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RESUMEN

A lo largo de su distribucion actual el Género Heloderma presentan variaciones
morfologicas que han llevado a reconocer seis subespecies (H. h. horridum, H.
h. exasperatum, H. h. alvarezi, H. h. charlesbogerti, H. s. suspectum y H. s.
cinctum). A pesar de la existencia de dos trabajos previos, su status
taxondmico no ha sido resuelto. Este estudio pretende aclarar las relaciones
entre las subespecies utilizando métodos cladistas proponiendo una hipotesis
filogenética con caracteres morfoldégicos y moleculares. Para esto se revisaron
un total de 35 caracteres morfologicos y 893 pb del gen mitocondrial ND4. Para
el analisis filogenético los sets de datos se analizaron de forma separada bajo
el criterio de maxima parsimonia y el criterio de inferencia Bayesiana Los
resultados sugieren que H. s. suspectum y H. s. cinctum representan dos
especies distintas. H. h. horridum esté formado por tres linajes. El mas nortefio
debe ser considerado parte de H. exasperatum. El segundo, distribuido en el
centro de la costa del Pacifico Mexicano y cuenca del Balsas, representa el
taxén nominal H. horridum. Finalmente, el de la costa de Guerrero y Oaxaca
representa a una especie nueva. En el caso de H. h. alvarezi forma un grupo
exclusivo que se distribuye en la Depresién Central de Chiapas que debe ser
elevado a nivel de especie. H. h. charlesbogerti forma un grupo exclusivo
distinto a H. alvarezi distribuido en el Valle Del Rio Motagua en Guatemala que

debe ser elevado a nivel de especie.



ABSTRACT

Throughout its current distribution the Heloderma genus has morphological
variations that have led to recognize six subspecies (H. h. horridum, H. h.
exasperatum, H. h. alvarezi, H. h. charlesbogerti, H. s. suspectum and H. s.
cinctum). Despite the existence of two previous works, its taxonomic status has
not been resolved. This study aims to clarify the relationships between the
subspecies by using cladistic methods proposing a phylogenetic hypothesis
with morphological and molecular characters. For this, a total of 35
morphological characters and 893 bp of the ND4 mitochondrial gene were
reviewed. For phylogenetic analysis, data sets were analyzed separately under
the criteria of maximum parsimony and Bayesian inference criteria The results
suggests that H. s. suspectum and H. s. cinctum represent two distinct species.
H. h. horridum consists of three different lineages. The most northern lineage
needs to be considered H. exasperatum. The second, distributed in the middle
of the Pacific coast of Mexico and Balsas Basin, represents the nominal taxon
H. horridum. Finally, the lineage of Guerrero and Oaxaca coast represents a
new species. H.h. alvarezi and H.h.charlesbogerti are different and
differentiated lianages. H. h. alvarezi it's an exclusive group, distributed in the
Central Depression of Chiapas and should be elevate to species level. H. h.
charlesbogerti form an exclusive group, distributed in the Motagua River Valley

in Guatemala and should be elevate to species level.



INTRODUCCION

La familia de lagartijas Helodermatidae se encuentra ubicada dentro del clado
de los Anguimorpha formado a su vez por las familias Anguidae,
Helodermatidae, Xenosauridae, Varanidae, Shinisauridae y Lanthanotidae
(Townsend et al. 2004; Kumazawa, 2007). A pesar de que existen seis géneros
fosiles de la familia Helodermatidae actualmente se encuentra representada por

un solo género (Beck, 2005)

El género Heloderma cuenta con una especie extinta (Heloderma texanum) y
dos especies vivientes (Heloderma horridum y Heloderma suspectum) divididas
en seis subespecies (H. h. horridum, H. h. exasperatum, H. h. alvarezi, H. h.
charlesbogerti, H. s. suspectum y H. s. cinctum), distribuidas de manera
general desde el suroeste de Estados Unidos a lo largo del Rio Colorado, la
franja costera del Pacifico Mexicano, cuenca del Rio Balsas y los valles de los
rios Grijalva-Motagua en Chiapas y Guatemala, respectivamente (Campbell y
Lamar, 2004; Beck, 2005).

Caracteristicas generales.

Tanto Heloderma horridum como Heloderma suspectum eran consideradas
hasta hace poco como las Unicas especies de saurios vivientes que poseian
glandulas especializadas para la produccion de veneno. Sin embargo
recientemente Fry et al. (2006) descubrieron que varias especies de lagartijas
dentro del grupo de los Anguimorpha también poseen glandulas productoras de
veneno, aungue estos venenos son menos potentes que el producido por los
helodermatidos. Este clado junto con las serpientes fue hominando Toxicophera
(Vidal y Hedges, 2005: Fry et al. 2006).

Los helodermatidos son organismos de cabeza alargada, hocico redondeado,
glandulas venenosas en la mandibula, parpados maviles relativamente
pequefios y 0jos mas 0 menos protuberantes. Tienen cola gruesa que le sirve
como reserva de grasa y que no se autotomiza facilmente. Su lengua es bifida
y junto con el érgano de Jacobson es importante en la quimiorrecepcion. El
esqueleto es robusto y corto, el hueso postorbital por encima del arco temporal,
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asi como el foramen temporal estan ausentes. Los dientes son largos y
curveados, algunos estan modificados con surcos en la cara anterior y posterior
para la conduccion de veneno. Poseen escamas no imbricadas redondeadas y
convexas que cubren el dorso de la cabeza, cuerpo, cola, gran parte de la
region gular y las extremidades. Las escamas en el dorso de la cabeza, los
lados del cuerpo, la cola, extremidades, y la superficie ventral de la region
preanal presentan pequefios elementos 6seos llamados osteodermos. El vientre
estd cubierto por escamas cuadrangulares alargadas. El patron de color
consiste en negro o marrén oscuro con combinaciones de amarillo o rosa en
forma de manchas, barras, anillos o bandas. (Bogert y Martin del Campo, 1956;
Campbell y Lamar, 2004; Beck, 2005)

En cuanto al aparato venenoso pude decirse que es de poca eficiencia
(comparado con el de una serpiente solenoglifa) aunque su habito de morder
con fuerza y sujetar fuertemente a su presa permite equilibrar la supuesta
ineficiencia. Asimismo el veneno actla de manera fundamental en la digestién
del alimento, éste es secretado por medio de glandulas salivales especializadas,
y se descarga a partir de las glandulas a través de unos conductos que se
localizan muy cerca de la base de los dientes. Las glandulas del veneno se
encuentran situadas en la mandibula inferior, cada glandula es multilobulada
con un ducto separado que descarga el veneno en un orificio Unico para el caso
de Heloderma horridum, o de tres a cinco orificios para Heloderma suspectum.
El veneno es liberado al interior de un pliegue de membrana mucosa entre el
labio y la mandibula, el veneno alcanza los dientes acanalados y asciende por
accion capilar para introducirse en la herida al tiempo que se muerde a la

victima. (Bogert y Martin Del Campo, 1956; Campbell y Lamar, 2004).

Distribucion y Habitat.

Heloderma suspectum se distribuye en Estados Unidos desde el extremo
Suroeste de Nevada, al Suroeste de Utah, Sureste de California y Noroeste de
Arizona y Suroeste de Nuevo México. En México se distribuye en Sonora
ocupando gran parte del territorio del estado exceptuando la region de la costa

noroeste del estado, se tiene registrado un espécimen al norte de Sinaloa.
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Habita desde el nivel del mar en desiertos y matorrales hasta los 1708 m, en
bosques de Juniperus o de robles. (Bogert y Martin del Campo, 1956; Campbell
y Lamar, 2004, Figura 1).

Heloderma horridum se distribuye desde el Norte de México hasta Guatemala.
En México, se distribuye desde la parte sur de Sonora y el extremo suroeste de
Chihuahua a lo largo de la costa del Pacifico Mexicano por los Estados de
Sinaloa, Nayarit, Zacatecas, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca y
Chiapas; a través de la Cuenca del Rio Balsas en los estados de Michoacan
Guerrero, Morelos, Estado de México y Puebla; ademas en la region central del
Rio Grijalva en Chiapas. En Guatemala se distribuye al oeste en el Valle del
Rio Motagua. (Figura 1) Habita desde el nivel del mar hasta los 1600 metros en
selva baja caducifolia, matorral xerofilo y bosque de pino-encino (Bogert y
Martin del Campo, 1956; Campbell y Lamar, 2004; Lemos-Espinal et al. 2004).
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ANTECEDENTES

Hasta el momento se han realizado muchos trabajos descriptivos ecoldgicos y
conductuales acerca de las dos especies del género entre los cuales destacan
los siguientes: Balderas (2000); Beck (1986, 1990, 2005); Beck y Lowe (1991);
Beck y Ramirez (1991); Bogert y Martin del Campo (1956); Campell y Lamar
(1989, 2004). Sin embargo debido al propésito de este estudio solo se trata con

detalle los estudios de caracter taxonémico y evolutivo.

Historia taxonémica

Por lo que se sabe la descripcion mas temprana del género Heloderma es la de
Hernandez en 1615 (citado en Bogert y Martin del Campo, 1956) quién
describid al “acaltetepon” con base en un ejemplar perteneciente al estado de
Morelos. Posteriormente Wiegmann (1829) quien publicé el primer trabajo con
nomenclatura binominal linneana, aplicé el nombre Trachyderma horridum a un
espécimen recolectado en una localidad aparentemente cercana a Cuernavaca
Morelos, México. Wiegmann (1829) noté que este animal era el mismo al que
Hernandez, en 1615, hizo referencia como “acaltetepon”. EI mismo Wiegman
(1829) se di6 cuenta que el nombre de Trachyderma estaba ocupado por otro
taxdén. En consecuencia propuso el nombre Heloderma para substituirlo por

Trachyderma.

Heloderma suspectum, el otro miembro del género, fue en principio confundido
con un ejemplar de Heloderma horridum por Baird (1859), quien registro un
ejemplar recolectado en la Sierra de Moreno, Sonora en los limites de México

con Estados Unidos identificandolo como Heloderma horridum.

Diez afios después Cope (1869 ), se dio cuenta que los ejemplares de la region
de Sonora descritos por Baird (1859) se diferenciaban del resto de los
ejemplares conocidos de H. horridum por poseer mayor nimero de escamas
sobre la cabeza, asi como una cola mas corta y coloracion diferente. Por lo

cual le asigné el nombre de Heloderma suspectum al nuevo taxon.
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Morfolégicamente Heloderma horridum difiere a nivel especifico de Heloderma
suspectum por tener la cola mas larga (mas del 65 % por ciento de la LHC);
carecer de escamas preanales alargadas; y usualmente las dos primeras
escamas infralabiales en contacto con los escudos geniales. Mientras que
H.suspectum tiene la cola mas corta (menos del 55% de la LHC), un par de
escamas preanales alargadas y Unicamente la primera infralabial en contacto

con los escudos geniales.

Bogert y Martin del Campo (1956) analizaron la variacion, distribucion, habitos
y conducta de la familia Helodermatidae basandose en una revision
morfolégica reconocieron dos subespecies de Heloderma suspectum
(Heloderma suspectum suspectum y Heloderma suspectum cinctum) y tres de
Heloderma horridum (Heloderma horridum horridum, Heloderma horridum

exasperatum y Heloderma horridum alvarezi).

Finalmente, Campbell y Vannini (1988) describieron una cuarta subespecie de
Heloderma horridum; H. h. charlesbogerti, que se distribuye al oeste de

Guatemala en el Valle del Rio Motagua.

A nivel subespecifico H. h. exasperatum de Guirocoba, Sonora, difiere de las
otras subespecies de H. horridum, por tener la supranasal en contacto con la
postnasal (en el resto de las subespecies la supranasal esta separada de la
postnasal por la primera cantal), por la presencia de 8 escamas interorbitales;
(mientras que el resto de las subespecies presentan 6 o 7) y por tener la
segunda supralabial siempre en contacto con la nasal o prenasal, (mientras
gue solo algunos ejemplares de H.h.horridum presentan esta condicion y en
H.h.alvarezi y H.h.charlesbogerti esta condicion nunca se presenta). Heloderma
h. alvarezi deTuxtla Gutierrez, Chiapas difiere del resto de las subespecies, por
la pérdida de la coloracion amarilla conforme avanza la edad de los individuos,
de tal forma que los individuos adultos son negros o marrdn oscuro con
algunos vestigios de color amarillo (mientras que en el resto de las subespecies
la coloracién amarilla se conserva hasta la etapa adulta). Finalmente H. h.

charlesbogerti de Rancho Espiritu Santo, El progreso, Guatemala, difiere del
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resto de las subespecies de H. horridum, por tener un patrén de coloracion
distintivo en color negro o marrén oscuro, con pocas manchas pequefias y de
forma irregular que cubren el dorso desde de la cola hasta antes de la insercion
de los miembros delanteros; ademas de que se encuentra aislada
geograficamente del resto de las subespecies en el Valle del Rio Motagua,

Guatemala (Campbell y Vannini, 1988).

Por otra parte, a nivel subespecifico Heloderma suspectum cinctum (Las vegas,
Clark country, Nevada) difiere de H. s. suspectum por el patrén de coloracién
de el dorso (cuatro bandas claramente definidas de color negro, intercaladas
con bandas claramente definidas de color rosado con manchas mas o menos
circulares de color negro dentro de casa banda) y de la cola (anillos simples
gruesos, continuos y bien definidos en la cola), mientras que en H.s.suspectum
el patrén dorsal consiste en bandas reticuladas e irregulares de color rosado
intercaladas con bandas negras reticuladas e irregulares, y en la cola presenta
cuatro o tres anillos simples o dobles, gruesos, a veces discontinuos y no bien
definidos. Por otra parte H.s.cinctum presenta la retencion de este patrén de
coloracién a lo largo de todas las edades, mientras que en H. s. suspectum el
patrén de coloracion varia de los jovenes a adultos (Bogert y Martin del Campo,
1956).

En cuanto a estudios de caracter evolutivo solo se ha realizado el de Pregill et.
al. (1986), quienes realizaron un estudio de la evolucion de la familia
Helodermatidae, basados en el registro fésil, en el cual proponen un
dendograma donde reconocen a los helodermatidos como un grupo
monofilético relacionado con los Varanidos y sefialan que en América del Norte
se desarrollaron dos linajes de la familia Helodermatidae a mediados del
terciario, de los cuales uno solo es el que permanece en el Reciente con dos

diferentes especies Heloderma horridum y H. suspectum.

Se han realizado varios estudios de caracter filogenético donde se incluye a
una o a las dos especies reconocidas actualmente de Heloderma, ya sea como
grupo externo o para entender las relaciones entre distintas familias o grupos

mas inclusivos de reptiles (Fuller et al. 1998; Macey et al. 1999; Ast, 2001;
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Canseco Marguez, 2005; Townsed et al. 2004; Vidal y Hedges, 2005;
Kumazawa, 2007, por citar los mas recientes). Sin embargo el interés por las
relaciones filogenéticas al interior del grupo es reciente y solo se conocen tres
estudios que analizan desde distintas perspectivas las relaciones entre las
subespecies cuestionando la validez de éstas. El primero de ellos es el de
(Douglas et al. 2003) quienes estudian la diversidad molecular entre las
subespecies del género por medio de las secuencia de 800pb de dos genes
mitocondriales: ATPasa 8 y 6. Concluyen que H. s. suspectum y H. s. cinctum
presentan niveles muy bajos de divergencia genética lo cual sugiere que
deberian ser considerados como un solo taxén, aunque también concluyen que
necesitan mas evidencia para proponer el cambio. En cuanto a los niveles de
divergencia entre las subespecies de H. horridum los autores sugieren que
deberian reconocerse tres especies. H. horridum y H. exasperatum (los cuales
muestran niveles de divergencia suficientemente grandes como para ser
considerados especies distintas) y H. alvarezi (ya que los niveles de
divergencia entre H. h. alvarezi y H. h. charlesbogerti son muy bajos por lo cual
deberian de considerarse como la misma especie). Sin embargo dichos autores

no han publicado ningdn cambio oficial (Tabla 1).

Tablal. Porcentaje de divergencia entre las secuencias de los genes ATPasa 8
y 6 (Douglas et al. 2003).

2 3 4 5 6 7
35.0

1 H.h.alvarezi 1.0% 5.2% 9.6% 20.0% 21.0% %
2 H.h.charlesbogerti | ----------- 6.0% 10.1% 20.6% 21.5% 35.8%
3 H.h.horridum | |- 6.1% 18.2% 19.0% 33.6%
4 H.h.exasperatum | | |- 20.3% 21.3% 35.7%
5 H.s.suspectum | | | | 0.5% 34.0%
6 H.s.cinctum | | | | | 34.6%
7 Elgaria

Por otra parte Hernandez-Jiménez (2005) basandose en la secuencia de

un

fragmento de 450pb (tRNA-Trp, tRNA-Ala, tRNA-Asn, tRNA-Cys, tRNA-Tyr) de

DNA mitocondrial, propuso una hipétesis filogenética y analizé las relaciones
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entre tres de las subespecies de Heloderma horridum (H, h. horridum, H. h.

alvarezi. H. h. charlesbogerti). Concluyendo que: H.

h. alvarezi y H. h.

charlesbogerti se mantienen cada uno como taxones independientes y

monofiléticos; aunque sugiere que hace falta mas evidencia molecular y

morfologica para elevarlos al nivel de especie. También concluye que H. h.

horridum es un grupo polifilético en el cual posiblemente se encuentra

involucrado mas de un taxéon (Figura 2)

Lanthanotus borneensis

H.s.suspectum
Hermosillo Sonora

H. h. horridum
Jocotlan, Jalisco

H. h. horridum
Nizanda Oaxaca

H. h. alvarezi
Chiapa de Corzo Chiapas

H. h. alvarezi
Tuxtla Gutiérrez Chiapas

H. h. charlesbogerti
Arenal Zacapa Guatemala

H. h. charlesbogerti
Cabafas Zacapa Guatemala

H. h. horridum
Cd. Altamirano Guerrero

——
99/ 10
99
69/ 1
65
95/ 4 I
91/5 93
90
86/ 3 I
76
81/ 4
77 I
100/ 9 I
99

H. h. horridum
Sta. Inés Ahuatempan Puebla

Figura 2. HipoOtesis sobre las relaciones entre las subespecies de Heloderma

horridum. Los numeros bajo las ramas corresponden a los valores de Bootstrap

(nimeros a la izquierda de la diagonal) e indice de Bremer (nimero a la

derecha de la diagonal y valores de Jacknife [nUmero bajo la diagonal] tomada

de Hernandez-Jiménez (2005).
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Hernandez-Jiménez (2005) propone que para aclarar las relaciones
filogenéticas del grupo, se debe tener un muestreo mas homogéneo de las
zonas de distribucion de las diferentes subespecies en especial de las
poblaciones de la subespecie H. h. horridum. Ademas, aclara que se deben
incluir ejemplares de las subespecies no incluidas en este estudio. Por ultimo
sugiere el uso de otros marcadores moleculares ademas de la revisién

detallada de caracteres morfoldgicos.

Por dltimo (Douglas et al 2010) proponen una hipotesis filogenética basada en
genes nucleares y mitocondriales donde concluyen que H. s. suspectumy H. s.
cinctum no muestran evidencias de ser linajes diferenciados, mientras que para
el caso H. horridum concluyen que lo més probable es que se trate de varios
linajes distintos, sin embargo por la falta muestras de la mayor parte de su

distribucién no es posible asegurarlo.

El trabajo mas reciente es el de (Hernandez-Jiménez et al. 2011) donde por
medio de marcadores moleculares, nucleares y mitocondriales se presenta una
filogenia (Figura 3) y se analizan la relaciones filogeneitcas y genética de

poblaciones de la subespecies de Heloderma horridum.
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== Qutgroup taxa

FIGURA 3 Filogenia tomada de (Hernandez-Jiménez et al. en preparacion),. En
naranja aparecen los clados de H. h. exasperatum, en azul los de H. h.
horridum, en amarillo el de H. h. alvarezi, en verde el grupo de H. h. h.
charlesbogerti, en rojo el clado de H. s. suspectum y finalmente el cuadro

morado representa el clado de los haplotipos de H. h. cinctum.

Concepto de Especie.

Las metas principales de la sistematica moderna son delimitar especies y
reconstruir las relaciones filogenéticas entre ellas (Wheeler y Meier, 2000;
Wiens, 1999). Histéricamente se han propuesto varios conceptos de especie,
de entre los que destacan el concepto biolégico de especie (Mayr, 1969) el
evolutivo (Simpson 1961; Wiley, 1978) y el filogenético (Frost y Hillis, 1990;
Cracraft, 1992). Sin embargo, a pesar de la historica y polémica discusion
acerca de cual es el concepto de especie que mejor describe la realidad, la
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mayoria de los conceptos contemporaneos propuestos comparten un elemento
en comun en la conceptualizacion de qué es lo que tiene que constituir a una
especie y a menudo la incompatibilidad entre estos conceptos se encuentra en

el criterio usado para delimitar las especies en la practica

Solo recientemente este problema empieza a resolverse a partir de las
publicaciones de de Queiroz (1998, 2005, 2007). Este autor recalca que la
mayoria de los conceptos propuestos coinciden fundamentalmente en la nocién
de que las especies son linajes de meta poblaciones que evolucionan por

separado. Este concepto ha sido llamado “Metapopulation lineage concept®

Sin embargo el reto permanece en determinar en qué punto en este proceso
gradual de divergencia de linajes se logra la especiacion. Desde el punto de
vista taxondmico la zona de interconexion de linajes divergiendo y su contacto
secundario se da a menudo a nivel de lo que se ha denominado

“subespecifico”, un término controversial en la sistemética moderna.

Segun Mayr (1969) y Mayr y Ashlock (1991) el término subespecie se define
como: “Un agregado de poblaciones locales que habitan en una subdivision
geografica del margen de la especie y que difieren taxondmicamente de otras
poblaciones de la especie” entendiéndose por diferencia taxondmica la

existencia de caracteres morfolégicos con valor diagnéstico.

Originalmente este concepto se utiliz6 para delimitar especies incipientes
potenciales pero después se empledé Unicamente para nombrar variaciones
geograficas. Histéricamente muchos linajes de vertebrados han sido descritos
como subespecies basados en minimas diferencias morfolégicas incluyendo
patrones de coloracion o de escutelacion para el caso de algunos reptiles;
aunque a menudo estas subespecies representan extremos morfoldgicos en
caracteres que mas tarde han sido descritos como variacién clinal (Mulcahy,
2007).
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Actualmente como parte del cambio de la taxonomia tradicional a la taxonomia
basada en la sisteméatica filogenética existe un consenso general en eliminar

los nombres trinomiales (Frost y Hillis, 1990; Grismer, 1999; Mainer, 2004).

Se considera que grupos geograficamente aislados y morfologicamente
distinguibles lograron especiacion. (Frost et al. 1990). Por el contrario, si la
variacion morfoldgica es producto de una clina o asociada a algiun aspecto
ecologico en particular, la subespecie debe de ser considerada como sinénimo

de la especie (Mainer 2004).

A pesar de los trabajos realizados por Douglas et al. (2003), Hernandez-
Jiménez (2005) y Douglas et al. (2010) las relaciones entre las subespecies de
Heloderma no han sido claramente resueltas. Asi mismo, el status taxonémico
de las subespecies necesita ser reevaluado. Por lo tanto resulta necesario
revisar las relaciones filogenéticas entre las subespecies del género Heloderma
utilizando métodos cladisticos con base en caracteres morfologicos y
moleculares para determinar si dichas subespecies son en realidad especies
bajo el concepto de linajes de metapoblaciones (de Queiroz, 1998, 2005,
2007) aplicando el criterio propuesto por Wiens y Penkrot (2002) explicado

mas adelante.

OBJETIVOS

General

e Proponer una hipétesis filogenética de las especies y subespecies del

género Heloderma basada en caracteres morfoldgicos y moleculares.

Particulares
e Investigar la monofilia de cada una de las subespecies género Heloderma.

e Determinar el status taxondmico de las subespecies del género Heloderma.
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METODOLOGIA

PARTE 1

Revisiéon morfologica de ejemplares

Se revisO detalladamente la morfologia externa de 150 ejemplares (Figura 4)
de todas las formas existentes del género Heloderma, provenientes de siete
colecciones: Coleccion Nacional de Anfibios y Reptiles UNAM (CNAR) de
Museo de Zoologia Alfonso L. Herrera Facultad de Ciencias UNAM (MZFC)
American Museum of Natural History (AMNH), Field Museum of Natural History
( FMNH ), Brigham Young University (BYU), University of Texas at Arlington
(UTA), United States National Museum of Natural History (USNM).

Cabe mencionar que entre el material examinado se encontraban ejemplares
de la serie tipo de Heloderma suspectum suspectum, Heloderma suspectum
cinctum, Heloderma horridum exasperatum y Heloderma horridum alvarezi.
Ademas de ejemplares de las localidades tipo de Heloderma horridum horridum
y Heloderma horridum charlesbogerti. También se tomé un archivo fotogréafico
detallado de cada uno de los ejemplares con el fin de poder volver a revisar

algunos caracteres en caso necesario.
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Figura 4. Mapa que muestra los puntos de recolecta de los ejemplares
utilizados para la revisibn morfolégica y el nimero de ejemplares por cada

subespecie.

Caracteres examinados.

Se tomaron en cuenta los caracteres empleados en trabajos anteriores
(Wiegmann, 1829; Cope, 1869; Bogert y Martin Del Campo, 1956; Campbell y
Vannini, 1988), ademas de otros que no habian sido tomados en cuenta y que
pudieran ser potencialmente informativos. Se revisaron en total 35 caracteres
(cualitativos y cuantitativos) de escamacion, patrén de coloracion, caracteres

meristicos y morfométricos (se describen abajo).

Los caracteres se examinaron con ayuda de un microscopio estereoscopico, un

vernier electrénico y una regla de un metro. Estos se tomaron en el lado
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izquierdo de los ejemplares cuando no existia variacién entre ambos lados, en
caso contrario se registraba la condicién en ambos lados del cuerpo.

Los caracteres examinados fueron los siguientes:

Caracteres Cualitativos.

Escamacion

1. Segunda supralabial en contacto con la prenasal o nasal.

0 = ausente.

2. Escamas preanales agrandadas.

0 = ausentes. 1 = presentes.
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3. Forma de la escama menta

1= Forma uno
2= Forma dos
3= Forma tres

4. Supranasal en contacto con la escama postnasal.

0 = Ausente o sin contacto.

o
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1 = Presente o contacto completo.
P

Coloracioén

1. Color de las manchas.

0 = Sin manchas de colores en adultos.

1 = Manchas amarillas en adultos.
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2 = Manchas rosadas en adultos.

2. Patron de coloracion dorsal del cuerpo.

1 = Cuatro bandas claramente definidas de color negro con manchas mas o
menos circulares de color rosa o anaranjado dentro de cada banda.
Intercaladas con bandas claramente definidas de color rosa o anaranjado con

manchas mas 0 menos circulares de color negro dentro de cada banda.

2 = Bandas reticuladas de color rosa o0 anaranjado con manchas irregulares de
color negro. Intercaladas con bandas negras reticuladas con manchas de forma

irregular de color rosa o anaranjado.

/S
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3 = Negro o marron oscuro con un gran numero de manchas amarillas y de

distinto tamafio y forma que cubren casi en su totalidad el dorso, pequefas

bandas reticuladas incompletas que van desde los flancos hacia el centro.

4 = Color negro o marrén oscuro, con manchas pequefias y relativamente

separadas unas de otras.

5 = Color negro o marrén oscuro, con manchas abundantes, grandes y con

poca separacion entre ellas.

6 = Color negro o marrén oscuro, con pocas manchas pequefias y de forma
irregular que cubren el dorso desde de la cola hasta antes de la insercién de

los miembros delanteros.

29



7 = Color negro o marrén oscuro, con muy pocas manchas o con

reminiscencias de haber tenido manchas en etapa juvenil.

|
- Gy

8 = Color negro oscuro con ausencia de manchas o reminiscencia de haber

tenido manchas en el cuerpo.

3. Patrén de coloracion de la cola.

1 = Cuatro anillos simples gruesos continuos y bien definidos.

2 = Cuatro anillos gruesos a veces discontinuos y no bien definidos.

3= Tres o cuatro anillos dobles no siempre bien definidos.

-J-ill!‘ ”



4 = cinco anillos dobles a veces discontinuos y no bien definidos, intercalados
con varios anillos mas pequefios y con una notable abundancia de manchas

pequefias e irregulares a lo largo de toda la cola.

5 = Cinco anillos dobles a veces discontinuos y no siempre bien definidos e

intercalados con anillos simples y mas pequefos.

-lll[fﬂ_[“llt

6 = Cinco anillos dobles a veces discontinuos y no siempre bien definidos. Y

con pocas manchas pequefas y de forma irregular a lo largo de toda la cola.

-mlilT.l.l.i

7 = Cuatro o cinco anillos a veces discontinuos y no siempre bien definidos.

1]
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8 = Reminiscencias de anillos o sin ellos pero con algunas manchas pequefas

e irregulares a lo largo de toda la cola.

9 = Sin anillos o reminiscencia de ellos color uniformemente oscuro.

4. Patréon de coloracion de adultos.

0 =adultos con patron de coloracion distinto al de las crias.

1 = adultos con patrén de coloracion igual al de las crias.

Caracteres Cuantitativos

Meristicos (Figura 5)

NUmero de postrostrales.
Numero de internasales.
NuUmero de cantales.
NUmero de superciliares.
Numero de loreales.
NuUmero de preoculares.
Numero de lorilabiales.

Numero de supralabiales.

© © N o o b~ 0w DdhPE

NUmero de infralabiales.
10. Nimero de subcaudales.

11. Namero de escamas desde la zona occipital hasta las internasales.
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12. Numero de interorbitales.

13. Numero de infralabiales en contacto con los escudos geniales.

14. Numero de escudos geniales en contacto.

15. Numero de hileras de escamas ventrales (desde el pliegue gular hasta la
cloaca).

16. Numero de hileras de escamas ventrales (desde la axila hasta la ingle).

17. Numero de escamas alrededor del cuerpo.

18. Numero de lamelas presentes bajo el cuarto dedo de la extremidad anterior.
19. Numero de lamelas presentes bajo el cuarto dedo de la extremidad

posterior.
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Figura 5. Esquema de la vista dorsal ventral y lateral de la cabeza de
Heloderma mostrando los caracteres meristicos principales (tomado de Bogert
y Martin Del Campo, 1956)

Morfométricos (Figura 6).

1. Longitud hocico-cloaca (LHC). Distancia desde la punta del hocico hasta el
margen distal de la cloaca.

2. Longitud de la cabeza (LC). Distancia desde la punta del hocico hasta el
punto de insercion de los miembros delanteros.

3. Ancho de la cabeza (AC). Distancia entre los extremos de la regién temporal
donde se aprecia la regiébn mas ancha de la cabeza.

4. Longitud de la cola. Distancia entre la cloaca y la punta de la cola. (LCO).

5. Largo del fémur (LF). Distancia desde la rodilla hasta la ingle.
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6. Largo de los miembros delanteros (LMD). Distancia entre la punta del cuarto
dedo de la extremidad anterior izquierda hasta la punta del cuarto dedo de la
extremidad anterior derecha.

7. Largo de los miembros traseros (LMT). Distancia entre la punta del cuarto
dedo de la extremidad posterior izquierda hasta la punta del cuarto dedo de la

extremidad posterior derecha.

>
@]

LC

_—r

!

+«—— LHC

LE LCO

Figura 6. Ubicacion de los caracteres morfométricos considerados en este
estudio.

Con los datos obtenidos se construyé una matriz de datos para realizar el

posterior analisis filogenético.
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PARTE 2
Trabajo a nivel molecular

Debido a la escasez de tejidos preservados en colecciones cientificas se
trabajé con sangre preservada de ejemplares de zooldgicos o colecciones
privadas con datos confiables de recolecta. Ademas de tejidos obtenidos por la

recolecta de ejemplares en el campo. En total se recolectaron 24 tejidos de
todas las subespecies. (Figura 7) (Tabla 2)
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Figura 7. Mapa que muestra los puntos de recolecta de los tejidos utilizados
para el analisis molecular
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Tabla 2. Ejemplares utilizados para el analisis molecular.

Especie Pais Estado Localidad y Municipio |Lugar de Procedencia
1 H.s.cinctum Estados Unidos |UTAH Sin localidad Zooldgico de Atlanta
2 H.s.suspectum Estados Unidos | Arizona Sin localidad Zooldgico de Atlanta
Centro ecoldgico de
3 H.s.suspectum México Sonora Hornos Sonora
H.s.suspectum Desconocido Desconocido | Desconocido Gen Bank
Centro ecolégico de
4 H.s.suspectum México Sonora Hermosillo Sonora
Alamos Centro ecolégico de
5 H.h.exasperatum México Sonora Sonora
Guirocoba Centro ecolégico de
6 H.h.exasperatum México Sonora Sonora
7 H.h.horridum México Sinaloa Choix Trabajo de campo
8 H.h.horridum México Zacatecas Valparaiso Trabajo de Campo
9 H.h.horridum México Jalisco Tomatlan Trabajo de Campo
Villa Purificacion, | Museo Universum
10 |H.h.horridum México Jalisco Jocotlan
11 | H.h.horridum México Jalisco Cihuatlan Trabajo de Campo
12 | H.h.horridum México Colima Tecoman Trabajo de Campo
13 | H.h.horridum México Colima Ixtlahuaca Trabajo de Campo
14 | H.h.horridum México Puebla El Saldo, Jolalpan Trabajo de Campo
15 | H.h.horridum México Puebla Santa Inés Ahuatempan | Trabajo de Campo
16 | H.h.horridum México Oaxaca San Pedro Tututepec UMA mata de AJO
17 | H.h.horridum México Oaxaca Santa Rosa de Lima UMA mata de AJO
18 | H.h.horridum México Guerrero Copala Trabajo de Campo
19 |H.h.alvarezi México Chiapas Tuxtla Gutiérrez ZOOMAT
20 |H.h.alvarezi México Chiapas Villa Flores ZOOMAT
21 |H.h.alvarezi México Chiapas Cozocuauxtla ZOOMAT
22 | H.h.charlesbogerti Guatemala Zacapa El Arenal Zooldgico de la Aurora
23 | H.h.charlesbogerti Guatemala Zacapa San Vicente Cabafas Universidad San Carlos
Museo de Historia
24 | H.h.charlesbogerti Guatemala Zacapa Sin Localidad Natural de Guatemala
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Extraccion de Sangre

La sangre se extrajo haciendo una pequefia modificacion al método de
extraccion de sangre para lagartijas sugerido por Birchard y Sherding (1996),
segun el cual la sangre se extrae de la vena caudal de la siguiente manera: La
vena caudal se ubica en la linea media de la cola vista en posicion ventral,
cerca de 1/3 de la distancia entre la cloaca y el extremo de la cola. La aguja se
coloca en un angulo de 45° y se penetra la piel hasta alcanzar la vértebra,
después se extrae la sangre lentamente mientras se hace una aspiracion

cuidadosa con la jeringa.

La modificacién a este método consiste Unicamente en el angulo de entrada de
la aguja en la cola. En este caso el angulo de entrada fue de 90° con el fin de

dafiar lo menos posible el tejido muscular de la cola, Figuras 8 y 9.

Hermpe nes He roape nes

Cloaca  Jennga loaca Jeringa

Figura 8: Explicacion del método de extraccibn de sangre segun Birchard y
Sherding (1996) (A) y el método usado para este trabajo (B).
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Figura 9: Muestra la forma en la que se sujetaban y colocaban los organismos

durante la toma de las muestras de sangre.

Preservacion de la Sangre

Después de la extraccidén de la sangre esta se preservd en tubos Eppendorf
(1.5ml) diluida en buffer de lisis (25 g de SDS, 15/14 g de TRIS disueltos en un
litro de agua destilada con un ph ajustado de 8.0). Se mezclaron tres
volimenes de buffer por uno de sangre (com. pers. J. W. Sites, 2003). Una vez
en el laboratorio se colocaron las muestras en el refrigerador (4° C) hasta la
posterior extraccion de DNA.

Extraccion del DNA

La extraccion del DNA a partir de la sangre recolectada se llevo a cabo con una
modificacion de la técnica usada en el Kit DNA isolation Puregene, Gentra

Systems (Mineapolis MN; USA) propuesta por Fetzner (1999).

La técnica modificada es la siguiente:

1. Se colocaron de 100 a 300 pl de sangre (Previamente preservada) en un
tubo para microcentrifuga de 1.5 ml con 900 pl del buffer cell Lysis (10mM Tris,
100mM EDTA, 2%SDS, pH.8.0) junto con 9 ul de Proteinasa K (20 mg/ml). Se
mezclaron minuciosamente y se pusieron en un bafio maria por toda la noche a
55° C.
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2. Después las muestras se pusieron a enfriar a temperatura ambiente y se les
agrego 4 ul de RNasa A (10 mg/ml) poniéndolas en bafio maria a 37° C por una
hora.

3. Las muestras se pusieron a enfriar y se les agregd 300 pl de acetato de
amonio con una concentracion de 7.5 M. La muestra se agité en el vortex por

10 segundos y se puso en hielo por 15 minutos.

4. La muestra se removio del hielo y se centrifugd a (13,000 rpm) durante 3

minutos.

5. Todo el sobrenadante posible se pas6é a un tubo nuevo de 1.5 ml y se

centrifugo nuevamente por 3 minutos.

6. El sobrenadante obtenido de la segunda centrifugacién se transfirid a un
nuevo tubo de 2 ml. que contenia 900 ul de isopropanol, se invirtié suavemente
20 veces (dependiendo si el pellet fue observado después de la adicion de el
supranadante al isopropanol, la muestra ademas podia colocarse a -20°C por
toda la noche). Luego se centrifugd a (16,000 rpm) durante 2 minutos para
obtener el pellet de DNA en el fondo del tubo.

7. Después de la centrifugacion, el isopropanol es vertido fuera y el pellet se
lavé con 500 pl de etanol al 70%. La muestra se re-centrifugd por otros 2
minutos. El etanol se removid y los tubos se dejaron abiertos a temperatura

ambiente hasta que los restos de etanol se evaporaron.

8. El pellet de DNA se resuspendié en 30 - 100 pl de H,0, dependiendo del
tamafio del pellet.

9. Finalmente la muestra se mantuvo refrigerada a 4° C.

Una vez realizado el proceso de extraccion, se verifico la calidad y cantidad de
DNA gendmico corriendo 1.5 pl de la muestra mezclada con 1.5 pl de azul de

bromofenol (1x) en un gel de agarosa al 1% (0.4 gr de agarosa en 40 ml de
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TAE buffer), al gel se le agregé 4.5 ul de bromuro de etidio a una concentracion
de 1000 ul/ml, la visualizacion del gel se llevdo a cabo por medio de un

transluminador de luz ultravioleta (Figura 10).

Figura 10. Visualizacion de un gel de agarosa después del proceso de
electroforesis donde se observa el DNA obtenido de las muestras de sangre

recolectadas hasta el momento.

Amplificacién del DNA por medio la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

Se amplificé un fragmento de aproximadamente 893 pb que corresponde a un
fragmento del gen mitocondrial ND4 y a tres tRNAs ( tRNAhis, tRNAser,
tRNAleu) usando los primers (5° TGACTACCAAAAGCTCATGTAGAAGC 3) y
LEU (5° TCTTTTACTTGGATTTGCACCA 37; Arevalo et al. 1994). Bajo las
siguientes condiciones: 35 ciclos con una temperatura de desnaturalizacion de
94° C por 30 segundos, de acoplamiento a 48° C por 30 segundos, de
extensiéon a 70° C por cinco minutos y una extensién final a 75° C por cinco

minutos.

Las reacciones se realizaron en un volumen total de 25 pl usando las

siguientes cantidades y concentraciones:

0.5 pl Primer 1 (10 mM)

0.5 pl Primer 2 (10 mM)

2.5 ul Buffer de amplificacion (10x)
1.2 ul Buffer de Mg Cl, (10mM)
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1.2 pl DNTPs (10mM)
0.13 ul de Taq polimerasa (5unid/ml) (Tag DNA polimerase recombinant

Invitrogen).

Una vez realizada la reaccion de PCR se verifico la calidad y cantidad de los
productos amplificados corriendo 2 pl de la muestra con 1 pl de azul de
bromofenol (1x) en un gel de Agarosa al 1% (0.4gr de Agarosa en 40ml de TAE
buffer) al gel se le agregd 4.5 pl de bromuro de etidio a una concentracion de
1000 ul/ml., la visualizacion del gel se llevd a cabo por medio de un

transluminador de luz ultravioleta. (Figura 11)

Figura 11. Gel de agarosa (1%) después del proceso de electroforesis donde
se observa el fragmento amplificado de aproximadamente 1000 pb

correspondiente al GEN ND4.
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Purificacion y secuenciacion

Los productos amplificados se purificaron siguiendo la técnica de Polietylen
Glycol (PEG) la cual precipita los fragmentos de DNA de menor tamafio
separando las moléculas de DNA de otras particulas organicas como exceso de
proteina, sales, nucledtidos libres y otros residuos, conservando Unicamente los

fragmentos deseados (Hillis et al. 1996).

Secuenciacion

Con los fragmentos purificados se llevaron a cabo las reacciones de
secuenciacion utilizando el kit de secuenciacion Big Dye v. 3. 1 (Applied
Biosystems). La secuenciacion se llevo a cabo en un secuenciador automatico

de capilar modelo ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems).

Edicion y Alineamiento de las Secuencias

Las secuencias se editaron con el programa Staden Package v. 1.5.3 (Staden,
et al. 1998) y fueron alineadas con el programa CLUSTAL X v. 1.81 (Thompson
et al. 1997), los alineamientos obtenidos fueron corregidos manualmente con
ayuda del programa MEGA version 2.1 (Tamura et al. 2007) Con las
secuencias alineadas se construyo la matriz de datos para el posterior andlisis

filogenético.

PARTE 3

Andlisis Filogenético. (Morfolégico)

Se revisaron un total de 150 ejemplares los cuales fueron divididos en 29
OTU’S terminales, correspondientes a grupos de poblaciones geograficamente
cercanas y con morfologia similar. Como grupo externo se utilizé a un ejemplar
de la familia Xenosauridae (Xenosaurus grandis) y un ejemplar de la familia
Anguidae (Gerrhonotus liocephalus), ya que estas dos familias han sido
consideradas como familias estrechamente relacionadas con Helodermatidae
(Townsed et al. 2004; Kumazawa, 2007)
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Debido a que algunos de los caracteres morfolégicos analizados presentaban
variacion dentro de los taxones terminales (caracteres polimérficos) estos
fueron codificados utilizando la técnica de Generalized Frequency Coding
(GFC) propuesta por Smith y Gutberlet (2001). Este método incorpora las
metodologias propuestas por Thiele (1993) y Wiens (1995) de pesaje de
caracteres y codificacion por frecuencias, por lo que cual es aplicable tanto a

caracteres cuantitativos como a cualitativos, ya sean binarios o no.

Dicha metodologia divide a los caracteres polimorficos multiestado en
subcaracteres con el objetivo de que cada estado observable sea tratado por si
mismo como un caracter, codificando la variacion dentro de cada caracter
usando la tabla de frecuencias de Wiens (1995), asignandoles peso
dependiendo de su contribucion dentro del andlisis, de manera que su

contribucion total sea igual a la de un caracter no polimorfico.

Siguiendo esta metodologia la matriz obtenida por la revisibn morfologica de
ejemplares se tratd mediante el programa Fast Morphology 1.0 (Chang y
Smith, 2001). Este programa realiza un andlisis de los datos tanto por taxén
como por caracter para codificar los caracteres como grupos de subcaracteres
pesados incluyendo la variacion intraespecifica que existe en cada taxon, con
lo cual construye una segunda matriz de especies por subcaracteres pesados
que es mas grande que la original. Este programa esta disefiado para incluir
cualquier tipo de caracteres polimorficos convirtiendo la matriz original de datos
en una matriz de subcaracteres en formato NEXUS. Con ayuda del programa
PAUP version 4.0b10 (Swofford, 2002) se analiz6 la matriz de subcaracteres

obtenida.

El programa Fast Morphology genera dos sets de caracteres All Freq (asume
gue los caracteres no son ordenados) y All CumF (asume que los caracteres
son ordenados) en este caso se escogio el set de datos All Freq (asumiendo
que los caracteres no son ordenados). El programa también genera dos tipos
distintos de pesaje para cada uno de los subcaracteres. USW (unequal

subcharacter weighting) y ESW (equal subcharacter weighting). USW asume
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que los estados raros dentro de los caracteres (los cuales poseen frecuencias
bajas) tienen informacién filogenética importante, por lo tanto los
subacaracteres presentan pesos diferentes. Por otra parte ESW asigna pesos
iguales a los subacaracteres derivados de un solo caracter, asumiendo que los
estados raros y los estados que ocurren en frecuencias altas presentan la

misma importancia. En este caso se utilizo ESW.

El analisis se realizO bajo el criterio de maxima parsimonia utilizando el
programa PAUP 4.0 b10 (Swofford, 2002), mediante una busqueda heuristica,
utilizando el algoritmo de intercambio de ramas de TBR (tree bisection and
reconnection) con 1000 réplicas de secuencia de adicion de taxones al azar.
Posteriormente se realiz6 un analisis de bootstrap con 1000 pseudoréplicas;
cada pseudoréplica consistié en una busqueda heuristica con 100 réplicas de
adicion de secuencias al azar y TBR Esto con la finalidad de evaluar la
robustez de los clados resultantes.

Andlisis Filogenético. (Datos moleculares)

El analisis se realizé a partir de la matriz elaborada con las secuencias
alineadas ademas de las secuencias de Varanus niloticus (YP_980239), Barisia
imbricata (AY660760.1) y Xenosaurus grandis (UGV4092) utilizadas como
grupo externo (Townsed et al. 2004; Kumazawa, 2007).

Al igual que con el conjunto de datos morfologicos, la busqueda se realiz6é bajo
el criterio de méaxima parsimonia utilizando el programa PAUP 4.0 bl0
(Swofford, 2002), mediante una busqueda heuristica, utilizando el algoritmo de
intercambio de ramas de TBR (tree bisection and reconnection) con 1000
réplicas de secuencia de adicion de taxones al azar. Los “Gaps” se trataron
como datos faltantes y como 5° estado sin que se encontrara diferencia en la
topologia de los arboles resultantes. Para evaluar el soporte de los clados se
aplicé un analisis de Bootstrap con 1000 pseudoréplicas; cada pseudoréplica
consistid en una busqueda heuristica con 100 réplicas de adicion de

secuencias al azary TBR.
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También se realizdé un analisis bajo el criterio de inferencia Bayesiana con
ayuda del programa Mr Bayes 3.1 (Huelsenbeck y Ronquist 2001). Para este
andlisis se delimitaron cuatro particiones (Tabla 3), el modelo de evolucion para
cada una de las particiones se eligi6 mediante el programa Model test ver 3.7
(Posada y Crandall, 1998). Para el analisis bayesiano se realizaron dos analisis
simultaneos con 5000000 de generaciones empleando cuatro cadenas de
Marcov con una temperatura de la cadena calentada de 0.2. En cada analisis
se muestrearon los arboles cada 1000 generaciones. Un arbol de consenso de
mayoria (50%) fue obtenido a partir de los arboles muestreados excluyendo los
arboles eliminados como burn-in. Estos arboles se obtuvieron al graficar el
namero de generaciones vs —InL, después de obtener la grafica se eliminan los
arboles anteriores a la estabilidad de la curva. La robustez de los clados se

evalué mediante las probabilidades posteriores para cada nodo.

Tabla 3. Particiones realizadas para el analisis de inferencia bayesiana y el

modelo utilizado para cada particion.

Particion Modelo de evolucion nucleotidica
ND4 12 posicion TVM + G

ND4 22 posicion HKY + 1 +G

ND4 32 posicion TrN +G

tRNAs HKY + G

Para evaluar los limites de las especies se utilizé el método sugerido por Wiens
y Penkrot (2002). Por medio de este método se pueden evaluar hipétesis de
filogenias de haplotipos (datos moleculares) o de poblaciones (datos
morfoldgicos) con localidades conocidas, a través de una clave dicotomica que
permite distintas alternativas para tomar decisiones a nivel de especie. (Figuras
12y 13).
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Figura 12. Ejemplo hipotético del protocolo de delimitacion de especies con

datos moleculares propuesto por Wiens y Penkrot (2002). El ejemplo involucra
a dos especies, una con dos poblaciones disyuntas (especie A), la otra con una
poblacién contigua (Especie B). Se tienen muestras de dos individuos de cada
poblacion (por ejemplo: Al= haplotipo de la localidad 1 de la especie A) La

linea sobre los taxones terminales indica los limites de especies.
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Figura 13. Ejemplo hipotético del protocolo de delimitacion de especies con

datos morfolégicos propuesto por Wiens y Penkrot (2002). El ejemplo involucra

a dos especies, una con dos poblaciones disyuntas (especie A), la otra con una

poblacion contigua (Especie B). La linea sobre los taxones terminales indica los

limites de especies. Los nimeros en los nodos indican valores hipotéticos de

bootstrap.

Una vez identificados los linajes en la hipétesis filogenética se realizé una

matriz de distancias génicas entre los grupos identificados con ayuda del

programa MEGA version 2.1 (Tamura et al.2007). El analisis fue conducido

usando el el Modelo de Kimura-2 incluyendo todas las posiciones.
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RESULTADOS.

Analisis filogenético con caracteres morfolégicos

La busqueda heuristica de la matriz de 706 caracteres (276 caracteres
constantes, 206 caracteres informativos y 224 caracteres no informativos) dio
como resultado un total de tres arboles igualmente parsimoniosos con una
longitud de 553.62 pasos, un indice de consistencia Cl = 0.7767 y un indice de

retencion Rl = 5572. Se realizo un arbol de consenso estricto de los tres
arboles obtenidos (Figura 14).

Barisia imbricata

100}

Xenosaurus grandis
Hs.cinclum  NevadaUSA

Clado 1 498|: Hs.cinctum  UTAHUSA

H.s.suspectum  Sonoranorte

69

5 H.s.suspectum  Sonora centro
H.s.suspectum  Sonora sur
80 .
Clado 2 @ a0 H.s.suspectum  Arizona
———————————— H.s.5uspectum Sinalea
3A1 Hhhorridum Sinaloa Rosario
| 9 |: Hhhorridum Nayarit costa
r H.h.exasperatum  Guirocoba Sonora
Clado 3 " 99 Hh.exasperatum  Alamos Sonora
58 o7 Hh.exasperatum  Sinaloa San Blas
— Hhdharlesbogerti prenal Zazapa GUAT
3B | gg “— Hhdharleshagerti Cabaias Zacapa GUAT
66 — Hhhorridim  Puebla
4A 77 Hh.horridim  Puebla
Hp.horricum  Colima costa
; Jalisco costa
Clado 4 - Hhhorridum
24 Hhhorrigum  Ttzmo deTehuantepec OAX
20 4B _ Hhhorridum  Morelos
— Hhhorridim  Guerrero
E Hhhorridum  Puerto Arista CHIS
Hh.horridum  Tonala CHIS
Hhhorridum  Puerto Angel OAX
oA EE Hhborricum  SanPedro OAX
Clado 5 89 Hh.alvarezi  Cintalapa CHIS
Hhatwarezi  Rizo de oro CHIS
5B Hh.alvarezi  Tutla Gutierrez CHIS

Hhalvarezi  Chiapa de Corzo CHIS

Figura 14. Arbol de consenso estricto obtenido a partir de los tres arboles méas
parsimoniosos, utilizando caracteres morfolégicos. Los numeros bajo los nodos

indican el valor de bootstrap, los nodos sin nimero indican que el valor de
bootstrap fue menor a 50.
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En el cladograma de consenso a partir de los datos morfolégicos se pueden

observar cinco clados principales.

El clado uno es el mas basal con respecto al resto de las especies; presenta un
valor de bootstrap de 98 y esta conformado por las poblaciones H. s. cinctum
de Nevada y Utah, Estados Unidos de América. Este se presenta como grupo
hermano del resto de las subespecies que se encuentran al interior del otro
gran clado que incluye a su vez a los clados dos, tres, cuatro y cinco.

El clado dos se encuentra resuelto con un valor de bootstrap de 92 y esta
formado por las poblaciones de H. s. suspectum de Arizona, Sonora y Sinaloa,
y se presenta como el grupo hermano del clado que incluye todas las
poblaciones de H.horridum.

El clado tres con valor de bootstrap de 58, est4 formado a su vez por dos
clados el primero (3A) contiene a las poblaciones de H. h. exasperatum de
Sonora y Sinaloa con un valor de bootstrap de 97 dentro del clado (3A1) que a
su vez forma el grupo hermano de las poblaciones de H. h. horridum de Nayarit
y Sinaloa (clado 3A2) con 94 de bootstrap. El segundo de estos clados (3B)
esta formado por las poblaciones de H. h. charlesbogerti de Guatemala y tiene
un valor de bootstrap de 98 EIl clado tres forma el grupo hermano del clado

cuatro.

El clado cuatro presenta un valor de bootstrap menor a 50, esta formado por
distintas poblaciones de H. h. horridum y se divide a su vez en dos clados; el
primero de éstos (4A), esta formado por las poblaciones de Puebla y tiene un
valor de 77 de bootstrap; en el segundo (4B) se encuentra una politomia entre
tres grupos, por un lado la poblacion de la costa de Colima, en el otro grupo las
poblaciones de la costa de Jalisco e Istmo de Tehuantepec con valor de 84 en
el bootstrap, y el tercer grupo formado por las poblaciones de Guerrero,

Morelos y costa de Chiapas.

Finalmente el clado cinco con valor de 89 de bootstrap (grupo hermano del
clado que incluye a los clados tres y cuatro), se encuentra dividido a su vez en

dos clados; el primero (5A) con un valor de 61, incluye a las poblaciones de
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H.h.horridum de la costa de Oaxaca (San Pedro Tututepec y Pto Angel.) que
aparecen como grupo hermano del clado (5B) formado por las poblaciones de

H. h. alvarezi de la region central de Chiapas con un valor menor a los 50.

Heloderma suspectum, aparece como un grupo polifilético y las dos
subespecies con sus poblaciones correspondientes, estan agrupadas en dos
clados diferentes. Por un lado las poblaciones de H. s. cinctum (Nevada y Utah)
se encuentran en el clado uno. Las poblaciones de H. s. suspectum (Sonora,
Sinaloa y Arizona) constituyen el clado nimero dos con valor de bootstrap de

92; al interior de este grupo no existe una concordancia geografica.

De acuerdo con esta hipotesis, las poblaciones de H. horridum forman entre si
un grupo exclusivo soportado con un valor de 80 en bootstrap, en cuanto a las
poblaciones de H. h. horridum aparecen asociadas a tres clados distintos. Por
un lado se encuentra la poblacion de Rosario Sinaloa y la costa de Nayarit
(clado 3A1) que aparece filogenéticamente mas cercana a las poblaciones de
H. h. exasperatum. Por otra parte se encuentra el clado nimero 5A donde se
agrupan las poblaciones de La costa de Oaxaca (Puerto Angel y San Pedro
Tututepec) apareciendo como grupo hermano de las poblaciones de H. h.
alvarezi. El resto de las poblaciones de H. h. horridum constituyen el clado
namero cuatro.

Por su parte las poblaciones de H. h. exasperatum se encuentran formando un
grupo exclusivo dentro del clado 3 A2 con un valor alto de bootstrap (97) y
como ya se mencioné anteriormente forma el grupo hermano de las

poblaciones de H. h. horridum del norte (Sinaloa y Nayarit).

Con relacion a las poblaciones de H. h. alvarezi, etas forman un grupo
exclusivo dentro del clado 5B con valores bajos de bootstrap (menores a 50) y
forman el grupo hermano de las poblaciones de H. h. horridum de la costa de

Oaxaca.

Las poblaciones de H. h. charlesbogerti se encuentran como un grupo

exclusivo dentro del clado tres en el clado 3B con un valor alto de bootstrap y
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formando un grupo hermano del clado 3A, cuestidn que no presenta ninguna

congruencia geografica.

Andlisis filogenético con caracteres moleculares.

La busqueda heuristica bajo el criterio de méxima parsimonia con la matriz de
873 caracteres moleculares (235 constantes, 324 no informativos y 314
de 406 arboles
parsimoniosos con una longitud de 1048 pasos, un IC = 0.843 y un IR = 0.854

informativos) di6 como resultado un total igualmente
(Figura 15). El cladograma obtenido por medio del criterio de inferencia

bayesiana se muestra en la Figura 16.
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Figura 15. Arbol de consenso estricto obtenido a partir de los 406 mas
parsimoniosos. Los numeros grandes bajo los nodos indican el valor de
bootstrap, Los nodos sin numero indican que el valor de bootstrap fue menor a
50.
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Figura 16. Arbol de consenso de mayoria obtenido a partir del andlisis
bayesiano, los nameros representan el valor de probabilidad posterior. Los
nodos sin numero indican que el valor fue menor a 0.50 de probabilidad

posterior.

Debido a que la topologia de los arboles obtenidos con los métodos de
parsimonia y distancias bayesianas son practicamente iguales, se describen en
conjunto. Se pueden observar cinco clados principales en ambas hipotesis
(Figuras 15 y 16). En la hipétesis de parsimonia el clado nimero uno presenta
un valor de bootstrap de 100. Dentro de éste y de forma basal se encuentra el
haplotipo de H. s. cinctum, como grupo hermano del clado que contiene a los
haplotipos de H. s. suspectum de Arizona y Sonora. El clado nimero uno se

recupera también en la hipétesis bayesiana con un valor de probabilidad
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posterior de 1.0, sin embargo a su interior las relaciones son diferentes pues H.
S. suspectum se encuentra como un grupo parafilético respecto a H. s. cinctum,
ya que el haplotipo de H. s. cinctum de Utah se encuentra formando el grupo
hermano del haplotipo de Hornos Sonora. Esta relacion se encuentra soportada
con un valor de probabilidad posterior de 0.89. En ambas hipétesis el clado
namero uno forma el grupo hermano del clado que contiene a todos los

haplotipos de las subespecies de H. horridum.

El clado nimero dos se encuentra resuelto con un valor de bootstrap de 98 y
de 1.00 de probabilidad posterior. A su vez este clado contiene los clados 2A 'y
2B; el primero esta formado por los haplotipos de H .h. exasperatum de Sonora
y Sinaloa ademas del haplotipo de H. h. horridum de Valparaiso, Zacatecas.
Este clado presenta valores altos de bootstrap (100) y de probabilidad posterior
(1.00). Por otra parte el clado 2B con valores de 100 y 1.00 de bootstrap y
probabilidad posterior respectivamente, contiene una politomia entre los tres
haplotipos de H. h. horridum de Jalisco (Jocotlan, Tomatlan, Cihuatlan). El
clado nimero dos forma el grupo hermano del grupo que incluye a los clados
tres, cuatro y cinco (haplotipos de H.h.horridum del centro y sur ademas de los

haplotipos de H.h.alvarezi y H.h.charlesbogerti).

El clado numero tres tiene un valor de 100 de bootstrap y de 1.00 de
probabilidad posterior. Esta formado a su vez por dos sub clados con valores
altos de booststrap y probabilidad posterior con poblaciones de H. h. horridum.
El primero que contiene a los haplotipos de Ixtlahuacan y Tecoman, Colima (63
y 0.9). El clado formado por los haplotipos del Rancho el Salado y Santa Inés
Ahuatempan, Puebla (100 y 1.00). El clado nimero tres se presenta en la base
y como grupo hermano del grupo que incluye a los clados cuatro y cinco,
relacion que estd soportada por un valor alto de probabilidad posterior (0.98)

aunque para el bootstrap el valor es bajo (55).
Dentro del clado cuatro se encuentran los haplotipos de H. h. horridum,

pertenecientes a la costa sur de Guerrero (Copala) y Norte de Oaxaca (San

Pedro Tututepec y Santa Rosa de Lima). Presenta valores altos tanto en
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bootstrap (97) como en probabilidad posterior (0.98) y forman el grupo hermano
del clado cinco.

Finalmente el clado niamero cinco con valores de 81 en bootstrap y 1.0 de
probabilidad posterior difiere en su interior entre ambas hipétesis, por un lado
en la hipoétesis de parsimonia esta formado en su base por una politomia entre
los tres haplotipos de H. h. charlesbogerti y el clado 5A que a la vez tiene un
valor de 85 de bootstrap y y que incluye a los haplotipos de H. h. alvarezi.
Mientras que en la hipotesis bayesiana si bien H. h. alvarezi se encuentra
también como grupo exclusivo con valor de 0.97 en el clado 52 este clado
forma una politomia en su base con los haplotipos de Arenal y San Vicente,
mientras que el haplotipo de Zacapa es basal a este grupo; esto tiene la
consecuencia de que H. h. chalesbogerti se podria interpretar como un taxén

parafilético.

H. suspectum se presentan como un grupo exclusivo con valores altos tanto de
bootstrap (100) como de de probabilidad posterior (1.0) pero no es posible
evaluar el estatus taxondémico de las subespecies H. s. suspectum y H. s.
cinctum debido a que solo se cuenta con un haplotipo de H.s.cinctum para este
estudio. Ademas de que la posiciéon del Gnico haplotipo de H. s. cinctum es

distinta en ambas hipoétesis.

En las dos hipotesis basadas en datos moleculares los haplotipos de H.
horridum forman un grupo exclusivo con un valor alto de Bootstrap y de
probabilidad posterior (100 y 1.00 respectivamente). En cuanto a los haplotipos
de H. h. horridum podemos observar que se presentan como un grupo
polifilético (no exclusivo) dentro del cual pueden observarse tres linajes sin
aparente flujo genético entre ellos y representados por los clados 2B, 3y 4.

Los haplotipos de H. h. exasperatum junto con el haplotipo de Valparaiso
Zacatecas forman un grupo exclusivo (2A) y hermano del clado que incluye los
haplotipos de Jalisco de H. h. horridum (2B). Los haplotipos de H. h. alvarezi
forman un grupo exclusivo en ambas hipotesis (5A), sin embargo H. h.
charlesbogerti se encuentra formando una politomia con el clado que contiene

los haplotipos de H. h. alvarezi en la hipotesis de parsimonia mientras que en la
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hipbtesis bayesiana se encuentra como parafilético con respecto a a H. h.

alvarezi

Distancias génicas

Las distancias génicas se calcularon entre los grupos de haplotipos
identificados en las hipotesis con datos moleculares H. s. cinctum, H. s.
suspectum, (haplotipos de Arizona y Sonora), H. h. exasperatum (incluyendo
los haplotipos de Sonora, Sinaloa y el haplotipo de H. h. horridum de
Zacatecas), H. h. horridum del norte (incluye a los haplotipos de Jalisco), H. h.
horridum del centro (incluye a los haplotipos de Colima y Puebla), H. h.
horridum del Sur (incluye los haplotipos de Guerrero y Oaxaca), el grupo de H.
h. alvarezi (haplotipos de Chiapas) y el grupo de H. h. charlesbogerti

(haplotipos de Guatemala).

En cuanto a las distancias génicas calculadas (Tabla 4) se observa que los
valores mas altos de distancia se dan entre los linajes del grupo externo y los
linajes del grupo de estudio con valores por encima de 0.4, por otra parte en
general los valores de distancia al interior del grupo son bajos.

Sin embargo, los valores mas altos de distancia dentro del grupo de estudio se
encuentran entre los linajes de H. s. suspectum y H. h. horridum del norte,
como era de esperarse, con un valor de 0.175. Los linajes de H. s. cinctum con
H. h. horridum del norte con un valor de 0.174 y entre los linajes de H. s.
suspectum y H. h. horridum del centro con un valor de 0.169. Por otra parte, los
valores més bajos son aquellos entre H. h. alvarezi y H. h. charlesbogerti con
un valor de 0.004, entre H. h. charlesbogerti y H. h, horridum del sur 0.014 y

finalmente entre los linajes de H. s. suspectum y H. s. cinctum 0.015.
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Tabla 4. Distancias génicas entre los linajes identificados en la hipotesis
filogenética con caracteres moleculares.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1.Barisia 0.788 [0.391 |0.486 |0.489 |0.507 [0.507 |0.495 |0.495 |0.498 |0.503
2.Varanus 0.746 |0.555 |[0.555 |[0.559 |0.558 [0.513 |0.531 [0.522 |0.524
3.Xenosaurus 0.486 |0.489 |0.500 |0.508 |0.505 [0.517 [0.523 |0.522
4.H. s. cinctum 0.015 [0.170 |{0.174 |0.166 |0.150 |0.164 [0.158
5 H. s. suspectum 0.167 |0.175 |[0.169 |0.155 |0.167 |0.162
6.H. h. exasperatum 0.049 |0.103 |0.091 |0.090 |0.085
7.H. h, horridum nte. 0.106 |{0.099 |0.100 |0.095
8.H. h, horridum cto. 0.070 |0.063 |0.059
9.H. h. horridum sur 0.018 |0.014
10.H. h. alvarezi 0.004
11.H. h. charlesbogerti

Se construy6 un arbol con las distancias génicas (UPGMA), con la finalidad de

mostrar cOmo se separan los grupos utilizando esta medida de distancia

(Figura 17). También se construyé un arbol con Neighbor Joining, el cual

resultd ser muy similar al anterior, por lo que no se muestra aqui. Se puede

observar que existen distancias significativas entre los grupos principales de

este trabajo, por arriba del 3% (distancias recalculados por el UPGMA) y

valores altos de boostrap en los nodos basales.
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Figura 17. Arbol de distancias génicas construido con base en la matriz de
distancias de la Tabla 3, utilizando el algoritmo de UPGMA con el programa
Mega V.4 (Tamura et al. 2007). Los valores en los nodos corresponden al

soporte de boostrap.
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Discusion.

Douglas et al. (2003) y Douglas et al. (2010) mencionan que entre H. s.
suspectum y H. s. cinctum existen niveles bajos de divergencia genética (0.5%
en el Cuadro 2 de Beck 2005, p23) lo cual sugiere que deberian de ser
considerados un solo taxén. Las distancias génicas calculadas en este estudio
entre ambos taxones sugieren que la divergencia es un poco mayor (0.15=1.5
%), aunque siguen siendo bajas. Sin embargo el hecho de que sean grupos
exclusivos en la filogenias molecular realizada por (Hernandez-Jiménez et al.
2011) vy la filogenia basada en morfolégica presentada en este estudio
sugieren lo contrario. No obstante, a pesar de que en el extremo sur de la
distribucion de H. s. cinctum y extremo norte de la distribucion de H. s.
suspectum son simpatridos, sus poblaciones poseen caracteres exclusivos
como el patron de coloracién de la cola (cuatro anillos simples gruesos
continuos y bien definidos para el caso de H. s. cinctum y tres o cuatro anillos
dobles no siempre bien definidos para el caso de H. s. suspectum), el patrén de
coloraciéon del dorso (cuatro bandas claramente definidas de color negro con
manchas mas o menos circulares de color rosado o anaranjado dentro de cada
banda intercaladas con bandas claramente definidas de color rosado o
anaranjado con manchas mas o menos circulares de color negro dentro de
cada banda para el caso de H. s. cinctum y bandas reticuladas de color rosado
0 anaranjado con manchas irregulares de color negro intercaladas con bandas
negras reticuladas con manchas de forma irregular de color rosado o
anaranjado para el caso de H. s. suspectum), y la ausencia de cambio
ontogenético en la coloracion en el caso de H. s. cinctum. Aunque en este
trabajo solo se cuenta con un haplotipo de H. s. cinctum, y cuatro de
H.s.suspectum lo cual hace dificil evaluar el status de estas subespecies con
las hipétesis basadas en datos moleculares, en el trabajo de Hernandez-
Jiménez et al. (2011) se observan mas haplotipos de H. s. suspectum, mismos
que se encuentran en un clado distinto a las poblaciones de H. s. cinctum sin
gue se muestre evidencia de flujo genético entre estos linajes. Por otro lado las
distancias génicas encontradas en este trabajo contrastadas con las de
Douglas et al. (2003), y Douglas et al. (2010) son ligeramente mas elevadas

1.5%. Por lo cual aplicando los criterios de Wiens y Penkrot (2002), de
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exclusividad, tanto morfologica (Figural4) como molecularmente (Figura 3), a
estos dos taxones simpatridos, con diferencias morfologicas, sin evidencia de
flujo génico. Deben ser elevadas a nivel de especie y tratadas como especies
distintas, H. suspectum y H. cinctum (Figura 18).

Los resultados tanto a nivel morfolégico como a nivel molecular (Figuras 14,
15,16, 17) sugieren la existencia de al menos tres linajes distintos dentro de lo
que es considerado H. h. horridum, lo cual coincide con lo mencionado en
trabajos de (Hernandez-Jiménez, 2005 y Hernandez-Jiménez et al. 2011). Los
linajes del extremo norte (Valparaiso Zacatecas y Tomatlan, Jocotlan y
Cihuatlan Jalisco) se encuentran en el mismo clado con H. h. exasperatum; en
particular la muestra de Valparaiso, Zacatecas esté en la base del clado de H.
h. exasperatum, mientras las otras poblaciones forman un clado hermano
(clado 2 A, Figs. 15 y 16). Desafortunadamente en la filogenia morfologica
(Figura 14) no se cuenta con poblaciones de Zacatecas, sin embargo las
poblaciones geograficamente mas cercanas (Nayarit y Sinaloa) se encuentran
también dentro del grupo de H. h. exasperatum (clado3); mientras que las
poblaciones de la costa de Jalisco se encuentran en el clado 4 emparentadas
con el resto de las poblaciones de la costa del Pacifico, Istmo de Tehuantepec
y Cuenca del Balsas sin que exista una congruencia geogréfica al interior del
mismo. Esto debido a la morfologia tan conservada que no difiere claramente
entre las poblaciones de este clado. No obstante, la topologia de las filogenias
moleculares sugiere que habria cierto flujo génico entre las poblaciones que
van desde el sur de Sonora hasta la costa suroeste de Jalisco, incluyendo la
poblaciéon de Valparaiso, Zacatecas y que no lo existe entre el grupo anterior y
las poblaciones que van de Colima a la Cuenca del Balsas. Considerando los
argumentos anteriores, los valores elevados de soporte en el nodo 2 de las
figuras 15 y 16, y con base en la exclusividad molecular de los linajes del sur
de Sonora a Jalisco, incluyendo Zacatecas, se propone elevar a esta
subespecie a H. exasperatum. Esto ya lo habian sugerido Douglas et al.
(2003), pero con poca evidencia molecular y morfolégica.

Con relacion a las poblaciones de Nayarit, Valaparaiso, Zacatecas y Jalisco,

considerados previamente como H. h. horridum (Bogert y Martin del Campo,
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1956; Beck, 2005; Campbell y Lamar, 2004), parecen estar formando parte del
mismo grupo que H. exasperatum. Esto coincide con lo dicho por (Hernandez-
Jiménez et al. 2011), quienes mencionan que algunos haplotipos de Jalisco se
encuentran dentro del clado de H. h. exasperatum y que al interior de este
grupo divergen tres linajes distintos. En la figura 17, se puede observar la poca
distancia génica entre las muestras de H. h. exasperatum y la poblacién de
Valparaiso Zacatecas; y con las poblaciones de H. h. horridum del norte (casi
5%, Tabla 3). Por el poco niumero de muestras entre Sonora y Jalisco en este
estudio no es posible evaluar la existencia de estos tres linajes, y tomando una
posicion conservadora es preferible considerarlos tentativamente como parte
de un solo taxén (H. exasperatum). Cabe hacer notar que con la propuesta
taxonomica de arriba, se extiende el area de distribucion de H. exasperatum
hacia el sur hasta el suroeste de Jalisco, limitado al sur por las cuencas de los

Rios Cihuatlan y Armeria (Figura 18).

El segundo linaje identificado es el de los haplotipos del centro de la costa
pacifica méxicana (Ixtalhuacan y Tecoman, Colima) y la Cuenca del Balsas
(Rancho el Salado y Santa Inés Ahuatemapan, Puebla) los cuales se
mantienen como un linaje exclusivo e independiente con valores altos de
soporte de ramas y con posible mantenimiento de flujo génico. Estas
poblaciones aparecen en la topologia obtenida por los datos morfolégicos en el
clado 4 formando un grupo exclusivo (debido a que practicamente no existen
diferencias morfologicas entre estas poblaciones) junto con las poblaciones del
istmo de Tehuantepec, Costa de Jalisco, Costa de Chiapas, Cuenca del Balsas
de Guerrero y Morelos, sin embargo las relaciones al interior de la hipotesis
con datos morfolégicos no son claras por la discordancia geografica y los bajos
valores del soporte de ramas. Desafortunadamente para el analisis molecular
no se incluyeron especimenes del resto de la cuenca del Rio Balsas, del Istmo
ni de la costa de Chiapas, lo cual podria haber resuelto esta discordancia entre
las hipétesis morfolégica y molecular. No obstante, a nivel génico los haplotipos
de este grupo incluidos en este analisis representan un clado exclusivo,
ademas presentan una diferencia génica del 10% con las poblaciones al norte y

de un 4% con las del sur. Por su distribucion, estas poblaciones se pueden
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considerar como representantes del taxén nominal H. horridum, cuya

distribuciéon queda limitada al sur por la Cuenca del Rio Omitlan (Fig. 18).

El tercer linaje que se recupera en ambas hipétesis (clado 5A de datos
morfologicos y 4 de datos moleculares) y q ademas coincide con la hipétesis
realizada por Hernandez-Jiménez et al. (2011) corresponde a las poblaciones
de la costa de Guerrero y Oaxaca; las poblaciones de esta zona son
ejemplares que poseen caracteres morfologicos que los distinguen del resto de
las poblaciones (color negro con ausencia de manchas o reminiscencia de
haber tenido manchas tanto en el cuerpo como en el dorso) este patron de
coloracién es muy similar al de H. h. alvarezi; sin embargo, en H. h. alvarezi la
coloracién en algunos ejemplares no es completamente oscura llegando a
presentar manchas de color amarillo o reminiscencia de haber tenido manchas
en alguna etapa de su vida de forma irregular en el dorso o en forma de anillos
en la cola. Ademas las poblaciones de la costa de Guerrero y Oaxaca, con la
informacion geografica disponible al parecer se encuentran aisladas de las de
H. h. alvarezi, pero pueden ser parapatridas con poblaciones del Istmo de
Tehuantepec las cuales son morfoldgicamente mas similares a las poblaciones
de Jalisco, Colima, Morelos y Guerrero. Por lo cual las poblaciones de la costa
de Guerrero y Oaxaca deben ser consideradas como una especie nueva que
necesita ser nombrada y descrita, aunque las distancias génicas entre este
linaje y H. h. alvarezi son bajas (1.5%), lo cual podria estar indicando una
divergencia reciente. Este linaje esta limitado al oeste por la cuenca del Rio
Omitldn y al este por el Istmo de Tehuantepec cuyas poblaciones son

morfolégicamente distintas. (Figura 18).

A pesar de que solo uno de los tres linajes de H. h. horridum es recuperado en
ambas hipétesis (morfolégica y molecular), es notorio, por la topologia de todas
las filogenias presentadas, que el grupo tradicionalmente nombrado como H. h.
horridum debe subdividirse en al menos los tres taxones mencionados arriba.
La distribucién de estos linajes es muy parecida a la de los grupos siniferus y
utiformis del género Sceloporus (Flores-Villela et al. 2000) a la que presentan

las subespecies de Urosaurus bicarinatus (Gonzalez-Bernal, 2002) y las
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anteriormente consideradas subespecies de Trimorphodon biscutatus (Devitt,
2006).

Heloderma h. alvarezi aparece dentro del cladograma obtenido por morfologia
como un grupo exclusivo diferenciado completamente del resto de los otros
linajes, lo cual sugeriria que debe ser considerado una especie distinta; sin
embargo dentro del cladograma obtenido con datos moleculares se encuentra
dentro del mismo clado que H. h. charlesbogerti, lo cual coincide con lo
mencionado por (Hernandez-Jiménez et al. 2011). Por otra parte Douglas et al.
(2003) y Douglas et al. (2010) mencionan que H. h. alvarezi y H. h.
charlesbogerti podrian ser considerados como la misma especie por que estan
poco diferenciadas. Los datos de distancias génicas entre estos linajes son los
mas bajos de este estudio, siendo (0.4%), lo cual coincide con la baja distancia
(1%) registrada por Douglas et al. (2003) y Douglas et al. (2010) en el cual
estas dos subespecies poseen las distancias génicas mas bajas entre si. Vale
la pena aclarar que en estos trabajos no se analiza la morfologia de estos dos
taxones. Por otra parte el hecho de que se encuentren dentro del mismo clado
pudiera sugerir la existencia de flujo génico entre los haplotipos de H. h.
alvarezi y H. h. charlesbogerti, sin embargo ambos taxones se encuentran
aislados geograficamente por mas de 200 km entre sus zonas de ocurrencia
(Depresion Central de Chiapas en México y Valle del Rio Motagua en
Guatemala) y el hecho de que aparezcan dentro del mismo clado formando un
solo grupo puede deberse a que la divergencia entre ambos taxones fue
reciente y no existen diferencias fijas en esa parte del genoma. O posiblemente
sea consecuencia del fendmeno descrito como “incompleat linage sorting” que
ocurre cuando el tiempo de separacion entre linajes es corto (Wiens, 2008). Por
ejemplo, si el tiempo de separacion es corto entre dos linajes A (H. h. horridum
del sur) y el ancestro de B-C (H. h. alvarezi-H. h. charlesbogerti) algunos de los
alelos de la especie B-C estaran mas cercanamente relacionados con la
especie A que con algunos de los individuos de la especie B-C, pasando algun
tiempo estos alelos habran desaparecido por deriva génica, sin embargo si el
tiempo de separacion entre B (H. h. alvarezi) y C (H. h. charlesbogerti) ocurre
poco tiempo despueés, estos alelos son retenidos y fijados por la especie B (H.
h. alvarezi), provocando en este caso que la filogenia de genes (H. h. alvarezi y
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H. h. charlebogerti formando un mismo grupo) difiera de la filogenia de las

especies (H. h. alvarezi como un grupo distinto de H. h. charlesbogerti).

Ademas existen caracteres morfoldgicos que distinguen claramente a ambos
taxones (patron de colocacion del dorso y de la cola). Por estas razones se
considera que éstas deben ser tratadas como especies distintas, H. alvarezi
con una distribucion restringida a la parte central de Chiapas y H.
charlesbogerti que se distribuye en el valle del rio Motagua en Guatemala
(Figura 18).

Finalmente, vale la pena aclarar que las distancias génicas obtenidas en este
estudio son proporcionalmente similares a las registradas por Douglas et al.
(2003), utilizando los genes mitocondriales ATPase 8 y 6. Aunque las del
presente estudio son mas conservadoras, siendo no mayores a 17.4%,
mientras que los autores anteriores registran distancias de hasta un 21.5%
entre los linajes de H. suspectum spp y H. horridum spp.
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Figura 18. Distribucién geogréfica de los linajes de las especies de Heloderma.

Se muestra la congruencia geografica y topologica entre los distintos linajes de

Heloderma.
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Conclusiones
H. s. suspectum y H. s. cinctum representan dos especies distintas, Heloderma

suspectum y Heloderma cinctum.

H. h. horridum esta formado por tres linajes monofileticos distintos. EI mas
nortefio debe ser considerado como parte de H. exasperatum. El segundo
linaje, distribuido en el centro de la costa del Pacifico Mexicano y cuenca del
Balsas, representa el taxon nominal H. horridum. Finalmente, el de la costa de

Guerrero y Oaxaca representa a una especie nueva gque necesita ser descrita.

H. h. alvarezi forma un grupo exclusivo que se distribuye en la Depresion
Central de Chiapas y debe ser elevado a nivel de especie y nombrado como

Heloderma alvarezi.
H. h. charlesbogerti forma un grupo exclusivo y distinto a H. alvarezi distribuido

en el Valle Del Rio Motagua en Guatemala que debe ser elevado a nivel de

especie y nombrado como Heloderma charlesbogerti
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