecko endémico de laisla—P. I. lupi-
tae (Castro-Franco y Uribe-Pefa, 1992)—, y como parte de un
estudio de sistematica molecular, en diciembre del 2013, enero
y febrero del 2014 (6 dias de blsqueda) se recolectaron 3 espe-
cies no registradas previamente en la isla. Todos los ejemplares
fueron recolectados por los 2 primeros autores de la presente
nota y fueron depositados en el Museo de Zoologia «Alfonso L.
Herrera» de la Universidad Nacional Auténoma de México. Para
contar con un marco de referencia y generar hip6tesis acerca de
las posibles formas de arribo de estas especies a la isla El Coral,
se realiz una consulta de registros de presencia a través de
bases de datos de 3 colecciones cientificas: Museo de Zoolo-
gia de la Facultad de Ciencias (MZFC), Coleccion Nacional de
Anfibios y Reptiles (CNAR) y la Global Biodiversity Informa-
tion Facility, donde se encuentran depositados los especimenes

de acuerdo con Sabaj-Pérez (2010). A continuacion, se presenta
una relacién comentada de los nuevos registros.

Rhinella marina (Sapo comun, sapo gigante)

Un ejemplar macho adulto (MZFC-28705) del municipio de
Compostela: isla El Coral, 2.35 km NO Rinc6n de Guayabitos,
5msnm (21.047° N, -105.273° O), 6 de diciembre del 2013. El
ejemplar se recolect6 aproximadamente a la 1:00 am, mientras se
encontraba activo en una zona arbustiva en las inmediaciones de
una construccién adaptada como comedor (fig. 2 A). Representa
el primer registro de un anfibio para la isla EI Coral (Castro-
Franco y Gavifio, 1990) y el primero de esta especie en una
isla del Pacifico mexicano (Solis et al., 2009). Los registros mas
cercanos se ubican a mas de 20km al SO de la isla El Coral,
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Figura 2. Isla El Coral, Nayarit, México. A) Vista panoramica mostrando en la
parte inferior izquierda el comedor donde fueron capturados 3 geckos comu-
nes Hemidactylus frenatus y el sapo Rhinella marina. B) Vegetacion donde se
observaron individuos de Hemidactylus frenatus, Anolis nebulosus y Urosaurus
bicarinatus.

en la localidad de La Vuelta, municipio de Bahia de Banderas,
Nayarit (LACM 1777-78, 1797).

Anolis nebulosus (abaniquillo pafiuelo del Pacifico)

Tres ejemplares del municipio de Compostela: isla EI Coral,
2.35km NO Rincon de Guayabitos. Un macho adulto (MZFC-
28706) recolectado el 31 de enero de 2014 a las 3:30 pm (21.04°
N, =105.27° O; 5 m snm), mientras forrajeaba insectos. Dos
machos adultos (MZFC-28707-08) recolectados el 1 de febrero
del 2014 en las inmediaciones del comedor antes mencionado,
sobre el tronco de un arbol (21.04° N, =105.27° O; 6 m snm).
Castro-Francoy Gavifio (1990) indican la presencia de A. micro-
lepidotus en la isla, sin embargo, la distribucion geogréafica
conocida paraA. microlepidotus se encuentraa mas de 700 km de
laisla, en el estado de Guerrero (Canseco-Marquez, Campbell,
Ponce-Campos, Mufioz-Alonso y Garcia-Aguayo, 2007; Flores-
Villela y Rubio-Pérez, 2008). Para confirmar la identificacion
de los especimenes registrados por Castro-Franco y Gavifio
(1990), 2 ejemplares fueron revisados, un macho adulto (IBH-
5471) y un macho juvenil (IBH-5471-2), los mismos que fueron

Figura 3. Anolis nebulosus en la isla El Coral, Nayarit, México.

determinados como A. nebulosus. De igual forma, contrario al
abanico de A. microlepidotus de color rojo rubi, todos los Anolis
observados en la isla presentan el abanico gular color naranja
con bordes amarillos que rodean las escamas blancas del plie-
gue gular y presentan un margen blanco en el borde del pliegue
(fig. 3), este patron de coloracion es tipico de ejemplares de
A. nebulosus que habitan la costa pacifica mexicana (Garcia y
Ceballos, 1994; Nieto-Montes de Oca, Poe, Scarpetta, Gray y
Lieb, 2013). La presencia de A. nebulosus ha sido ampliamente
documentada para la region continental e islas adyacentes a la
costa de Nayarit (Casas-Andreu, 1992; Lewis y Johnson, 1955;
Slevin, 1926; Stejneger, 1899; Zweifel, 1960). El registro mas
cercano se ubica a mas de 13 km al NE de laisla El Coral, en la
localidad 5 millas al sur de Las Varas, municipio de Compostela,
Nayarit (KU-29535).

Hemidactylus frenatus (cuija, besucona)

Cinco ejemplares del municipio de Compostela: islaEl Coral,
2.35km NO Rincon de Guayabitos. Un macho adulto (MZFC-
28700) recolectado el 5 de diciembre del 2013 a las 6:50 pm
a 64 msnm (21.048° N, —105.274° O), mientras se encontraba
forrajeando insectos sobre un tronco derribado. Hembra adulta
(MZFC-28701) recolectada a las 7:30 pm a 59 m snm (21.048°
N, —105.273° Q) sobre un tronco derribado; 3 ejemplares, 2 de
ellos machos adultos (MZFC-28702, MZFC-28703) y un juvenil
de sexo indeterminado (MZFC-28704) a 5 m snm (21.047° N,
-105.273° O) recolectados en las inmediaciones del comedor
de la isla. La presencia de H. frenatus ya ha sido registrada
previamente en la zona continental del estado de Nayarit (San
Blas), la isla Socorro, isla Isabel y las islas Marias (Farr, 2011;
Valdez-Villavicencio y Peralta-Garcia, 2008). El registro mas
cercano se ubica a mas de 52km al SE de la isla EI Coral en
la localidad 6 km al sur de Puerto Vallarta, municipio de Puerto
Vallarta, Jalisco (UCM-58417).

Los registros aqui mencionados incrementan el conocimiento
herpetofaunistico de la isla El Coral. Aunque no se siguié una
metodologia especifica para estimar densidades poblacionales,
las observaciones realizadas por los 2 primeros autores durante
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la busqueda de P. I. lupitae, permiten indicar que H. frenatus
mantiene poblaciones estables en toda la isla, ya que varios indi-
viduos de esta especie fueron observados en las construcciones
y sobre los troncos de los arboles al interior de toda la isla.
Valdez-Villavicencio y Peralta-Garcia (2008) mencionan que la
expansion del &rea de distribucion de esta especie introducida
se encuentra asociada a las actividades humanas (transporte en
embarcaciones) e indican que H. frenatus es el causante de la dis-
minucién en poblaciones de Phyllodactylus tuberculosus en isla
Isabel, ya que durante 6 noches de bisqueda no logré observar
ningun ejemplar de esta especie nativa. Con relacion a esta hip6-
tesis, nosotros encontramos una poblacion de P. . lupitae; sin
embargo, esta Unica poblacion se localiz6 en una pequefia por-
cion de la isla, sobre un cuadrante de aproximadamente 120 m2,
Este panorama parece ser significativamente distinto del encon-
trado por Castro-Franco y Gavifio (1990), ya que de acuerdo
con Castro-Franco (com. pers. 2013) durante una recolecta en la
isla El Coral realizada en 1986, los geckos (P. L. lupitae) abun-
daban por toda la isla y durante una sola noche capturaron 30
especimenes, a diferencia de los 7 ejemplares recolectados por
nosotros durante 6 noches de busqueda. Aunado a lo anterior,
Castro-Franco y Gavifio (1990) no registraron al gecko intro-
ducido H. frenatus, lo cual permite plantear la hip6tesis de que
esta especie arribd recientemente a la isla (Farr, 2011) y que la
disminucion en las poblaciones del gecko endémico P, . lupitae
podria estar asociada a la presencia de H. frenatus. Este hallazgo
abre un campo de investigacién para determinar si el aparente
impacto en las poblaciones de P. I. lupitae es debido a la com-
petencia por el gecko introducido H. frenatus, como lo indican
Valdez-Villavicencio y Peralta-Garcia (2008) en la isla Isabel
con las poblaciones de P. tuberculosus.

Por otra parte, un registro notable es el de R. marina, ya que
esta especie no habia sido registrada en alguna isla del Paci-
fico mexicano hasta la presente contribucion. La isla El Coral
no presenta cuerpos de agua dulce al interior, lo cual explica
la carencia de anfibios en este lugar (Castro-Franco y Gavifio,
1990). Debido a esta caracteristica, es probable que la presencia
del ejemplar registrado se encuentre asociada a las actividades
humanas, ya que constantemente se realizan visitas de pequefias
embarcaciones que parten, principalmente de Los Ayala y Rin-
cén de Guayabitos hacia la isla El Coral. A diferencia de H.
frenatus, que mantiene una poblacién establecida en la isla, R.
marina no podria mantener una poblacién, debido, principal-
mente, a la carencia de cuerpos de agua dulce al interior de la
misma.

Es evidente la carencia de estudios realizados en la isla El
Coral, a pesar de su cercania a la costa, pues esta contribucion
constituye la segunda aportacion al conocimiento herpetofaunis-
tico en esta regidn. La amenaza principal para la fauna de la isla
esta relacionada con las actividades humanas como el turismo
no regulado y la presencia de especies domésticas introducidas
—cabras, perros, gatos—, pues los efectos negativos sobre la
biota local son bien conocidos (Aguilar, 2005). A diferencia de
las islas Marias y de las islas Marietas, la isla EI Coral no pre-
senta programas de conservacion ni de manejo responsable de
los recursos naturales, por lo cual el deterioro que ya presenta
podria ser irreversible, incluso acelerar el proceso de pérdida de

biodiversidad en este lugar. Es urgente elaborar un proyecto de
conservacion y manejo sustentable de los recursos de la isla El
Coral, pues, ademas de ser un sitio importante de anidacion de
aves (Gavino, 1986), en ella habita una diversidad importante
de reptiles que podrian estar en riesgo si no se realiza un manejo
responsable de los recursos en esta isla del Pacifico mexicano.

Agradecemos a Daniel Pifiero (IE-UNAM) por su apoyo en
la logistica del trabajo de campo. Al Sr. Juan Rodriguez y a
la Sociedad Cooperativa de Produccion de Servicios Turisti-
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realizar el trabajo de campo. A O. Flores-Villela, U. O. Garcia-
Véazquez (MZFC-UNAM) y a 2 revisores andnimos por las
valiosas observaciones y comentarios al manuscrito. A V. H.
Reynoso-Rosalesy A. Gonzalez-Hernandez (CNAR-IBUNAM)
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autor.
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