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RESUMEN

Crotalus angelensis, C. catalinensis, C. estebanensis, C. lorenzoensis, C. muertensis y C.
tortugensis son seis especies de serpientes de cascabel endémicas que habitan igual nimero
de islas en el Golfo de California. De estas especies solo dos, C. catalinensis y C.
tortugensis, han sido incluidas en los trabajos previos de reconstruccion de las relaciones
filogenéticas de las especies que habitan la region de la peninsula de Baja California y sus
islas asociadas. Con la finalidad de conocer las relaciones filogenéticas de estas especies
con las otras especies de serpientes de cascabel que habitan la region se llevd a cabo la
reconstruccion de su filogenia a partir del andlisis de las secuencias de dos genes
mitocondriales, el 12S ADNr y el 16S ADNT, obtenidas a partir de la recolecta de tejidos de
20 localidades, y por medio de los métodos de méxima parsimonia, maxima verosimilitud e
inferencia bayesiana. Los arboles filogenéticos obtenidos mostraron la relacion entre
Crotalus angelensis y C. muertensis con C. mitchellii, una especie peninsular. Crotalus
estebanensis se agrupo en un clado con C. molossus, una especie de la porcion continental
de México, mientras que C. lorenzoensis resultd ser una especie parafilética con C. ruber,
una especie de amplia distribucion en la peninsula de Baja California. Las relaciones
filogenéticas de Crotalus catalinensis con C. ruber y de C. tortugensis con C. atrox,
reportadas en trabajos previos fueron confirmadas por el presente trabajo. Como la especie
ancestral de la region de estudio se ubic6 a C. cerastes y se identificaron a dos especies con
un posible patron de distribucion filogeografico de sus haplotipos: Crotalus ruber y C.

enyo.

Palabras clave: Filogenia, islas del Golfo de California, Crotalus, especies endémicas.
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ABSTRACT

Crotalus angelensis, C. catalinensis, C. estebanensis, C. lorenzoensis, C. muertensis and C.
tortugensis are six species of endemic rattlesnakes that inhabit the same number of islands
in the Gulf of California. Of these, only two species C. catalinensis and C. tortugensis have
been included in previous reconstruction studies of phylogenetic relationships of the
species that inhabit the peninsular region of Baja California and its associated islands. To
understand the phylogenetic relationships of these species with other species of rattlesnakes
that inhabit the region, we perfomed their phylogeny reconstruction starting from sequence
analysis of two mitochondrial genes, 12S rDNA and 16S rDNA obtained tissue collection
from 20 locations, and by maximum parsimony, maximum likelihood, and bayesian
inference methods. The phylogenetic trees obtained showed the relationship between
Crotalus angelensis and C. muertensis with C. mitchellii, a peninsular species. Crotalus
estebanensis was grouped in a clade with C. molossus, a continental species while C.
lorenzoensis proved a paraphyletic species with C. ruber, a widely distributed species in the
Baja California peninsula. In this work we confirm the phylogenetic relationships of C.
catalinensis with C. ruber, and the relationship of C. tortugensis with C. atrox, reported in
previous studies. The ancestral species of the study area is C. cerastes and two species, C.
ruber and C. enyo with a possible pattern of phylogeographic haplotypes in the peninsula

were identified..

Keywords: Phylogeny, islands of the Gulf of California, Crotalus, endemic species.
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1. INTRODUCCION

Durante la época precolombina, las serpientes de cascabel tuvieron una gran importancia en
el universo cultural de los principales pueblos mesoamericanos (Castellon-Huerta, 2001;
Jauregi, 2001; Rubio, 2003), en tanto que antes de los primeros viajes de Colon a América
eran seres totalmente desconocidos para los habitantes del Viejo Mundo. De hecho, no fue
sino hasta la primera mitad del siglo XVII que se publico la primera ilustracién de caracter
cientifico de uno de estos organismos en ¢l Rerum medicarium Novae Hispanie thesaurus,
de Francisco Hernandez, con lo cual poco a poco fueron capturando la atencién de las
personas, tanto por la singularidad de su morfologia como por su amplia distribucion
geografica y por la importancia médica que implica la toxicidad de su veneno, hasta
volverse uno de los grupos de reptiles mas estudiados hoy en dia (Campbell y Lamar, 2004;

Reyes-Velasco, 2013).

En México se han descrito 864 especies de reptiles y se considera como el segundo pais
con la diversidad més alta de este grupo a nivel mundial (Flores-Villela y Garcia-Vazquez,
2013). Las serpientes de cascabel se encuentran bien representadas en nuestro pais con dos
especies del género Sistrurus y alrededor de 34 especies del género Crotalus, siendo 22 de
estas ultimas, endémicas de México (Campbell y Lamar, 2004; Paredes-Garcia et al., 2011;
CONABIO, 2013).

La peninsula de Baja California y sus islas asociadas, representan un mosaico de habitats
con una alta heterogeneidad de caracteristicas, donde las interacciones entre los procesos
geologicos y ecoldgicos han permitido la evolucion de una flora y fauna particularmente
adaptada a las condiciones de esta region. Y si a esto, le sumamos el aislamiento de
algunos de sus ambientes, en especifico las regiones montafiosas de la peninsula, los oasis y
las propias islas, obtenemos uno de los pocos laboratorios naturales aliin existentes en el
mundo, disponibles y bien conservados para llevar a cabo investigaciones enfocadas en los
procesos de extincion, colonizacion y aislamiento de poblaciones (MacArthur y Wilson,

1967; Murphy y Aguirre-Ledn, 2002; Murphy y Méndez de la Cruz, 2012).



La peninsula de Baja California comenzé a formarse hace unos 12.5 millones de afios por
el proceso de expansion entre las placas tectonicas Pacifico y Norteamericana, y
progresivamente se fue formando hasta conformarse como la conocemos actualmente al
final del Plioceno e inicios del Pleistoceno, hace aproximadamente unos 2.58 millones de
afios. (Smith, 1991; Riddle et al., 2000; Holt et al., 2000; Oskin y Stock, 2003; Wood et al.,
2008; Murphy y Aguirre-Leon, 2002; Murphy y Méndez de la Cruz, 2010).

El origen de la herpetofauna que habita la peninsula de Baja California esta intimamente
ligada a los origenes de esta y a los cambios medioambientales que ha tenido. Cuando la
region del Cabo y las formaciones montafiosas de la peninsula se separaron de la porcion
continental de México algunas especies de reptiles quedaron aisladas del continente, otras
incursionaron a la peninsula desde el sur de lo que ahora es Estados Unidos. Por su parte,
los origenes de la herpetofauna que habita las islas del Golfo de California son tan variados
como las distintas historias geologicas de las islas que habitan, pero en general la
herpetofauna de las islas tiene un origen continental y/o peninsular (Murphy y Aguirre-

Leon, 2002; Case, 2002).

En la peninsula de Baja California y sus islas asociadas, habitan quince especies de
serpientes de cascabel del género Crotalus. De estas, C. enyo, es endémica de la
peninsula, C. caliginis es endémica de una isla del Pacifico Occidental y seis mas son

endémicas de igual nimero de islas dentro del Golfo de California, (Tabla I).

Tabla I. Especies de serpientes de cascabel del género Crotalus y su distribucion en la peninsula de Baja
California e islas asociadas (Grismer, 2002). E = Endémica; NE = No endémica

Especie Distribucion

Crotalus caliginis E Isla Coronado Sur (Pacifico), Baja California.

Crotalus atrox NE  Noreste de Baja California, Isla San Pedro Martir, Isla Santa Cruz e
Isla Tiburén (Golfo)

Crotalus cerastes NE Noreste de la peninsula de Baja California e Isla Tiburdn (Golfo)

Crotalus muertensis
Crotalus angelensis
Crotalus lorenzoensis
Crotalus estebanensis

Isla EI Muerto (Golfo).

Isla Angel de la Guarda (Golfo).
Isla San Lorenzo Sur (Golfo).
Isla San Esteban (Golfo).



Tabla I. Continuacion.

Crotalus oreganus NE  Por la vertiente del Pacifico, desde la frontera con Estados Unidos
hasta el Vizcaino en B. C. S.

Crotalus tortugensis E Isla Tortuga (Golfo).

Crotalus catalinensis E Isla Santa Catalina (Golfo).

Crotalus ruber NE A todo lo largo de la peninsula de Baja California, Isla Danzante, Isla
Datil, Isla Monserrat, Isla Pond, Isla San José e Isla San Marcos
(Golfo)

Crotalus mitchellii NE A todo lo largo de la peninsula de Baja California, Isla Cabeza de

Caballo, Isla Carmen, Isla Cerralvo, Isla Espiritu Santo, Isla
Monserrat, Isla Partida Sur, Isla Piojo, Isla Salsipuedes, Isla San José e
Isla Smith (Golfo)

Crotalus enyo E Desde Bahia de Los Angeles, B. C. hasta Los Cabos, B. C. S, Isla
Carmen, Isla Cerralvo, Isla Coronados, Isla Espiritu Santo, Isla Pardo,
Isla Partida Sur, Isla San Francisco, Isla San José e Isla San Marcos

(Golfo).
Crotalus tigris NE Isla Tiburon (Golfo).
Crotalus molossus NE Isla Tibur6n (Golfo).

El género Crotalus es un grupo de gran interés ecoldgico, ya que son elementos activos ¢
importantes de las tramas tréficas, sobre todo en los ambientes insulares, donde muchas
veces se constituyen como uno de los principales depredadores que regulan los tamafios
poblacionales de especies de roedores y lagartijas (Klauber, 1982; Campbell y Lamar,
2004). Asimismo, debido a su gran capacidad de adaptacion a diferentes hébitats pueden
establecer poblaciones viables en las islas, poblaciones que se encuentran aisladas
reproductivamente de otras poblaciones tanto del continente como de la peninsula y que por
ello se constituyen como interesantes objetos de estudio para evaluar su historia evolutiva

(Grismer, 1999; Murphy y Méndez de la Cruz, 2012).

El género Crotalus, al igual que todos los demas géneros de la familia Viperidae, esta
constituido por especies venenosas, potencialmente peligrosas y que son temidas debido a
ello. Los estudios de la composicion de los venenos de estas serpientes esta arrojando
nueva luz sobre los posibles usos biotecnologicos de algunos de sus componentes en la
industria médica, particularmente las fosfolipasas A, (PLA;), debido a su actividad contra
células tumorales, contra protozoarios (como Plasmodium, Tripanosoma y Leishmania), al
igual que por su actividad bactericida y antiviral (Zouari-Kessentini et al., 2009; Quintana

etal., 2011; Passero et al., 2006; Toyama et al., 2003; Miiller et al., 2011; Quintana, 2013).



En el caso particular de las serpientes de cascabel se han utilizado de forma tradicional
caracteres morfologicos y anatomicos, en combinacion con métodos de reconstruccion
filogenética para poder dilucidar las relaciones de ancestria-descendencia entre sus
diferentes especies. Sin embargo, debido a la gran plasticidad de los caracteres
morfologicos ha sido dificil la determinacion de un nimero suficiente de caracteres de este
tipo que hayan evolucionado hasta ser razonablemente informativos, y con ellos poder
dilucidar las verdaderas relaciones filogenéticas entre los taxa (Klauber, 1936; Murphy y
Doyle, 1998; Douglas et al., 2007). Por otro lado, en este tipo de estudios, ademas de
caracteristicas como los patrones de coloracion, la talla, el nimero y distribucion de
escamas, se suelen utilizar analisis de la morfologia de hemipenes, de dientes palatinos, de
vertebras y de otras muchas estructuras esqueléticas (Dorcas, 1992; Reyes-Velasco et al.,
2013), lo que implica sacrificar a los animales para dichos trabajos, en tanto que para
obtener muestras de ADN (4acido desoxirribonucleico) solo basta con un poco de sangre o
pequetios fragmentos de escamas ventrales e incluso fragmentos de exuvias desechadas por
las serpientes (Douglas et al., 2007), sin que haya necesidad de sustraer organismos de
poblaciones con un niimero ya de por si escaso de individuos, como es el caso de las

especies insulares.

Los marcadores moleculares han sido utilizados desde hace décadas para la reconstruccion
de las relaciones evolutivas entre especies. El ADN mitocondrial presenta una serie de
caracteristicas que han influido para que sea uno de los marcadores moleculares mas
utilizados en filogenia y sistematica molecular de reptiles a diferentes niveles taxonémicos
(Garcia-Paris y Jockusch, 1999; Zardoya y Meyer, 2001; Carranza, 2002; Godoy, 2009),
entre las cuales se encuentran que el ADN mitocondrial de vertebrados evoluciona a una
tasa mas elevada, en algunos casos esta tasa de evolucion puede ser entre 5 y 10 veces mas
rapida que la de genes nucleares de copia unica (Avise, 1987), por lo que el ADN
mitocondrial es muy ttil para inferir relaciones filogenéticas a nivel de especie e incluso de
poblaciones. Otra caracteristica es que las mitocondrias suelen encontrarse en el citoplasma
en gran nimero y excepto en casos muy concretos presentan exactamente la misma

secuencia en todos los tejidos, por lo tanto, en una célula animal existen multiples genomas



mitocondriales todos ellos iguales, por lo que es muy facil obtener ADN a partir de
cantidades muy pequefias de tejido conservado en alcohol durante muchos afios (Avise,
1987, Carranza et al., 2001). Una tercera caracteristica es que el ADN mitocondrial se
hereda de forma uniparental a través de la linea materna (con muy escasas excepciones), y
por tanto es haploide, debido a que en el momento de la fecundacion las unicas
mitocondrias que pasaran a formar parte del zigoto son las provenientes del 6vulo (Dawid y
Blackler, 1972; Avise, 1987; Hebert et al., 2003) por lo que las diferencias encontradas
entre individuos, utilizando este tipo de marcadores, se deberan exclusivamente a

fenomenos de mutacion y no son el resultado de recombinacion.

Por ello, la amplificacion y secuenciacion de ADN mitocondrial permite caracterizar los
diferentes haplotipos (secuencias unicas y diferentes) de una poblacion o especie y con ello
poder reconstruir su filogenia, dado que las partes de esta molécula comparten el mismo

patron historico de descendiente comun (Avise, 1987).

A la fecha se han llevado a cabo trabajos de reconstruccion de las relaciones filogenéticas
de algunas de las especies de cascabel que habitan la peninsula de Baja California y las
islas del Golfo de California, para ellos han utilizado tanto caracteres morfologicos como
moleculares. En el trabajo mas extenso basado en datos morfoldgicos (Klauber, 1972) se
incluyeron a dos de las especies endémicas de las islas del Golfo de California (Crotalus
catalinensis y C. tortugensis), mientras que en los trabajos donde utilizan marcadores
moleculares solo se incluyeron a dos de las especies endémicas de las islas del Golfo,
Crotalus catalinensis y C. tortugensis, asi como una especie del Pacifico (C. caliginis)
(Murphy et al, 2002).

Por ello, la pretension del presente estudio es reconstruir, mediante el uso de secuencias de
ADN mitocondrial, la historia de las relaciones de ancestro-descendencia entre las seis
especies de serpientes de cascabel endémicas de las islas del Golfo de California y las

especies de serpientes de cascabel que habitan la peninsula de Baja California.



2. ANTECEDENTES

2.1 Taxonomia y distribucion de las serpientes de cascabel.

Las serpientes de cascabel se distribuyen exclusivamente en el continente americano, desde
Canada hasta Argentina, y gracias a su gran diversidad morfologica y fisioldgica han
podido adaptarse a la enorme diversidad de hébitats disponibles en este amplio rango de
distribucion. Por eso, se les puede encontrar desde el nivel del mar y hasta los 4,000
metros de altitud; desde los desiertos aridos, pasando por los pantanos, los bosques
templados y hasta las selvas tropicales (Klauber, 1972; Rubio, 2003, Campbell y Lamar,
2004; Paredes-Garcia et al., 2011).

Los crotalinos o serpientes de cascabel se agrupan dentro de la subfamilia Crotalinae
(Oppel, 1811), en la familia Viperidae (Oppel, 1811) y se dividen en dos géneros Sistrurus
y Crotalus. El género Sistrurus (Garman, 1884) comprende solamente 2 especies, mientras
que el género Crotalus (Linnacus, 1758) se compone por alrededor de 34 especies
(Campbell y Lamar, 2004; Paredes-Garcia et al., 2011; CONABIO, 2013). La cantidad de
especies que comprende el género Crotalus varia un poco entre los trabajos de diferentes
autores, por ejemplo, Campbell y Lamar (2004) reconocen a 30 especies del género
Crotalus; por su parte, CONABIO (2013) enumera un total de 34 especies, mientras que en

el Reptil Database (accesado el 3 de junio de 2014) se reconocen 36 especies.

Ambos géneros tienen caracteristicas comunes, tales como una cabeza claramente
diferenciada del tronco por un cuello marcado, pupilas verticales, escamas del dorso,
fuertemente quilladas o carenadas y escamas de la porcion ventrocaudal dispuestas en una
sola fila; poseen una foseta loreal ubicada entre el ojo y la narina, con una epidermis
modificada en su interior y ampliamente inervada por ramificaciones del nervio trigémino,
lo que la convierte en un 6rgano termosensible con el cual pueden apreciar diferencias de
temperatura para poder ubicar a sus presas. El aparato venenoso es de los mas avanzados

entre los viperidos, estd constituido por dientes curvos, acanalados interiormente e



implantados en la mandibula superior, lo que permite a los dientes un movimiento de
rotacion de atras hacia delante para proyectarlos hacia su presa durante la mordida,
mientras que en su posicion de reposo se mantienen planos a lo largo del paladar y
cubiertos por una funda de tejido epitelial (denticion tipo solenoglifa). Cuando estos
dientes se proyectan y quedan de manera perpendicular al paladar inyectan el veneno
segregado por sus glandulas venenosas mediante la accion de compresion de un potente
sistema muscular asociado a dichas glandulas (Klauber, 1982; Campbell y Lamar, 2004). Y
como su caracteristica mas notable, y que hace que sean consideradas como un grupo
monofilético, estad la presencia de una notable y complicada estructura cornea en el extremo
de su cola, que tiene una funcion defensiva y que no estd presente en ningun otro grupo de
serpientes: el crétalo o cascabel, y aunque algunas especies y poblaciones insulares no
presentan un cascabel funcional (debido a que no pueden retener los segmentos del mismo
durante los ciclos de muda) morfogenéticamente todas poseen primordios del cascabel
(Parkinson, 1999; Beaman y Wong, 2001; Campbell y Lamar, 2004; Meik y Pires-daSilva,
2009).

El género Sistrurus es caracterizado por la presencia de nueve escamas grandes y
dispuestas de manera simétrica en la parte dorsal de la cabeza, caracteristica que comparte
con otro grupos basal de los viperidos: la subfamila Azemiopinae y con los Colubridae y
Elapidae que son serpientes distantemente relacionadas a los vipéridos (Gloyd, 1940;
Brattstrom, 1964; Klauber, 1972; Knight et al., 1993). Por su parte, en el género Crotalus
solamente las escamas supraoculares son grandes y las demds escamas de la parte superior
de la cabeza, especialmente en las regiones frontal y parietal, estdn divididas en multiples
escamas de pequefio tamafio (Klauber, 1956); la excepcion a esta regla es Crotalus ravus,
que anteriormente estaba clasificada dentro del género Sistrurus debido a las grandes
escamas presentes en su cabeza, pero que debido a posteriores estudios moleculares y
morfoldgicos se determind que esta era una caracteristica plesiomorfica (un estado
ancestral o primitivo del carécter), por lo que finalmente S. ravus se cambi6 al género

Crotalus (Knight et al., 1993; Murphy et al., 2003; Campbell y Lamar, 2004).



Nuestro pais es considerado como el centro de diversificacion evolutiva de las serpientes
del género Crotalus, ya que cerca del 92% de las especies de dicho grupo se encuentran en
nuestro territorio (Klauber, 1972; Armstrong y Murphy, 1979; Greene, 1997; Flores-Villela
y Canseco-Marquez, 2004; Paredes-Garcia et al., 2011) y muy probablemente el area
ancestral de dicho género se haya encontrado en los bosques de pino-encino de La Sierra
Madre Occidental (Place y Abramson, 2004) durante mediados del Mioceno, hace unos 13
a 15 millones de afios (Lawing y Polly, 2011). Actualmente se estima que la diversidad
mas alta del género Crotalus esta en el norte del pais, en las cadenas montafiosas de la

sierra Madre Occidental y en el Altiplano Mexicano (Campbell y Lamar, 2004).

2.2 Filogenia y analisis filogenético

La filogenia es el estudio de la historia evolutiva de un grupo de organismos, y el objetivo
primario de un analisis filogenético es la reconstruccion de dicha historia (Hillis, 1987;
Baldauf, 2003; Harrison y Langdale, 2006). Un andlisis filogenético deberia indicar las
relaciones evolutivas entre un grupo de especies (o taxa), es decir, cuales descienden de

ancestros comunes y cuales son las distancias evolutivas que existen entre ellas.

El estudio de las relaciones evolutivas entre las especies ha formado implicitamente parte
en los estudios de taxonomia clasica desde el siglo XVI, tal como puede inferirse de los
trabajos de algunos autores como Cesalpino, Bauhin, Ray, Tournefort y, por supuesto,
Linneo. Sin embargo, no fue hasta la segunda mitad del siglo XX cuando, tras el
planteamiento de la Teoria de la Evolucion, se formalizo el interés en esclarecer las
relaciones entre las especies. Entonces, personas como el botanico Walter Zimmermann, en
los afios 30, y el zodlogo Willi Hennig, en la década de los 60’s del siglo pasado,
comenzaron a desarrollar las bases metodolédgicas para la reconstruccion de relaciones de

parentesco entre las especies (Morrone, 2011).

Dichas relaciones comtiinmente son representadas en forma de diagramas con bifurcaciones,

también llamados arboles filogenéticos. Estos diagramas estan compuestos por ramas y



nodos dispuestos de la siguiente manera: las ramas conectan a los nodos y un nodo es el
punto en el cual dos o mas ramas divergen. Las ramas y los nodos pueden ser internos o
terminales. Un nodo interno corresponde al altimo ancestro comin hipotético de todas
aquellas especies que surgen a partir de él. Los nodos terminales corresponden a las

secuencias o caracteres de los cuales se derivo el arbol (Baldauf, 2003).

Histéricamente, las relaciones filogenéticas se inferian a partir del andlisis de datos
generalmente morfoldgicos y en menor medida, los caracteres anatdmicos, quimicos y
cromosémicos. No fue sino hasta el desarrollo de la técnica molecular de la PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) cuando se pudo incorporar el estudio comparado de regiones de

ADN al esclarecimiento de las relaciones evolutivas entre los organismos (Avise, 1989).

La obtencion de filogenias moleculares se basa en la seleccion, amplificacion y
secuenciacion de regiones de ADN nuclear, cloroplastico (en plantas) y mitocondrial (de
uso frecuente en animales y esporddico en algunas familias de plantas). Dichas secuencias
son revisadas, alineadas en funcioén de sus homologias y posteriormente analizadas bajo las
asunciones de los distintos métodos de reconstruccion filogenética. El resultado del analisis
de dichas secuencias bajo los distintos métodos de inferencia, es uno o mas arboles de
genes que representan las relaciones evolutivas de las muestras analizadas. A partir de estos
arboles, si el muestreo taxondomico y de regiones ha sido adecuado, se pueden realizar

inferencias sobre las relaciones evolutivas de las especies (referencia).

La filogenia y el alineamiento de secuencias son campos intimamente relacionados debido
a su necesidad compartida de evaluar el parentesco entre secuencias. La filogenia hace un
uso extensivo de los alineamientos de secuencias en la construccion e interpretacion
de arboles filogenéticos, que se usan para clasificar las relaciones evolutivas entre
genes homologos representados en el genoma de especies divergentes (genes ort6logos).
Las secuencias de genes ortdlogos son aquellas secuencias homologas que se han separado
por un evento de especiacion. Es decir, cuando una especie diverge en dos especies

separadas, las copias divergentes de un mismo gen en las especies resultantes se dice que
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son ortdlogas. En otras palabras, las secuencias ortdlogas son las secuencias que se
encuentran en diferentes especies y que son altamente similares debido a que se han

originado en un ancestro comun (Koonin, 2005).

El grado en el que las secuencias de un conjunto problema difieren estd relacionado
cualitativamente con la distancia evolutiva entre ellas. De forma simplificada, una alta
identidad de secuencias sugiere que tienen un ancestro comin mas reciente, mientras que

una baja identidad sugiere que la divergencia es mas remota (Valcarcel, 2013).

2.3 Trabajos previos de filogenia de las serpientes de cascabel en el area de estudio.

Klaubert (1972) realiz6 una filogenia analizando los ejemplares de las serpientes de
cascabel de que disponia y la resumi6 en un arbol filogenético (Figura 1). El basé sus
conclusiones en caracteres morfologicos que clasifico desde los mas informativos o
‘estables’ a los menos informativos o ‘plasticos’ en el siguiente orden: osteoldgicos
(usando datos del trabajo de Brattstron, 1964), desarrollo de los pulmones, hemipenes,
tamafio proporcional de la cabeza con respecto al cuerpo, longitud proporcional de la cola
con respecto al cuerpo, dimensiones del cascabel, forma y distribucion de las escamas y los
patrones de coloracion. Asimismo, complement6 estos datos morfologicos con referencia a

los tipos de venenos, la ecologia y la distribucion geografica de las diferentes especies.

En su trabajo, Klauber reconoce al género Sistrurus como el género basal de las serpientes
de cascabel, esto en base a la disposicion de las escamas de la cabeza, considerando a S.
ravus como la especie ancestral de ese clado y a S. miliarius y S. catenatus como especies

hermanas.
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Figura 1. Arbol filogenético propuesto por Klauber (1972) para los géneros Crotalus y Sistrurus.

En cuanto a las serpientes del género Crotalus, Klauber reconoce a un grupo con Crotalus
durissus, C. basiliscus, C. molossus y C. horridus, todas las cuales tienen un pulmén
izquierdo rudimentario. Dentro de este grupo sugiere una relacién cercana entre C.
durisssu y C. basiliscus debido a la presencia de quillas tuberculadas en las escamas
dorsales, presencia de una cresta vertebral y la presencia de rayas paravertebrales en el
dorso del cuerpo. Asimismo, relacion6 a C. horridus y C. molossus por la coloracion negra
en la parte distal de la cola y porque ambas comparten un patréon de bandas claras y oscuras
alternadas en la parte dorsal anterior a la cola. Klauber (1972) sugiere una relacion cercana
entre C. scutulatus y C. durissus debido a caracteristicas compartidas en la composicion de
sus venenos, pero en su arbol filogenético las coloca en grupos distintos, asociando a C.

scutulatus con C. catalinensis.
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En el mismo trabajo, Klauber reconoce a otro grupo con Crotalus atrox, C. tortugensis, C.
ruber, C. lucasensis, C. exsul y C. adamanteus, citando similitudes en sus patrones de
coloracion. Ademas separa a C. adamanteus de C. atrox (esta ultima considerada
subespecie de la otra) debido a diferencias en las espinas de sus hemipenes, por la division
de escamas frontales y prefrontales, asi como por el patrén de coloraciéon de la cola.
También Klauber (1972) relaciona cercanamente a Crotalus scutulatus y C. catalinensis, y
las agrupa con C. tigris, C. mitchelli y C. viridis, formando otro gran clado. Los anteriores
tres grupos, junto con C. cerastes, forman lo que Klauber llama el grupo de las especies que

habitan la porcion arida del suroeste de Estados Unidos.

Por otro lado, Klauber (1972) también considero a las especies de pequeiias cascabeles que
habitan las montafias de la parte central de México y el sur de Estados Unidos, en conjunto
las llamo el grupo de serpientes de cascabel de montana y consta de las especies C.
stejnegeri, C. lannomi, C. polystictus, C. triseriatus, C. intermedius, C. transversus, C.
pussillus, C. lepidus, C. pricei y C. willardi. En este grupo, considera a C. stejnegeri, C.
lannomi, C. polystictus y C. pusillus como las mas primitivas, pero finalmente esto no se ve
reflejado en su arbol filogenético ya que termino colocando a C. stejnegeri en la base de las

cascabeles del suroeste arido.

Finalmente, Klauber (1972) incluyd en su arreglo filogenético a varias subespecies, por un
lado reconoci6 a dos subespecies de Crotalus mitchellii: Crotalus mitchellii muertensis y C.
mitchellii angelensis; a una subespecie de C. molossus; C. molossus estebanensis y una de
C. viridis; C. viridis caliginis . Este autor no incluye C. lorenzoensis en su trabajo por no
disponer de ejemplares de esa especie. Es interesante que muchas de las especies ahora

reconocidas fueron una vez consideradas como subespecies por este autor.

Foote y MacMahon (1977) llevaron a cabo un estudio de comparacion de las proteinas del
veneno de 18 especies de serpientes de cascabel. Como resultado de este trabajo ellos
definieron cinco grupos de especies. El grupo compuesto por Sistrurus miliarius y S.

catenatus; el grupo de Crotalus triseriatus, C. willardi, C. pricei, C. lepidus, C. cerastes y
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Sistrurus ravus: el grupo compuesto por C. durissus, C. horridus, C. molossus, C.
mitchellii, C. tigris y C. scutulatus: el grupo de C. atrox, C. adamanteus y C. ruber, y
finalmente un grupo donde tnicamente se encuentra C. viridis. Sus resultados empezaron a
llamar fuertemente la atencion acerca de la posibilidad de que el género Sistrurus no fuera

monofilético como se pensaba hasta entonces.

En 1985, Murphy y Carbtree, mediante el uso de aloenzimas encontraron que C. catlinensis
estd mas cercanamente relacionada con C. ruber y no con C. scutulatus como sugirio

Klauber en 1972.

Minton, en 1992, comparé 21 taxa de serpientes de cascabel: Crotalus adamanteus, C.
atrox, C. cerastes, C. durissus, C. enyo, C. exsul, C. horridus, C. lepidus, C. mitchellii
mitchellii, C. m. pyrrhus, C. molossus, C. polystictus, C. pusillus, C. scutulatus, C. tigris, C.
viridis viridis, C. v. concolor, C. v. lutosus, Sistrurus catenatus, S. milliarius y S. ravus.
Mediante el uso de inmunodifusion radial pudo medir el indice de divergencia de la
albiimina sérica entre las distintas especies en comparacion con Agkistrodon contortix y C.
viridis viridis, que fueron usadas como grupo externo. En este trabajo Minton concluye
que todas las especies y subespecies de Crotalus forman un grupo “natural” bien definido,
mientras que Sistrurus no, ya que las albuminas entre sus especies tuvieron un alto grado de

divergencia.

En 2001, Ashton y de Queiroz, utilizaron secuencias de ADN mitocondrial de la region D-
Loop y el gene ND2 para examinar las relaciones existentes entre 9 subespecies, divididas
en 26 poblaciones de Crotalus viridis, esto para comprobar la monofilia de la especie. Entre
las poblaciones incluidas en dicho estudio solo dos fueron insulares, una fue C. v. caliginis,
de la Isla Coronados Sur, ubicada frente a las costas de Baja California en el Pacifico
mexicano (con un individuos) y la otra fue C. v. helleri, de la Isla Santa Catalina, ubicada
frente a la costa de California, en Estados Unidos (igualmente con un solo individuo). Las
otras localidades fueron de Arizona, Wyoming, California, Utah, Nevada, Idaho, Nuevo

México, Washington, Nebraska y Montana, todas en Estados Unidos. Como grupo externo



14

utilizaron secuencias de individuos de otras especies del mismo género C. scutulatus y C.
cerastes de California, C. tigris de Arizona y C. atrox de una localidad desconocida de
Estados Unidos; asi como C. enyo y C. mitchellii de Baja California. Los datos que
obtuvieron para ambos genes fueron analizados usando los métodos de maxima parsimonia
(Figura 1A) y de maxima verosimilitud (Figura 1B). Con ambos métodos obtuvieron
topologias practicamente iguales, donde el grupo de todas las subespecies fue monofiletico
pero constaba de dos grandes clados fuertemente divergentes: el clado C. viridis, formado
por las subespecies C. v. viridis y C. v. nuntius (con un fuerte soporte no
pararamétricoindicar el porcentaje); y el clado de C. oreganus, formado por el resto de las
subespecies, abyssus, caliginis, cerberus, concolor, helleri, lutosus y oreganus (con un
soporte de boostrap de 100 y 94 por ciento). Al final sugieren que estos dos clados sean
reconocidos como dos especies diferentes basandose en el concepto de especies o linajes
filogenéticos desde el punto de vista evolutivo, quedando como Crotalus viridis, que se
distribuye en Canada y Estados Unidos y Crotalus oreganus, que se distribuye en Estados
Unidos y México (Fig. 2).
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Figura 2. Arboles filogenéticos obtenidos por Ashton y de Queiroz (2003) al analizar el gen mitocondrial
ND2 y la region D-loop. a) arbol, filogenético construidos por parsimonia. b) arbol filogenético construido
por maxima verosimilitud.

En 2002, Parkinson y colaboradores llevaron a cabo un estudio para determinar las
relaciones filogenéticas entre 61 especies de serpientes de la sufbamilia Crotalinae
utilizando cuatro genes mitocondriales (12S ADNr, 16S ADNr, ND4 y citocromo b)

incluyeron a cuatro especies del género Crotalus y a las tres especies del género Sistrurus.
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Figura 3. Topologia del arbol obtenido por Parkinson (2002) usando el método de méaxima verosimilitud,
combinando las secuencias de los genes 12S ADNr, 16S ADNr, ND4 y citocromo b.

Estos autores confirman la monofilia de Crotalus; C. tigris se agrupo como especie

hermana de C. adamanteus mientras que C. atrox se agrupo como especie hermana de C.

molossus. Sistrurus ravus resulto no ser monofilético con las otras dos especies de Sistrurus

y al contrario fue agrupada en la base del clado de las especies de Crotalus con un soporte

de 98 para ese nodo (Figura 3, recuadro negro). Sin embargo, debido al reducido nimero de
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especies de serpientes de cascabel que incluyeron en su trabajo, sugieren cautela al

interpretar las relaciones filogenéticas que encontraron para este grupo.

Murphy y colaboradores, en 2002 utilizaron fragmentos de los genes 12S ADNr y 16S
ADNTr, citocromo b, ND5 y el ARN de transferencia que codifica para valina (ARNtval)
para reconstruir una filogenia de los géneros Crotalus y Sistrurus. Para ello utilizaron 27
especies de Crotalus del sur, centro y la costa este de Estados Unidos; de la peninsula de
Baja California, de las islas del Golfo de California, del norte, sur y centro de México; de
Venezuela y de Aruba en el Mar Caribe. De las localidades insulares del Golfo de
California incluyeron a C. catalinensis, de Isla Santa Catalina, C. tortugensis, de Isla
Tortuga y a C. ruber de Isla Santa Cruz. Mientras que del género Sistrurus usaron tres
especies (entonces atn se consideraba a C. ravus como perteneciente al género Sistrurus):
Sistrurus catenatus de Canada, Sistrurus ravus del centro de México y S. miliarius de
Estados Unidos. Como grupo externo incluyeron muestras de dos especies de la misma
familia de los vipéridos, Agkistrodon contortix y A. piscivorus que se distribuyen en
Estados Unidos y norte de México. Los datos que obtuvieron fueron analizados de manera

combinada y utilizando el método de méxima parsimonia.

En este trabajo compararon el arbol filogenético mas parsimonioso que obtuvieron (Figura
4b) contra el arbol filogenético hipotetizado previamente por Klauber, en 1972 (Figura 4a).
Las principales diferencias que encontraron Murphy y colaboradores fue que los grupos de
especies que obtuvieron para el género Crotalus no fueron consistentes con los grupos
definidos e ilustrados por Klauber (1972) . Para este género Murphy y colaboradores
definieron seis grupos en lugar de los cuatro que propusé Klauber: El grupo compuesto por
C. triseriatus, C. aquilus, C. lepidus y C. pusillus (Figura 4b, recuadro morado); el grupo
que comprende a C. durissus, C. basiliscus, C. enyo, C. unicolor, C. vegrandis y C.
molossus (Figura 4b, recuadro amarillo); el grupo con las especies C. viridis, C. horridus y
C. scutulatus (Figura 4b, recuadro negro); el grupo que agrupa a C. polistictus, C. cerastes,
C. willardi, C. pricei, C. intermedius y C. transversus (Figura 4b, recuadro azul); el grupo

con las especies C. mitchellii y C. tigris (figura 4b, recuadro café), y el grupo compuesto
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“exul”, C. ruber y C. tortugensis (Figura
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Figura 4. Comparacion entre a) la topologia del arbol filogenético propuesto por Klauber (1972) y b) la
topologia del arbol filogenético propuesto por Murphy et al., 2003. Ver texto para una mayor explicacion.

Sistrurus ravus se agrup6 en la base de todas las especies del género Crotalus (Figura 4b,
recuadro ro0jo), y en base a ello y al considerar al numero y tamafio de las escamas de la
cabeza como una plesiomorfia, S. ravus fue considerada como otra especie del género

Crotalus, refiriéndola como Crotalus ravus (Murphy et al., 2002)

Finalmente, y de interés para el presente estudio, Murphy y sus colaboradores mencionan a

otras tres especies insulares, C. estebanensis, C. angelensis y C. lorenzoensis, queno
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incluyeron en el andlisis, pero suponen “especies hermanas” de algunas de las que si se
incluyeron en el andlisis, y por ello pudieron estar relacionadas con alguno de los grupos
que reportaron. Por ejemplo C. estebanensis estaria incluida en el grupo que incluye a la
especies C. durissus, C. vegrandis, C. unicolor, C. enyo, C. basiliscus y C. molossus;
Crotalus angelensis en el grupo de C. mitchellii y C. tigris, mientras que C. lorenzoensis
estaria en un grupo junto con C. atrox, C. adamanteus, C. catalinensis, C. exsul, C. rubery

C. tortugensis. El presente estudio pretende verificar la valides de ésta suposicion.

Castoe et al. (2007), utilizaron las secuencias de un fragmento del ADN mitocondrial que
codifica la cuarta subunidad de la NADH deshidrogenasa, mas las porciones que codifican
para los ARN de transferencia de serina, histidina y leucina (llamados en conjunto ND4).
Con este marcador identificaron la estructura genética poblacional y los patrones historicos
demograficos de Crotalus atrox de la porcion continental de México (con muestras de San
Luis Potosi, Sonora, Veracruz y Zacatecas) y Estados Unidos (Arizona, California, Nuevo
Meéxico y Texas). Para evaluar la monofilia de C. atrox incluyeron dos especies
cercanamente emparentadas: Crotalus tortugensis (de Isla Tortuga, en el Golfo de
California) y C. ruber (de California), ademas de Crotalus molossus (Texas) y a C. tigris
(Arizona). Adicionalmente incluyeron una muestra de Crotalus sp. de Isla Santa Cruz, B.
C. S. (misma que en 2003, Murphy y colaboradores definieron como perteneciente a C.
atrox). Con los resultados encuentran un aislamiento de poblaciones en multiples refugios
pleistocénicos en la porcion continental de México, pero por el lado de las relaciones
filogenéticas encuentran que Crotalus tortugensis y Crotalus sp. de Isla Santa Cruz se
anidan fuertemente dentro de los linajes continentales de Crotalus atrox, sugiriendo que

ambos taxa insulares debe ser consideradas como sindnimos de C. atrox (Figura 5).
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Figura 5. Relaciones filogenéticas inferidas a partir de secuencias de los genes NADH deshidrogenasa y
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El trabajo de Murphy y sus colaboradores (2002) es el estudio mas extensivo que existe
acerca de las relaciones filogenéticas de las serpientes de cascabel que habitan la region de

la peninsula de Baja California y sus islas asociadas.

Existen otros estudios en los que utilizan secuencias de ADN mitocondrial para resolver
cuestiones de taxonomia alfa entre subespecies o poblaciones de alguna de las especies del
género Crotalus que habitan la peninsula de Baja California. Por ejemplo, en 2007,
Douglas y sus colaboradores llevan a cabo un trabajo con dos genes mitocondriales
(ATPasa 6 y 8) mas dos intrones del ADN nuclear (intrones 5 y 6 de la proteina ribosémica
RP40) en conjunto con caracteres morfologicos para proponer la elevacion a nivel de

especie de Crotalus mitchelli stephensi, una de las cinco subespecies de C. mitchellii.

En ningun otro de los trabajos anteriormente citados donde se utilizan marcadores
moleculares, se incluyen muestras de individuos de todas las especies insulares endémicas
que habitan las islas del Golfo de California, en especifico: C. angelensis, C. muertensis, C.
lorenzoensis, C. estebanensis, C. tortugensis y C. catalinensis para poder llevar a cabo una
reconstruccion de su filogenia y poder determinar sus relaciones filogenéticas con las

demas especies que habitan la region.

2.4 Métodos de reconstruccion filogenética

Los modelos evolutivos en filogenias moleculares describen el modo y la probabilidad de
que una secuencia de nucledtidos cambie a otra secuencia de nucledtidos homologa a lo
largo del tiempo. Es decir, los modelos van a describir la probabilidad de que se produzca
el cambio de un nucleotido a otro a lo largo de las ramas de un arbol filogenético y por lo
tanto es una hipdtesis de trabajo que tendra que ser rechazada o aceptada de acuerdo a la
mejor topologia del arbol con un muy buen soporte de los nodos. Por ello es necesario
especificar un modelo de sustitucién o evolucion nucleotidica para la secuencia de ADN

bajo estudio (Varcarcel, 2013).
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Existen diversos métodos de analisis para estimar reconstrucciones filogenéticas a partir de
datos moleculares. Dichos métodos se pueden dividir en dos grandes grupos segin el
procedimiento seguido, los métodos de distancia o “puramente algoritmicos” como
UPGMA y Neibourgh-Joining (NJ); estos incluyen en el proceso de obtencion del arbol el
criterio de seleccion y no hacen busqueda de arboles, por lo tanto no realizan de manera
explicita una optimizacién de una funcion de seleccion con base en un criterio establecido.
El otro grupo son los métodos de busquedas de arboles basados en criterios de optimizacion
como Maxima Parsimonia (MP), Méaxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (BI),
estos realizan busquedas de arboles sobre los que se optimiza una funcién segun el criterio
bajo el que son evaluados: minimo nimero de cambios evolutivos en MP, maxima

verosimilitud en ML y maxima probabilidad a posteriori en BI (Varcarcel, 2013).

2.4.1 Analisis con parsimonia

El método de méxima parsimonia (MP) realiza biisquedas de arboles usando como criterio
de optimizacién la parsimonia, es decir, intenta seleccionar el arbol mas corto (o mas
parsimonioso), el cual serd el que requiera menos pasos para explicar la matriz de datos y
por lo tanto el menos homoplasico. Este método optimiza la longitud del arbol calculada
como el total de los cambios evolutivos (numero de transformaciones de un estado de
caracter a otro) necesarios para explicar un arbol a partir de los datos. Un punto critico de
este método es la subestimacion de la cantidad de cambio evolutivo. Al asumir la
explicacion mas sencilla, la MP no tiene en cuenta la posibilidad de que para una misma
secuencia y en una misma posicion se hayan producido varios cambios a lo largo del

tiempo (p. ejem. t0 = A, t1 =T, t2 = A) (Farris, 1983; Felsenstein, 1985; Varcarcel, 2011).
2.4.2 Analisis de maxima verosimilitud
El método de maxima verosimilutud (ML) intenta estimar la cantidad de cambio real de

acuerdo con un modelo establecido. Este método evalta la hipdtesis (el arbol) mediante

una funcién (verosimilitud) que maximiza la probabilidad de obtener los datos —matriz de
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secuencias de ADN- dado el arbol y el modelo evolutivo. De esta forma, conforme al
criterio de ML el mejor arbol de cuatro secuencias conectadas dos a dos es aquel que
presenta el mayor valor de verosimilitud, independientemente del numero de

transformaciones de estados de caracter que necesite (Varcarcel, 2013).

2.4.3 Analisis de inferencia bayesiana

El método de inferencia bayesiana (BI) se basa en la biisqueda de arboles que maximicen la
probabilidad a posteriori de los arboles, dados los datos (matriz de secuencias de ADN) y el
modelo evolutivo. Este método utiliza el Teorema de Bayes que calcula la probabilidad a
posteriori a partir de los valores de probabilidad a priori y versomilitud. La probabilidad a
priori de los arboles representa la probabilidad de cada uno de los arboles posibles previa a
cualquier observacion (datos y modelo). Esto es, si por ejemplo, tenemos tres especies,
s6lo hay tres arboles posibles que las conecten dos a dos, la probabilidad a priori de cada
uno de estos tres arboles seria la misma para cada uno. En cambio, la verosimilitud de cada
uno de estos tres arboles serd distinta al considerar las observaciones (datos y el modelo).
Asi, la verosimilitud de cada arbol seria proporcional a la probabilidad de los datos dado el
arbol y el modelo. Por tltimo, la probabilidad a posteriori es proporcional a la probabilidad
del arbol, dados los datos y el modelo y se calcula combinando la probabilidad a priori y la

verosimilitud (Varcarcel, 2013).
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3. JUSTIFICACION

Las serpientes de cascabel endémicas de las islas del Golfo de California son importantes
elementos ecoldgicos en las islas que habitan y son especies que han quedado geografica y
reproductivamente aisladas de las demas especies de serpientes de cascabel que habitan la
peninsula de Baja California y la parte continental de México, lo que las podria constituir
como importantes objetos en el estudio de la historia evolutiva de dicho grupo. Ante la
falta de trabajos que analicen de manera conjunta, en base al uso de secuencias de ADN
mitocondrial, las relaciones filogenéticas de las seis especies de serpientes de cascabel
endémicas de las islas del Golfo de California: Crotalus angelensis, Crotalus catalinensis,
Crotalus estebanensis, Crotalus lorenzoensis, Crotalus muertensis y Crotalus tortugensis,
con respecto a las demds especies del género que habitan la region, se hace evidente la

necesidad de llevar a cabo el presente trabajo.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Reconstruir la filogenia de las serpientes de cascabeles del género Crotalus endémicas de

las Islas del Golfo de California mediante el uso de secuencias de ADN mitocondrial.

4.2 Objetivos particulares

Definir las relaciones de ancestria-descendencia entre las distintas especies de serpientes de
cascabel del género Crotalus que habitan la peninsula de Baja California y sus islas
asociadas, utilizando para ello secuencias de los genes mitocondriales 12S ADNr y 16S

ADNr.

A partir de secuencias de fragmentos de los genes mitocondriales 12S ADNr y 16S ADNr
reconstruir las relaciones filogenéticas de las distintas especies de serpientes de cascabel
que habitan la regién de estudio por medio de tres métodos de reconstruccion filogenética:

maxima parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana.

Comparar los resultados obtenidos a partir de este trabajo con los obtenidos previamente
por otros investigadores acerca de las relaciones filogenéticas de las especies de cascabel

que habitan la regién que comprende la peninsula de Baja California y sus islas asociadas.
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5. HIPOTESIS

Dado las tasas de mutacion de las secuencias de dos genes del ADN mitocondrial (125
ADNr y 16S ADNr), la capacidad de los métodos de reconstruccion filogenética y al
presunto origen ya sea insular o continental de las especies de serpientes de cascabel del
género Crotalus que habitan seis de las islas del Golfo de California, la mayoria de las
cuales nunca han sido estudiadas, se espera reconstruir las relaciones filogenéticas con

respecto a otras serpientes de cascabel y por lo tanto predecir sus respectivos origenes.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Area de estudio

La peninsula de Baja California se localiza al noroeste del macizo continental de México,
colindando con el océano Pacifico en su costa occidental y con el Golfo de California o
también llamado Mar de Cortés en su costa oriental. Esta peninsula abarca los estados de
Baja California y Baja California Sur y se extiende por cerca de 1,250 kilometros,
constituyéndose asi como la segunda peninsula mas larga del planeta (Meik, et al., 2010;

Murphy y Méndez de la Cruz; 2010; INEGI, 2012).

Dentro del Golfo de California existen cerca de 900 cuerpos insulares, que van desde
pequefios islotes hasta grandes islas como Isla Tiburén e Isla Angel de la Guarda (Pefia-
Jiménez, et al., 1998; Rodriguez, et. al., 2006). Algunas de estas islas tienen un origen
continental mientras que otras son de origen volcanico y las restantes fueron formadas por
elevaciones de sedimentos del lecho marino (Murphy y Méndez de la Cruz, 2010). La
mayoria de las islas del Golfo de California estuvieron conectadas a la peninsula o a la
porcion continental de México durante los periodos glaciares maximos del Pleistoceno,
cuando el nivel del mar descendi6 hasta 120 metros por debajo de su nivel actual (Van

Devender y Burgess, 1985).

Por su parte, las islas del Pacifico asociadas a la peninsula tienen una diversidad de
origenes similares a las del Golfo. Sin embargo, su numero es mucho mas pequeiio y

nunca han estado conectadas a tierra firme (Muphy et al., 2002).

El 4rea de estudio del presente trabajo comprende los estados de Baja California, Baja
California sur, seis islas del Golfo de California y una isla del Pacifico oriental, asi como

dos localidades de la porcion continental de Sonora y dos localidades de Chihuahua.

Las 20 localidades donde se colectaron muestras de un total de 42 individuos de 16
distintas especies de serpientes de cascabel del género Crotalus fueron las siguientes:

Ensenada, El Huerfanito, Bahia de los Angeles, Punta San Francisquito, Las Pocitas, El
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Comitan, San Antonio, El Canon de la Zorra, El Cafion de San Dionisio, Isla EI Muerto,
Isla Angel de la Guarda, Isla San Lorenzo, Isla San Esteban, Isla Tortuga, Isla Santa
Catalina, Isla Coronados Sur, Puerto Pefiasco, Sonoyta, Ciudad Judrez y Sierra Juarez

(Figura 6).
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6.2 Recolecta de muestras.

La recoleccion de muestras para este trabajo se llevd a cabo entre 2008 y 2012. Dichas
muestras consistieron de pequefios volumenes de sangre, aproximadamente 0.1 ml,
tomados directamente de la vena caudal de los individuos capturados y que inmediatamente
tras su extraccion fueron vaciados en tubos de 1.5 ml llenos con 1 ml de alcohol etilico al
96% para su conservacion y etiquetados con los datos de identificacion correspondientes a
cada organismo. De igual manera se tomaron de tres a cinco fragmentos de las escamas
ventrales de cada animal, estos fragmentos eran de forma alargada de unos 5 mm de largo y
se conservaron en tubos de 1.5 ml con suficiente etanol al 96% para cubrirlos por completo

(Figura 7).

Figura 7. Método de obtencion de las muestras de sangre y escamas ventrales en cada uno de los animales
incluidos en este trabajo.

La obtencion de las muestras de sangre y escamas no implico ningin dafio para los
animales capturados, en tanto que las muestras de musculo se obtuvieron Unicamente de

animales que se encontraron muertos por atropellamiento en las carreteras.

La mayor parte de las muestras fueron obtenidas directamente en campo como parte del

proyecto “Vulnerabilidad de Crotalidos Microendémicos de las Islas del Golfo de
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California” (Proyecto CONABIO HKO051). Las excepciones fueron las muestras de C.
atrox (Cat D2jul2011), C. molossus (Cmo SJ90411) y C. tigris (Cti 1jul2011) que fueron
proporcionadas por la Dra. Ana Gatica Colima, de la Universidad Auténoma de Ciudad
Juarez. Dichas muestras consistieron de gotas de sangre conservadas en tarjetas FTA™
(Laboratorios VWM International). Las muestras de C. oreganus (Co UABC076, Co
UABCI124 y Co UABCI144), C. scutulatus (Csc UABC244) y C. ruber (Cr UABC184)
fueron proporcionadas por el Dr. Gorgonio Ruiz Campos, responsable de la Coleccion
Herpetologica del Laboratorio de Vertebrados de la Universidad Autonoma de Baja
California. Estas muestras consistieron de fragmentos de piel e higado preservados en

alcohol etilico al 96% (Tabla II).

Tabla II. Nimero de muestras recolectadas por cada una de las especies, localidades donde fueron
recolectadas, acronimos de las localidades, fechas de colecta y tipo de tejido colectado.

Especies Individuos  Clave en biticoras  Localidad Acrénimo Fecha de colecta Tejido
Crotalus angelensis Cal Ca01 Isla Angel de la Guarda, B. C. IAG abr, 2011 sangre
Crotalus atrox Catl Cat D2jul2011 Ciudad Juarez, Chihuahua. CJ jul, 2011 sangre
Crotalus catalinensis Cel Cc 11sep08 Isla Santa Catalina, B. C. S. ISC sep, 2008 sangre
Cc2 Cc 04012011 Isla Santa Catalina, B. C. S. I1SC abr, 2011 sangre
Cc3 Cc 04032011 Isla Santa Catalina, B. C. S. I1SC abr, 2011 sangre
Cc4d Cc 04092011 Isla Santa Catalina, B. C. S. I1SC abr, 2011 sangre
Crotalus caliginis Ccal Cca 060610 Isla Coronados Sur, B. C. ICS jun, 2010 sangre
Cca2 Cca 010610 Isla Coronados Sur, B. C. 1CS jun, 2010 sangre
Cca3 Cca 030610 Isla Coronados Sur, B. C. 1CS jun, 2010 sangre
Cca4d Cca 040610 Isla Coronados Sur, B. C. 1CS jun, 2010 sangre
Crotalus cerastes Ceel Cce 09209 El Huerfanito, B. C. EH sep, 2009 sangre
Cce2 Cce 050109 El Huerfanito, B. C. EH may, 2009 sangre
Cce3 Cce 09109 El Huerfanito, B. C. EH sep, 2009 sangre
Crotalus enyo Cel Ce pocitas Las Pocitas, B. C. S. POC sep, 2012 musculo
Ce2 Ce2 0211 Carion de la Zorra, B. C. S. CZ feb, 2011 sangre
Ce3 Ce3 Canon de San Dionisio, B. C. S. CSD ene, 2011 sangre
Ce5 Ce Ba01 Bahia de Los Angeles, B. C. BLA sep, 2012 musculo
Crotalus estebanensis Cesl Ces 09022012 Isla San Esteban, Sonora. ISE sep, 2012 sangre
Crotalus lorenzoensis Cll C1 09042012 Isla San Lorenzo, B. C. ISL sep, 2012 sangre
C12 C104012011 Isla San Lorenzo, B. C. ISL abr, 2011 sangre
C13 C109032012 Isla San Lorenzo, B. C. ISL sep, 2012 sangre
Cl4 C109052012 Isla San Lorenzo, B. C. ISL sep, 2012 sangre
Crotalus muertensis Cml Cm 03062010 Isla E1 Muerto, B. C. M mar, 2010 sangre
Cm2 Cm 03032010 Isla El Muerto, B. C. M mar, 2010 sangre
Cm3 Cm 051109 Isla E1 Muerto, B. C. ™M may, 2009 sangre
Cm4 Cm 05409 Isla E1 Muerto, B. C. ™M may, 2009 sangre
Crotalus mitchellii Cmil Cmi 9 Cafion de la Zorra, B. C. S. CZ ene, 2011 sangre
Cmi5 Cmi 22junl0 Cafion de la Zorra, B. C. S. CZ jun, 2010 sangre
Crotalus molossus Cmol Cmo SJ90411 Sierra Judrez, Chihuahua. SJ sep, 2011 sangre

Crotalus oreganus Col Co UABC144 Ensenada, B. C. ENS may, 2005 piel
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Tabla II. Continuacion

Co2 Co UABCI124 Ensenada, B. C. ENS abr, 2005 musculo
Co3 Co UABCO076 Ensenada, B. C. ENS sep, 2004 musculo
Crotalus ruber Crl Crn=2 San Antonio, B. C. S. SA dic, 2011 musculo
Cr2 Cr Ab22013 El Comitan, B. C. S. COM abr, 2013 sangre
Cr3 Cr UABC184 Ensenada, B. C. ENS mar, 2005 piel
Cr4 Cr 09012012 San Francisquito, B. C. S. SF sep, 2012 sangre
Crotalus scutulatus Cscl Csc UABC244 Puerto Pefiasco, Sonora. PP jul, 2006 higado
Crotalus tortugensis Ctl Ctl1 2011 Isla Tortuga, B. C. S. T sep, 2011 sangre
Ct2 Ct2 2011 Isla Tortuga, B. C. S. 1T sep, 2011 sangre
Ct3 Ct3 2011 Isla Tortuga, B. C. S. 1T sep, 2011 sangre
Ct4 Ct 040110 Isla Tortuga, B. C. S. 1T abr, 2010 sangre
Crotalus tigris Ctil Cti 1jul2011 Sonoyta, Sonora. SONO jul, 2011 sangre

La busqueda de serpientes de cascabel en las diferentes localidades se llevo a cabo en dos
horarios, por las mananas de las 07:30 a las 11:30 hora, y por las tardes y noches, desde
una hora antes de oscurecer y hasta las 24:00 h. La busqueda de los animales en cada una
de las localidades se realizd6 de manera visual por un equipo de tres a cinco personas
caminando en paralelo a una distancia de 10 metros entre uno y otro, a manera de cubrir

todo el terreno posible durante los horarios de busqueda.

Los muestreos se realizaron en los diferentes habitats de las localidades, se buscaron
serpientes tanto activas (desplazandose o al acecho) como inactivas (escondidas debajo de
la vegetacion muerta, entre las grietas de las rocas o bajo la cobertura vegetal). Al
encontrar a cada individuo se procedi6 a su captura e inmovilizacion mediante el uso de
ganchos, pinzas y tubos herpetoldgicos. Después de la obtencion de las muestras de sangre
y la toma de datos, tales como su longitud hocico-cloaca (LHC), longitud cola-cloaca
(LCC), peso y sexo. Se georreferenciaron los sitios de captura (GPS Garmin 12) y cada

organismo fue liberado en el mismo sitio en que se encontro.

Para la determinacion a nivel de especie se utilizaron los caracteres morfoldgicos descritos

en las claves de Grismer (2002) para la herpetofauna de la region de estudio.

6.3 Extraccion de ADN total.
Para la extraccion de ADN total se ensayaron tres protocolos distintos: el de extraccion con

fenol-cloroformo (Sambrook et al, 1989); utilizando el kit DNeasy™ de Quia-Gen,
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siguiendo las instrucciones del fabricante, y el protocolo de extraccion con cloruro de sodio

o salting out (Aljanabi y Martinez, 1997; Riera et al., 2010) modificado (Anexo I).

Se verifico la calidad del ADN total obtenido con cada protocolo por via electroforesis y en
geles de agarosa al 1% (TAE 1x) tefiidos con Gel Red, y su posterior documentacion con
un biofotometro marca Eppendorf. Finalmente se decidi6 utilizar el protocolo de extraccion
con cloruro de sodio para obtener el ADN total de todas las muestras, debido a que este fue

el que mostro6 los mejores resultados (Anexo II).

6.4 Amplificacion y secuenciacion de ADN

Después de hacer la busqueda bibliografica y revisar los trabajos realizados previamente en
la zona de estudio, decidimos trabajar con los iniciadores reportados para los genes 12S
ADNr y 16S ADNr en el trabajo de Murphy y sus colaboradores de 2003 (Tabla III).
Dichos iniciadores fueron sintetizados por los laboratorios SIGMA-ALDRICH.

La estandarizacion de las condiciones de PCR para amplificar ambos genes antes
mencionados se muestran en la Tabla II. Las reacciones de amplificacion se llevaron a
cabo en un volumen total de 15 ul por reaccion en un termociclador modelo MyCycler®,

marca Bio-Rad® de 96 plazas.

Tabla III. Iniciadores, condiciones y programas de amplificacion que fueron usados para cada uno de los dos
loci mitocondriales.

Condiciones de

Locus Oligonucleétidos (5'-3") amplificacion Programa de amplificacion
Buffer 1.0x 95°C /5 min
12S F-AGGGTGACGGGCGGTGTGT MgCI2 2.0 mM 94°C /30's
ADNI R CAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT dNTP's 0.4 mM 30¢ 52°C /1 min
Iniciadores 0.4 uM c/u 72°C /1 min
TaqPol 1.0U 72°C /5 min
Buffer 1.0x 95°C /5 min
16S  F-CCGGATCCCCGGCCGGTCTGAACTCAGATCACG MgCI2 2.0 mM 94°C/30s
ADNI R CCGACTGTTTACCAAAAACAT dNTP's 0.4 mM 30¢  50°C/1 min
Iniciadores 0.3 uM c/u 72°C /1 min

TaqPol 1.0U 72°C /5 min
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Los productos amplificados fueron enviados para su secuenciacion bidireccional (forward-
reverse) a los laboratorio de GENEWIZ en Nueva Jersey, Estados Unidos, quienes utilizan
el protocolo de secuenciacion de Sanger y secuenciadores automaticos ABI 3730xl1 para

electroforesis capilar.
6.5 Edicion y alineamiento de secuencias.

Una vez obtenidas las secuencias para ambos genes, estas se revisaron y editaron de manera

manual con el programa CodonCode Aligner (version 5.0.2. Codon Code Corporation).

Para los grupos externos en este trabajo se utilizaron las mismas especies usadas por
Murphy y colaboradores en 2003, cuyas secuencias se descargaron de la base de datos de
secuencias genéticas del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (GenBank®).
Las especies, los numeros de accesos de las secuencias y las localidades de donde

provienen las muestras se enlistan en la tabla I'V.

Tabla IV. Numeros de acceso del GenBank para las secuencias de los individuos utilizados como grupo
externo.

Especie Individuo 125 ADNr 16S ADNr  Localidad Acrénimo
Agkistrodon contortix Acl AF259224.1 AF259117.1  Estados Unidos EU
Agkistrodon piscivorus Apl AF259225.1 AF259118.1  Estados Unidos EU
Sistrurus catenatus Scl AF259226.1 AF259119.1  Ontario, Canada CAN
Sistrurus miliarius Sm1 AF259227.1 AF259120.1  Florida, Estados Unidos FLO

Se incluyeron como grupo externo a las dos especies de Sistrurus debido a que representan
al otro género de serpientes de cascabel, mientras que las dos especies del género
Agkistrodon se incluyeron por ser miembros de la misma subfamilia (Crotalinae), pero que
no comparten la presencia del crétalo con Crotalus y Sistrurus. Se decidié no incluir
grupos externos mas lejanos del grupo interno debido a que podrian alterar la longitud
relativa de las ramas y con ello generar topologias desequilibradas y alterar la topologia
interna del grupo de estudio debido al fendmeno de atraccion de ramas largas (Felsenstein

1978; Wheeler, 1990), disminuyendo la probabilidad de obtener el arbol correcto.
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El alineamiento de las secuencias de cada conjunto de datos (12S ADNr y 16S ADNr) se
realizé con ClustalX v2.1 (University College Dublin).

Los porcentajes de cada una de las bases nitrogenadas obtenidas en las secuenciaciones, asi
como las distancias genéticas entre los distintos haplotipos (calculadas mediante el método
de Kimura 2 pardmetros) (Kimura, 1981) se obtuvieron con el programa MEGA version 6

(Tamura et al., 2013).

6.6 Prueba de homogeneidad de particiones.

Para comprobar si las particiones provenientes tanto del gene 12S ADNr como del gene
16S ADNr son homogéneas y por lo tanto combinables entre si, se llevo a cabo una prueba
estadistica de incongruencia en las diferencias de longitud (ILD por sus siglas en inglés)
(Farris et al., 1995) que viene implementada como prueba de homogeneidad de particiones

en el programa PAUP 4.0 (Swofford, 2002).

La prueba ILD evalta la diferencia entre el nimero de pasos requeridos para el analisis
individual y el combinado. Cuando el valor de p < 0.05 indica la pérdida de incongruencia
en los datos y por tanto las matrices evaluadas pueden ser combinadas (Diaz, 2008). Se
utilizaron las opciones de inserciones-deleciones tratadas como datos ausentes y los

caracteres sin asignarle peso, ni orden, con 1000 réplicas.

6.7 Seleccion de los modelos de sustitucion.

Con el programa JModeltest version 2.1.3 (Darriba et al., 2012) se evaluaron 88 modelos
candidatos para encontrar el mejor modelo que se ajustara a la evolucion nucleotidica de
cada conjunto de datos (tanto las secuencias de los genes 12S ADNr y 16S ADNr, y las
secuencias de ambos genes una vez concatenados) con el criterio de informacion de Akaike

(AIC).
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6.8 Métodos de reconstruccion filogenética

En el presente trabajo se utilizaron los métodos de méaxima parsimonia (MP), maxima
verosimilitud (ML) e inferencia bayesiana (IB) para realizar las reconstrucciones de las
relaciones filogenéticas de las especies de estudio, incluyendo a las especies del grupo

externo.

6.8.1 Maxima parsimonia.

Para este analisis se utilizo el programa PAUP* version 4.0 b10 (Swofford, 2002), se
establecio el tipo de busqueda heuristica con un intercambio de ramas del tipo “arbol de
biseccidn-reconexién” (TBR), con adicion aleatoria de secuencias, un nimero de réplicas
de 10,000, retencidén de un nimero maximo de arboles a 100,000 y se obtuvo una topologia
de inicio por medio de la opcion de “adiciones paso a paso”. Posteriormente se obtuvo el
soporte de la sefial de clados por medio de la prueba de “Bootstrap” con 1000 réplicas
(Felsentein, 1985) y se obtuvo un arbol de consenso de mayoria (50%) con soporte nodal a

partir de las topologias obtenidas en el analisis.

6.8.2 Maxima verosimilitud.

Para este analisis se utilizaron los modelos evolutivos obtenidos con JModeltest para cada
conjunto de datos, tanto por separado como concatenados con el programa PAUP* version
4.0 b10 (Swofford, 2002). Se llevo a cabo una busqueda heuristica con el algoritmo de
stepwise usando una adicion de secuencias aleatoria con 1000 repeticiones y re-arreglos del
tipo Bisection-Reconection. Para el soporte estadistico de las ramas se hizo una prueba de

bootstrap con 1000 repeticiones.
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6.8.3 Inferencia bayesiana.

El anélisis de BI de cada secuencia de ADN mitocondrial, tanto por separado como una vez
concatenados, se realizd utilizando los modelos de sustitucion nucleotidica obtenidos con
JModeltes y con el programa MrBayes version 2.0 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001), con
dicho programa se calcularon las probabilidades usando la Cadena de Monte Carlo de
Markov (MCMC). Se corri6 el andlisis a un millén de generaciones por medio de dos
corridas independientes con cuatro cadenas cada una. Los arboles obtenidos fueron
muestreados cada 1000 generaciones después de un calentamiento o ““burn-in” inicial del
25% a fin de eliminar aquellos arboles obtenidos antes de la estabilizacion de la varianza
por debajo de un valor de 0.01 (Draper, 2011); para el soporte estadistico de nodos se

calcularon las probabilidades a posteriori (pp).

7. RESULTADOS

7.1 Secuencias obtenidas

Del gen 16S ADNr se obtuvieron secuencias de 42 individuos, mientras que del gen 12S
ADNTr solo se obtuvieron secuencias de 40 individuos, debido a que para el individuo de C.
scutulatus (Cscl) y uno de los individuos de C. lorenzoensis (CI2) se obtuvieron
amplificaciones de mala calidad. Las secuencias de este gen, para dichos individuos,
presentaron demasiados huecos (gaps) y al revisar los electroferogramas de ambas
secuencias no se podia distinguir de manera confiable entre los picos de la sefial de las
bases nitrogenadas de la secuencia y la sefial de fondo, por lo tanto se decidi6 eliminarlas

del analisis.

Tras la edicion se obtuvieron fragmentos homogéneos para todas las especies de 358 pb,
con 77 sitios variables, 46 de ellos informativos, para el gen 12S ADNr; y fragmentos de

488 pb, con 75 sitios variables, 45 de ellos informativos, para el gen 16S ADNTr.
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Algunas de las secuencias obtenidas de los diferentes individuos tuvieron secuencias
idénticas, dichas secuencias o haplotipos idénticos podia ser representados por una sola
secuencia en los andlisis filogenéticos a fin de simplificar las topologias de los arboles

obtenidos con los diferentes métodos.

Con el programa DAMBE (version 5.3.70) (Xia X., 2013) se identificaron esas secuencias
idénticas y se editaron los nombres para identificarlas, compilando los nombres de las
muestras (y el acréonimo de sus localidades respectivas) para identificar esas secuencias
idénticas pero que provenian de diferentes individuos. De esta forma se obtuvieron 23
distintos haplotipos para el gen 12S ADNrl2S ADNr, 26 haplotipos para el gen 16S
ADNr16S ADNr y 27 haplotipos para ambos genes una vez concatenados.

Los diferentes haplotipos obtenidos para cada uno de los genes, tanto por separado como
una vez concatenados, y el nimero de individuos para cada haplotipo se presentan en la
tabla V. En ella se puede observar que una vez concatenados ambos genes Crotalus
angelensis, C. mitchellii, C. estebanensis, C. molossus, C. atrox, C. lorenzoensis, C.
caliginis, C. oreganus, C. cerastes, Sistrurus catenatus, S. miliarius, Agkistrodon contortix
y A. piscivorus presentaron un solo haplotipo. Por su parte, C. muertensis, C. tortugensis
y C. catalinensis presentaron dos haplotipos, mientras que C. ruber y C. enyo presentaron

cuatro distintos haplotipos.
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Tabla V. Numero de haplotipos y numero de individuo por haplotipo para cada gen por separado y una vez
concatenados. Las abreviaturas de las especies y los acronimos de las localidades son los mismos de la tabla

11.
Concatenados (12S
ADNr12S ADNr + 16S
12S ADNr12S ADNr 16S ADNr16S ADNr ADNr16S ADNr)
Cal (IAG) Cal (IAG) Cal (IAG)

Cml, Cm2, Cm3, Cm4 (IM)

Cmil, Cmi5 (CZ)
Cesl (ISE)

Cmol (SJ)

Ctil (SONO)
Catl (CJ)

Ctl, Ct2, C13, Ct4 (IT)

Ccl, Cc2, Cc3, Cc4 (ISC)

Cl1, CI3, Cl4 (ISL) Cr3 (ENS) Cr4 (SF)

Crl (SA)
Cr2 (COM)

Ccal, Cca2, Cca3, Cca4 (ICS)
Col, Co2, Co3 (ENS)

Ccel, Cce2, Cce3 (EH)

Cml, Cm2, Cm3 (IM)
Cm4 (IM)

Cmil, Cmi5 (CZ)
Cesl (ISE)

Cmol (SJ)

Ctil (SONO)
Catl (CJ)

Ctl, Ct2, Ct3 (IT)
Ct4 (IT)

Ccl, Cc3, Cc4 (ISC)
Cc2 (ISC)

Cl1, CI2, CI3, Cl4 (ISL) Cr3 (ENS)
Cr4 (SF)

Crl (SA) Cr2 (COM)

Ccal, Cca2, Cca3, Cca4 (ICS)
Col, Co2, Co3 (ENS)

Ccel, Cce2, Cce3 (EH)

Cml, Cm2, Cm3 (IM)
Cm4 (IM)

Cmil, Cmi5 (CZ)
Cesl (ISE)

Cmol (SJ)

Ctil (SONO)
Catl (CJ)

Ctl, Ct2, Ct3 (IT)
Ct4 (IT)

Ccl, Cc3, Cc4 (ISC)
Cc2 (ISC)

Cl1, CI3, Cl4 (ISL) Cr3 (ENS)
Cr4 (SF)

Crl (SA)
Cr2 (COM)

Ccal, Cca2, Cca3, Cca4 (ICS)
Col, Co2, Co3 (ENS)

Ccel, Cce2, Cce3 (EH)

Cel (POC) Cel (POC) Cel (POC)
Ce2 (CZ) Ce2 (CZ) Ce3 (CSD) Ce2 (CZ)

Ce3 (CSD) Ce5 (BLA) Ce3 (CSD)
CeS (BLA) Ce5 (BLA)

Cscl (PP)

Scl (CAN) Scl (CAN) Scl (CAN)
Sm1 (FLO) Sm1 (FLO) Sm1 (FLO)
Acl (EU) Acl (EU) Acl (EU)
Apl (EU) Apl (EU) Apl (EU)

23 haplotipos 26 haplotipos 27 haplotipos
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Los porcentajes de las bases en los diferentes haplotipos obtenidos con el anélisis de ambos

genes concatenados se muestran en la tabla VI.

Tabla VI. Porcentajes de las bases obtenidas para las secuencias de los diferentes haplotipos obtenidos tras la
concatenacion de los genes 12S ADNr12S ADNry 16S ADNr16S ADNr.

Haplotipos T C A G No. de bases
Cal 30.0 20.7 28.5 20.8 840
Catl 30.4 20.1 28.4 21.0 841
Ccl Cc3 Cc4 30.8 20.2 28.3 20.8 842
Cc2 ISC 30.9 20.1 28.3 20.8 842
Ccal Cca2 Cca3 Cca4 29.6 21.2 28.5 20.7 841
Ccel Cce2 Cce3 29.9 20.8 28.5 20.8 842
Cel 30.4 20.5 28.4 20.8 843
Ce2 30.4 20.4 28.2 21.0 843
Ce3 30.4 20.4 28.0 21.2 843
Ce5 30.2 20.5 28.5 20.8 843
Cesl 30.3 20.4 29.3 20.0 842
Cl1 CI3 Cl4 Cr3 30.3 20.7 28.4 20.6 841
Cml Cm2 Cm3 30.7 20.2 28.3 20.7 840
Cm4 30.8 20.2 28.2 20.7 840
Cmil Cmi5 30.6 20.2 28.3 20.8 840
Cmol 30.2 20.4 29.1 20.3 842
Col Co2 Co3 29.8 21.0 28.4 20.7 841
Crl 30.5 20.3 28.3 20.9 842
Cr2 30.5 20.3 28.1 21.0 842
Crd 30.3 20.7 28.3 20.7 841
Ctl Ct2 Ct3 30.6 20.1 28.3 21.0 841
Ct4 30.6 20.1 28.2 21.2 841
Ctil 31.0 20.4 28.9 19.7 842
Acl 31.0 19.4 30.1 19.5 835
Apl 30.2 20.0 29.9 19.9 840
Scl 30.9 19.5 29.4 20.2 841
Sml 30.8 20.0 28.8 20.4 839
Promedio 30.4 20.3 28.6 20.6 841

Las distancias genéticas calculadas con el método de Kimura 2-parametros y las diferencias
en el numero de bases entre cada uno de los haplotipos obtenidos con los dos genes

concatenados se muestra en la tabla VII.
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7.2 Prueba de homogeneidad de particiones.

El resultado de la prueba de homogeneidad de particiones mostro que las matrices
individuales para el gen 12S ADNr12S ADNr y para el gen 16S ADNr16S ADNr presentan
una sefial filogenética similar (p = 0.034), y por lo tanto, realizar un analisis combinando de

dichas particiones para tratar de obtener una filogenia mas resuelta, era adecuado.

7.3 Modelo de sustitucion nucleotidica.

Una vez comprobada la homogeneidad de las particiones de ambos genes, se procedio a
concatenar las secuencias de ambos marcadores para cada individuos con el programa
BioEdit version 7.2.3 (Hall, 1999). Después de que ambos genes fueron concatenados la
longitud total de bases alineadas fue de 846 pb para cada individuo y se procedid
nuevamente a evaluar los 88 modelos candidatos para la evolucidon nucleotidica de ambos

conjuntos concatenados, con el criterio de informacion de Akaike (AIC).

Con el criterio AIC se obtuvo el modelo TPM3uf (Kimura, 1981) con proporcion de sitios
invariables y distribucion gamma (TPM3uf + I + G), con los siguientes pardmetros:
frecuencias de bases variables (A=0.3087, C=0.1907, G=0.1902, T=0.3104), asumiendo
una matriz de 6 tasas como parametros de intercambio (nst=6); tasas de transicion y
transversion Ra [AC]= 0.5738, Rb [AG]= 7.1497, Rc [AT]= 1.0000, Rd [CG]= 0.5738, Re
[CT]= 7.1497, Rf [GT]= 1.0000; con una distribucion gamma de tasas entre los sitos con a

=0.5470 y una proporcion de sitios invariantes igual a 0.6440.

Tras la prueba de homogeneidad de particiones y demostrar la factibilidad de unir las
secuencias de ambos genes para la obtencion de una filogenia mejor resuelta, se decidio
llevar a cabo solo el andlisis de las secuencias concatenadas a fin de simplificar la
descripcion y la discusion de los resultados. Sin embargo, los arboles filogenéticos

obtenidos a partir de las secuencias de los dos genes por separado y construidos mediante
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cada uno de los tres métodos de reconstruccion (maxima parsimonia, maxima verosimilitud

e inferencia bayesiana) se pueden consultar en el apéndice II1.

7.4 Métodos de reconstruccion filogenética.

En el arbol filogenético obtenido por los tres métodos de reconstruccion : maxima
parsimonia (MP), maxima verosimilitud (ML) e inferencia bayesiana (BI), se puede
observar que ambas especies del género Agkistrodon (A. piscovorus y A. contortix) se
agrupados como el grupo mas externo, aunque en ramas largas no resueltas. Y el clado
formado por las dos especies del género Sitrurus (S. miliarius y S. catenatus) se ubico
como el clado basal de las serpientes de cascabel con un alto soporte de bootstrap de 100%

(en MPy ML) y pp=1 ( en BI) (Figuras 8, 9 y 10, recuadros azules).

7.4.1 Analisis con maxima parsimonia.

En la topologia del arbol obtenido por este método se puede observar que los tres
individuos de Crotalus cerastes, con un tnico haplotipo, se ubicaron basalmente en un
clado monofilético de todas las especies del género Crotalus, con un soporte de bootstrap

del 100% (Figura 8, recuadro verde).

Después se puede ver un clado formado por C. caliginis (Cca) y C. oreganus (Co) con un
soporte de bootstrap del 96% (Figura 8, recuadro amarillo). También se puede observar que
los distintos haplotipos de todas las especies por arriba de este clado fueron resueltos de
manera monofilética (aunque con una topologia politomica), excepto Crotalus ruber que
fue parafilético al agruparse dos de sus haplotipos con el haplotipo de C. lorenzoensis con

un alto soporte de bootstrap de 100% (Figura 8, recuadro rojo).

Se obtuvieron algunos clados con buen soporte estadistico. El clado formado por Crotalus

angelensis, C. muertensis y C. mitchellii con un soporte estadistico de 92 y 100% (Figura
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8, recuadro negro). Crotalus atrox y C. tortugensis se agrupan en otro clado con un soporte

de 100% de bootstrap (Figura 8, recuadro purpura).

Los cuatro haplotipos de Crotalus enyo se agruparon en otro clado monofilético y
polimérfico (Figura 8, recuadro naranja) con un soporte de 100% de bootstrap. Crotalus
estebanensis y C. molossus se agruparon en otro clado, con un soporte de bootstrap de 89%

(Figura 8, recuadro rosa).

Crotalus catalinensis con sus dos haplotipos se ubico en un clado con soporte del 100%
(Figura 8, elipse azul). Y finalmente, Crotalus tigris se ubicé sola en una rama con un

soporte de bootstrap menor al 50% (Figura 8, flecha).
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Figura 8. Topologia del arbol de consenso estricto para ambos genes concatenados (12S ADNrl12S ADNr y 16S
ADNr16S ADNr), obtenido por el método de maxima parsimonia, se muestran los valores de soporte estadistico de
bootstrap (>50) arriba de cada rama. Abreviatura para las especies: (Ac) Agkistrodon contortix, (Ap) A. piscivorus, (Sc)
Sistrurus catenatus, (Sm) S. miliarius, (Ca) Crotalus angelensis, (Cm) C. muertensis, (Cat) C. atrox, (Ct) C. tortugensis,
(Cce) C. catalinensis, (Cl) C. lorenzoensis, (Cca) C. caliginis, (Co) C. oreganus, (Cce) C. cerastes, (Ce) C. enyo, (Ces) C.
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estebanensis, (Cti) C. tigris, (Cmi) C. mitchellii; (Cmo) C. molossus, (Cr) C. ruber. Acrénimos de las localidades: (EU)
No especificada en Estados Unidos, (CAN) Ontario, Canada, (FLO) Florida, E.U., (IAG) Isla Angel de la Guarda, B.C.
(IM) Isla El Muerto, B.C.(CJ) Ciudad Juarez, Chih., (IT) Isla Tortuga, B.C.S., (ISC) Isla Santa Catalina, B.C.S., (ISL) Isla
San Lorenzo, B.C., (ENS) Ensenada, B.C., (SF) San Francisquito, B.C., (ICS) Isla Coronados Sur, B. C., (EH) El
Huerfanito, B.C., (POC) Las Pocitas, B.C.S., (BLA) Bahia de los Angeles, B.C., (CZ) Cafién de la Zorra, B.C.S., (CSD)
Caiion de San Dionisio, B.C.S., (ISE) Isla San Esteban, Sonora, (SONO) Sonoyta, Sonora, (SJ) Sierra Juarez, Chih., (SA)
San Antonio, B.C.S., (COM) El Comitan, B.C.S.

7.4.2 Analisis de maxima verosimilitud

Con este métodos se obtuvo una filogenia mas resuelta de las especies del género
Crotalus, en comparacion con el método de maxima parsimonia, con soportes que van de
60 al 100 % de bootstrap. En principio, C. cerastes reaparece en la rama basal del género
Crotalus con un soporte nodal del 80% (Fig. 8, recuadro verde), mientras que C. enyo, con
sus cuatro haplotipos, aparece como un clado bien resuelto con un soporte de 80% de

bootstrap (Fig. 8, recuadro naranja).

Los clados después del grupo basal de C. cerastes, tienen un bajo soporte de 60% de
bootstrap, al igual que el nodo de donde derivan los cinco grupos después de la bifurcacion

de C. enyo., también con un 60% de soporte.

Después se pueden observar los cinco grupos mencionados, todos muy bien soportados
conformados de la siguiente manera: En uno estan Crotalus caliginis y C. oreganus con un
soporte de 100% (Fig. 8, recuadro amarillo); en otro clado se encuentran C. catalinensis, C.
lorenzoensis y C. ruber con un bootstrap de 80%, en este clado se vuelve a observar que C.
ruber es parafilético, ya que dos de sus haplotipos son monofiléticos con un 100% de
soporte, otro de sus haplotipos (Cr3 ENS) es idéntico al haplotipo de C. lorenzoensis y otro
(Cr4 SF) se relaciona cercanamente al haplotipo de C. lorenzoensis pero con un bootstrap

menor a 50% (Fig. 8, recuadro rojo).

Crotalus atrox y C. tortugensis forman otro clado con un 100% de soporte (Fig. 8, recuadro
purpura), este clado se realciona con el clado de C. catalinensis, C. lorenzoensis y C. ruber

y dicha relacion tiene un soporte de 80%. Por su parte Crotalus estebanensis, C. molossus y
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C. tigris forman otro clado con ramas largas y con valores de boostrap de soporte en sus

nodos menores a 50% (Fig. 8, recuadro rosa). Este clado se relaciona con el clado C.

angelensis, C. muertensis y C. mitchelli pero sin un valor significativo de soporte (<50%).

Crotalus angelensis, C. muertensis y C. mitchelli forman un ultimo clado, que aunque esta

bien soportado (boostrap = 100%) para la relacion entre C. angelensis y C. muertensis,

tiene un soporte menor al 50% para la relacion de C. mitchellii con las otras dos especies

(Fig 8, recuadro negro).

Acl (EU)

Ap1 (EU)

100 |

Scl (CAN)

sm1 (FLO)

100

80

60

80

100 Cal (IAG)
4@3111, Cm2, Cm3 (IM)
Cm4 (IM)

Cesl (ISE)
Cmol (SJ)

Clil (SONO)
100 Catl (CJ)
Ct1,Ct2,Ct3 (IT)
80L Ct4 (IT)
ap |Ccl,Cc3,Cc4 (ISC)

Cc2 (ISC)

CI1,C13, CI4(ISL) Cr3 (ENS)
—— cr4 (SF)

100 Cr1 (SA)
Cr2 (COM)

80

100 _[Ccal, Cca2,Cca3, Cca4 (ICS)

Co1,Co2,Co3 (ENS)

60— Cel (POC)
Ce5 (BLA)

Ce2(CZ)
Ce3(CSD)

0

E—Ceal . Cea.Cea3 ]

Figura 9. Topologia del arbol obtenido para ambos genes concatenados (12S ADNr12S ADNr y 16S ADNr16S ADNr),
obtenido con el modelo TPM3uf + 1+ Gy con el método de maxima verosimilitud. Las abreviaturas para las especies, asi
como los acrénimos de las localidades son los mismos que en la figura 8.
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7.4.3 Analisis de inferencia bayesiana.

En el 4rbol obtenido por este método se observa una buena resoluciéon monofilética de los
clados formados por las especies del género Crotalus, con buenos soportes de probabilidad
a posterior (pp) en la mayoria de sus nodos, con valores que van de 0.6364 a 0.9994, con
algunas ramas largas y politomias en la organizacion de los clados mas externos. En su
topologia nuevamente vuelve a ser Crotalus cerastes el clado mas basal del género, con un
fuerte soporte de pp = 0.9973 (Fig. 9, recuadro verde). Los cuatro haplotipos de C. enyo
aparecen en el siguiente clado basal monofilético, con una pp = 0.6364 (Fig. 9, recuadro

naranja).

Por arriba de este Gltimo clado se observa un arreglo politomico de los clados, un primer
clado esta formado por Crotalus estebanensis y C. molossus, con una pp = 0.8761 (Fig. 8,

recuadro rosa).

Un segundo clado que agrupa a C. catalinensis, C. lorenzoensis y C. ruber esta fuertemente
soportado con una pp = 0.8510, en este clado se puede observar nuevamente que C. ruber
es parafilética al agruparse dos de sus haplotipos con ¢l haplotipo de C. lorenzoensis ( con
una pp = 1), los otros dos haplotipos son monofiléticos entre si con una pp = 1 (Fig. 9,
recuadro rojo). En otro clado estan Crotalus atrox y C. tortugensis con un fuerte soporte de
pp = 0.9981 (fig. 9, recuadro purpura), este clado se agrupa como clado hermano del clado

C. catalinensis, C. lorenzoensis y C. ruber con un alto valor de pp = 0.9837.

En otro clado estan agrupadas Crotalus angelensis y C. muertensis con un fuerte valor de
pp = 0.9495 y ambas se relacionan con C. mitchellii, con un valor de pp = 0.7962 en el

nodo que soporta esta relacion (Fig. 9, recuadro negro).

En un ultimo clado estan agrupadas C. caliginis y C. oreganus con un valor de pp = 1

(Fig. 9, recuadro amarillo), este clado se agrupa como clado hermano del clado formado
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por C. angelensis, C. muertensis y C. mitchellii, pero el valor de pp que soporta el nodo de

esta relacion es de 0.6886.

Crotalus tigris aparece no resuelto en una rama larga, con una pp < 50 para el nodo que lo

soporta.

Acl (EU)
Apl (EU)

Sc1(CAN)

— Sm1 (FLO)

Cal (1AG)

l *% _cm1, Cm2, Cm3 (IM)

—0‘7952'_@%?114 (IM)

Cmil, Cmi5 (CZ)

_ECcal, Cca2,Cca3, Cca4 (ICS)
Co1,Co2,Co3 (ENS)

Catl (CJ)

i
7 ~Ct1,Ct2, Ct3 (IT)
°%i& am

’ %537 _[Cel,Ce3,Ce4 (ISC)

Cc2 (ISC)

08510 Ecu,cw, Cl4(ISL) Cr3 (ENS)
Cr4 (SF)

Crl (S4)

L Cr2 (CO

06354 ﬁ Cesl (ISE)
7 Cmol (SJ)

Ctil (SONO)
Cel (POC)
0.9973 TET’& e5(BLA)
9936

T —Ce2(CZ)
0.89925
Ce3 (CSD)

e ——
——Ccel.Cce2. Cee3(EHD ]

06886

—0.8795

0.5243

"

Figura 10. Topologia del arbol obtenido para ambos genes concatenados (12S ADNr12S ADNry 16S ADNr16S ADNr),
obtenido con el modelo TPM3uf + I + G y con el método de inferencia bayesiana. Las probabilidades a posteriori (> 0.5)
se encuentran en los nodos respectivos. Las abreviaturas para las especies, asi como los acréonimos de las localidades son

los mismos que en la figura 8.
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8. DISCUSION

La especie mas ancestral en los tres arboles filogenéticos obtenidos en el presente trabajo es
Crotalus cerastes, siendo una especie monomorfica, ya que los tres individuos presentaron
un mismo haplotipo, y monofilética, ya que se ubicd siempre sola en un clado bien
soportado por los tres métodos de reconstruccion filogenética. Su ubicacion en la topologia
concuerda con lo referido por Murphy y colaboradores (2002), no asi con lo referido por
Klauber en 1972, quien la ubica como una especie hermana del clado donde se encuentran

Crotalus enyo y C. molossus (las cascabeles neotropicales).

Crotalus enyo también resulté ser monofilética con un buen soporte en los tres métodos,
pero fue polimoérfica, ya que cada uno de los cuatro individuos incluidos en el trabajo
presentaron un haplotipo distinto. Este resultado contrasta con lo que refieren Klauber
(1972) y Murphy y colaboradores (2002), ya que ambos la ubican dentro del clado de las
cascabeles neotropicales junto con C. molossus y C. estebanensis y ninguno de los tres
arboles obtenidos en el presente trabajo la relaciona con ese clado. Ademas, C. enyo
presenta un agrupamiento en dos subclados, uno que agrupo a las dos localidades por arriba
del istmo de La Paz (Las Pocitas y Bahia de los Angeles) y el otro que agrupo a las dos
localidades de la Reserva de la Biosfera Sierra La Laguna (Cafidn de la Zorra y Cafién de
San Dionisio) en la region del Cabo, lo que hace pensar en un posible patrén filogeografico

de los haplotipos de esta especie.

El clado formado por Crotalus angelensis, C. muertensis y C. mitchelli, es bien soportados
por inferencia bayesiana y maxima parsimonia pero no asi por el método de maxima
verosimilitud donde la relaciéon de C. mitchellii con las otras dos especies no es bien
soportada. La relacion entre C. mitchelli y C. angelensis como especies hermanas es
referida por Murphy y sus colaboradores (2002) pero hay que recordar que solo de manera
intuitiva ya que no incluyeron secuencias de C. angelensis en su trabajo. Las distancias
genéticas entre C. angelensis y C. muertensis va de 0.010 a 0.012, entre C. muertensis y C.

mitchellii esta entre 0.014 y 0.016 y entre C. angelensis y C. mitchellii es de 0.013
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El clado formado por Crotalus caliginis y C. oreganus esta bien soportado en los tres
métodos de reconstruccion filogenética y su distancia genética es de 0.002. Sin embargo,
su posicion dentro de la topologia de las especies del género cambia ya que por inferencia
bayesiana tienen un regular soporte de ser el clado hermano del clado formado por C.
angelensis, C. muertensis y C. mitchellii, pero por maxima verosimilitud y maxima
parsimonia tiene un fuerte soporte para considerarse un clado ubicado en una posicidon mas

ancestral dentro de la topologia.

El clado formado por Crotalus ruber y C. lorenzoensis esta fuertemente soportado por los
métodos de inferencia bayesiana y de méxima verosimilitud, pero por el método de méaxima
parsimonia. En este clado se puede observar que C. ruber no se resuelve como una especie
monofilética ya que dos de sus haplotipos se agrupan (y de hecho uno de ellos es idéntico)
con ¢l haplotipo de C. lorenzoensis, lo que esta fuertemente soportado por maxima
parsimonia e inferencia bayesiana. Esto hace pensar en la posibilidad de que los C.
lorenzoensis en realidad no sea una especie distinta sino una poblacion de C. ruber que
habita la isla San Lorenzo y que C. ruber también presente un patron filogeograficode
distribucion de sus haplotipos al agruparse los haplotipos del sur (San Antonio y El
Comitan) separados de los haplotipos del norte de la peninsula (Ensenada y San

Francisquito), con su disrupcion probablemente en la parte media de la peninsula.

El clado formado por Crotalus atrox y C. tortugensis esta bien definido y soportado por los
tres métodos. Sin embargo, hay diferencia en cuanto a su clado hermano, por los métodos
de inferencia bayesiana y de maxima verosimilitud esta altamente soportado como grupo
hermano del clado formado por C. ruber, C. lorenzoensis y C. ruber; pero por el método de

maxima parsimonia no se observa una relacion entre estos dos clados.

El clado formado por Crotalus estebanensis y C. molossus es fuertemente soportado por los
métodos de méaxima parsimonia e inferencia bayesiana, no asi por el método de maxima

verosimilitud que aunque si los agrupa como especies hermanas tiene un soporte de
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bootstrap <50%. La relacion entre estas dos especies coincide con lo pronosticado por
Murphy y colaboradores (2002), pues ellos no incluyeron muestras de este taxéon en su
trabajo. Su relacidon con los otros clados no es clara ya que por el método de méaxima
parsimonia e inferencia bayesiana se resuelve como un grupo aparte, sin relaciéon con algin
otro clado o especie, pero por el método de maxima verosimilitud se agrupa con C. tigris en
un mismo clado y a su vez como el clado hermano del formado por C. angelensis, C.
muertensis y C. mitchellii, pero con un soporte estadistico muy bajo (<50%), lo anterior
hace pensar en la posibilidad de este clado (el formado por C. estebanensis y C. molossus)
se trate de un grupo monofilético pero no resuelto en cuanto a sus relaciones filogenéticas

con las otras especies del género incluidas en este trabajo.
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9. CONCLUSIONES

Este trabajo presenta las primeras secuencias de fragmentos de los genes mitocondriales
12S ADNrl12S ADNr y 16S ADNrl6S ADNr procedentes de las especies insulares
Crotalus angelensis, C. muertensis, C. estebanensis y C. lorenzoensis.

El método de reconstruccion filogenética de inferencia bayesiana gener6 la mejor topologia
al tener una buena resolucion en el agrupamiento de las especies y estar soportados la

mayoria de sus nodos por altos valores de bootstrap.

Todas las especies del género Crotalus se agruparon como un grupo monofilético, con el
género Sistrurus como el grupo ancestral de las serpientes de cascabel y parafilético con
respecto al género Crotalus. Crotalus cerastes se ubicd como la especie ancestral de todas

las serpientes de cascabel del género Crotalus que habitan la region de estudio.

Todas las especies de serpientes de cascabel del género Crotalus con diferentes haplotipos
se resolvieron como especies monofiléticas, excepto C. ruber que resultd parafilética con

C. lorenzoensis.

Se encontraron dos especies insulares con alto polimorfismo: Crotalus ruber y C. enyo. En
C. enyo se puede observar un patron de distribucion filogeografico de sus haplotipos, con lo
que parece ser una disrupcion en la region del istmo de La Paz, mientras que en C. ruber se
aprecia un patrén filogeografico con lo que parece ser un evento de vicarianza en la parte

media de la peninsula de Baja California.

Crotalus muertensis , endémica de la isla E1 Muerto, y C. angelensis, endémica de la isla
Angel de la Guarda, se agruparon como especies hermanas de C. mitchellii, de la regién del

Cabo,demostrando asi su probable origen peninsular
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Crotalus estebanensis, endémica de isla San Lorenzo, se agrupo como especie hermana de

C. molossus, de Chihuahua, demostrando con ello su posible origen continental.

Crotalus lorenzoensis, endémica de la isla San Lorenzo Sur, resulto parafilética con C.
ruber, y al ser el haplotipo de los tres individuos incluidos en este trabajo igual al haplotipo
de una de las localidades del norte de la peninsula probablemente C. lorenzoensis sea en

realidad una poblacion insular de C. ruber.

Crotalus tortugensis, endémica de isla Tortuga se agrupo como especie hermana de C.
atrox, lo que apoya su probable origen cotinental, mientras que C. catalinensis se encontr6
como especie hermana de C. ruber, lo que apoya su origen peninsular. Ambas relaciones

confirman lo referido en trabajos previos de filogenia donde se incluyeron a estas especies.
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ANEXOS

Anexo I. Version modificada del protocolo de extraccion con cloruro de sodio (Aljanabi y

Martinez, 1997; Riera et al, 2010).

e Tomar el tubo con la muestra de sangre conservada en etanol al 96% y homogenizarla
con la ayuda de un agitador vortex. Si se utilizan escamas, musculo o higado se toman
pequefios fragmentos de estos y se maceran sobre un cristal limpio con la ayuda de una
hoja de bisturi antes de colocarlos dentro del tubo eppendorf. La sangre conservada en
tarjetas FTA™ se trat6 igual que si fuera tejido muscular o hepatico.

e Tomar una alicuota de 80 pul del homogenizado y colocarlo en un tubo eppendorf de 1.5
ml, nuevo, estéril y rotularlo debidamente.

e Colocar el tubo por 10 minutos en el termoblock a 40°C para evaporar el etanol de la
muestra.

e Agregar 410 puL de buffer de extraccion + 80 puL de SDS al 20% + 15 pL de proteinasa
K (a una concentracion de 20 mg/ml).

e Cerrar el tubo, agitarlo con el vortex y regresarlo al termoblock para incubar a 50-55°C
toda la noche.

e Centrifugar 10 minutos a 14 000 rpm.

e Decantar el sobrenadante a tubos eppendorf esterilizados, nuevos y rotulados
debidamente. Desechar el tubo anterior con lo que se precipito.

e Agregar 300 puL de cloruro de sodio SM

e Mezclar con el agitador vortex durante 30 segundos e incubar a temperatura ambiente
por 20 minutos.

e Centrifugar durante 20 minutos a 14 000 rpm.

e Transferir el sobrenadante a nuevos tubos eppendorf estériles y debidamente rotulados.

e Agregar 650 puL de isopropanol (2 propanol) frio. Mezclar ligeramente sin agitar el

tubo.
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Incubar minimo por una hora a -20°C, pudiéndose quedar la muestra toda la noche en el
congelador.

Centrifugar durante 10 minutos a 14 000 rpm

Eliminar el sobrenadante y conservar el tubo con el precipitado.

Adicionar 500 pL de etanol al 80% frio. No mezclar.

Incubar a -20°C por una hora como minimo.

Centrifugar durante 5 minutos a 14 000 rpm.

Desechar el sobrenadante.

Precalentar el termoblock a 49°C y colocar las muestras hasta que se evapore el alcohol
completamente (aproximadamente 20 minutos).

Rehidratar el pellet resultante con 25 pL. de agua ultrapura de grado molecular Tipo I
(Milli-Q) y mantener en congelacion a -20°C.

Verificar la extraccion de ADN en geles de agarosa al 1%
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Anexo II. Visualizacion de ADN en geles de agarosa al 1%.

e Mezclar 0.4 g de agarosa + 40 mL de Buffer TBE 1x, verter dentro de la cdmara y
esperar a que gelifique.

e Aparte se mezclan 100 pL de buffer de carga 2X + 0.3 pL de Gel Red 10000x en
DMSO (sulfoxido de dimetilo).

e En cada pozo se cargan 3 uL. de ADN + 2 pL buffer de carga 2X preparado con Gel
Red, y de escalera 1 pL + 3 pL de buffer de carga 2X preparado con Gel Red.

e Se dejan correr las muestras en el gel durante 20 minutos a a 70 voltios. Transcurrido
el tiempo se apaga la camara de electroforesis y se lleva el gel al fotodocumentador

para observar las bandas con luz ultravioleta.

Escalera 100ph

Cm05609
Cm03062010
Cm05709
Cm03032010
Cm05909
CmO05809A
Cr7012010
CrComitan
Ce03012011
Cl04012011
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—
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Visualizacion de extracciones de ADN total en gel de agarosa al 1%
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Anexo III. Topologias de los arboles obtenidos con cada uno de los genes por separado

(12S ADNrlI2S ADNr y 16S ADNrl6S ADNr) por los tres distintos métodos de

reconstruccion filogenética.

Maxima parsimonia.
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Figura 1. Topologias de los arboles de consenso estricto para los genes 12S ADNr12S ADNr (A) y 16S ADNrl16S ADNr (B), ambos
obtenido por el método de méaxima parsimonia y con los valores de soporte estadistico de bootstrap (>50) encima de cada rama.
Abreviatura para las especies: (Ac) Agkistrodon contortix, (Ap) A. piscivorus, (Sc) Sistrurus catenatus, (Sm) S. miliarius, (Ca) Crotalus
angelensis, (Cm) C. muertensis, (Cat) C. atrox, (Ct) C. tortugensis, (Cc) C. catalinensis, (Cl) C. lorenzoensis, (Cca) C. caliginis, (Co) C.
oreganus, (Cce) C. cerastes, (Ce) C. enyo, (Ces) C. estebanensis, (Cti) C. tigris, (Csc) C. scutulatus, (Cmi) C. mitchellii; (Cmo) C.
molossus, (Cr) C. ruber. Acrénimos de las localidades: (EU) No especificada en Estados Unidos, (CAN) Ontario, Canada, (FLO) Florida,
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E.U., (IAG) Isla Angel de la Guarda, B.C. (IM) Isla El Muerto, B.C.(CJ) Ciudad Judrez, Chih., (IT) Isla Tortuga, B.C.S., (ISC) Isla Santa
Catalina, B.C.S., (ISL) Isla San Lorenzo, B.C., (ENS) Ensenada, B.C., (SF) San Francisquito, B.C., (ICS) Isla Coronados Sur, B. C.,
(EH) El Huerfanito, B.C., (POC) Las Pocitas, B.C.S., (BLA) Bahia de los Angeles, B.C., (CZ) Caiién de la Zorra, B.C.S., (CSD) Caiién
de San Dionisio, B.C.S., (ISE) Isla San Esteban, Sonora, (SONO) Sonoyta, Sonora, (PP) Puerto Pefiasco, Sonora, (SJ) Sierra Juarez,
Chih., (SA) San Antonio, B.C.S., (COM) El Comitan, B.C.S.
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Figura 2. (A) Topologia del arbol obtenido para el gen
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12S ADNr12S ADNr a partir del modelo TIM2 + G, (B) Arbol

para el gen 16S ADNrl6S ADNr obtenido a partir del modelo GTR + I + G, ambos con el método de maxima
verosimilitud. Las abreviaturas para las especies, asi como los acronimos de las localidades son los mismos que en la

figura 1 de este anexo.

Inferencia bayesiana.

Acl (EU)
Apl (EU)

0.9661

Sc1(CAN)
—{0.5318 sm1 {I"LO)

Cm1, Cm2,Cm3, Cm4 (IM)
Ctil (SONO)

Ccl, Cc2,Cc3,Cec4 (ISC)

Cl1,C13, CH (ISL) Cr3 (ENS) Cr4 (SF)
Ct1,C12, Ct3,Ct4 (IT)

-Cri(sa)

“Er2 (coM)

ECcsI,CcaZ, Cca3, Ccad (ICS)
Col,Co02,Co3 (ENS)

0.8035

Acl (EU)

Apl (EU)

0.9998

6634

0.
_1:3&3 (CSD)

—|nssus

Ccel,Cce2, Cce3(EH)
Cel (POC)

Ce5(BLA)

Ce2(CZ)

Sel (CAN)
Sm1 (FLO)

Cal(AG)
0537 Cm1, Cm2, Cm3 (IM)
08645 Cm4 (IM)
Cmil, CmiS (CZ)

0.6195

03992 — Ceal, Cea2, Ceca3, Ccad (ICS)
[Cnl,Coz,Cns (ENS)

07175 Catl(CJ)
%,cn,crs an
Ct4 (IT)
Cel,Cc3,Ced (ISC)

Ce2 (ISC
o.a?zc asc

=,CI1,CI2, CI3,Cl4 (ISL) Cr3 (ENS)
P (SF)

0.6663 08774
Cr1 (SA) Cr2 (COM)
0C)

1 (P
Ce2(CZ) Ce3(CSD)

0.8
09339
[ CeS(BLA)
Ces1(ISE)

0.7058
Cmol (SJ)
L {os=s Cscl (PP)
Ctil (SONO)

Ccel, Cce2, Cce3(EH)

Figura 3. (A) Topologia del arbol obtenido para el gen 12S ADNrl12S ADNr a partir del modelo TIM2 + G , (B)
Topologia del arbol para el gen 16S ADNr16S ADNr obtenido a partir del modelo GTR + I + G, ambos con el método de
inferencia bayesiana. Las probabilidades a posteriori (> 0.5) se encuentran en los nodos respectivos. Las abreviaturas
para las especies, asi como los acronimos de las localidades son los mismos que en la figura 1 de este anexo.



