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I. RESUMEN GENERAL

Durante la historia del Cinturén Volcanico Transmexicano han ocurrido numerosos eventos
geoldgicos relacionados con su formacion, estos han producido barreras para especies de
tierras altas propiciando el aislamiento y diversificacion entre especies y sus poblaciones.
Investigamos las relaciones filogenéticas entre individuos de poblaciones de anfibios en
zonas altas de la Cuenca del Rio Santiago en Jalisco y Nayarit. Se colectaron tejidos de 33
ejemplares pertenecientes a 10 especies en gradiente altitudinal de 1400 a 2915 mshm
provenientes de 10 cerros y volcanes, adicionalmente se incluyeron 55 muestras de
poblaciones externas. Amplificamos un fragmento del gen cytb y usando dataciones
secundarias y calibraciones con fosiles estimamos los tiempos de divergencia entre especies
y sus poblaciones utilizando un método bayesiano. Las estimaciones indican que todas las
divergencias entre especies ocurrieron durante el Nedgeno posiblemente debido a los
episodios geoldgicos que ocurrieron en la zona, mientras que las divergencias intraespecie
sucedieron principalmente durante el Cuaternario. Ademas se obtuvo un patron; las
poblaciones méas antiguas de la mayoria de las especies provienen del sur, lo que sugiere
multiples origenes surefios con dispersiones al norte. Se dan a conocer nuevos patrones que

ayudan a comprender la historia evolutiva de algunas especies de tierras altas.
Abstract

During history of Trans-Mexican Volcanic Belt have been happened a large of geological
events related to their formation, these have produced barriers for highland species favoring
isolation and diversification between species and their populations. We investigated
phylogenetic relationships between individuals of populations of amphibians from
highlands of the Santiago River Basin in Jalisco and Nayarit. We collected tissues of 33
specimens belonging to 10 species in an altitudinal gradient of 1400 to 2915 msnm coming
from 10 volcanoes and mountains, additionally was included 55 samples from external
populations. We amplified a fragment of the cytb gen and using secondary and fossils
calibrations we estimated divergences times between species and their populations using a
Bayesian method. Estimates of divergence suggest that all divergences between species
happened during the Neogene, probably due to geological episodes that occurred in the
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area, while intraspecies divergences occurred mainly during the Quaternary. Furthermore a
pattern was obtained; oldest populations of most species come from the south that suggests
multiple southern origins with dispersions to the north. New patterns are being introduced

to help understand the evolutionary history of some highland species.



II.  INTRODUCCION GENERAL

México es considerado un pais “megadiverso”, ya que forma parte del selecto grupo de
naciones poseedoras de la mayor cantidad y diversidad de animales y plantas. En conjunto
los 17 paises megadiversos albergan casi el 75% de la diversidad mundial de especies
(Mittermeier, 1988). Asi mismo, México es el pais que ocupa el 5to lugar en diversidad de
anfibios después de Brasil, Colombia, Ecuador y Peru, con 377 especies, y el segundo lugar
en reptiles después de Australia, con 866 especies (Alvarado et al., 2013; Flores-Villela y
Garcia-Vazquez, 2014; Gonzalez-Hernandez et al., 2014; Parra-Olea et al., 2014). De las
1243 especies de anfibios y reptiles que habitan en el pais, alrededor del 60% de las
especies son endémicas a México. El endemismo se concentra principalmente en las islas
del Golfo de California, la Sierra Madre del Sur de Guerrero y Oaxaca y el Eje Volcanico

Transversal (Grismer, 2002).

Existen dos importantes centros de evolucion en México donde se forma una gran cantidad
de especies, en su mayoria endémicas: El Eje Neovolcanico Transversal y la Depresion del
Balsas-Tepalcatepec (Flores-Villela, 1991; Luna-Vega, 2008). El eje Neovolcanico esta
constituido por alrededor de 8000 estructuras volcanicas (Demant, 1978), esta provincia
tiene aproximadamente 1000 km de longitud, y de acuerdo a fechamientos isotopicos esta
region fisiografica se formo durante el Mioceno medio y tardio (Ferrari et al., 1999). De
acuerdo con Gémez-Tuena et al. (2007) el Eje Neovolcanico se puede dividir en cuatro
episodios evolutivos: (1) la instauracion de un arco de composicion intermedia en el
Mioceno medio y tardio, (2) un episodio mafico del Mioceno tardio, (3) Un episodio
silicico de finales de Mioceno que llega a ser bimodal en el Plioceno temprano, y (4) la
reinstauracion de un arco con gran variabilidad composicional a partir del Plioceno tardio.
En este dltimo episodio se formaron las montafias y conos volcénicos de la Cuenca del Rio
Santiago, Jalisco siendo estos de reciente formacion geoldgica (1.8-3 Ma), pero colindando
con el bloque de Jalisco el cual presenta edad del cretacico (75-100 Ma) (Ferrari et al., 1999
y GOomez-Tuena et al., 2005). Estos episodios geoldgicos y los cambios climéaticos han
ocasionado la diferenciacion y radiacion de una gran cantidad de especies (Flores-Villela,
1991). Por ejemplo, se ha corroborado que poblaciones restringidas en habitats montafiosos



presentan mayores niveles de divergencia genética en relacion con otras poblaciones,
asumiendo que los sistemas montafiosos funcionan como barreras de aislamiento que
impiden el flujo génico (Shepard y Burbrink, 2008, 2009), asi mismo hay evidencia de que
los cambios climéaticos que ocurrieron durante el pleistoceno tuvieron un efecto en la
diversificacion y demografia de las especies de montafia (Haffer, 1969; Hewitt, 1996;
Shepard y Burbrink, 2008). El desplazamiento y expansion de la vegetacion de las tierras
altas a través de México durante los ciclos frios glaciales del Pleistoceno pudo haber
permitido la dispersion de taxa de los sitios altos, lo cual resulté en el contacto entre los
taxa previamente aislados y la colonizacion de nuevos hébitats (Bryson et al., 2011a).

Los estudios filogeograficos permiten plantear hipdtesis sobre vicarianza o dispersion e
identificar las causas que pudieron haber influido en ellos (Lanteri y Confalonieri, 2003).
La filogeografia también permite inferir procesos como la diversificacion, el flujo génico y
procesos de colonizacion con fines de conservacion (Dominguez-Dominguez y Vazquez-
Dominguez, 2009). Los anfibios y reptiles presentan caracteristicas biologicas (por
ejemplo, poca vagilidad, alta vulnerabilidad a cambios ambientales y tolerancia restringida
a factores climéticos y ecologicos extremos) que los hacen mas propensos al aislamiento de
sus poblaciones. Estas caracteristicas sumadas a la topografia accidentada de México, en
particular del Eje Neovolcanico Transversal los hace un modelo ideal para esclarecer
patrones histdricos y evolutivos, para conocer secuencias de colonizacion, asi como para
plantear hipotesis en especies co-distribuidas sobre posibles eventos comunes (e.g.
vicarianza y dispersion). Como lo han planteado algunos autores, los resultados de estudios
filogeograficos son importantes para esclarecer procesos en areas con poca informacion
geoldgica (Castoe et al., 2009; Riddle y Hafner, 2006). En zonas donde la informacion
geoldgica se encuentra disponible, como es el caso de la regidn oeste del Eje Neovolcanico
Transversal, es posible encontrar concordancias entre la historia de la tierra y la historia de
los taxa. En este sentido el presente estudio plantea explorar la relacion entre las
poblaciones de anfibios y reptiles con los conos volcanicos de las zonas altas de la cuenca
del rio Santiago de los estados de Nayarit y Jalisco que tienen distintas edades geoldgicas
de formacion y cuya historia geoldgica pudo haber afectado los patrones de distribucién y
la historia evolutiva de las especies que los habitan.



I1l. ANTECEDENTES

Bajo la premisa de Croizat (1958) quien menciona que “la vida y la tierra evolucionan
juntas”. Surge una nueva disciplina gracias al progreso en la tecnologia para poder
secuenciar el ADN, conocida como Filogeografia y propuesta por Avise et al. (1987). Ellos
definen la filogeografia como el andlisis espacial de los linajes génicos, utilizada para
investigar y conocer las relaciones entre la historia de la tierra y la diversificacion de la
biota.

Haffer (1969) encuentra que durante el periodo del Pleistoceno el bosque amazdnico se
dividio en pequefios fragmentos debido a cambios climéticos, dentro de estos fragmentos
quedaron aisladas las aves de Sudamérica. Estas areas remanentes que quedaron sirvieron
como refugio para las poblaciones de aves que coexistian antes del periodo de sequia,
entonces una vez que el clima cambié a un periodo himedo, los fragmentos que habian
quedado aislados unos con otros pudieron extenderse en su rango y unirse nuevamente con
los otros fragmentos. Estos episodios de aislamiento, de acuerdo con Haffer, propiciaron
una rapida diferenciacion de las especies de aves. A partir de esto, Haffer propone una
explicacion histérica de la distribucion actual de las aves de Sudamérica por medio de
cambios climaticos en el Pleistoceno, asi mismo se puede inferir que este mismo evento

influy6 en las demas poblaciones animales y vegetales.

Basados en el trabajo de Haffer se han realizado muchos trabajos tratando de explicar la
diversidad bioldgica de ciertas regiones por los cambios climaticos del Pleistoceno. El
origen de la herpetofauna mexicana es explicado por Savage (1982) por cuatro unidades de
origen; el elemento antiguo del norte, formado por géneros extra tropicales que tuvieron
una distribuciéon circumpolar continua que al ser forzados hacia el sur, dichos géneros
fueron divididos quedando aislados por barreras geograficas por el descenso de la
temperatura y la aridez que se presentd en el Cenozoico; el elemento sudamericano, que
indica la proveniencia de algunos grupos de Sudamérica desde el Cenozoico; el elemento
reciente del norte y; el elemento mesoamericano. Dentro de este Gltimo elemento, Savage
formd cuatro grupos: ampliamente tropical, sudamericano, tropical mesoamericano y extra

tropical norteamericano.



Estos eventos ocurrieron de acuerdo con Savage primero en el Paleoceno al formarse un
puente entre Norte y Sudamérica que propicié que los grupos en Sudamérica pudieran
dispersarse hacia Centroamérica, luego en el Eoceno dicho puente desaparecio, entonces
los organismos quedaron aislados en Centro y Sudamérica para luego diferenciarse.
Después, otro evento de dispersion en el norte llevo al establecimiento de grupos del norte
en la region centro-norte de México. En el Eoceno-Plioceno, con la formacion de las
montafias y los cambios climéticos, se aislaron mas los grupos (vicarianza). Estos eventos
de formacion de las montafias fragmentaron la herpetofauna en tres grupos: los de las
tierras bajas del este, los de las tierras bajas del oeste y los de las tierras altas. De acuerdo
con Savage (1982), una vez ocurridos estos eventos, los cambios climaticos y la vegetacion
influyeron fuertemente en la distribucion de la herpetofauna mexicana desde finales del
Plioceno y Pleistoceno. En 1982, Toledo fortalece lo dicho por Savage al realizar un trabajo
sobre los cambios en la vegetacidon durante el Pleistoceno, concluyendo que los cambios
climaticos que ocurrieron durante este periodo tuvieron un efecto en la vegetacion de las
tierras bajas, cambiando la vegetacion de acuerdo al clima, lo que influyo en la distribucion
actual que se observa de la herpetofauna (Flores-Villela, 1998). En estas regiones en donde
ocurrieron los cambios climaticos durante el pleistoceno se pudo haber restringido la
distribucion de algunas especies paleoendémicas (Flores-Villela, 1998). Flores-Villela y
Martinez-Salazar (2009) mencionan que es posible que las fluctuaciones del clima llevaran
a la extincion de muchas especies, pero también a eventos de aislamiento en las zonas altas

del centro de México.

Escalante y Llorente (1985) dentro del esquema de archipiélago continental reconocen
algunas islas, una de ellas es la que denominan Nueva Galicia ubicada en los estados de
Nayarit, Jalisco y Colima y que incluye la Sierra de San Juan en el estado de Nayarit, que
sobresale por un alto nimero de endemismos y fisionomia abrupta. Asi mismo, Torres-
Miranda y Vega (2006) en su analisis de trazos realizado para el Eje Neovolcanico
Transversal sefialan algunos sitios prioritarios para la conservacion por ser biolégica y
geoldgicamente complejos y por ende de gran importancia historica en la evolucion de los

organismos. Entre los sitios prioritarios sefialados por estos autores, se encuentran la sierra
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de San Juan en el estado de Jalisco, el volcan de Colima, la sierra de Autlan en Jalisco y el

volcan Tequila en Jalisco.

En el Eje Neovolcanico, los volcanes Popocatépetl e Iztaccihuatl, espacialmente cercanos y
sin barreras geograficas que impidan el intercambio de especies, presentan mayor similitud
en especies de anfibios y reptiles. La similitud en la herpetofauna de estos volcanes
comparada con otros volcanes también podria indicar la posibilidad de que un aislamiento
posterior al pleistoceno haya derivado en estas diferencias (Vega-Lopez y Alvarez, 1992).
El ejemplo de estos dos volcanes, indican que tanto el aislamiento por distancia como el

aislamiento climatico pueden ser promotores de especiacion y divergencia.

La variacién de condiciones climéaticas pueden propiciar cambios demograficos en especies
de anfibios, reptiles y aves a traves del tiempo, asi lo demostraron Pounds et al. (1999).
Estos investigadores descubrieron, cambios asociados con el incremento de temperatura,
provocado distintos patrones de distribucion y haciendo que las especies se muevan hacia
lugares 6ptimos, como lugares mas altos. Con base en la hipotesis de que las regiones altas
son zonas adecuadas para comprender los cambios del Pleistoceno, Shepard y Burbrink
(2008) evaluaron algunas hipotesis de divergencia utilizando una salamandra (Plethodon
ouachitae) que habita exclusivamente las regiones altas de las montafias de Ouachita en
Estados Unidos. Estas salamandras se encuentran separadas por un tipo de vegetacion seco
que funciona como barrera. Shepard y Burbrink utilizaron secuencias de ADN del gen cytb,
ND4 y tRNA-His e hicieron modelamiento de nicho ecoldgico para evaluar sus hipdtesis.
Ellos encontraron evidencia de que los cambios climaticos del pleistoceno tuvieron efecto
sobre la diversificacion y demografia. Estos mismos autores en 2009 realizaron un trabajo
similar en otra salamandra (Plethodon fourchensis) también de las montafias de Ouachita,
que al igual a P. ouachitae solo habita regiones altas. Reafirmando que los cambios
climaticos que ocurrieron durante el pleistoceno influy6 la distribucién actual en las
montafas. Similarmente Bryson et al. (2011b) evaluaron como los cambios climaticos del
Pleistoceno influyeron en la diversificacion de las especies del complejo Crotalus
intermedius en las tierras altas de México, utilizando ADN mitocondrial (12S, 16S, ND4).

Ellos concluyen que la fragmentacion de este grupo se debe a un proceso de vicarianza en
7



el Nedgeno y a la fragmentacion del habitat ocurrido debido los ciclos climaticos del

Pleistoceno.

Asi mismo Castoe et al., (2009) al estudiar la historia evolutiva de un grupo de viboras de
foseta en las tierras altas de Centroamérica encontraron que la diversidad de este grupo esta
ligada con los eventos tectdonicos que ocurrieron en el Mioceno y Plioceno
independientemente de las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno, sin embargo estas

fluctuaciones climéticas si tuvieron impacto a nivel de especie.

Crawford y Smith (2005) investigaron los tiempos de origen del grupo Eleutherodactylus
en Centroamérica utilizando el gen mitocondrial ND2 y el gen nuclear c-myc. Este grupo
comprendia nueve grupos, utilizando 55 muestras que representaron a 45 especies
realizaron reconstrucciones filogenéticas para inferir las relaciones de los grupos, ademas
estimaron tiempos de divergencia de los grupos al calibrar con fechamientos publicados.

Con los resultados de su trabajo los autores proponen cambios taxonomicos en el grupo.

Los estudios a gran escala en México son la base de referencia para conceptualizar lo que
ocurre en las zonas de montafia, como es el caso de los conos volcanicos de la Cuenca del
Rio Santiago, Bryson (2011a) estudié la diversificacion historica de la herpetofauna de
montafa para las sierras de México, encontrando que las historias evolutivas de las tierras
altas han sido moldeadas por diferentes eventos geoldgicos y climaticos, sin embargo los
impactos de estos eventos sobre la diversificacion de los taxa de montafia han sido
explorados en pocos grupos. Bryson demostro el efecto que tuvo el Nedgeno en la
formacion de montafas, asi como el de los cambios climéticos del Pleistoceno sobre el
tiempo y ritmo de diversificacion en las regiones montafiosas de México. El encontré una
fuerte division geografica en variacion genética para un grupo de lagartijas que tom6 como
modelo, y sugiere que sus resultados pueden ser generalizados para el Eje Neovolcanico.
Por lo que es importante tratar de responder la misma pregunta utilizando otros grupos
taxondmicos, para corroborar o contrastar resultados diferentes, ya que no es posible
generalizar que estos eventos afectaron igualmente a todos los taxa, debido a las distintas
caracteristicas de historia de vida para cada grupo. Bryson también concluyé que el

desplazamiento y expansion de la vegetacidn de las tierras altas a traves de México durante
8



los ciclos frios glaciales del Pleistoceno pudieron haber permitido la dispersion de taxa de
los sitios altos, lo cual resultd en el contacto entre los taxa previamente aislados y la

colonizacién de nuevos habitats.

Entonces, para poder entender los procesos que moldean la estructura genética es prioritrio
estudiar la distribucion espacial de la diversidad genética entre las poblaciones naturales
(Hoglund et al., 2015). Asi mismo Peterman et al. (2013), evaluaron los patrones de
diversidad genética y flujo de genes entre poblaciones de la rana Rana sylvatica, con
poblaciones aisladas por fragmentacion de habitat y dificil flujo de genes debido a una baja
vagilidad. Como en este y gran parte de los trabajos publicados se sugiere que es
importante mantener la conectividad de fragmentos de habitat remanentes con el mismo
tipo de vegetacion, para que el flujo genético pueda facilitarse. En algunos casos se han
encontrado dispersiones diferentes a las esperadas de acuerdo con el tipo de habitat, como
ejemplo Wang et al. (2009) demostraron la importancia que tienen diferentes habitats para
mantener la conectividad de poblaciones. Ellos estimaron el flujo de genes que existe entre
las poblaciones de la salamandra Ambystoma californiense utilizando microsatélites. Con
su analisis de camino menos costoso sorprendentemente encontraron que para esta especie
es mejor utilizar otro tipo de vegetacion de la que habita para su dispersion. Un resultado
similar fue el de Spear et al. (2005) con otra salamandra (Ambystoma tigrinum), quienes
encontraron que los habitats de matorral abierto estan correlacionados con el flujo de genes
entre poblaciones, mientras que la cobertura cerrada del bosque disminuye el flujo genético.
Este resultado es inverso a lo que esperariamos considerando retencién de humedad vy
proteccion ante los depredadores. Adicionalmente encontraron que la elevacion es una

variable que influye de manera significativa en el flujo de genes para esta especie.



IV. HIPOTESIS

Las poblaciones de anfibios y reptiles que habitan los conos volcanicos dentro
de la Cuenca del Rio Santiago, estaran genéticamente mas relacionadas entre
menor sea el tiempo de divergencia y estas divergencias seran atribuidas

principalmente a los episodios volcanicos del Nedgeno.

V. OBJETIVOS
Objetivo general

Explorar la relacion entre las poblaciones de anfibios y reptiles de los conos
volcanicos de la cuenca del rio Santiago, en Jalisco y Nayarit, estimar las
divergencias de las especies e inferir los procesos historicos que determinaron

sus diversificaciones y distribuciones actuales.

Objetivos particulares

- 1) Evaluar las relaciones genéticas entre las especies de anfibios y reptiles
de los conos volcénicos de la Cuenca del Rio Santiago.

- 2) Evaluar las relaciones entre las especies de anfibios y reptiles de la
Cuenca del Rio Santiago con los episodios geologicos que ocurrieron en el
Cinturdn Volcanico Transmexicano.

- 3) Estimar tiempos de divergencia de los linajes y averiguar las zonas de
origen asi como sus eventuales dispersiones dentro y fuera del Cinturon

Volcanico Transmexicano.
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Resumen

Durante la historia del Cinturén Volcanico Transmexicano han ocurrido numerosos eventos
geoldgicos relacionados con su formacion, estos han producido barreras para especies de
tierras altas propiciando el aislamiento y diversificacion entre especies y sus poblaciones.
Investigamos las relaciones filogenéticas entre individuos de poblaciones de anfibios en
zonas altas de la Cuenca del Rio Santiago en Jalisco y Nayarit. Se colectaron tejidos de 33
ejemplares pertenecientes a 10 especies en gradiente altitudinal de 1400 a 2915 mshm
provenientes de 10 cerros y volcanes, adicionalmente se incluyeron 55 muestras de
poblaciones externas. Amplificamos un fragmento del gen cytb y usando dataciones
secundarias y calibraciones con fosiles estimamos los tiempos de divergencia entre especies
y sus poblaciones utilizando un método bayesiano. Las estimaciones indican que todas las
divergencias entre especies ocurrieron durante el Nedgeno posiblemente debido a los
episodios geoldgicos que ocurrieron en la zona, mientras que las divergencias intraespecie

sucedieron principalmente durante el Cuaternario. Ademas se obtuvo un patron; las
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poblaciones méas antiguas de la mayoria de las especies provienen del sur, lo que sugiere
multiples origenes surefios con dispersiones al norte. Se dan a conocer nuevos patrones que

ayudan a comprender la historia evolutiva de algunas especies de tierras altas.
Abstract

During history of Trans-Mexican Volcanic Belt have been happened a large of geological
events related to their formation, these have produced barriers for highland species favoring
isolation and diversification between species and their populations. We investigated
phylogenetic relationships between individuals of populations of amphibians from
highlands of the Santiago River Basin in Jalisco and Nayarit. We collected tissues of 33
specimens belonging to 10 species in an altitudinal gradient of 1400 to 2915 msnm coming
from 10 volcanoes and mountains, additionally was included 55 samples from external
populations. We amplified a fragment of the cytb gen and using secondary and fossils
calibrations we estimated divergences times between species and their populations using a
Bayesian method. Estimates of divergence suggest that all divergences between species
happened during the Neogene, probably due to geological episodes that occurred in the
area, while intraspecies divergences occurred mainly during the Quaternary. Furthermore a
pattern was obtained; oldest populations of most species come from the south that suggests
multiple southern origins with dispersions to the north. New patterns are being introduced
to help understand the evolutionary history of some highland species.

Introduccion

México ocupa el 5to lugar en diversidad de anfibios (Alvarado-Diaz et al., 2013; Gonzalez-
Hernandez et al., 2014; Parra-Olea et al., 2014;), siendo alrededor del 60% de las especies
endémicas. Sin embargo, el endemismo no es homogéneo, éste se concentra principalmente
en las islas del Golfo de California, la Sierra Madre del Sur (SMS) de Guerrero y Oaxaca y
en el Cinturén Volcanico Transmexicano (Grismer, 2002). La gran complejidad topogréfica
de México ha creado dos importantes centros de diversificacion donde se forman una gran
cantidad de especies endémicas: ElI Cinturon Volcanico Transmexicano (CVT) y la
Depresion del Balsas-Tepalcatepec (Flores-Villela, 1991; Luna-Vega, 2008). ElI CVT estéa

constituido por alrededor de 8000 estructuras volcénicas (Demant, 1978), a lo largo de
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aproximadamente 1000 km de longitud y de acuerdo a fechamientos isotdpicos esta region
se formo durante el Mioceno medio y tardio (Ferrari et al., 1999). EI CVT esta dividido en
tres sectores con respecto a su geologia y caracteristicas tectonicas: el sector occidental,
central y oriental (Demant, 1978; Pasquaré et al., 1988). El sector occidental esta localizado
entre la costa del Pacifico y la triple conjuncion formada por la interseccion de los rifts
Zacoalco, Chapala y Colima (Allan, 1986 en Gomez-Tuena et al., 2007). Gomez-Tuena et
al. (2007) dividieron el CVT en cuatro episodios evolutivos: (1) la instauracién de un arco
de composicion intermedia en el Mioceno medio y tardio, (2) un episodio méfico del
Mioceno tardio, (3) un episodio silicico de finales de Mioceno que llega a ser bimodal en el
Plioceno temprano, y (4) la reinstauracion de un arco con gran variabilidad composicional a
partir del Plioceno tardio. Durante este Gltimo episodio se formaron algunas de las
montafias y conos volcanicos de la Cuenca del Rio Santiago (CRS) en el centro de Jalisco,
siendo estos de reciente formacion geoldgica (1.8—-3 Ma; Ferrari et al., 1999, 2012; Gémez-
Tuena et al., 2007).

Del mismo modo que los episodios geoldgicos, los eventos climaticos que han ocurrido en
la historia de esta region han ocasionado la diferenciacion y radiacion de una gran cantidad
de especies (Flores-Villela, 1991). Los eventos climaticos han producido cambios en la
demografia y diversificacion de las especies de montafia en diferentes regiones (Haffer,
1969; Hewitt, 1996; Shepard y Burbrink, 2008). Se han propuesto diferentes teorias para
explicar la historia evolutiva de los taxa de zonas altas de México. Por ejemplo, Bryson et
al. (2011a, 2011b) consideran que el desplazamiento y expansion de la vegetacion de las
tierras altas a través de México durante los ciclos glaciales del Pleistoceno pudo haber
permitido la dispersion de taxa de los sitios altos, lo cual resulté en el contacto entre los
taxa previamente aislados y la colonizacion de nuevos habitats. Se ha probado que las
poblaciones de distintos grupos taxondmicos restringidas a habitats montafiosos presentan
mayores niveles de divergencia genética en relacion con otras poblaciones (Guarnizo y
Cannatella, 2013; McCormack et al., 2008; Shepard y Burbrink, 2008, 2009), lo que
sugiere que los sistemas montafiosos funcionan como barreras de aislamiento que impiden

el flujo génico (Shepard y Burbrink, 2008, 2009). A pesar del alto nivel de endemismo y
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divergencia genética potencial se han realizado pocos trabajos explorando la diversificacion

histdrica en taxa de zonas montafiosas en México (Bryson et al., 2011b).

Los anfibios presentan un conjunto de caracteristicas bioldgicas como son; baja vagilidad,
vulnerabilidad ante cambios ambientales, y baja tolerancia a factores climaticos extremos
(Flores-Villela, 1993), que junto con la topografia accidentada de México, en particular del
CVT, hacen un modelo ideal para esclarecer patrones historicos y evolutivos.
Particularmente es posible investigar eventos de colonizacion y plantear hipdtesis
biogeogréaficas en especies co-distribuidas sobre posibles eventos comunes de vicarianza y
dispersion. En zonas con poca informacion geoldgica los resultados de estudios
filogeograficos son muy importantes para esclarecer procesos, aunque es complicado
obtener un resultado robusto (Castoe et al., 2009; Riddle y Hafner, 2006). Sin embargo, en
zonas donde la informacion geoldgica se encuentra disponible, como es el caso de la region
oeste del CVT, es posible encontrar concordancia entre la historia de la tierra y la historia

de los taxa.

Las estimaciones de tiempos de divergencia en conjunto con la inferencia filogenética son
métodos ampliamente utilizados y tienen un importante uso al proveer informacion
relevante para esclarecer los patrones de diversificacion entre los grupos (Castoe et al.,
2009; Ho y Phillips, 2009). Las estimaciones de tiempos de divergencia se han utilizado
como una herramienta de la filogeografia para investigar la evolucion de las especies,
proponiendo teorias de vicarianza y dispersion, e identificando procesos geolégicos y
climaticos que han influido en los procesos evolutivos de diferentes grupos bioldgicos
(Lanteri y Confalonieri, 2003), como anfibios, aves, insectos, mamiferos, reptiles, peces,
plantas, etc. (Ericson et al., 2014; Glazko y Nei, 2003; Li et al., 2012; Morris et al., 2007; O
de Sa et al., 2012; Reznick et al., 2017; Ruiz-Sanchez y Specht, 2013; Townsend et al.,
2011; Zakharov et al., 2004). Es por esto que los resultados obtenidos de las estimaciones
de tiempos de divergencia han colaborado en gran medida a tener un mejor entendimiento
de como y porque se han diversificado distintos grupos. Originalmente las estimaciones de
tiempos de divergencia se hacian para una sola especie, sin embargo un enfoque superior a
esto es comparar escenarios filogeograficos con especies co-distribuidas que proporcione

méas informacion y provea un mayor sustento de hipotesis para esclarecer patrones
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filogeograficos (Avise, 2009; Castoe et al., 2009; Gutiérrez-Garcia y Vazquez-Dominguez,
2011). EI presente estudio explora las relaciones filogenéticas entre los individuos de las
distintas poblaciones de anfibios de las zonas altas de la Cuenca del Rio Santiago, en los
estados de Jalisco y Nayarit. Se estiman los tiempos de divergencia entre poblaciones y se
infieren procesos geoldgicos que pudieron haber influido en la historia evolutiva de los taxa

estudiados.
Materiales y métodos
Muestreo de individuos y métodos de laboratorio

Se colectaron muestras de 33 individuos pertenencientes a 10 especies de anfibios (Tabla 1)
entre el 10 de septiembre y el 10 de octubre del 2015 en un gradiente altitudinal desde los
1400 hasta los 2915 msnm en zonas altas de 10 cerros y volcanes de la cuenca del Rio
Santiago en los estados de Jalisco y Nayarit, México (Fig. 1). Los ejemplares colectados
fueron preservados en alcohol al 70% mientras que los tejidos provenientes de falanges se
preservaron en alcohol anhidro. Los ejemplares colectados se depositaron en la Coleccion
Herpetoldgica de la Universidad Michoacana (CHUM; Permiso SGPA/DGVS/00655/1).
Adicionalmente se utilizaron 32 muestras de las mismas especies provenientes de
poblaciones externas al area de estudio. Dichas muestras provienen de los estados de
Colima, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Sinaloa y Sonora de la Sierra
Madre Occidental (SMOc), Planicie Costera (PC) y Sierra Madre del Sur tomadas de la
coleccion de tejidos del Amphibian and Reptile Diversity Research Center (ARDRC),
University of Texas at Arlington, asi como 23 muestras tomadas de GenBank para
fortalecer el analisis. Basandonos en multiples filogenias incluimos algunos grupos
hermanos de las especies encontradas en los volcanes (Garcia-Paris et al., 2003; Mendelson
etal., 2011; O de Sa et al., 2012; Pyron y Wiens, 2011; Wiens et al., 2009).

15



Tabla 1. Ejemplares colectados y utilizados en el analisis para el célculo de las estimaciones de
tiempos de divergencia. También se incluyen los individuos tomados del Herpetological Collections

at the University of Texas at Arlington y las secuencias del GenBank.

Numero de Base de
Taxon Localidad Voucher Coordenadas acceso
GenBank datos
Aneides lugubris Tapanatepec, Oaxaca 175820  GenBank
Dryophytes eximius El Tejacate, Oaxaca MZFC 4814 17°13.80'N 097°0.00'W AY843856  GenBank
Incilius marmoreus El Mezquital, Durango UTA: A-13032 23°36'59.832"N 104°21'26.208"W  HMS563957 GenBank
Incilius mazatlanensis Catemaco, Veracruz MzZVZ 132967 NA HM563958 ~ GenBank
Incilius occidentalis Alamos, Sonora UTA: A-13543 NA HM563962  GenBank
Incilius occidentalis Norte de Sonora JAC 24762 NA JQ947893  GenBank
Incilius valliceps Baja California MZFCJRM 3868 NA HMS563971  GenBank
Lithobates catesbeiana USA NA NA AY210399  GenBank
Lithobates chiricahuensis NA NA NA KM523313  GenBank
Lithobates forreri Virginia, USA NA 38°41'36" 79°05'44" KU194581  GenBank
Lithobates neovolcanica KU 194536 39°11'48" 78°47' 30" KX269310 ~ GenBank
Plethodon dunni El Paisano Veracruz pdun5 NA AY183763  GenBank
Plethodon punctatus Edo de México 67638 NA AY378078  GenBank
Plethodon virginia Apizaco-Chignahuapan, Puebla 75901 NA AY378049  GenBank
Isthmura bellii Atoyac, Guerrero MVZ 143784 17°42'12.463"N, 100°4'16.3524"W  AY864689  GenBank
Isthmura bellii Ciudad Guzman, Jalisco MVZ 143795 NA AY864691  GenBank
Isthmura bellii Raices, Edo de México MVZ 143803 NA AY864687  GenBank
Isthmura bellii Charo, Michoacan GP 048 NA AF451194  GenBank
Aquiloeurycea cephalica Zurumbueno, Michoacan 1BH 22603 NA AF451195  GenBank
Pseudoeurycea leprosa Sinaloa I1BH 22406 NA KP900069 ~ GenBank
Pseudoeurycea longicauda  Carolina del Sur, USA 1BH 22247 NA KP900053  GenBank
Scaphiopus couchii NA MVZ161886 NA JX564894  GenBank
Spea Chij Puebla NA NA EU285643  GenBank
Craugastor augusti Cerro Cuautepetl, Jalisco JQH 192 20°37'49.7"N, 104°1'44.2"W MF535935 CHUM
Craugastor augusti Volcan Tequila, Jalisco JQH 285 20°48'45.5"N, 103°50'53.7"W MF535936  CHUM
Craugastor augusti Sanganguey, Nayarit JQH 320 21°27'32"N, 104°44'24.3"W MF535937 CHUM
Craugastor augusti Cerro Alto, Nayarit JQH 385 21°27'15.4"N, 104°58'25.6"W MF535938 CHUM
Craugastor augusti Volcén Ceboruco, Nayarit JQH 504 21°7'5.3"N, 104°30'3.3"W MF535939 CHUM
Craugastor occidentalis Bosque la Primavera, Jalisco JQH 166 20°35'34.3"N, 103°31'43.9"W MF535940 CHUM
Craugastor occidentalis Cerro Cuautepetl, Jalisco JQH 202 20°37'51.55"N, 104°1'42.96"W MF535941  CHUM
Craugastor occidentalis Sangangiey, Nayarit JQH 322 21°27'24.12"N, 104°44'20.97"W MF535942 CHUM
Craugastor occidentalis Cerro Alto, Nayarit JQH 337 21°27'0"N, 104°58'4.3"W MF535943  CHUM
Craugastor occidentalis Volcan Tepetiltic, Nayarit JQH 420 21°15'11.6"N, 104°42'57.41"W MF535944  CHUM
Craugastor occidentalis Cerro Grande, Nayarit JQH 443 21°10'16.4"N, 104°44'22.1"W MF535945  CHUM
Craugastor occidentalis Volcan Ceboruco, Nayarit JQH 451 21°8'0.41"N, 104°30'9.09"W MF535946 CHUM
Eleutherodactylus nitidus Cerro Alto, Nayarit JQH 378 21°27'16.7"N, 104°58'27.6"W MF535947 CHUM
Eleutherodactylus nitidus Volcan Tepetiltic, Nayarit JQH 397 21°15'10.2"N, 104°42'51.1"W MF535948 CHUM
Eleutherodactylus nitidus Cerro Grande, Nayarit JQH 445 21°10'5.1"N, 104°44'32.2"W MF535949  CHUM
Eleutherodactylus nitidus Volcan Ceboruco, Nayarit JQH 481 21°7'5.3"N, 104°30'3.3"W MF535950 CHUM
Eleutherodactylus sp Cerro Cuautepetl, Jalisco JQH 249 20°37'45.69"N, 104°1'37.44"W MF535951  CHUM
Dryophytes arenicolor Sierra de San Juan, Jalisco JQH7 20°19'45.98"N, 103°13'26.32"W MF535952 CHUM
Dryophytes arenicolor Cerro Viejo, Jalisco JoH 110 20°23'54.5"N, 103°25'2.6"W MF535953  CHUM
Dryophytes arenicolor Cerro Cuautepetl, Jalisco JQH 227 20°37'44.04"N, 104°1'27.8"W MF535954 CHUM
Dryophytes arenicolor Sangangiiey, Nayarit JQH 305 21°27'23.08"N, 104°44'24,99"W MF535955 CHUM
Dryophytes arenicolor Volcén Tepetiltic, Nayarit JQH 441 21°15'11.34"N, 104°42'57.68"W MF535956 CHUM
Dryophytes arenicolor Volcan Ceboruco, Nayarit JQH 484 21°7'8.1"N, 104°29'51.5"W MF535957 CHUM
Dryophytes eximius Cerro Viejo, Jalisco JQH 53 20°23'47.2"N, 103°25'47.2"W MF535958 CHUM
Dryophytes eximius Sangangiiey, Nayarit JQH 303 21°27'34.6"N, 104°44'35.76"W MF535959 CHUM
Dryophytes eximius Volcén Tepetiltic, Nayarit JQH 437 21°15'10.26"N, 104°42'57.03"W MF535960 CHUM
Hypopachus variolosus Cerro Viejo, Jalisco JaH 118 20°23'59.1"N, 103°24'45.9"W MF535961 CHUM
Incilius occidentalis Cerro Cuautepetl, Jalisco JQH 180 20°39'12"N, 104°3'1.6"W MF535962 CHUM
Lithobates neovolcanicus Cerro Viejo, Jalisco JQH 34 20°23'47.2"N, 103°25'21.2"W MF535963 CHUM
Lithobates neovolcanicus Cerro Cuautepetl, Jalisco JoH 183 20°39'12"N, 104°3'6"W MF535964 CHUM
Isthmura bellii Cerro Viejo, Jalisco JaH 83 20°21'47.1"N, 103°25'57.2"W MF535965 CHUM
Spea multiplicata Cerro Viejo, Jalisco JQH 100 20°23'47"N, 103°25'6.7"W MF535966 CHUM
Craugastor Carretera a Ixtlahuacan, Colima JAC 28321 19°14'45.6"N, 103°46'48.36"W MF535967 ARDRC
Craugastor Villa Union-Concordia, Sinaloa JAC 30595 23°16'23.16"N, 106°7'12"W MF535968 ARDRC
Craugastor augusti 2.2km N Cartagenas, Jalisco JAC 23346 21°59'7.152"N, 103°20'49.56"W MF535969 ARDRC
Craugastor augusti Tepalcatepec-Coalcoman, Mich. JAC 24786 18°47'41.028"N, 103°8'46.5"W MF535970  ARDRC
Craugastor augusti Agua Fria, Colima JAC 28298 19°18'44.388"N, 104°40'14.772"W  MF535971  ARDRC
Craugastor occidentalis 9.4km S de Autlan, Jalisco JAC 23910 19°41'18.312"N, 104°23'43.872"W  MF535972 ARDRC
Craugastor occidentalis Tecolapa, Colima JAC 30503 19°3'7.92"N, 103°47'2.65"W MF535973  ARDRC
Eleutherodactylus Tapalpa, Jalisco JAC 28612 20°17'25.296"N, 103°36'17.64"W MF535974  ARDRC
Eleutherodactylus 9.5km S de Autlan, Jalisco JAC 23947 19°41'18.672"N, 104°23'31.02"W MF535975  ARDRC
Eleutherodactylus nitidus 7.3km E La Estancia, Jalisco JAC 23704 20°44'45.528"N, 104°50'36.24"W MF535976  ARDRC
Eleutherodactylus nitidus Uruapan, Michoacan JAC 26947 19°26'22.884"N, 102°40'17.4"W MF535977  ARDRC
Eleutherodactylus nitidus Colima a Minatitlan, Colima JAC 29107 19°25'9.0948"N, 103°59'40.362"W  MF535978  ARDRC
Eleutherodactylus sp 7.7 km SE La Estancia, Jalisco JAC 23670 20°41'52.26"N, 104°52'53.8932"W  MF535979  ARDRC
Eleutherodactylus sp. Playitas-Torre de Microondas, Mich.  JAC 25412 18°25'46.416"N, 102°34'15.96"W MF535980 ARDRC
tylus teretistes Mazatlan-Tepic, Nayarit JAC 25880 21°33'16.668"N, 104°56'49.56"W  MF535981 ARDRC
Dryophytes arenicolor 8.5km S de Autlan, Jalisco JAC 23937 19°41'43.872"N, 104°23'25.26"W MF535982 ARDRC
Dryophytes arenicolor Atemajac de Brizuela-Tapalpa, Jalisco JAC 26924 19°34'21.828"N, 103°27'27.072"W  MF535983 ARDRC
Dryophytes arenicolor Uruapan-Tancitaro, Michoacén JAC 26961 19°19'25.889"N, 102°20'51.216"W  MF535984 ARDRC
Dryophytes eximius 2.2km N Cartagenas, Jalisco JAC 23332 21°59'24"N, 103°20'27.816"W MF535985 ARDRC
Dryophytes eximius Tapalpa, Jalisco JAC 28645 19°57'51.48"N, 103°39'18.252"W MF535986 ARDRC
Hypopachus variolosus Apatzingan-Tepalcatepec, Mich. JAC 24734 19°9'23.868"N, 102°28'43.896"W MF535987  ARDRC
i inati Colima JAC 27994 19°18'19.44"N, 104°8'52.764"W MF535988  ARDRC
Hypopachus variolosus Tapalpa, Jalisco JAC 28607 20°17'25.296"N, 103°36'17.64"W MF535983  ARDRC
Incilius cf occidentalis Jilotlan Jalisco JAC24117 19°18'28.404"N, 102°56'24"W MF535990 ARDRC
Incilius occidentalis Playitas, Michoacén JAC 25387 20°17'25.29"N, 103°36'17.64"W MF535991  ARDRC
Incilius occidentalis Norte de Sonora JAC 24762 NA MF535998  ARDRC
Lithobates cf neovolcanicus 4.7 km E El Jacal, Jalisco JAC 23785 20°22'11.064"N, 104°36'7.2"W MF535992  ARDRC
Lithobates forreri 4.5km E La Huerta, Jalisco JAC 23860 19°27'43.776"N, 104°36'24.192"W  MF535993  ARDRC
Isthmura bellii Talpa de Allende-El Cuale, Jalisco JAC 30695 20°21'35.928"N, 105°34'26.4"W MF535994  ARDRC
Spea multiplicata 3 km NE Cartagenas, Jalisco JAC 23352 21°59'6.36"N, 103°19'50.52"W MF535995  ARDRC
Spea multiplicata Casimiro Castillo, Jalisco JAC 23957 19°36'28.44"N, 103°29'33.396"W MF535996  ARDRC
Spea multiplicata Tapalpa, Jalisco JAC 26909 20°11'24.36"N, 103°43'12.936"W MF535997  ARDRC
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Figura 1. Localizacion del area de estudio. a) En circulos grises se muestran las localidades externas
a los sitios de colecta. b) En circulos negros se muestran los 10 cerros y volcanes pertenecientes a la

Cuenca del Rio Santiago en Jalisco y Nayarit donde se realizaron las colectas.

El ADN fue extraido del tejido muscular usando el protocolo de perlas magnéticas de
Rohland y Reich (2012). A los tejidos se les agregd 100 ul de Lysis Buffer y 5 ul de
Proteinasa K (al tejido dificil de disolver se adiciond 10 ul de Proteinasa K extra), después
fueron incubados a 55 °C por dos horas, sin embargo, el periodo de incubacion en algunos
casos requirié de 24 horas adicionales. La purificacion del ADN se hizo con Serapure (160
ml) y fueron limpiadas usando dos enjuagues de alcohol (25 ml) y dejandolo en una
solucion de Tris pH 8 (50 ml). Amplificamos un fragmento del gen cytb con una longitud
de 385 pb con el forward primer, MVZ15 (GAACTAATGGCCCACACWWTACGNAA)
y el reverse primer H15149(H)
(AAACTGCAGCCCCTCAGAAATGATATTTGTCCTCA) mediante PCR. Se eligié un
gen mitocondrial por ser ADN no recombinante, por su origen matrilineal y debido a su
relativamente rapida tasa de evolucion factor adecuado para esclarecer procesos de
especiacion recientes, (Dirienzo y Wilson, 1991; Antonelli et al., 2009). Para cada muestra
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las reacciones de PCR se hicieron en volumenes de 25 pl (12.5 pl de Green Taq, 1 pl de
forward primer, 1 pl de reverse primer, 2 ul de ADN y 8.5ul de agua ultrapura). El perfil de
ciclo térmico que se utilizo para los anfibios incluye 3 ciclos de desnaturalizacion inicial a
94°C, 39 ciclos de 94°C de desnaturalizacion, 48°C de hibridacion, 72°C de elongacion y
72°C de extension final. Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa y
secuenciados con protocolos estandar asociados con quimica de terminacion BigDye®
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), en la instalacion de gendmica de UTA
(University of Texas at Arlington, EE.UU.; gcf.uta.edu). Las secuencias se ensamblaron y
se limpiaron en el programa Sequencher 5.4.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI,
EE.UU.). Una vez limpias, las secuencias fueron alineadas de forma automatica en el
programa MEGA version 7 (Kumar et al., 2016) con Clustal W y de manera manual para

verificar el alineamiento y hacer correcciones.

Dataciones de divergenciay calibraciones

Las estimaciones de tiempos de divergencia se realizaron en el programa BEAST v.1.8.4
(Drummond et al., 2006) usando un reloj molecular relajado no correlacionado lognormal,
con el modelo de Yule y constrifiendo nodos de los 6rdenes y de las familias, basandonos
en filogenias previas (Garcia-Paris et al., 2003; Hillis y Wilcox, 2005; Marjanovic y Laurin,
2014; Mendelson et al., 2011; O de Sa et al., 2012; Parra-Olea, 2002; Pyron y Wiens, 2011;
Wiens et al., 2009) e incluimos como grupos externos a Aneides lugubris, Plethodon,
Pseudoeurycea leprosa, Pseudoeurycea cephalica, Pseudoeurycea longicauda, Incilius
marmoreus, Incilius mazatlanensis, Incilius valliceps, Eleutherodactylus teretistes,
Lithobates catesbeiana, L. chiricahuensis, L. forreri y Scaphiopus couchii. La seleccion del
mejor modelo de evolucion molecular fue elegido usando el programa jModel Test v.2.1.9
(Darriba et al., 2012). El anélisis se corrid con 20 millones de generaciones, almacenando
muestras cada 1000 generaciones. Los resultados se visualizaron en TRACER v.1.6 para
verificar que el tamafio muestral efectivo (ESS) fuese el adecuado. Una vez obtenidos los
arboles se elimino el 10 % con un limite de probabilidad posterior de 0.5, y para obtener un
arbol consenso se usé el programa TreeAnnotator v.1.8.4 (Drummond et al., 2012). Se
utilizaron siete calibraciones de fosiles: (1) Bufo marinus (Wilson, 1968) fechado en 10.3 —
13.6 Ma durante el Mioceno, utilizado para calibrar el nodo de Incilius; (2) Craugastor sp.

18



fechado en 22.8 — 23 Ma (Serrano-Sanchez et al., 2015) el cual es el ancestro mas reciente
y cercano del que se tiene registro dentro de México; (3) Eleutherodactylus sp. (Poinar y
Canatella, 1987) fechado en 13.7 — 20.4 Ma durante el Mioceno, utilizado para calibrar a
las especies de este género debido a la carencia de un fdsil méas cercano a México; (4) Hyla
miocenica (Tedford et al., 1987) fechado en 13.6 — 16 Ma durante el Mioceno, utilizado
para calibrar la especies del género Dryophytes; (5) Amphiuma jepseni (Rose, 1981)
fechado en 56.8 — 61.7 Ma durante el Paleoceno, utilizado para calibrar el nodo de la
familia Plethodontidae, ya que esta especie es el grupo hermano de esa familia; (6) Rana
sp. (White, 1942) fechado en 16 — 20.4 Ma durante el Mioceno utilizado para calibrar el
nodo de Lithobates ya que es el fosil mas antiguo para el género; (7) Spea neuter (Korth,
1992) fechado en 20.4 — 24.8 durante el Mioceno, utilizado para calibrar el género Spea, ya
que es un ancestro comun de dicho género. Ademéas de los fésiles se incluyeron
calibraciones secundarias para algunos nodos. Especificamente se incluyeron dos
dataciones secundarias para calibrar el nodo de los Anuros (155 Ma) y de Hypopachus
(17.4 Ma; O de Sa et al., 2012; Pyron y Wiens, 2011). Para todas las calibraciones con
fosiles se utilizaron pardmetros de distribucion “LogNormal” mientras que para todas las
calibraciones secundarias se usaron parametros de distribuciéon normal y un “offset” de

Cero.

Resultados

Los resultados de las estimaciones de tiempos de divergencia que se reportan a
continuacién estan basados en intervalos de credibilidad del 95%, la probabilidad posterior
inferida para las divergencias entre las especies fue alta (Fig. 2). Todas las divergencias
entre especies, exceptuando a Craugastor, ocurrieron durante el Mioceno y Plioceno, y la
mayoria de las divergencias intraespecificas ocurrieron después de este periodo de tiempo.
De acuerdo a las estimaciones de divergencia de las especies, los clados mas antiguos de
cada grupo indican que la mayoria de las especies tienen un origen al sur, con dispersion
hacia el norte del pais, sin embargo Spea multiplicata tiene un origen nortefio y dispersion
hacia el sur y en algunos casos no fue posible esclarecer el origen de algunas especies

(Tabla 2). Este trabajo se enfoca en 10 especies de anfibios, de las cuales 9 presentan al
19



menos una poblacion con divergencia mayor a 5 Ma, tiempo de divergencia muy grande
entre poblaciones de una misma especie. Los casos en los que sucede este tiempo de
divergencia son los clados: Isthmura bellii, S. multiplicata de Sonora, Hypopachus
variolosus de Colima, Incilius occidentalis de Oaxaca, Eleutherodactylus nitidus de
Tapalpa, Minatitlin y Michoacan, Craugastor augusti de las Sierras Neovolcanicas
Nayaritas (SNN), CVT y SMS, y Lithobates neovolcanicus de la SMS. La divergencia
dentro de I. bellii fue hace aproximadamente 9.7 Ma (Fig. 2) en donde se originaron dos
clados, el primero compuesto por las poblaciones del sur de Jalisco en la zona geoldgica
conocida como el Graben de Colima y el segundo grupo compuesto por las poblaciones del
CVT y de la SMS. Por otro lado, dentro de S. multiplicata la primer divergencia ocurrio
hace 3.27 Ma dentro de las poblaciones del CVT mientras que para l. occidentalis la
divergencia calculada entre clados del CVT, SMOc y SMS es de 2.8 Ma. Por otra parte H.
variolosus parece tener una historia diferente ya que la poblacion més antigua es la de
Apatzingan con un tiempo de divergencia de hace 4.8 Ma, mientras que las poblaciones de
Jalisco son mas recientes proviniendo del sur. El siguiente clado dentro de H. variolosus
estd compuesto por los individuos de CVT del centro y los del CVT del oeste. A diferencia
de las demaés especies, en Dryophytes eximius y Dryophytes arenicolor no se observa algun
patrén reconocible para detectar de donde provienen estas especies, sin embargo el tiempo
de divergencia entre estas dos especies fue calculado en 14.3 Ma. Dentro de las ranas de
desarrollo directo, Eleutherodactylus nitidus forma dos clados con divergencia durante el
Mioceno, hace 12.4 Ma. El primer clado esta conformado por el CVT y la SMS mientras
que el segundo clado por la CRS y la Cuenca del Rio Ameca (CRA) con un tiempo de
divergencia de 3.7 Ma durante el Plioceno. Dentro del clado de Eleutherodactylus la
divergencia entre las diferentes especies comenzo en el Mioceno hace 14.9 Ma. Por los
tiempos de divergencia obtenidos podemos sugerir que los cuatro individuos incluyendo al
del Cerro Cuauhtépetl pertenecen a especies diferentes. El clado de Craugastor occidentalis
presenta dos grupos con un periodo de divergencia de 17.7 Ma, durante el Mioceno. El
primero es del oeste del CVT, dentro del cual comienza su divergencia entre los 4.9 Ma en
el Plioceno. El segundo grupo de C. occidentalis esta formado por las poblaciones de la
SMS vy de la PC con tiempos de divergencia hace 11 Ma. El segundo grupo de Craugastor

estd constituido por C. augusti, quien presenta una primer divergencia hace 14 Ma en el
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Mioceno donde se separaron dos clados, uno de ellos involucra a todos los de las SNN con
divergencia hace 5 Ma durante el Plioceno. El segundo grupo de C. augusti estd
conformado por dos subgrupos, el del CVT y el de la SMS. Dentro de L. neovolcanicus

obtuvimos una divergencia en el Mioceno hace 8.4 Ma entre el clado de la SMS y el CVT.

Tabla 2. Estimaciones de tiempos de divergencia obtenidas por inferencia bayesiana. Se muestra la
media, los limites inferior y superior de los intervalos de confianza del 95%, también las zonas de

origen y dispersion de las especies.

Nodo Inferior Media Superior  Origen-dispersion
Origen de Isthmura bellii 9.59 20.23 343 Sur-Norte
Origen de Spea multiplicata 20.42 21.47 25.96 Norte-Sur
Origen de Incilius occidentalis 10.37 17.23 28.2 Sur-Norte
Origen de Hypopachus variolosus 15.15 17.14 19.1 Sur-Norte
Origen de Eleutherodactylus nitidus 13.76 19.6 31.36 Sur-Norte
Origen de Craugastor occidentalis 22.82 25.59 39.23 Sur-Norte
Origen de Craugastor augusti 22.82 25.59 39.23 Sur-Norte
Origen de Lithobates neovolcanicus 6.25 12.27 20.44 Sur-Norte
Origen de Dryophytes eximius 13.63 14.3 16.4 -
Origen de Dryophytes arenicolor 13.63 14.3 16.4 -
Origen de Craugastor 26.53 41.31 61.19 -
Origen de Eleutherodactylus 26.53 41.31 61.19 -
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Figura 2. Estimacién de los tiempos de divergencia (Ma) para las especies de anfibios de las zonas
montafiosas en la zona oeste del Eje Neovolcénico inferidas usando un analisis filogenético
bayesiano con reloj molecular relajado. Los nodos representan la media estimada mientras que las
barras azules representan los intervalos de credibilidad del 95% de los tiempos de divergencia;
Circulos negros= > 0.99%, Circulos blancos= > 90% < 98%, Triangulo negro= > 80% <89%,
Triangulo blanco= <79% >60%, Estrella= <59%. CVT = Cinturén Volcanico Transmexicano, SMS
= Sierra madre del Sur, SMOc = Sierra Madre Occidental, CRS = Cuenca del Rio Santiago, CRA =
Cuenca del Rio Ameca, PC = Planicie Costera, SNN = Sierras Neovolcanicas Nayaritas, BC= Baja
California, Col= Colima, Dgo= Durango, Jal= Jalisco, Mich= Michoacan, Nay= Nayarit, Oax=
Oaxaca, Sin= Sinaloa, CA= Cerro Alto, CC= Cerro Cuautepetl, CG= Cerro Grande, CV= Cerro
Viejo, Bosque la Primavera, Sang= Sangangiiey, SSJC= Sierra de San Juan Cosala, VCeb= Volcéan

Ceboruco, VTep= Volcan Tepetiltic, VT= Volcan Tequila.

Discusion

Los patrones encontrados en las especies de anfibios estudiadas sugieren que los eventos de
dispersion y diversificacion ocurrieron principalmente durante el Nedgeno y que fueron los
eventos volcanicos los que influenciaron los patrones de diversificacion entre las especies.
Estos mismos patrones filogeograficos se han encontrado en otras especies donde la
formacion del CVT (Castoe et al., 2009; Crawford et al., 2007; Devitt, 2006,) asi como
otras regiones montafiosas y eventos geologicos (Castoe et al., 2003; Crawford y Smith,
2005; Parra-Olea et al., 2004) han jugado un papel sumamente importante en la historia
evolutiva de los taxa. En diferentes regiones fisiograficas encontramos estructura entre
clados de especies, lo que sugiere que regiones como el CVT, la SMS y la SMOc presentan
zonas bajas que los separan entre si y que funcionan como barreras.

Entre los episodios volcanicos que ocurrieron en el CVT destacan los del episodio méafico
del Mioceno tardio, que para Isthmura bellii solo alcanzo a afectar al Cerro Viejo hace 9 —
10.5 Ma, estos explican la separacion entre los individuos de Jalisco a pesar de su cercania.
Después, al norte de Colima y alrededor del Lago de Chapala hubo actividad volcanica
alrededor de 3.5 — 6 Ma lo cual explica la divergencia dentro del clado del Graben de
Colima, mientras que en la zona centro del CVT hubo actividad volcanica hace
aproximadamente 3.4 — 6 Ma lo que podria explicar la divergencia del clado del CVT. Al

igual que en I. bellii, la primer divergencia del grupo SMOc de CVT en S. multiplicata
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pudo deberse al vulcanismo silicico que ocurrié en el Mioceno tardio, aunque también pudo
deberse a la formacion de algunas cuencas como la del Rio Mezquital y la del Rio Santiago
que interrumpieron la conexién entre la SMOc y la zona oeste del CVT. Esta interrupcion
geogréfica resulté en el aislamiento entre poblaciones de diferentes grupos (abejas,
Anducho-Reyes et al., 2008; escarabajos, Salinas-Moreno et al., 2004; serpientes, Bryson et
al., 2011b). Los patrones biogeograficos de Coleoptera encontrados en trabajos como
Corona et al. (2007) sugieren que la SMOc y la zona Oeste del CVT estan estrechamente
relacionados. Greenbaum et al. (2011) encontraron el mismo patrén que nosotros para H.
variolosus, ellos sefialan que hubo divisiones entre los clados de la costa del Pacifico
durante el Mioceno, con subsecuentes divergencias en el Plioceno y Pleistoceno. Los
resultados de Incilius concuerdan con trabajos anteriores donde para especies de sapos de
tierras bajas en México (Mulcahy y Mendelson, 2000; Mulcahy et al., 2006) al igual que en
otros anfibios, reptiles y mamiferos (Castoe et al., 2003; Pérez-Higareda y Navarro, 1980;
Zaldivar-Riverén et al., 2004) se proponen eventos de vicarianza durante el periodo
Mioceno-Plioceno, asociado con la formacion de sistemas montafiosos como el CVT
sugiriendo que los sistemas montafiosos funcionan como barreras efectivas que promueven
la diversificacion de los taxa.

Nuestros resultados sobre C. occidentalis concuerdan con los de Streicher et al. (2012)
quienes encontraron un patron biogeografico similar para tal especie. La formacion de dos
clados dentro de C. occidentalis sugiere la posibilidad de que esta especie pudiese haber
quedado aislada en la zona oeste del CVT debido a los procesos de formacién dentro de
esta cadena montafiosa. EI Arco volcénico andesitico que ocurrié en la zona norte de la
sierra de Manantlan del CVT durante el plioceno tardio explica la separacion dentro de
ramas de la SMS, mientras que la separacion del individuo de Sinaloa posiblemente se deba
a la barrera entre ambas regiones fisiograficas. EI mismo patron filogeografico entre clados
del CVT y de la SMS encontrado para C. augusti y L. neovolcanicus corresponde al
encontrado en otros trabajos con distintos taxa (Devitt, 2006; Mateos, 2005; Mateos et al.,
2002; Mulcahy y Mendelson, 2000; Pauly et al., 2004; Zaldivar-Riverén, 2004). Las
divergencias estimadas entre clados de la zona sur-oeste del CVT son muy similares entre
grupos taxondémicos. Dichas divergencias entre los clados son atribuidas al efecto que

causan el CVT y la SMS, ya que entre ambas regiones existe una zona de baja altitud que
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funciona como barrera ecoldgica para esta especie. Sin embargo el clado de SNN de C.
augusti indica tener otra historia donde las poblaciones pudieron haber quedado aisladas,
debido probablemente al vulcanismo silicico que ocurrié en esta zona conduciendo al
aislamiento entre las dos poblaciones cercanas donde no hubo vulcanismo.

En la zona oeste del CVT se han encontrado muchos endemismos en diferentes grupos
(aves, Garcia-Trejo, 2004; mamiferos, Arroyo-Cabrales et al., 2015; mariposas, Ecalante y
Llorente, 1985; plantas, Steinmann, 2002) aunque solo una serpiente endémica al volcan
Ceboruco (Canseco-Marquez et al., 2007).

Como ya se ha mencionado anteriormente (Crawford y Smith, 2005; Heinicke et al., 2007)
los géneros Craugastor y Eleutherodactylus tienen su origen en Centro y Sudamérica. Esto
es concordante con lo obtenido en este trabajo ya que las divergencias mas antiguas
provienen del sur y las mas recientes del norte, sugiriendo una dispersion de sur a norte,
dicho patrén se observa en las tres especies de estos géneros. Del mismo modo este patron
se reconocid para I. bellii e I. occidentalis, tal como lo sefialan en trabajos anteriores
(Duque-Caro, 1990; Mulcahy y Mendelson, 2000; Parra-Olea et al., 2004; Pauly et al.,
2004), y también H. variolosus (Van der Meijden et al., 2007), siendo de zonas bajas del
sur con dispersién hacia el norte. Las estimaciones de tiempos de divergencia en Lithobates
son similares a los obtenidos por Wiens et al. (2009), sin embargo estos autores no
incluyeron a L. neovolcanicus dentro de su trabajo. De acuerdo a los resultados obtenidos
concluimos que esta especie proviene de la zona oeste de la SMS con dispersion hacia el
norte, a la zona oeste del CVT y después al este del CVT. Spea multiplicata es la Unica
especie que parece tener un origen nortefio con dispersion hacia el sur.

Basandonos en Parra-Olea et al. (2005), 1. bellii tiene un patrén geografico complicado
donde las interacciones entre poblaciones es desconocida y no fueron resueltas debido al
bajo soporte y a la alta divergencia entre poblaciones de diferentes regiones fisiograficas.
Con esos hallazgos sumados a las divergencias estimadas en este trabajo podriamos sugerir
una revision mas detallada de la especie ya que podrian considerarse como especies
diferentes a algunas poblaciones. Del mismo modo ejemplares colectados en sistemas
montafiosos diferentes como son el CVT, SMS y SMOc presentan una diversificacion
mayor a 5 Ma, tales son los casos de S. multiplicata, I. occidentalis, E. nitidus, C. augusti y

L. neovolcanicus por lo que sugerimos estudios filogeogréficos detallados de estas especies.
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El caso del clado de SNN de C. augusti indica tener una historia diferente donde las
poblaciones pudieron haber quedado aisladas, esto pudo deberse al vulcanismo silicico que
ocurrio en esta zona, debido a este evento particular C. augusti del Volcan Ceboruco pudo
haberse diferenciado desde entonces. Por otro lado, la divergencia entre Gastrophryne e
Hypopachus fue hace 17 Ma, durante el Mioceno (O de Sa et al., 2012; Van der Meijden et
al., 2007), por lo que el individuo de Colima debe pertenecer al género Gastrophryne, esta
evidencia sugiere un error en la determinacion de dicho individuo posiblemente al
momento de su colecta.

Por el contrario a la mayoria de las especies, D. eximius y D. arenicolor no se vieron
afectadas en gran medida por los episodios geoldgicos del Mioceno y Plioceno debido
probablemente a que son especies generalistas que se pueden encontrar en un amplio rango
altitudinal. La divergencia calculada entre estas dos especies corresponde a la obtenida por
Bryson et al. (2014), quienes la estimaron en 15.8 Ma (8 — 24.3), y gran parte de las
divergencias de ambas especies ocurrieron durante el Pleistoceno. A pesar de que la
mayoria de divergencias entre especies ocurrieron en el Mioceno y Plioceno, pensamos que
las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno pudieron tener influencia en la diversificacion
de todas las especies de este trabajo, pero Unicamente a nivel poblacional, ya que dichas
poblaciones presentan un tiempo de divergencia muy corto dentro del CVT. Estos
resultados obtenidos concuerdan con trabajos anteriores resaltando la importancia de las

tierras altas y su funcién como sitios promotores de diversificacion.
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VIl. CAPITULO II

Divergencia dentro de las serpientes de la Cueca del Rio
Santiago en la zona oeste del Cinturén Volcanico
Transmexicano

VIII. INTRODUCCION

En México el Cintur6n Volcanico Transmexicano (CVT) es uno de los centros de
evolucion mas importantes debido principalmente a su topografia accidentada, esta
caracteristica ha generado una gran variedad de ambientes que a su vez han propiciado el
elevado numero de endemismos que existe en la zona (Grismer, 2002). Desde el origen del
CVT en todo su territorio han ocurrido episodios geoldgicos durante el Neogeno (Ferrari et
al., 2012) que han moldeado y contituido las estructuras volcénicas dentro de esta

provincia.

Los procesos que han ocurrido a lo largo de la historia del CVT han impactado la
distribucién y diversificacion de las especies (Bryson et al., 201; Garcia de Jesus et al.,
2016; Garcia et al., 2015), por esto, la distribuciéon geografica actual de las especies no
ocurrio de manera azarosa, ha sido moldeada por los procesos que han sucedido a lo largo
de la historia de la tierra (Avise et al., 1987). En México las diversificaciones de las
especies han sido atribuidas a multiples causas, los principales procesos son tres 1) los
episodios geoldgicos del Neogeno (Bryson et al., 2011; Castoe et al., 2003, 2009; Ferrari et
al., 2012; Gomez-Tuena et al., 2007; Pérez-Higareda y Navarro, 1980; Zaldivar-Riverén et
al., 2004) donde tales episodios jugaron un papel crucial en la historia evolutiva de los taxa
(Bryson et al., 2011; Castoe et al., 2009), 2) las barreras geograficas que han influenciado
las distribuciones y dispersiones (Anducho-Reyes et al., 2008; Crawford et al., 2007;
Devitt, 2006). Por otro lado, 3) las fluctuaciones climéaticas que ocurrieron durante el
Pleistoceno tuvieron efectos en las vegetaciones del pais y esto a su vez influy6 en la
distribucion de la herpetofauna mexicana (Bryson et al., 2011; Flores-Villela, 1998; Pounds
et al., 1999; Rodriguez-Banderas et al., 2009; Toledo, 1982; Zaldivar-Riveron et al., 2005).
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Flores-Villela y Martinez-Salazar (2009) mencionan que es posible que las fluctuaciones
del clima llevaran a la extincion de muchas especies, pero también a eventos de aislamiento
en las zonas altas del centro de Meéxico. Por ello, las regiones de tierras altas han sido
utilizadas como modelo de estudio bajo la premisa que estas funcionan como sitios de
especiacion por su historia geoldgica y climatica (Bryson et al., 2011; Shepard y Burbrink,
2008, 2009) ya que son adecuadas para estudiar la historia evolutiva de los taxa. Al trabajar
con especies co-distribuidas tenemos la oportunidad de buscar y encontrar patrones
filogeograficos que nos ayuden a comprender su historia evolutiva (Avise, 2000), debido a
que la informacion obtenida proviene de diferentes especies para una misma region

geografica podemos obtener un mayor soporte en los resultados.

En este sentido, en trabajos anteriores utilizando como herramienta las estimaciones de
divergencia han propuesto tiempos de divergencia de los taxa en diferentes grupos, también
incluyendo datos sobre los episodios geoldgicos de la zona es como se han propuesto las
historias evolutivas en diferentes taxa. Estos tipos de trabajos han logrado encontrar y
proponer zonas de origen asi como las posibles dispersiones que han ocurrido a lo largo de
la historia de las especies, asi como lo hicieron (Crawford y Smith, 2005; Parra-Olea et al.,
2004; Rodriguez-Robles y De JesUs-Escobar, 1999; Van der Meijden et al., 2007). En este
sentido el objetivo principal de este trabajo es explorar las relaciones filogenéticas entre
poblaciones de serpientes de las zonas altas en la Cuenca del Rio Santiago en los estados de
Jalisco y Nayarit, ademas de estimar los tiempos de divergencia entre las especies y sus
poblaciones e inferir los procesos geoldgicos y/o climaticos que determinaron la historia

evolutiva de los taxa.

IX. METODOLOGIA

8.1. Descripcién del area de estudio

La cuenca del Rio Santiago se localiza en el centro-occidente de México, incluye parte de
seis entidades federativas: Durango, Zacatecas, Aguascalientes, Guanajuato, Jalisco y
Nayarit. Los cerros y volcanes que seran incluidos como sitios de muestreo son: Volcéan

Tequila, Volcan Ceboruco, Cerro Viejo, Sierra de San Juan Coésala, Bosque La Primavera,
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Cerro Cuauhtépetl, Volcan Tepetiltic, Cerro Grande, Volcan Sangangiey y Cerro Alto (Fig.
1).

El volcan Ceboruco se encuentra a 62 km al suroeste de Tepic y Santa Maria del Oro en
Nayarit, dentro del Eje Neovolcéanico, formado por rocas igneas extrusivas de suelo tipo
leptosol y con una vegetacidon de bosque fragmentado de pino-encino. Los arboles poseen
mucho musgo, esta vegetacion esta rodeada por selva baja, pastizales y agricultura. El
clima de este sitio es calido subhimedo con lluvias en verano, de mayor humedad en las
partes mas bajas del volcan, mientras en la zona mas alta el clima es templado subhimedo,
de mayor humedad. La altitud maxima a la que llega es de aproximadamente 2100 msnm
(Canseco-Marquez et al., 2007; INEGI, 2009: http://solgeo.inegi.org.mx). Se encuentra
perturbado por ganado e incendios.

El volcan Tequila, se encuentra aproximadamente a 9 km al sur de Tequila en el Cinturon
Volcanico, conformado por rocas igneas extrusivas, suelo luvisol, con bosque de pino en su
base y al incrementar la altitud cambia a bosque de encino, el clima es templado
subhtimedo, con altitud maxima de 2920 msnm (INEGI, 2009; http://solgeo.inegi.org.mx).
Zona alterada por ganado, actividades humanas e incendios, algunas partes con mucho
pasto, las pendientes son pronunciadas y con muchas rocas, hay zonas con mucho musgo y

zonas sin musgo, existen algunos claros.

El cerro Cuauhtépetl se encuentra en los municipios de Ameca y Ahualulco de Mercado en
Jalisco, el clima en la zona mas alta es templado subhimedo, mientras en la zona mas baja
es semicalido subhimedo, suelo leptosol compuesto principalmente por rocas igneas
extrusivas. La vegetacion es bosque de coniferas hasta la cima pero en altitudes méas bajas
es bosque de encino, se encuentra a una altitud de 2220 msnm (INEGI, 2009;
http://solgeo.inegi.org.mx). Sitio perturbado por ganado e incendios, los sitios muestreados

fueron las costillas del cerro.

El bosque la primavera esta decretada como Zona de Proteccion Forestal y Refugio de la
Fauna Silvestre con una superficie de 30,500 hectareas en Jalisco. El sitio donde se realiz
el muestreo presenta bosque de encino, con una pendiente pronunciada con muchas rocas y

pastos bajos, algunas partes con hojarasca abundante y con influencia antropogénica, el
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cerro ha sufrido de incendios llega a una altitud maxima de 2220 msnm (INEGI, 2009;

http://www.bosquelaprimavera.com).

La sierra de San Juan Coésala se encuentra en el extremo noroeste de la laguna de Chapala
en el eje Neovolcanico dentro del estado de Jalisco, formado por rocas igneas extrusivas,
clima templado subhimedo, suelo Phaeozem con selva baja caducifolia en las partes mas
bajas y en zonas altas con bosque de encino, la altitud maxima oscila los 2300 msnm
(INEGI, 2009: http://solgeo.inegi.org.mx). Existe perturbacion por ganado, y tala del

bosque.

El sitio denominado “Cerro viejo” se encuentra en Jalisco, dentro del eje Neovolcanico,
estd formado por rocas igneas extrusivas que formaron suelos de tipo Phaeozem, el clima es
templado subhumedo, con selva baja caducifolia en la parte baja mientras en zonas altas
presenta bosque de encino y bosque de coniferas, la altitud maxima oscila los 2300 msnm
(INEGI, 2009: http://solgeo.inegi.org.mx). Cerca del sitio de muestreo pasa una arrollo, en
el cerro hubo incendios que quemaron la vegetacion, en la cima del cerro hay mucho musgo
en rocas y arboles, también hay algunos claros, existe perturbacion por ganado en todo el

cerro.

Cerro Grande se encuentra en Nayarit, forma parte del eje Neovolcénico, esta formado por
rocas igneas extrusivas, con suelo leptosol, desde la base hasta la cima hay pastizales, solo
hasta la cima se puede encontrar el bosque de encino pero aun con pastizales altos, esta
rodeado por agricultura y pastizales. El clima es semicalido subhdmedo. La altitud maxima

oscila los 2000 msnm (INEGI, 2009: http://solgeo.inegi.org.mx).

El volcan Tepetiltic se encuentra en Nayarit, dentro del eje Neovolcanico, estad formado por
rocas igneas extrusivas con suelos leptosoles, luvisoles y cambisoles el clima es semicéalido
subhumedo. Estas caracteristicas dieron origen a una vegetacion de bosque de coniferas y
encinos, llega a una altitud méaxima de 1900 msnm. Existe perturbacion por ganado e

incendios.

El Cerro Alto se encuentra en Nayarit, dentro del eje Neovolcanico, presenta rocas igneas

extrusivas con suelo regosol, un bosque de coniferas y encinar en un clima templado
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subhimedo, la altitud maxima oscila los 2200 msnm (INEGI, 2009:

http://solgeo.inegi.org.mx). El cerro se encuentra perturbado por ganado e incendios.

El volcan Sangangiiey se encuentra en Nayarit dentro del eje Neovolcanico, estad formado
por rocas igneas extrusivas con suelos leptosoles, vegetacion de bosque de coniferas y
encinos, clima templado subhimedo rodeado por otro clima, el calido subhimedo y con
una vegetacion de selva baja caducifolia, la altitud maxima oscila los 2100 msnm (INEGI,
2009: http://solgeo.inegi.org.mx). Existen rocas volcanicas alrededor de este volcan, el
sitio esta perturbado por accion del ganado asi como por los incendios, no encontramos
arroyos permanentes y durante la noche mucha neblina, la pendiente en algunas zonas muy

pronunciada.

8.2. MATERIALES Y METODOS

8.2.1. Trabajo de campo

Se realizo6 una salida al campo durante el periodo del 10 de septiembre al 10 de octubre del
2015 para la basqueda de los organismos, las colectas se realizaron en 10 volcanes y cerros
que se encuentran dentro de la Cuenca del Rio Santiago en los estados de Jalisco y Nayarit,
en cada sitio se destinaron dos dias de busqueda en los cuales se hicieron muestreos diurnos
y nocturnos durante 3 horas. Las colectas se realizaron en un gradiente altitudinal desde los
1400 hasta los 2915 msnm, en los puntos més altos de cada sitio. Se colectd usando el
método de busqueda por encuentro visual (Lips et al., 2001). Todos los ejemplares
colectados fueron determinados, medidos y pesados, ademas se les tomd una muestra de
tejido la cual fue preservada en alcohol anhidro. Se colectd de cada sitio una muestra de 10
ejemplares por especie que fueron preservados en alcohol al 70% (Tabla. 1). La
determinacion de los ejemplares colectados se llevo a cabo mediante el uso de claves
taxondmicas y guias fotogréaficas (Casas y McCoy, 1979; Flores-Villela et al., 1995;
Ramirez-Bautista, 1994; Reyna et al., 2007). Los ejemplares colectados se depositaron en la
Coleccion  Herpetolégica de la Universidad Michoacana (CHUM) (Permiso
SGPA/DGVS/00655/1).
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8.2.2. Extraccion de ADN, amplificacion de PCR y secuenciacion

Extraccion y purificacion de ADN

El ADN fue aislado del tejido muscular usando el protocolo de Rohland y Reich (2012). Se
tomo6 un pequefio trozo (0.5 g) de tejido proveniente de una falange y se coloco en un
microtubo con su etiqueta correspondiente. A cada uno de los tejidos se les agrego 100 ul

de solucion Buffer y 5 pl de Proteinasa K para disolver el tejido.

Una vez colocadas estas soluciones los tubos se pasaron al vortex por 3 segundos y luego a
la centrifuga por aproximadamente 10 segundos. Después, los tubos se sometieron a
incubacion en un termociclador por un lapso de 2 horas a una temperatura de 55°C. En los
casos en que luego de este lapso de tiempo el tejido no se digirio, fue necesario agregar 2 ul
mas y se dejaron toda la noche incubando en el termociclador. En todos los sets de tubos
fue el mismo caso asi que se dejaron un total de 2 horas mas una noche extra de incubacion.
Una vez finalizado el periodo de incubacion los tubos se dejaron a temperatura ambiente
para que la enzima continuara trabajando y adicionalmente se les agregdé de 5-10 ul de
proteinasa K a los tubos a los cuales se observaba tejido.

Las muestras que contenian una cantidad grande de escamas se les agregd DTT ya que
estan constituidas principalmente por queratina, en algunas muestras el DTT se adiciono

antes de la incubacion y en algunas otras se adiciond después.

A cada uno de los tubos se les agreg6 150-180 pl de Serapure, luego de esto los tubos se
Ilevaron al vortex en grupos de 8 durante 3 segundos y después a la centrifuga durante 15-
20 segundos, para enseguida dejarlos en reposo a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Posteriormente se pasaron a la placa magnética por dos minutos. El sobrenadante fue
extraido y se afiadio alcohol al 70% por dos ocasiones, luego de dejarlos en reposo por unos
minutos se agregd 50 ul de tris pH 8. Una vez hecho este procedimiento el ADN quedo

listo.
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8.2.3. Amplificacion por PCR

Master Mix

La Master Mix es una mezcla que contiene los reactivos necesarios para que se lleven a
cabo las PCR. Esta mezcla estuvo compuesta por 8.5 ul de agua ultra pura, 1 pul de forward
primer, 1 pl de reverse primer y 12.5 ul de Green Tagq, esto para cada muestra de ADN. Los
primers o cebadores se utilizan para definir el fragmento de ADN que se desea amplificar, y
la Green Tag es la enzima que se utiliz6 para iniciar la polimerizacion y asi generar la
cadena complementaria. A todos los tubos se les colocd 23 ul de master mix y a cada uno
se les adiciond 2 ul de su ADN correspondiente. Una vez que los tubos contenian esta
mezcla de la master mix y el ADN se colocaron dentro del termociclador por un periodo de
3 horas. Pasadas las tres horas el producto de PCR se corrio en un gel de agarosa para
visualizar el ADN amplificado. El gel se corrié por 25 minutos con 120 V, en la primer
celda se coloc6 DNA ladder y hacia la derecha los productos de PCR dejando en la
penultima el positivo y en la ultima el negativo (Figura. 2). El propésito de la electroforesis
es determinar la presencia o ausencia de un producto de PCR y cuantificar el tamafio de la
molécula de ADN amplificada, en este caso amplifique un fragmento de ND4 con 788 pb
de longitud.

Los genes mitocondriales han sido utilizados ampliamente en los animales por tener
caracteristicas que los hacen ideales para inferir relaciones entre los grupos a diferente
escala taxondémica. Se eligieron dos genes mitocondriales debido a que tienen una tasa de
evolucidn relativamente rapida suficiente para esclarecer procesos de especiacion recientes,
por ser ADN no recombinante y por su origen matrilineal (Antonelli et al., 2009; Dirienzo y
Wilson, 1991). Se decidid utilizar estos dos genes debido a su frecuente uso en este tipo de
trabajos cuando se pretende estimar las relaciones entre uno 0 mas grupos taxondémicos
(Bryson et al., 2011b; Castoe et al., 2007, 2009; Faivovich et al., 2005).

Se utiliz6 un fragmento del gen mitocondrial ND4 el cual fue amplificado mediante la
técnica de PCR con el forward primer LEU (CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA) y
el reverse primer ND4 (CACCTATGACTACCAAAAGCTCATGTAGAAGC). El perfil
de ciclo térmico estandar que se utilizd incluye 30 ciclos de 94°C de desnaturalizacion,

52°C de recombinacion, y 72°C de elongacion.
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Secuenciacion

Las reacciones de PCR se limpiaron usando perlas magnéticas AMPure (Agencourt®,
Bioscience, Beverly, MA, EE.UU.). Las amplificaciones y secuenciaciones se realizaron
usando protocolos estandar asociados con quimica de terminacién BigDye® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), en la instalacion de genémica de UTA (University
of Texas at Arlington, EE.UU.; gcf.uta.edu). Las secuencias obtenidas provienen de tres
sitios diferentes (Tabla 2), se utilizaron 51 secuencias de los 10 volcanes, adicionalmente
46 muestras de las mismas especies para hacer comparaciones con los tiempos de
divergencia provenientes de los alrededores de todos los sitios utilizando poblaciones
externas. Dichas muestras provienen de los estados de Baja California del Norte, Colima,
Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Querétaro, Sinaloa, Sonora y Veracruz.
De estas 79 solo 33 son secuencias extraidas de GenBank las otras 46 son muestras
tomadas del Amphibian and Reptile Diversity Research Center (ARDRC), University of
Texas at Arlington. Basandonos en multiples filogenias inclui algunos grupos hermanos de
las especies encontradas en los volcéanes (Brandley et al., 2012; Conroy et al., 2005; Pyron
et al., 2013; Wiens et al., 2010; Zaldivar-Riveron et al., 2005).

Tabla 2. Numero de secuencias de reptiles utilizadas de las colecciones. CHUM=Coleccion
Herpetoldgica de la Universidad Michoacana, UTA= University of Texas at Arlington, GenBank=
Genetic Sequence Database.

Final
CHUM ARDRC GenBank
Reptiles 51 46 30

8.2.4. Alineamiento de las secuencias y andlisis filogenético

Las 127 secuencias que se obtuvieron fueron ensambladas y limpiadas con el programa
Sequencher 5.4.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, EE.UU.). Una vez que se
limpiaron las secuencias se alinearon de forma automatica en el programa MEGA versién 7
(Kumar, Stecher y Tamura 2016) con Clustal W y “a 0jo” para verificar el alineamiento y

hacer correcciones.
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Fig. 1. Localizacion del area de estudio. En circulos rojos se muestran los 10 cerros volcanicos
pertenecientes a la Cuenca del Rio Santiago.

8.3. Dataciones de divergencia y calibraciones

Las estimaciones de divergencia fueron estimadas usando un reloj molecular relajado no
correlacionado lognormal con el modelo de Yule en BEAST v.1.8.4 (Drummond et al.,
2006). La seleccién del mejor modelo de evolucion molecular fue elegido usando el
programa jModel Test v.2.1.9 (Darriba et al., 2012). Usamos un reloj molecular relajado no
correlacionado lognormal y constrifiendo nodos de las familias y generos basandonos en
filogenias previas (Brandley et al., 2011, 2012; Conroy et al., 2005; Figueroa et al., 2016;
Hedges y Vidal, 2009; Hsiang et al., 2015; Jones et al., 2013; Pyron et al., 2013; Townsend
et al.,, 2011; Wiens et al., 2010; Zaldivar-Riverén et al., 2005) e inclui como grupos
hermanos a Bitis gabonica, Agkistrodon contortix, Agkistrodon piscivorus, Crotalus
triseriatus, Crotalus scutulatus, Crotalus tancitarensis, Regina rigida, Imantodes
gemmistratus, Lampropeltis ruthveni, Lampropeltis calligaster, Sonora mutabilis y
Pseudoficimia frontalis. El analisis se corrié con 20 con 15 millones de generaciones
almacenando muestras cada 1000 generaciones Los resultados estadisticos se visualizaron
en TRACER v.1.6 para verificar que el tamafio muestral efectivo (ESS) fuese el adecuado.

Una vez obtenidos los arboles se elimind el 10 % con un limite de probabilidad posterior de
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0.5, y para obtener un arbol consenso usamos el programa TreeAnnotator v.1.8.4
(Drummond et al., 2012), Los arboles fueron visualizados utilizando el programa FigTree
1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). Se utilizaron tres calibraciones de fosiles,
(1) Sitrurus (Webb et al., 1981) del Mioceno fechado en 10.3 - 13.6 Ma siendo este el
grupo hermano de los Crotalus, por tanto, este género fue calibrado por dicho fosil, (2)
Crotalinae (Holman, 1977) del Mioceno fechado en 13.6 — 16 Ma, siendo el méas antiguo
para el grupo, dicho fosil fue utilizado para calibrar la subfamilia Crotalinae, (3) cf
Agkistrodon (Korth, 1998) del Mioceno fechado en 10.3 — 13.6 Ma, siendo este el méas
antiguo para el género utilizado para calibrar dicho género. Adicionalmente a las
calibraciones con fosiles se incluyeron dataciones secundarias, se usaron 6 dataciones
secundarias de los tiempos de divergencia de las familias Natricidae (39.8 Ma), Dipsadidae
(32.9 Ma), Colubridae (36.8 Ma) y Viperidae (54.3 Ma), también se agreg6 informacion de
divergencia de las primeras tres familias mencionadas (46.3 Ma) (Vidal et al., 2009), de la
misma manera, se incluyé el tiempo de divergencia entre Imantodes y Leptodeira (16.09
Ma) (Daza, 2010). Para todas las calibraciones con fdsiles se utilizaron parametros de
distribucion “LogNormal” mientras que para todas las calibraciones secundarias se usaron

parametros de distribucion normal y un “offset” de cero.
X. RESULTADOS

Los resultados de las estimaciones de divergencia que se reportan a continuacion estan
basados en intervalos de credibilidad del 95%, la probabilidad posterior inferida para las
divergencias entre las especies fue en casi todos los clados alta (> 0.99 %) (Fig. 2). Cinco de
las especies encontradas en los volcanes (Conopsis nasus, Crotalus basiliscus, Geophis,
Lampropeltis triangulum y Leptodeira) presentan una divergencia entre especies durante el
Mioceno y Plioceno, todas menores a 10 Ma, del mismo modo las divergencias dentro de
estas especies también ocurrieron durante este periodo de tiempo. Asi mismo sucede para
otras especies como Agkistrodon, Crotalus scutulatus, Crotalus tancitarencis, Leptodeira
maculata, Salvadora bairdi, Tantilla ceboruca, Tantilla bocourti y Tantilla calamarina
cuyas divergencias sucedieron durante el Mioceno y Plioceno. De acuerdo a las
estimaciones de divergencia de las especies, los clados mas antiguos de cada grupo indican
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solo para L. triangulum un origen surefio hacia el norte del pais y para C. nasus un origen
del este del CVT hacia el oeste (Tabla 2), desafortunadamente para las demas especies no
hay datos suficientes como para sugerir un punto de origen y de dispersion. No obstante
que las divergencias entre especies ocurrieron en el Mioceno y Plioceno se obtuvieron
resultados que sugieren que durante el Pleistoceno ocurrieron divergencias a nivel
poblacional en la mayoria de las especies encontradas dentro de la zona oeste del CVT. De
las especies de serpientes incluidas en este trabajo hay tres casos en donde al menos una
poblacion presenta divergencia mayor a 5 Ma entre las demas poblaciones, tiempo de
divergencia muy grande entre poblaciones de una misma especie, en otros trabajos se ha
considerado que pertenecen a especies diferentes (Burbrink et al., 2011). Los casos en los
que se observa esta divergencia son para_el clado de Leptodeira sp. del Volcan Ceboruco y

C. nasus de Tancitaro y de Tapalpa.

La divergencia dentro de C. basiliscus ocurrid hace aproximadamente 3.3 Ma durante el
Plioceno (Fig. 2), resultando dos clados, el primero conformado por los individuos de
Nayarit y el segundo por los de Jalisco y Colima, cabe resaltar que las divergencias dentro
de cada uno de estos clados es pequefia dentro del tiempo geoldgico (< 0.62 Ma). Un caso
contrario es lo que sucede con Storeria storerioides, en donde se obtuvieron dos grupos
dentro de la especie, el primero del centro del CVT con divergencia hace 1.6 Ma durante el
Plioceno y el segundo grupo del oeste del CVT. Por otro lado para Geophis no encontramos
un patrén para ninguna de las dos especies a pesar de ser estas de tierras altas, sin embargo
se obtuvieron dos clados de Geophis uno de Jalisco y el otro de Michoacan. La primer
divergencia dentro de L. triangulum ocurrio6 hace 4 Ma durante el Plioceno, esta
divergencia llevo a la formacion de dos clados uno de la SMS y el otro del CVT en
conjunto con la PC. El clado de Tantilla estd conformado por tres especies,
desafortunadamente el nimero de ejemplares es muy limitado ademas que dos de las tres
especies habitan principalmente en zonas bajas, a pesar del bajo nimero de individuos el
analisis pudo diferenciar entre las tres especies. El clado de Trimorphodon tau esta
compuesto por dos grupos, el del CVT y de la SMS, la divergencia entre estos grupos
ocurrio hace 2.5 Ma durante el Pleistoceno. Finalmente dentro de C. nasus se detectaron
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dos clados con divergencia hace 6.3 Ma durante el Mioceno tardio los grupos son del este

del CVT y del oeste del CVT.

Tabla 2. Estimaciones de divergencia obtenidas por inferencia bayesiana. Se muestra la media, el
limite inferior y superior estimado para los taxa con intervalos de confianza del 95%.

Nodo Inferior Media Superior  Origen-dispersion
Origen de Crotalus basiliscus 4.69 7.68 10.81 -

Origen de Leptodeira 14.56 16.48 18.41 -

Origen de Lampropeltis triangulum 3.69 8.34 14.67 Sur-Norte
Origen de Tantilla bocourti 6.42 12.56 19.82 -

Origen de Conopsis nasus 11.05 17.6 24.98 Este-Oeste
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Fig. 2. Estimacion de los tiempos de divergencia (Ma) para las especies de serpientes de las zonas montafiosas en la zona
oeste del Eje Neovolcénico inferidas usando un andlisis filogenético bayesiano con reloj molecular relajado. Los nodos
representan la media estimada mientras que las barras azules representan los intervalos de credibilidad del 95% de las
divergencias; Circulos negros= > 0.99%, Circulos blancos= > 90% < 98%, Triangulo negro= < 89%. CVT = Cinturén

Volcanico Transmexicano, SMS = Sierra madre del Sur.
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X1. DISCUSION

La gran mayoria de los nodos presentan una probabilidad posterior mayor al 0.99%, esto
significa que las ramas resultantes del andlisis asi como las relaciones entre los individuos
tienen un soporte alto. Los resultados de las estimaciones de divergencia concuerdan con
(Bryson et al., 2011a, 2011b; Castoe et al., 2009) quienes proponen que las formaciones del
Neogeno en el CVT son la mayor fuerza que condujo la historia evolutiva de los taxa de
tierras altas y que las fluctuaciones climaticas que ocurrieron durante el Pleistoceno
tuvieron un efecto menor afectando a un nivel poblacional. Los patrones son diferentes para
algunas especies, para especies como C. nasus, L. triangulum, Leptodeira, Geophis y C.
basiliscus se piensa que fueron los eventos volcanicos que ocurrieron a lo largo del CVT la
principal causa de las diversificaciones, mientras que para las demas especies es aventurado
proponer a los eventos geoldgicos como promotores de la diversificacion debido a que la
representatividad de los grupos es muy baja y a que los individuos se encuentran en zonas
fisiograficas diferentes por lo que pudiesen haber influido otros factores. Resultados
similares a lo encontrado en este trabajo se han reportado en maultiples trabajos donde las
diversificaciones de las especies ocurrieron dentro del CVT en el Mioceno y Plioceno tales
son los casos de (Bryson et al., 2011b; Castoe et al., 2009; Crawford et al., 2007; Demastes
et al., 2002) del mismo modo esto ha sucedido en otras regiones montafiosas (Castoe et al.,
2003; Jaeger et al., 2005; Macey et al., 1998; Murphy, 1983) donde los episodios
geoldgicos han jugado un papel importante en la diversificacion de los taxa. A pesar de
tener representantes de diferentes zonas fisiograficas fueron pocas las especies en las que se
pudo observar un patrén donde se pudiese distinguir clados formados por regiones
fisiograficas, sin embargo las especies con resultados positivos sugieren que regiones como
el CVT y la SMS presentan zonas bajas que funcionan como barreras entre las poblaciones

de especies de serpientes.

La primera divergencia que ocurrid dentro de C. basiliscus estd relacionada al arco
volcanico basaltico y andesitico del Plioceno tardio en el CVT, esta actividad volcanica es
parte de un conjunto de episodios volcanicos recientes en esta cadena montafiosa (Ferrari
et al., 2012; Gomez-Tuena et al., 2007). El vulcanismo en la zona pudo impedir hasta cierto
punto la dispersion de C. basiliscus a tal grado que se observa la formacion de un clado de
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Nayarit y otro de Jalisco y Colima. Por otro lado, las divergencias que sucedieron entre las
especies de C. nasus y Geophis hace 6.7 y 10.9 Ma son atribuidas al vulcanismo silicico del
Mioceno tardio al Plioceno temprano (Ferrari et al., 2012; Gémez-Tuena et al., 2007) ya
que estos eventos geologicos tuvieron lugar en la zona centro de Jalisco y norte-oeste de
Michoacan, sin embargo la zona de Tancitaro quedd fuera de dichos eventos por lo que
estos pudieron influenciar la dispersion de ambas especies y ademas influir con sus
divergencias. De igual manera S. storerioides presenta el mismo patrén en la formacion de
los clados, sin embargo la divergencia entre ambos clados no esta relacionada con el
vulcanismo silicico si no a las fluctuaciones climaticas del pleistoceno. Para el caso de L.
triangulum y T. tau se detectd un patron similar al de otros taxa donde la divergencia es
atribuida a regiones montafiosas que funcionan como barreras de dispersion,
especificamente estos casos se presentaron entre el CVT y la SMS (peces, Mateos et al.,
2002; Mateos, 2005; anfibios, Mulcahy y Mendelson, 2000; Pauly et al., 2004; Quezada-
Hipolito et al., en preparacion; Zaldivar-Riveron, 2004; reptiles, Devitt, 2006;) pero
también se han presentado casos en otras regiones montafiosas con diversos taxa (Bryson et
al., 2011c; Castoe et al., 2003, 2009; Mulcahy et al., 2006; Pyron y Burbrink, 2009). Cabe
sefialar que Bryson et al. (2007) encontraron un patrén similar en L. triangulum donde a
pesar de la gran diversidad dentro del grupo obtienen la formacién de un clado del oeste de
México. Mis resultados concuerdan con Rodriguez-Robles y De Jesus-Escobar (1999)
quienes sugieren que los ancestros de Lampropeltis provienen del sur-este o de la Meseta
Central y que han tenido dispersiones hacia el norte de México hasta Estados Unidos. Sin
embargo para C. nasus no hay trabajos anteriores que indiquen cual es el origen y las
posibles dispersiones que ha tenido esta especie de tierras altas por lo que estos resultados
son un nuevo aporte para entender mejor la historia evolutiva de C. nasus. Asi como Castoe
et al. (2003) encuentran una alta diversidad dentro de Atropoides nummifer de diferentes
zonas fisiograficas y Castoe et al. (2009) quienes consideraron evaluar poblaciones de
Cerrophidion una especie de zonas altas por presentar un periodo de divergencia mayor a
5Ma. También en este trabajo se encontrd que la divergencia de Leptodeira sp. del Volcan
Ceboruco apunta a que este individuo pertenece a una especie diferente, sin embargo no se
pudo identificar correctamente en campo o en laboratorio, este error fue identificado una

vez que se hizo el “blast” en la base de datos del GenBank (Morgulis et al., 2008; Zheng
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Zhang et al., 2000), el blast mostré que este individuo pertenece a Leptodeira splendida y
revisando en la literatura se encontrd que esta especie se encuentra en el estado de Nayarit
(Woolrich-Pifia et al., 2016). Igualmente Conopsis de Tancitaro y de Tapalpa presentan
un periodo de divergencia mayor a lo que se ha considerado para poblaciones de una
especie (6.37 y 9.39 Ma) como para pensar que estos individuos pertenece a la misma
especie, sin embargo al no haber secuencias con que comparar en el GenBank no se puede
verificar la especie. Por lo tanto, se propone una revision mas exhaustiva de C. nasus ya

que es posible que la diversidad genética de esta esta especie se esté subestimando.

Adicionalmente al efecto que tuvieron los episodios volcanicos del Mioceno y Plioceno en
la diversificacion de las especies, el analisis sugiere que las fluctuaciones climaticas del
Pleistoceno pudieron haber influido en los taxa a nivel poblacional interrumpiendo el flujo
geneético entre poblaciones. De igual modo Castoe et al. (2009) encontrdé los mismos
patrones para tres géneros de viboras que habitan en tierras altas, sin embargo este hecho
no es un evento aislado, dentro del CVT se han reportado en otras especies de tierras altas
(Bryson et al., 2011b; Castoe et al., 2003, 2009; Quezada-Hipolito et al., 2017 en
preparacion; Rodriguez-Banderas et al., 2009; Zaldivar-Riveron et al., 2005) asi como en
diferentes regiones montafiosas dentro y fuera de México (anfibios, Bryson et al., 2010,
2014; insectos, Ruiz et al., 2010; mamiferos, Ledn-Paniagua et al., 2007; Ordofiez-Garza et
al., 2014; plantas, Gugger et al., 2011; tetrdpodos, Antonelli et al., 2009). Mismos Bryson
et al. (2011b) proponen la posibilidad de que los ciclos climaticos glaciales contribuyeron
con la fragmentacion de los bosques mexicanos de pino-encino y que esto pudo haber

llevado a las divergencias de los taxa de tierras altas.

Para finalizar, solo cuatro de todas las serpientes analizadas en este trabajo son exclusivas
de tierras altas por lo que el arbol generado para las serpientes provee poca informacion
sobre los origenes, dispersiones y tiempos de divergencia de los taxa debido principalmente
a dos razones: 1) la mayoria de las especies que se encontraron en campo tienen una
distribucion de tierras bajas asociadas a vegetacién de selva baja caducifolia y ambientes
calidos, 2) el numero de individuos por especie dentro y alrededor de la zona es bajo y poco

representativo, esto dificulta en gran medida encontrar algin patrén ya que al no tener
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representada la distribucion de cada especie no es posible asegurar cuales clados son los

mas antiguos y los mas recientes.

XIl. CONCLUSIONES GENERALES

Los episodios geoldgicos que ocurrieron durante el Neogeno en el Cinturon Volcanico
Transmexicano son los principales procesos que influenciaron las diversificaciones vy
dispersiones de anfibios y reptiles tanto de tierras altas como para algunas de tierras bajas.
Adicionalmente, es posible que las fluctuaciones climaticas que ocurrieron durante el
Pleistoceno propiciaran las divergencias de especies a nivel poblacional dentro del CVT,

sin embargo solo es una posibilidad.

La mayoria de las especies analizadas (anfibios y serpientes) indican tener un origen del sur
y las estimaciones de divergencia indican que han tenido dispersiones hacia el norte de

México a travez del Cinturén Volcanico Transmexicano.

Para algunas poblaciones de diferentes especies las estimaciones de divergencia son
mayores a lo que se ha considerado en trabajos anteriores para poblaciones de una especie
(Craugastor augusti, Craugastor occidentalis, Dryophytes eximius, Eleutherodactylus
nitidus, Hypopachus variolosus, Incilius occidentalis, Isthmura belli, Lithobates
neovolcanicus, Spea multiplicata). Por esto se sugiere hacer una revision mas detallada

sobre estas especies en donde se incluyan la mayoria de sus poblaciones.
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X1, ANEXOS

Tabla 1.- Especimenes voucher utilizados en los andlisis de los
Numero de
Taxon Localidad Voucher Coordenadas acceso GenBank
ND4
Anolis nebulosus Cerro viejo, Jalisco JQH 134 20°18'8.92"N, 103°19'36.86"W
Anolis nebulosus Bosque la primavera, Jalisco JQH 162 20°18'8.92"N, 103°19'36.86"W
Anolis nebulosus Cerro cuautepetl, Jalisco JQH 222 20°18'2.2"N, 103°19'29.68"W
Anolis nebulosus Volcén tepetiltic, Nayarit JQH 395 20°18'1.5"N, 103°19'31.1"W
Anolis nebulosus Volcén ceboruco, Nayarit JQH 446 20°23'37"N, 103°25'33.1"W
Aspidoscelis communis Sierra de San Juan Cosal3, Jalisco JQH 13 20°23'47.2"N, 103°25'21"W
Aspidoscelis gularis Volcén ceboruco, Nayarit JQH 473 20°21'47.1"N, 103°25'57.2"W
Barisia imbricata Volcén tequila, Jalisco JQH 255 20°21'47.1"N, 103°25'57.1"W
Conopsis nasus Cerro viejo, Jalisco JQH 56 20°23'59.1"N, 103°24'45.9"W
Crotalus basiliscus Volcén tequila, Jalisco JQH 283 20°23'45"N, 103°25'22.3"W
Crotalus basiliscus Sangangiey, Nayarit JQH 329 20°35'45.5"N, 103°32'33.3"W
Elgaria kingii Bosque la primavera, Jalisco JQH 155 20°35'41.1"N, 103°32'48.4"W
Elgaria kingii Cerro cuautepetl, Jalisco JQH 254 20°35'34.3"N, 103°31'43.9"W
Elgaria kingii Volcén tepetiltic, Nayarit JQH 430 20°35'41.1"N, 103°32'48.4"W
Geophis dugesii Cerro alto, Nayarit JQH 362 20°35'41.1"N, 103°32'48.4"W
Geophis dugesii Cerro alto, Nayarit JQH 363 20°35'38.4"N, 103°42'49.3"W
Geophis petersii Cerro cuautepetl, Jalisco JQH 216 20°35'43.5"N, 103°32'42.5"W
Geophis petersii Cerro alto, Nayarit JQH 361 20°37'54.83"N, 104°1'42.29"W
Gerrhonotus sp Cerro cuautepetl, Jalisco JQH 214 20°37'56.24"N, 104°1'45.95"W
Lampropeltis micropholis ~ Bosque la primavera, Jalisco JQH 171 20°37'48.01"N, 104°1'34.83"W
Lampropeltis micropholis ~ Sangangiiey, Nayarit JQH 330 20°37'47.5"N, 104°1'44.1"W
Leptodeira sp Volcén ceboruco, Nayarit JQH 505 20°37'54.32"N, 104°1'32.15"W
Plestiodon callicephalus Bosque la primavera, Jalisco JQH 163 20°37'49.7"N, 104°1'44.2"W
Plestiodon callicephalus Volcén tepetiltic, Nayarit JQH 401 20°37'51.15"N, 104°1'43.73"W
Plestiodon dugesii Cerro viejo, Jalisco JQH 58 20°37'40.95"N, 104°1'29.97"W
Plestiodon dugesii Bosque la primavera, Jalisco JQH 159 20°37'43.6"N, 104°1'32.8"W
Plestiodon dugesii Cerro cuautepetl, Jalisco JQH 174 20°37'54.41"N, 104°1'38.7"W
Plestiodon dugesii Cerro cuautepetl, Jalisco JQH 193 20°47'11.7"N, 103°50'58.1"W
Plestiodon dugesii Volcan tequila, Jalisco JQH 286 20°47'21.11"N, 103°50'52.22"W
Plestiodon dugesii Sangangiiey, Nayarit JQH 295 20°47'13.6"N, 103°50'48.4"W
Plestiodon dugesii Volcan tepetiltic, Nayarit JQH 429 20°47'43.95"N, 103°50'47.39"W
Plestiodon sp Volcan tequila, Jalisco JQH 263 20°47'12.26"N, 103°50'50.75"W
Plestiodon sp Cerro alto, Nayarit JQH 370 20°48'32.6"N, 103°50'47.8"W
Salvadora bairdi Sierra de San Juan Cosal3, Jalisco JQH?2 20°47'39"N, 103°50'46.8"W
Sceloporus albiventris Bosque la primavera, Jalisco JQH 156 21°27'22.67"N, 104°44'21.78"W
Sceloporus asper Sangangiiey, Nayarit JQH 327 21°27'43.5"N, 104°44'43.4"W
Sceloporus dugesii Cerro viejo, Jalisco JQH 29 21°27'21.9"N, 104°44'24.2"W
Sceloporus heterolepis Cerro viejo, Jalisco JQH 127 21°27'53.46"N, 104°45'8.35"W
Sceloporus heterolepis Bosque la primavera, Jalisco JQH 160 21°27'0.8"N, 104°57'59.5"W
Sceloporus heterolepis Cerro cuautepetl, Jalisco JQH 228 21°27'0.8"N, 104°57'59.5"W
Sceloporus heterolepis Volcén tequila, Jalisco JQH 265 21°27'0.8"N, 104°57'59.5"W
Sceloporus horridus Sierra de San Juan Cosal3, Jalisco JQH1 21°27'0"N, 104°58'4.3"W
Sceloporus horridus Sierra de San Juan Cosal3, Jalisco JQH4 21°15'16.5"N, 104°42'54.53"W
Sceloporus horridus Volcén ceboruco, Nayarit JQH 463 21°15'16"N, 104°42'53.08"W
Sceloporus torquatus Cerro viejo, Jalisco JQH 65 21°15'11"N, 104°42'45.1"W
Sceloporus utiformis Cerro cuautepetl, Jalisco JQH 175 21°15'10.67"N, 104°42'55.4"W
Sceloporus utiformis Volcén tepetiltic, Nayarit JQH 389 21°15'11.03"N, 104°42'53.43"W
Storeria storerioides Volcén tequila, Jalisco JQH 264 21°8'1.2"N, 104°30'9.3"W
Tantilla bocourti Cerro cuautepetl, Jalisco JQH 213 21°6'52.94"N, 104°30'12.41"W
Trimorphodon tau Volcén tequila, Jalisco JQH 280 21°7'5.3"N, 104°30'3.3"W

reptiles.
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Tabla 1. (Continuacion)

Numero de
Taxon Localidad Voucher Coordenadas acceso GenBank
ND4
Urusaurus bicarinatus Cerro cuautepetl, Jalisco JQH 231 21°7'5.3"N, 104°30'3.3"W
Aspidoscelis Comal3, Colima JAC 30458 19°19'15.42"N, 103°45'30.996"W
Aspidoscelis gularis Huejucar, JAL JAC 23303 19°17'56.8104"N, 104°42'56.52"W
Barisia imbricata Carretera Uruapan-Perilan, Mich JAC 24686 19°18'44.388"N, 104°40'14.772"W
Conopsis 2 km SE Tancitaro, Michoacan JAC 26972 18°52'57.864"N, 103°58'40.8"W
Conopsis Tapalpa, Jalisco JAC 30693 19°19'23.16"N, 102°20'56.796"W
Conopsis nasus Jalisco JAC 23380 20°39'54"N, 103°42'38.376"W
Crotalus basiliscus 7.7 km NE Minatitlan, Colima JAC 30069 19°13'13.8"N, 104°12'21.888"W
Elgaria Agua fria, Colima JAC 28056 19°23'59.496"N, 103°57'43.164"W
Elgaria kingii Sierra de Alica, Nayarit JAC 23476 19°19'38.64"N, 102°20'43.008"W
Elgaria kingii Huajimic, Nayarit JAC 23445 19°19'6.024"N, 103°49'40.44"W
Geophis 2 km SE Tancitaro, Michoacéan JAC 26976 20°22'37.236"N, 104°58'54.696"W
Gerrhonotus Minatitlan, Colima JAC 30071 19°38'53.304"N, 103°39'30.672"W
Lampropeltis micropholis ~ Ranchitos, Colima JAC 30103 19°24'20.88"N, 103°47'16.368"W
Lampropeltis micropholis 8.3 km SW Pericos, Sinaloa ENS 11608 19°19'38.64"N, 102°20'43.008"W
Leptodeira maculata Nuevo vallarta, Nayarit JAC 23612 20°22'10.308"N, 104°59'27.312"W
Leptodeira maculata Jilotlan de los Dolores, Jalisco JAC 24123 19°25'33.816"N, 103°59'10.752"W
Leptodeira maculata Entre Tepalcatepecy Coalcoman, Mich. JAC 24759 23°49'20.2"N, 106°32'15.93"W
Plestiodon Carretera Uruapan-Perilan, Mich JAC 24685 25°1'56.5"N, 107°45'40.64"W
Plestiodon brevirostris Tumbiscatio, Mich JAC 25348 21°52'31.404"N, 103°49'14.448"W
Plestiodon brevirostris Playitas-La Torre, Mich JAC 25384 21°53'7.8"N
Plestiodon brevirostris La Estancia, Jalisco JAC 23695 21°47'30.84"N, 104°17'21.48"W
Salvadora 3 km E Camotlan de Miraflores, Colima JAC 28126 21°37'17.616"N, 104°16'30.936"W
Sceloporus 7.3 km NE Coyotitlan, Sinaloa ENS 11615 20°41'57.732"N, 105°15'25.2"W
Sceloporus asper 20 km NW de Mascota, Jalisco JAC 23686 20°40'19.2"N, 104°53'46.68"W
Sceloporus asper Carretera Uruapan-Nueva ltalia, Mich ~ JAC 24920 19°41'54.636"N, 104°23'24.432"W
Sceloporus dugesii 6.5 km NW de Bolafios, Jalisco JAC 23368 19°12'57.672"N, 102°51'52.956"W
Sceloporus heterolepis Playitas-La Torre, Mich JAC 25372 19°26'36.636"N, 102°25'40.8"W
Sceloporus horridus Agua fria, Colima JAC 28277 19°21'13.788"N, 102°0'0"W
Sceloporus horridus Carretera Uruapan-Nueva Italia, Mich.  JAC 24921 19°23'14.28"N, 102°58'28.092"W
Sceloporus horridus Tumbiscatio, Mich. JAC 25365 18°59'10.392"N, 103°47'15.36"W
Sceloporus melanorrhinus  Entre Tepalcatepecy Coalcoman, Mich. JAC 24744 19°40'42.6"N, 102°55'14.376"W
Sceloporus torquatus Uruapan-Perilan, via Tancitaro, Mich. JAC 24688 19°21'13.788"N, 102°0'0"W
Sceloporus utiformis 6km SW Armeria, Colima JAC 28081 19°21'13.788"N, 102°0'0"W
Sceloporus utiformis Sierra pajaritos, Nayarit JAC 23443 18°27'26.676"N, 102°30'50.4"W
Sceloporus utiformis Sierra de Manantlan, Jalisco JAC 23934 18°28'32.88"N, 102°30'48.708"W
Sceloporus utiformis Rd. W of Jilotlan, Jalisco JAC 24889 18°24'0"N, 102°33'52.812"W
Storeria storerioides 2 km SE Tancitaro, Michoacan JAC 26965 18°24'26.532"N, 102°33'52.812"W
Storeria storerioides Tapalpa, Jalisco JAC 28625 22°21'31.32"N, 103°16'54.84"W
Tantilla Tapalpa, Jalisco JAC 30687 21°42'45.36"N, 104°26'28.608"W
Tantilla calamarina 6.7 km W Comala, Colima JAC 30145 21°37'17.616"N, 104°16'30.936"W
Tantilla ceboruca Tetilla, Jalisco JAC 30311 19°26'52.332"N, 102°24'57.312"W
Trimorphodon tau 7 km NW Ixtlahuacan, Jalisco JAC 28591 19°26'36.636"N, 102°25'40.8"W
Trimorphodon tau Entre Tepalcatepecy Coalcoman, Mich. JAC 24859 20°41'56.472"N, 104°52'12"W
Urusaurus bicarinatus 7 km SE Camotlan, Jalisco JAC 23438 19°23'6"N, 103°49'44.4"W
Urusaurus bicarinatus Carretera Uruapan-Nueva ltalia, Mich.  JAC 24693 18°58'14.016"N, 103°54'38.16"W
Urusaurus bicarinatus Entre Tepalcatepecy Coalcoman, Mich. JAC 24754 19°24'50.18"N, 104°4'1.48"W
Abronia graminea Tapalpa, Jalisco LVT 10842 JN885255
Ameiva ameiva 166640 AF151206
Aspidoscelis tigris TCWC71822 AF026173
Ctenosaura similis USNM FN_21309 EU407525
Elgaria multicarinata Fatima, Sonora GP 444 DQ364661
Gerrhonotus infernalis Moroleon, Guanajuato JN547358
Gerrhonotus liocephalus JN547359
Lepidophyma tuxtlae Tierra Colorada, Guerrero LACM 136354 KC621580
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Tabla 1. (Continuacion)

Numero de
Taxon Localidad Voucher Coordenadas acceso GenBank
ND4

Ophisaurus attenuatus LSUMZ H-15928 EU747729
Sceloporus clarkii South Llano, Texas CAS 229955 EU085836
Sceloporus clarkii Cumbre de los arrastrados, Jalisco MZFC 5757 AF210344
Sceloporus dugesii Paraguay UTA R-23955 GQ464754
Sceloporus dugesii IBH 18002 DQ525878
Sceloporus heterolepis Yoro, Honduras IBH 18138 DQ525869
Sceloporus horridus Puerto del Aire, Veracruz MZFC 7458 GQ464762
Sceloporus torquatus UTA R-24016 EUO85843
Urusaurus bicarinatus Baja California Norte, México MZFC 5700 AF210338
Agkistrodon contortrix Athens Ohio, USA Moody338 39°19'10.45"N, 82° 5'16.32"W AF156576
Agkistrodon piscivorus Le Flore, Oklahoma USA HWG 2571 34°53'53.54"N, 94°58'54.90"W AF156579
Bitis gabonica Sta Lucia, KwaZulu Natal, South Africa WW 1330 28°23'11.34"S, 32°25'6.86"W EU624217
Crotalus basiliscus San Blas, Nayarit 822 21°32'27.10"N, 105°16'28.19"W  AY704894
Crotalus basiliscus Guadalajara, Jalisco AY704895
Crotalus scutulatus Hidalgo County, New Mexico 4835 31°55'21.13"N, 108°43'2.02"W KX256581
Crotalus tancitarensis Tancitaro, Michoacén ROM 42631 19°24'43.38"N, 102°19'21.99"W  JN022851

Crotalus triseriatus México, México ROM 18120 HQ257879
Imantodes gemmistratus  Sinaloa, México, cerca de Cosala UTA R-51979 24°26'0.60"N, 106°41'44.19"W EF078557

Imantodes gemmistratus  Sonora, México, cerca de Alamos LSUMZ 39541 27°0'30.35"N, 108°57'6.43"W EF078558

Lampropeltis calligaster Florida, USA No Voucher DQ902311
Lampropeltis ruthveni Querétaro, México cercade Amealco ~ GTSR-12 20°10'12.94"N, 100° 9'13.57"W  AY739642
Pseudoficimia frontalis JAC30117 KU859722
Regina rigida Louisiana, USA H20703 KF258642

Sonora mutabilis Huaxtla, Jalisco, México UTA JRV128 20°43'42.42"N 103°39'24.12"W 1Q265977

Sonora mutabilis Huaxtla, Jalisco, México UTA_JRV129 20°43'42.42"N 103°39'24.12"W 1Q265978

Tabla 2.- Electroforesis de 15 muestras de anfibios y reptiles. En la esquina superior izquierda se
encuentra el ladder, las etiquetas de cada celda corresponden a un nimero de voucher.
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