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"Según un viejo estereotipo, los ensayos sobre historia natural se

limitan a describir las peculiaridades de los animales [...]. Pero cada

organismo puede significar mucho más para nosotros. Cada uno de

ellos nos instruye; su forma y comportamiento encarnan mensajes de

índole general si tan solo somos capaces de aprender a interpretarlos.

El lenguaje de esta lección es la teoría evolutiva."

Stephen Jay Gould
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Resumen

El papel que juega la historia demográfica y la deriva genética

en la formación de nuevas especies sigue siendo un tema de debate en

biología evolutiva. El modelo de especiación peripátrica sugiere que los

cambios genéticos, producto del cuello de botella fundador durante la

colonización de un hábitat nuevo y distante por unos pocos individuos,

puede llevar a la rápida divergencia y diferenciación de las poblacio-

nes. Esto podría ocasionar aislamiento reproductivo dando origen a

una nueva especie. Ya que la mayoría de los casos conocidos de espe-

ciación peripátrica son de islas, estas se encuentran entre los mejores

modelos para estudiar el papel de la historia demográfica en la especia-

ción. Debido a su origen volcánico, su nivel de aislamiento y su elevado

número de endemismos, el Archipiélago de Revillagigedo en el Pacífi-

co Mexicano representan un gran modelo para tratar de determinar la

importancia de los cuellos de botella fundadores en el establecimiento

y diferenciación de sus especies endémicas. Utilizando datos genera-

dos por ddRADseq se probaron distintas hipótesis demográficas para

discriminar entre el efecto fundador y la deriva genética a largo plazo

como el principal determinante del nivel de diversidad genética neutral

observado en las lagartijas Urosaurus auriculatus y Urosaurus clario-

nensis endémicas a Isla Socorro e Isla Clarión en el Archipiélago de

Revillagigedo, respectivamente, y para inferir el tiempo y orden de co-

lonización de las mismas. Además, se comparó la diversidad genética

de U. auriculatus y U. clarionensis respecto de U. ornatus , su especie

continental más cercana filogenéticamente, para determinar el efecto

que los cuellos de botella poblacionales pudieran haber tenido sobre
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esta diversidad. Nuestros resultados indican que el nivel de diversidad

genética neutral observada en U. auriculatus y U. clarionensis está

determinado por la deriva genética a largo plazo a consecuencia de

un histórico tamaño efectivo poblacional pequeño, aunque la dificultad

de detectar cambios poblacionales severos pudo haber limitado nues-

tra capacidad de detectar los cambios asociados a un cuello de botella

fundador. Nuestros resultados también sugieren que el establecimiento

de estas especies está asociado a dos eventos de colonización indepen-

dientes desde el continente, contrario a la hipótesis más aceptada en

la actualidad que sugiere un evento de colonización desde el continente

seguido de otro evento de colonización entre islas. Finalmente, iden-

tificamos a la población sureña de U. ornatus como la población de

la cual probablemente surgieron los individuos fundadores que dieron

origen a U. auriculatus hace cerca de ∼100,000 años, mientras que la

colonización de Isla Clarión se estimó en ∼130,000 años por el ancestro

del clado formado por U. auriculatus y las poblaciones de U. ornatus

muestreadas.

7



Abstract

The role of demographic history and random processes in specia-

tion is still a subject of debate in evolutionary biology. The peripatric

speciation model suggest that the genetic changes resulting from of a

founder event, during the colonization of a new and distant habitat

by few individuals, could lead to the rapid divergence and differen-

tiation of the colonizing population. This could result in reproductive

isolation, forming a new species. Because most of the known cases of

peripatric speciation are from islands, these are among the best sys-

tems to study the role of population history in speciation. Because of

its volcanic origin, isolation, and the high number of endemics, the

Revillagigedo Archipelago in the Pacific Ocean of Mexico represents a

good model to study the role of founding bottlenecks in the establish-

ment and differentiation of its endemic species. In this study, we used

Illumina-sequenced ddRAD loci to test demographic hypothesis and

discriminate between a founder effect and gradual long-term genetic

drift as the primary determinant of the level of genetic diversity in the

insular species Urosaurus auriculatus and U. clarionensis , endemic to

Socorro and Clarion Islands, respectively, in the Revillagigedo Archi-

pelago, and to infer the order and time of colonization of these islands.

We inferred also compared the genetic diversity of U. auriculatus and

U. clarionensis to that of U. ornatus , their closest mainland relative,

to determine the effect of founding bottlenecks on genetic diversity.

Our result suggest that that gradual genetic drift, as a consequence

of an historical small population size, rather than a strong founder ef-

fect, better explains the levels of neutral genetic diversity observed in
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U. auriculatus and U. clarionensis , although the difficulty of detecting

strong population size changes could affect our capacity to detect the

changes associate with the founding bottlenecks. We also found that the

establishment of U. clarionensis and U. auriculatus involved two inde-

pendent colonization events, in contrast to the current hypothesis of a

single colonization from the mainland followed by another colonization

event between islands. Finally, we found evidence that the southern U.

ornatus population were the most likely population of origin of the U.

auriculatus founders around ∼100,000 years ago, while the colonization

of Clarion Island was estimated to have occurred around ∼130,000 year

ago from the ancestor of U. auriculatus and U. ornatus .
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1. Antecedentes

1.1. Especiación alopátrica

El aislamiento geográfico y la subsecuente ausencia de flujo ge-

nético entre poblaciones ha sido el evento inicial en la formación de

muchas especies (Mayr, 1942; Slatkin, 1996). A este modelo de espe-

ciación geográfica se le conoce como especiación alopátrica y es el mo-

delo de especiación más común entre vertebrados terrestres. El modelo

alopátrico es comúnmente dividido en dos submodelos: vicariante y

peripátrico. Si una barrera geográfica divide y aísla la población ances-

tral en poblaciones grandes se le conoce como modelo vicariante. En

cambio, si una de las poblaciones es fundada por un grupo pequeño de

individuos que colonizó un hábitat distante (evento fundador) entonces

recibe el nombre de modelo peripátrico (Slatkin, 1996; Coyne y Orr,

2004).

Comúnmente, poblaciones geográficamente aisladas acumulan

mutaciones únicas y habitan sitios que imponen presiones selectivas

distintas. Como consecuencia la deriva y la selección fijan alelos distin-

tos en cada una de las poblaciones. A medida que estas diferencias se

acumulan, la posibilidad de que se desarrolle aislamiento reproductivo

aumenta. El aislamiento reproductivo da lugar a la formación de una

nueva especie y permite que estas se mantengan aún cuando experimen-

ten contacto secundario (Coyne y Orr, 2004). En el modelo vicariante

estos cambios típicamente ocurren de forma lenta y gradual; en cambio,

en el modelo peripátrico se espera que ocurran rápidamente (Clegg y

cols., 2002).
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En el modelo peripátrico la divergencia en las frecuencias alélicas

es inmediata, debido a que los individuos fundadores cargan solo con

una pequeña fracción de la diversidad genética de la población parental.

Además, el pequeño tamaño efectivo poblacional (número de individuos

que contribuyen con gametos a la siguiente generación; Ne) hace de la

deriva la fuerza dominante aún en presencia de la selección (Hamil-

ton, 2011). Se ha propuesto que un crecimiento exponencial después

del evento fundador podría dar lugar a la rápida aparición de nuevas

variantes alélicas sobre las cuales podría actuar la selección (Carson,

1968). También se ha propuesto que un crecimiento exponencial podría

aumentar rápidamente el número de copias de alelos de baja frecuencia.

Si estos alelos son ligeramente ventajosos, su probabilidad de fijación

aumentaría significativamente (Slatkin, 1996). En el modelo peripátri-

co, a la interacción entre deriva genética y selección se le conoce como

“efecto fundador”, al que se le atribuye una rápida evolución y posible-

mente especiación.

Numerosas poblaciones naturales, principalmente aquellas endé-

micas de islas oceánicas, sugieren que el efecto fundador podría estar

teniendo un papel importante en la formación de nuevas especies; sin

embargo, los trabajos experimentales han fallado en dar soporte a esta

idea (Coyne y Orr, 2004). Mientras que el modelo vicariante es am-

pliamente aceptado, el modelo peripátrico y la importancia del efecto

fundador en el proceso de especiación ha sido un tema controversial

desde que fue propuesto por Ernst Mayr (1954).
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1.2. Modelos de especiación peripátrica

La distribución de múltiples especies de martín pescador (Tany-

siptera hydrocharis-galatea) en Nueva Guinea y en algunas de sus islas

periféricas, es un caso que se repite en cientos de especies e inspiraron a

Ernst Mayr a desarrollar su modelo de “efecto fundador” (1954). Nue-

va Guinea es la segunda isla más grande del mundo y en ella habitan

tres subespecies de martín pescador Tanysiptera galatea. Aunque las

condiciones ambientales en sus dos extremos son muy diferentes, uno

extremadamente húmedo sin estaciones bien definidas y el otro con una

estación lluviosa corta y seco el resto del año, las subespecies que habi-

tan los dos extremos son prácticamente indistinguibles una de otra. En

contraste, en las islas de Numfor, Biak, Kaffiao y Rossel, donde las con-

diciones climáticas son muy similares a las condiciones de su región más

cerca de Nueva Guinea, cinco de seis poblaciones de este género han

sido reconocidas como especies distintas por sus marcadas diferencias

fenotípicas. Este patrón llevó a Mayr a concluir que la selección, por sí

sola, no podía ser la responsable de las marcadas diferencias fenotípicas

que se observan entre las subespecies de Nueva Guinea y aquellas de

las islas periféricas, dado la similitud en sus condiciones ambientales.

Mayr (1954) creía que el proceso de especiación debía iniciar en

completo aislamiento, pero que este por sí solo no sería capaz de llevar

a la diferenciación en poblaciones grandes si las presiones selectivas a

las que estaban sometidas eran las mismas. Por lo tanto, el proceso de

especiación debía de involucrar un cambio genético rápido, indepen-

diente de aquel causado por las condiciones medio ambientales. Sugirió

que el evento fundador podría causar una rápida pérdida de la varia-
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ción genética, generando un nuevo ambiente genético. En este nuevo

ambiente los genes que conferían una mayor adecuación al interactuar

con genes heterocigotos dejarían de ser ventajosos y la selección favo-

recería a aquellos genes que incrementaran la adecuación al interactuar

con genes homocigotos. Esto llevaría a una “revolución genética” y a la

diferenciación de la población y en algunos casos, a la especiación.

Desde entonces se han propuesto modelos similares que involu-

cran efectos fundadores en la especiación (Carson, 1968; Templeton,

1980). En su modelo “Founder-flush”, Carson (1968) imaginó una si-

tuación en la cual una nueva población era establecida por un evento

fundador en un área sin competidores y con las condiciones ambienta-

les y los recursos óptimos para que la población fundadora aumentara

rápidamente de tamaño (expansión poblacional). El evento fundador

reduciría la diversidad genética y relajaría de forma temporal la selec-

ción. Después, la expansión poblacional evitaría la subsecuente pérdida

de diversidad genética por deriva. Carson argumentó que las condi-

ciones que favorecen el crecimiento poblacional también relajarían la

selección sobre aquellos genes en que la selección depende de la densi-

dad poblacional y de la competencia. Si la epistasis produjo complejos

coadaptados en estos genes, la relajación de la selección podría incre-

mentar el número de combinaciones alélicas en estos complejos al no ser

seleccionados en contra. Una vez sobrepasada la capacidad de carga del

nuevo ambiente, la selección se restablecería y actuaría sobre un nuevo

acervo genético producto de los cambios de las frecuencias alélicas, la

recombinación y las nuevas mutaciones surgidas durante la expansión

poblacional. Todo esto aumentaría la probabilidad de divergencia de la

población ancestral.
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Por su parte, Templeton (1980) en su modelo de “Transiliencia

genética” incorpora elementos de los modelos de Mayr (1954) y Carson

(1968). Al igual que Mayr, el modelo supone un evento fundador que

altera el valor selectivo de los genes en un sistema epistático, con la

diferencia que este solo afecta unos pocos loci en lugar de a todo el

genoma. Similar a Carson, el modelo evoca una expansión poblacional

que mantiene e incrementa el nivel de diversidad genética debido a las

nuevas mutaciones surgidas durante la expansión. El modelo se centra

en las condiciones necesarias para que la deriva y el cuello de botella

inicial jueguen un papel importante al mismo tiempo que permiten

mantener un nivel alto de variación genética para que actúe la selección.

A medida que el efecto fundador crecía en popularidad, el número

de modelos ligeramente diferentes creció (Coyne y Orr, 2004). También

aumentó el número de trabajos experimentales tratando de determinar

la plausibilidad de la especiación promovida por el efecto fundador y

de igual manera, pero en mucho menor medida, se incrementaron los

trabajos que exploran la importancia del efecto fundador en la diferen-

ciación y divergencia de poblaciones naturales. A pesar de todos estos

esfuerzos, aún no existe un consenso sobre la importancia del efecto

fundador en el proceso de especiación.

1.3. Trabajos experimentales

Coyne y Orr (2004) realizaron una extensa revisión del trabajo

experimental que se ha realizado sobre especiación promovida por el

efecto fundador. En la mayoría de estos trabajos se ha utilizado como

modelo de estudio a distintas especies del género Drosophila. El enfo-
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que general de estos trabajos consistió en hacer pasar poblaciones por

uno o más cuellos de botella poblacionales, reduciendo el tamaño de

las poblaciones en laboratorio, y determinar si se desarrolló algún nivel

de aislamiento reproductivo. Como resultado general, pocas réplicas de

estos experimentos desarrollaron algún nivel de aislamiento reproduc-

tivo de la población parental, y cuando lo hicieron, este fue de carácter

temporal.

Coyne y Orr (2004) interpretan estos resultados como evidencia

en contra de la especiación promovida por efecto fundador. Consideran

que los datos experimentales han fallado en dar soporte a esta idea.

Sin embargo, es importante resaltar que estos experimentos están prin-

cipalmente enfocados en determinar si la deriva por sí sola, es capaz

de desarrollar algún nivel de aislamiento reproductivo. En contraste los

modelos propuestos por Mayr, Carson y Templeton hacen énfasis en

cambios en el ambiente genético, promovidos por el efecto fundador,

sobre los cuales actuaría la selección, lo que podría traer como con-

secuencia un aislamiento reproductivo entre poblaciones. A pesar del

extenso trabajo que se ha realizado, aun existe desacuerdo en si los

resultados de estos experimentos deben o no ser vistos como evidencia

en contra de la especiación promovida por el efecto fundador (Futuyma

y Kirkpatrick, 2011). La falta de resultados concluyentes no ha hecho

más que aumentar la controversia en torno a la especiación peripatríca.

1.4. Trabajo en poblaciones naturales

Ya que rara vez es posible observar la colonización en islas de

forma natural, la magnitud de los cambios producto de efecto funda-
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dor y de la deriva deben ser inferidos una vez ocurrida la colonización

(Kolbe y cols., 2012). Debido a esta dificultad, pocos estudios han tra-

tado de determinar el papel del efecto fundador en la divergencia de

poblaciones naturales (Grant, 2002). Una manera de determinar si el

evento fundador juega un papel importante en el nivel de divergencia

de poblaciones insulares respecto a su población ancestral, es determi-

nar si los cambios genéticos neutrales ocurren de manera abrupta, a

consecuencia del efecto fundador, o de una manera gradual, debido a la

deriva genética a largo plazo (Clegg y cols., 2002). Si el efecto fundador

es la fuerza predominante, eventos de colonización recientes y antiguos

tendrían un nivel similar de divergencia respecto a su población an-

cestral. Por el contrario, si la deriva a largo plazo es más importante,

la divergencia ocurrirá de forma gradual y estará relacionada con el

tiempo de colonización de las islas.

En un intento por discriminar entre el efecto fundador y la deriva

genética a largo plazo Clegg y cols. (2002) compararon la diversidad

genética y el nivel de diferenciación entre seis poblaciones de la subes-

pecie Zosterops lateralis lateralis (anteojitos dorsigrís), una especie de

ave nativa de Australia, perteneciente al grupo de los Passeriformes. En

los últimos 200 años Z. l. lateralis ha colonizado múltiples islas al sur-

oeste del continente (colonizaciones recientes). La colonización de estas

islas involucró un evento de colonización desde el continente seguido

de múltiples eventos de colonización entre islas. Como consecuencia,

algunas de estas poblaciones han experimentado más de un evento fun-

dador. Los resultados del análisis de Z. l. lateralis fueron comparados

con los valores estimados para Z. tenuirostris de la Isla Norfolk, Z.

tephropleurus de la isla Lord Howe y de Z. l. chlorocephalus en la isla
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Heron. Estas poblaciones representan eventos de colonización antiguos

estimados entre millones de años, cientos de miles de años y de 4000

a 3000 mil años, respectivamente. Como grupo externo se analizó una

población de Zosterops lateralis de la costa este de Australia, la cual

se asumió representaba la población ancestral continental de las po-

blaciones en las islas. La diversidad genética y la diferenciación entre

poblaciones se estimó utilizando seis marcadores microsatelitales para

calcular la heterocigosidad, diversidad alélica e índice de diferenciación

poblacional (FST ). El estudio se complementó con simulaciones demo-

gráficas, utilizando una aproximación Bayesiana, para inferir el número

de individuos fundadores de cada población.

En el análisis de Z. l. lateralis no encontraron diferencias signi-

ficativas en heterocigosidad, diversidad alélica e índice de diferencia-

ción poblacional (FST ) entre eventos de colonización consecutivos. En

contraste, todas las colonizaciones antiguas mostraron una pérdida sig-

nificativa en el número de alelos y la heterocigosidad y un aumento

de la diferenciación respecto a la población continental. Estos cambios

estuvieron fuertemente asociados al tiempo de la colonización, siendo

la población más antigua la que presentó los cambios más severos. En

Z. l. lateralis se requirió de tres a cuatro eventos fundadores consecu-

tivos para que una de las poblaciones alcanzara el nivel de diversidad

y diferenciación similar al encontrado en Z. l. chlorocephalus , la más

joven de las colonizaciones antiguas. Finalmente, las estimaciones del

tamaño efectivo poblacional de los grupos fundadores fueron de entre

132 y 216 individuos para todas las poblaciones, a excepción de la isla

Norfolk, para la cual se estimó un grupo fundador de 8 individuos. De-

terminan que un solo evento fundador no reduce la diversidad genética
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de forma considerable ni causa la diferenciación inmediata entre pobla-

ciones. Esto sugiere que la deriva genética a largo plazo es el principal

determinante de los cambios genéticos observados en las poblaciones

insulares respecto a la población continental y no el efecto fundador.

Aunque también señalan que el efecto fundador en estas poblaciones

pudo haber sido débil debido al gran tamaño de los grupos fundadores.

Grant (2002) hace la observación de que si bien es cierto que

el trabajo de Clegg y cols. (2002) indica que la diversidad alélica se

reduce poco en cada evento de colonización, esta reducción se acumula

de forma gradual con cada nuevo evento. Desde el primer evento de

colonización hasta el último, la diversidad alélica se reduce cerca del

50%. Si consideramos que el último evento de colonización representa

la población más joven, entonces la reducción de la diversidad alélica

no puede ser atribuida a la deriva a largo plazo. Además, Mayr señaló

que no todas las poblaciones establecidas por unos cuantos individuos

fundadores sufren cambios drásticos o experimentan una revolución ge-

nética que lleve a la especiación, sino que la reorganización del genoma

es mucho más probable en poblaciones fundadas por pocos individuos

que en cualquier otra clase de población (Mayr, 1982).

Además de los cambios genéticos, otra característica de las pobla-

ciones insulares es su elevado nivel de divergencia fenotípica respecto a

su especie más cercana. Esta diferenciación puede ser atribuida al efec-

to fundador o a que el ambiente entre islas es tan distinto que puede

llevar a la diferenciación por selección (Kolbe y cols., 2012). Cuando

en septiembre de 2004 el huracán Francés eliminó de forma natural las

poblaciones de lagartijas del género Anolis de varias islas en el Caribe,

Kolbe y cols. (2012) tuvieron la oportunidad de evaluar la importan-
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cia relativa entre el efecto fundador y la selección en la diferenciación

fenotípica en poblaciones insulares.

En las lagartijas Anolis es bien sabido que existe una fuerte rela-

ción entre el largo de las extremidades traseras y el diámetro de percha

(Losos y Sinervo, 1989). Lagartijas de extremidades anchas tienen ven-

taja en superficies anchas, mientras que lagartijas de patas cortas se

desplazan mejor en superficies más estrechas. En islas con árboles de

talla grande, las poblaciones de Anolis presentan extremidades traseras

más largas que las poblaciones que habitan islas con árboles de menor

tamaño. Utilizando parejas de lagartijas, un macho y una hembra de la

isla Iron Cay en las Bahamas, donde la vegetación tiene en promedio

una altura de 3.84 m, un diámetro de 11.1 cm y ocupa un área mayor

a 150,000 m2, Kolbe y cols. (2012) fundaron siete nuevas poblaciones

en islas de mucho menor tamaño (35 a 175 m2) y con una vegetación

de menor talla (62 a 107 cm de altura y 1.5 a 5.4 cm de diámetro).

De esta forma simularon eventos fundadores y cambios en el régimen

adaptativo debido a la diferencia tan marcada en la estructura de la

vegetación.

Si la selección natural determina el nivel de divergencia fenotí-

pica, la tendencia sería que todas las poblaciones experimentales desa-

rrollen extremidades más cortas en respuesta a un tamaño de percha

menor. En cambio, si la deriva es la fuerza dominante, en algunas po-

blaciones el tamaño de las patas aumentaría mientras que otras dis-

minuirían, y esta variación no estaría relacionada con las diferencias

en la vegetación entre islas. Durante cinco años consecutivos tomaron

medidas morfológicas y monitorearon los cambios en el tamaño pobla-

cional. También se realizó una caracterización detallada del ambiente

25



de las islas y se midió la diversidad alélica y nivel de diferenciación de

las poblaciones (FST ) utilizando seis marcadores microsatelitales.

El efecto fundador fue evidente desde el primer momento. Un año

después de la introducción, se registró una disminución promedio del

46% de la diversidad alélica y un 23% de heterocigosidad en las pobla-

ciones experimentales con respecto a la población fuente. Además, se

observó una diferenciación significativa de las frecuencias alélicas entre

todos los pares de poblaciones. Durante los dos primeros años del ex-

perimento, las poblaciones recién fundadas experimentaron una rápida

expansión poblacional. Esto detuvo la pérdida de diversidad genética

a consecuencia de la deriva y mantuvo estable la diversidad alélica y

el nivel de divergencia por los siguientes tres años del experimento. El

efecto fundador también fue evidente en las características morfológi-

cas. Durante el primer año el largo de las patas no mostró relación

alguna con el diámetro de las perchas. En cambio, en los siguientes

años, como estaba predicho, se observó una marcada reducción en el

lago de las patas traseras en las siete poblaciones experimentales. El

crecimiento exponencial de las poblaciones experimentales durante los

primeros dos años del experimento pudo haber creado condiciones favo-

rables para la evolución por selección natural. La magnitud del cambio

fue tal, que los valores medios registrados en el primer año no se sola-

paron con los valores obtenidos en el ultimo año del experimento. Aún

en presencia de la selección, la huella del efecto fundador persistió a

lo largo del experimento. La adaptación a un nuevo ambiente no lo-

gró explicar por sí sola la variación en el largo de las patas entre las

distintas islas. Esta variación fue explicada mejor por los fenotipos de

los individuos fundadores que por las diferencias en la vegetación de
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las islas, con lo que concluyen que el efecto fundador puede jugar un

papel importante en la divergencia de poblaciones insulares, aún en la

presencia de adaptación al medio.

El trabajo de Clegg y cols. (2002) sugiere que la deriva genética

a largo plazo es la que determina el nivel de diversidad genética y de

divergencia en poblaciones insulares. Mientras que el trabajo de Kolbe

y cols. (2012) indica que el efecto fundador puede jugar un papel im-

portante en la divergencia de poblaciones insulares, aún en la presencia

de adaptación al medio. Pese al extenso trabajo experimental que se

ha desarrollado en el tema, la evidencia empírica de poblaciones na-

turales sigue siendo escasa (Butlin et al., 2012). Es importante seguir

profundizando en el conocimiento que se tiene del efecto fundador en

poblaciones naturales para determinar su importancia en el proceso de

especiación y debido a la relevancia que podría tener en la conservación

de poblaciones pequeñas (Grant, 2002).

1.5. Las islas como modelo evolutivo

Desde que Darwin y Wallace (1858) propusieron la teoría de la

evolución por medio de la selección natural, las islas han jugado un pa-

pel fundamental en el desarrollo de la teoría evolutiva gracias a que su

relativa simplicidad facilita observar e interpretar patrones evolutivos

(Soja, 1992; Losos y Ricklefs, 2009; Triantis y cols., 2016). El estudio de

sus poblaciones ha permitido calcular tasas de especiación, tendencias

en la radiación adaptativa de sus especies endémicas y mecanismos de

dispersión. Además, han contribuido a documentar la importancia del

aislamiento en el proceso de especiación y como un factor que contribu-
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ye a la aparición de novedades evolutivas (Soja, 1992; Losos y Ricklefs,

2009).

Las islas pueden ser clasificadas según su origen. Islas que en

algún momento de su historia formaron parte del continente reciben el

nombre de islas continentales. En cambio, las islas que nunca ha estado

en contacto con el continente reciben el nombre de islas oceánicas y es-

tas pueden ser de origen volcánico, tectónico o de origen coralino. Las

islas oceánicas son geográficamente bien definidas y presentan gran va-

riación en cuanto a tamaño, nivel de aislamiento, edad, clima y contex-

to biogeográfico (Triantis y cols., 2016). Sus comunidades representan

réplicas a pequeña escala y de menor complejidad que las comunida-

des continentales. Además, múltiples islas proveen réplicas ecológicas

y evolutivas naturales, lo que hace de ellas un gran modelo de estudio

(Warren y cols., 2015). Entre las islas oceánicas, aquellas de origen vol-

cánico como las islas Galápagos, Hawái, Canarias, Sociedad, Australes,

Madeira, Mascareñas y Golfo de Guinea, ocupan un lugar excepcional

en biogeografía, evolución y ecología (Triantis y cols., 2016).

Las islas ocupan el 3.6% de la superficie terrestre del planeta, sin

embargo, contribuyen de una manera desproporcionada a la diversidad

biológica del planeta. A pesar de que las comunidades insulares son

menos diversas que las comunidades continentales, estas poseen una

elevada riqueza de endemismos. Muchas especies endémicas limitan su

distribución solo a regiones biogeográficas formadas por islas y no se

comparten con ninguna otra región. Se estima que el 26.4% de las

plantas vasculares, 20.6% de los anfibios, 26% de reptiles, 23.2% de

las aves y 21.5% de los mamíferos del planeta son endémicas de islas

(Kier y cols., 2009). Archipiélagos volcánicos como Canarias y Hawái
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son buenos ejemplos de radiaciones adaptativas rápidas y recientes que

ha resultado en muchos nuevos taxones endémicos (Kier y cols., 2009).

Todo esto ha llevado a sugerir que el proceso de especiación en islas

podría ocurrir más rápido de lo que se pensaba con anterioridad (Chen

y He, 2009).

Por ejemplo, para Hawái se han descrito cerca de 500 especies

de Drosophila, se conocen aproximadamente 350 especies más aún sin

describir, y se estima el número total de especies podría alcanzar las

1000 (Kaneshiro y cols., 1995; Coyne y Orr, 2004). A pesar de que

Hawái representa una minúscula parte del rango de distribución total

del género Drosophila, cerca de un cuarto de todas sus especies son

endémicas de estas islas (Templeton, 2008). En Hawái la mayoría de las

especies de Drosophila son endémicas de una sola isla, y en la mayoría

de los casos su especie hermana se ubica en alguna isla vecina. Esto

sugiere que el establecimiento en estas especies está asociado a eventos

de colonización entre islas, probablemente por unos pocos individuos

(Carson y Templeton, 1984; Coyne y Orr, 2004) por lo que el efecto

fundador pudo haber tenido un papel importante en el establecimiento

de estas especies. Por esta razón, los archipiélagos volcánicos y sus

especies endémicas son vistas como prueba de especiación peripátrica

(Coyne y Orr, 2004) lo que hace de ellas un excelente modelo de estudio

para determinar la importancia del efecto fundador en la aparición de

sus especies endémicas.
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1.6. Archipiélago de Revillagigedo

El Archipiélago de Revillagigedo (Figura 1) está formado por

cuatro islas volcánicas y su territorio marino. El archipiélago se ubica

en el Océano Pacífico Oriental a 386 km al sur de la costa de Cabo

San Lucas, Baja California Sur, y a 720 km al oeste de la costa de

Manzanillo, Colima. El archipiélago inició su formación hace cerca 3.5

millones de años. Cada una de las islas tuvo un origen independiente a

lo largo de la Zona de Fractura Clarión y nunca han estado en contacto

con el continente (Brattstrom, 1990; Aguirre-Muñoz y cols., 2015). De

este a oeste y de la más joven a la más antigua, las islas que forman el

archipiélago son: San Benedicto (6 km2), Isla Socorro (132 km2), Roca

Partida (0.014 km2) e Isla Clarión (20 km2).

Figura 1: Ubicación geográfica del Archipiélago de Revillagigedo. En

el rectángulo rojo se observan las cuatro islas que forman el archipié-

lago y los puntos blancos muestran la ubicación del puerto de Man-

zanillo, Colima y Cabos San Lucas, Baja California Sur en México

continental.
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De las cerca de 4000 islas con las que cuenta México, el Archi-

piélago de Revillagigedo posee el mayor número de especies terrestre

endémicas (Aguirre-Muñoz y cols., 2015). Todas estas con una gran

afinidad al área de Sonora-Sinaloa en México continental (Brattstrom,

1990). El archipiélago es hogar de al menos 94 especies y subespecies

endémicas: 54 plantas, cuatro reptiles, 16 aves, dos hongos, un mo-

lusco, dos cnidarios, tres crustáceos, un insecto y 11 peces marinos.

De estas especies, 18 están protegidas por la Norma Oficial Mexicana

NOM-059-SEMARNAT-2010 y 33 están en la Lista Roja de la Unión

Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN). La coloni-

zación y evolución de la flora y fauna del Archipiélago de Revillagigedo

es el resultado de su historia geológica única, la cual se ha visto in-

fluenciada por la formación del Golfo de California, la emergencia de

istmo del Panamá y el ascenso de volcanes que formaron el archipiélago

(Aguirre-Muñoz y cols., 2015).

San Benedicto es la más joven de las islas y su fauna consiste

solo en aves marinas. En 1952, con el nacimiento del volcán Bárcena, la

isla perdió su vegetación y su fauna nativa entre la que se encontraba

una especie endémica de chivirín saltarroca (Salpinctes obsoletus ssp.

exsul ; Richards, 1959; Brattstrom, 1990) que se considera extinta desde

entonces. Con el pasar de los años la flora se ha ido recuperando y ya

en 1994 se registraron 12 especies, nueve de las cuales son endémicas

del archipiélago y tres solo de San Benedicto (Aguirre-Muñoz y cols.,

2015).

Isla Socorro es la isla de mayor tamaño y la más diversa bioló-

gica y topográficamente. El relieve es predominantemente montañoso,

alcanzando los 1050 msnm en la cima del volcán Evermann. Su activi-
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dad volcánica más explosiva ocurrió entre hace 540 y 370 mil años y el

periodo eruptivo más reciente sucedió hace aproximadamente 180 mil

años. Isla Socorro cuenta con 118 especies de plantas nativas, de las

cuales el 32% son endémicas (CONANP, 2004). Además, se tiene re-

gistro de 10 taxones endémicos de aves terrestres: pedrete corona clara

(Nyctanassa violacea gravirostris), aguililla cola roja (Buteo jamaicen-

sis socorroensis), tórtola coquita (Columbina passerina socorroensis),

periquito de Socorro (Psittacara brevipes), saltapared de Isla Socorro

(Troglodytes sissonii), zentzontle de Isla Socorro (Mimus graysoni),

parula tropical (Setophaga pitiayumi graysoni) y toquí pinto de Isla

Socorro (Pipilo maculatus socorroensis). La paloma de Socorro (Ze-

naida graysoni) y el tecolote enano (Micrathene whitneyi graysoni) se

consideran extintas en su medio silvestre (Rodriguez-Estrella y cols.,

1996; Naturalista, 2019). Solo se conoce una especie de reptil endémica

a esta isla (Urosaurus auriculatus).

Roca Partida, la más pequeña de las islas, no tiene flora y la

fauna consiste solo en aves marinas. Es la cima de un estratovolcán

submarino con origen en el pleistoceno tardío. Es más joven que Isla

Clarión pero más antigua que San Benedicto e Isla Socorro (Brattstrom,

1990; Aguirre-Muñoz y cols., 2015).

Isla Clarión es la isla más antigua y la más aislada. Se formó con

material de erupciones volcánicas del Mioceno al Eoceno y alcanza una

elevación máxima de 335 msnm. Su vegetación es de tipo xerófila, con

arbustos que no sobrepasan los cuatro metros de altura, plantas anuales

y abundantes cactáceas en la zona sur de la isla. La herpetofauna de

esta isla está constituida por tres especies endémicas: la lagartija de

árbol de Isla Clarión (Urosaurus clarionensis), culebra chirriadora de
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Isla Clarión (Masticophis anthonyi) y la recientemente redescubierta

serpiente nocturna (Hypsiglena unaocularus ; Mulcahy y cols., 2014).

También se tiene registro de tres aves terrestres endémicas a la isla:

el tecolote llanero (Athene conicularia rostrata), el cuervo común de

Isla Clarión (Corvus corax clarionensis) y la paloma huilota (Zenaida

macroura clarionensis ; Aguirre-Muñoz y cols., 2015).

El Archipiélago de Revillagigedo ofrece grandes oportunidades

para el desarrollo de investigación básica sobre biodiversidad, biogeo-

grafía y evolución (CONANP, 2004). Dadas sus características insu-

lares, su origen geológico y su nivel de aislamiento, sus comunidades

representan un gran modelo para el estudio de procesos de colonización,

dispersión, adaptación y especiación. Específicamente, el archipiélago

nos brinda la oportunidad de estudiar del papel que ha jugado el efecto

fundador en el establecimiento y la diferenciación de las lagartijas U.

clarionensis y de U. auriculatus , especies endémicas de Isla Clarión e

Isla Socorro, respectivamente.

1.7. Lagartijas del género Urosaurus

Las lagartijas arbóreas del género Urosaurus son un clado peque-

ño formado por nueve especies, perteneciente a la familia Phrynosoma-

tidae (Wiens, 1993). Debido a las marcadas diferencias fenotípicas y de

comportamiento entre sus especies, el género ha servido como modelo

para explorar preguntas ecológicas y evolutivas (Feldman y cols., 2011).

Estas lagartijas son pequeñas, diurnas y como su nombre lo indica pa-

san la mayor parte de tiempo en árboles o rocas (Wiens, 1993). Siete de

estas especies tienen una distribución continental, desde el suroeste de
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los Estados Unidos hasta el Istmo de Tehuantepec en Oaxaca: cachora

de árbol cola negra (U. nigricaudis), lagarto de escamas pequeñas (U.

microscutatus), lagartija de árbol de Baja California (U. lahtelai), la-

gartija de árbol del Noroeste (U. graciosus), lagartija de árbol norteña

(U. ornatus), lagartija de árbol de Michoacán (U. gadovi) y la lagarti-

ja de árbol del Pacífico (U. bicarinatus). Las dos especies restantes, U.

clarionensis y U. auriculatus , son endémicas al Archipiélago Revilla-

gigedo y se distribuyen en Isla Cara Socorro, respectivamente (Wiens,

1993; Feldman y cols., 2011). Ya que estas islas jamás estuvieron en

contacto con el continente, se ha propuesto que la colonización de las

islas se dio por unos pocos individuos fundadores arrastrados en balsas

de material vegetal desde el continente (Brattstrom, 1955).

A la fecha existen tres trabajos que exploran la relación entre

las especies de género Urosaurus . Con base en características morfo-

lógicas y patrones de escamación, Mittleman (1942) identificó ocho de

las nueve especies de Urosaurus que hoy conocemos, aunque clasificó a

U. graciosus como subespecie de U. ornatus (U. ornatus graciosus) y

omitió a U. lahtelai , especie que fue descrita hasta 1977 (Rau y Loomis,

1977). Mittleman reconoció tres grandes grupos dentro del género: el

grupo ornatus formado por U. ornatus , U. graciosus y U. clarionensis ;

el grupo nigricaudis donde incluyó a U. nigricaudis , U. microscutatus y

U. gadovi ; y finalmente el complejo de especies bicarinatus que contiene

a U. bicarinatus y U. auriculatus . Señaló que U. clarionensis , endémico

de Isla Clarión, muestra una mayor similitud a U. ornatus en el con-

tinente que a su vecino U. auriculatus en Isla Socorro, el cual agrupó

con U. bicarinatus que se distribuye más al sur por la costa del Pacífico

debido a sus similitudes. Propuso que la colonización del Archipiélago
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de Revillagigedo se dio por dos eventos de colonización independientes

desde la costa del Pacífico en México (Mittleman, 1942).

Por su parte, Wiens (1993), utilizando la frecuencia de 33 ca-

racterísticas morfológicas agrupó a U. clarionensis y a U. auriculatus

como especies hermanas, en base a tres sinapomorfías: la proyección

de los tubérculos esfeno-occipitales, la coloración dorsal azul y verde

brillante, y la ausencia del parche azul en el vientre. Además, identificó

a U. ornatus como la especie más cercana a este clado.

Utilizando datos moleculares, Feldman y cols. (2011) realizaron

un análisis filogenético con dos metodologías distintas, máxima parsi-

monia e inferencia Bayesiana, para esclarecer las relaciones evolutivas

del género. De forma adicional, realizaron una búsqueda coalescente

del árbol de especies utilizando también una aproximación Bayesiana.

Para esto utilizaron de manera separada la secuencia concatenada de

tres marcadores nucleares y tres mitocondriales, y la combinación de

ambas. Su muestra consistió en veinte especímenes: 13 individuos re-

presentantes de las nueve especies del género Urosaurus , dos individuos

de dos especies distintas del género Uta, tres especímenes de dos es-

pecies del género Petrosaurus , un representante del género Sceloporus

y uno del género Phrynosoma, todos pertenecientes a la familia Phry-

nosomatidae. Su muestreo se centró principalmente en la península de

Baja California y sur de los Estados Unidos, a excepción de los indi-

viduos representantes de las Islas Revillagigedo (U. auriculatus y U.

clarionensis) y las especies endémicas al sur de México U. bicarinatus

y U. gadovi . Al igual que Wiens (1993) encontraron que U. auricula-

tus y U. clarionensis , endémicas al archipiélago del Revillagigedo, eran

especies hermanas y a U. ornatus como la especie más cercana a este
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clado. Además, proponen que el escenario biogeográfico más probable

para el establecimiento de las especies endémicas al Archipiélago de Re-

villagigedo es un evento de colonización desde la costa del pacífico en

México continental seguido de otro evento de colonización entre islas.

Esta idea siguiere que una de las especies del archipiélago ha paso por

dos cuellos de botella consecutivos lo cual pudo haber tenido severas

consecuencias en su diversidad genética.

Los avances en las técnicas de secuenciación han transformado

el estudio ecológico y evolutivo de organismos no modelo, especialmen-

te aquellas que permiten secuenciar una representación reducida del

genoma, particularmente RADseq (restriction site-associated DNA se-

quencing , por sus siglas en ingles). Esta técnica ha sido especialmente

útil midiendo el nivel de divergencia entre especies cercanamente re-

lacionadas y modelando su historia demográfica (Cooper y Uy, 2017;

Gottscho y cols., 2017; Charles y cols., 2018). Tomando ventaja de estas

nuevas tecnologías queremos observar las consecuencias de los eventos

fundadores en el nivel de diferenciación y diversidad genética de U.

auriculatus y U. clarionensis , especies endémicas del Archipiélago de

Revillagigedo, con respecto a su especie continental más cercana U. or-

natus . Adicionalmente, pretendemos inferir el probable lugar de origen

en el continente de los individuos fundadores y el tiempo y orden de

los eventos de colonización en las islas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Estimar el tiempo y orden de colonización de Isla Socorro e Isla

Clarión por las lagartijas del género Urosaurus y determinar la impor-

tancia del efecto fundador en su nivel de diversidad genética y diferen-

ciación respecto a U. ornatus , su especie más cercana en el continente.

2.2. Objetivos específicos

1) Caracterizar la variación genética de U. auriculatus , U. clarionensis

y U. ornatus utilizando datos generados por ddRADseq.

2) Probar modelos demográficos para discriminar entre el efecto fun-

dador y la diversidad genética a largo plazo como el principal determi-

nante del nivel de diversidad genética neutral de U. auriculatus y U.

clarionensis .

3) Inferir el orden de colonización de Isla Clarión e Isla Socorro por el

género Urosaurus .

3. Materiales y Métodos

3.1. Muestreo

Se capturaron de 3 a 5 lagartijas de U. ornatus en siete loca-

lidades distribuidas entre Topolobampo, Sinaloa y Carbó, Sonora, en
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el mes de noviembre de 2017. Para la colecta de U. clarionensis y U.

auriculatus se realizó un viaje de 10 días al Archipiélago de Revillagi-

gedo en octubre de 2018. En Isla Socorro se capturaron 7 ejemplares

de U. auriculatus y en Isla Clarión 10 de U. clarionensis (Figura S1;

Cuadro S1). Todos los ejemplares de U. ornatus fueron sacrificados y

fijados. El hígado, baso e intestino fueron removidos y se almacenaron

y transportaron en RNAlater para la posterior extracción de ADN en el

laboratorio. Este mismo procedimiento se realizó solo a tres individuos

de U. auriculatus y tres de U. clarionesis , como estaba especificado

en el permiso de colecta. Al resto de los ejemplares insulares, se les

amputó una porción de cola para obtener tejido para la extracción de

ADN y fueron liberados. Los ejemplares fijados fueron etiquetados y

se encuentra en la colección del Laboratorio de Genómica y Biodiver-

sidad de Vertebrados en el Laboratorio Nacional de Genómica para la

Biodiversidad (LANGEBIO).

3.2. Preparación de librerías ddRAD y secuenciación

La extracción y la purificación de ADN se realizó en el Labo-

ratorio de Genómica y Biodiversidad de Vertebrados en LANGEBIO.

Para la extracción de ADN se utilizaron 100 mg de tejido por muestra

y el procedimiento consistió en: 1) colocar 100 mg de tejido en un tubo

Eppendorf de 1.5 mL, adicionar 410 µL de buffer de extracción (4.1 µL

Tris-Base-HCl 10 mM, 8.2 µL NaCl 100 mM, 8.2 µL EDTA 10 mM y

389.5 µL de agua mili-Q), 80 µL de SDS al 10%, 15 µL de Proteinasa

K (Promega) e incubar a 55 oC por 16 horas con agitación continua. 2)

Centrifugar las muestras a 14 000 rpm durante 5 minutos y transferir el
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sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf. 3) Agregar 180 µL de NaCl

5 M a cada tubo, mezclar en vortex por 20 segundos. Centrifugar a 14

000 rpm por 20 minutos y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo

Eppendorf. 4) Adicionar 500 µL de isopropanol absoluto frío, mezclar y

dejar reposar a -20 oC toda la noche. 5) Centrifugar a 14 000 rpm por

10 minutos y eliminar el sobrenadante por decantación. 6) Agregar 500

µL de alcohol etílico al 80% sin mezclar, deja enfriar a -20 oC por 30

minutos. Centrifuga una vez más a 14 000 rpm por 10 minutos y retirar

el sobrenadante con mucho cuidado para evitar el desprendimiento de

la pastilla de ADN. 7) Secar las muestras por 20 minutos a 45 oC hasta

eliminar trazas (olor) de alcohol y resuspender en 50 µL de TE . Todas

las extracciones fueron almacenadas a -20 oC para su uso posterior.

Para identificar polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), se

utilizó la técnica double digest Restriction Associated DNA sequencing

(ddRADseq por sus siglas en inglés; Peterson y cols., 2012) que permite

la secuenciación de una porción reducida del genoma. Es una técnica

menos costosa y rápida, que requiere poco material genético (100 ng de

ADN) y no necesita de un genoma de referencia para su análisis. Esto

la ha convertido en una técnica muy popular para trabajar con grupos

de reciente especiación que no cuentan con un genoma de referencia

(Peterson y cols., 2012; Leache y cols., 2015). La técnica consiste en

la digestión enzimática del ADN utilizando dos enzimas de restricción

y posterior selección y secuenciación de fragmentos de cierto rango de

longitud (Leache y cols., 2015). El número de fragmentos (RAD loci)

potencialmente útiles para el análisis dependerá del número de sitios

de restricción conservados en el genoma. Se espera que el número de

sitios compartidos entre especies disminuya al aumentar el tiempo de
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divergencia de las especies de estudio (Cariou y cols., 2013). Aunque

aún no es una técnica ampliamente utilizada en análisis demográficos, la

posibilidad de generar miles de loci, cada uno con una historia evolutiva

independiente, la convierte en una opción prometedora (Shafer y cols.,

2017).

La preparación de las librerías se realizó en el Laboratorio de

Genética Evolutiva del Museo de Vertebrados de la Universidad de

California, Berkeley siguiendo el protocolo de Peterson y cols. (2012)

modificado por C. Wang y L. Smith (comunic. pers., 2018). Las con-

centraciones de ADN utilizadas para la construcción de las librerías

fueron medidas utilizando un Qubit 2.0 Fluorometer (Life Technolo-

gies, Grand Island, NY) y la integridad del mismo fue inspeccionada

utilizando geles de agarosa al 2%. La construcción de las librerías cons-

tó de tres pasos principales: 1) La doble digestión del ADN, 2) ligación

de adaptadores y 3) el enriquecimiento por PCR de cada una de las

librerías.

Se realizó la doble digestión enzimática de 500 ng de ADN por

muestra en una sola reacción, utilizando 10 unidades por enzima du-

rante 4 horas a 37 oC (Leache y cols., 2015) en un volumen de reacción

de 45 µL. Se utilizó la enzima Sbf I (la cual es una de las más usadas

en los estudios de RAD-seq, debido a que reconoce un sito de 8 pb rico

en CG los cuales son raros en el genoma y maximiza la cobertura de

cada loci; Cariou y cols., 2013) y la enzima de corte común Mspl. Los

productos de digestión fueron purificados utilizando perlas magnéticas

(Sera-Mag) utilizando dos volúmenes de perlas por volumen de muestra

(2X).

Para minimizar la variación de la cobertura de secuenciación,
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los productos de digestión fueron normalizados a una concentración de

entre 150 y 300 ng. Muestras de igual concentración fueron asignadas

juntas a librerías de tres a cinco individuos. A cada individuo dentro de

la librería se le asignó un adaptador P1 único. La ligación de adaptado-

res se realizó utilizando el termociclador bajo las siguientes condiciones:

37 oC por 30 min, 65 oC por 10 min, seguido de un descenso de la tem-

peratura de 3 oC cada minuto hasta alcanzar una temperatura de 20
oC. Cada reacción consistió en: 150–300 ng de ADN, 2 µL de adapta-

dor P1 (10 mM), 2 µL de adaptador P2 (10 mM), 0.5 µL de T4 ligase

(1,000 U/µL), 4 µL de 10X T4 buffer de ligación y agua doble destilada

hasta alcanzar un volumen de 40 µL. Una vez ligados los adaptadores,

los individuos pertenecientes a la misma librería fueron agrupados y

limpiados de adaptadores no ligados con perlas magnéticas utilizando

un volumen de 1.5X de perlas por volumen de muestra.

A cada librería le fue asignado un primer Illumina P5 y P7 único

y se le realizaron 15 ciclos de enriquecimiento. Cada reacción consistió

en: 2 µL de producto de ligación, 0.2 µL de dNTPs (25 mM), 5 µL

de 5X Phusion HF buffer (NEB), 0.2 µL de Phusion Taq polimeraza

(2U/µL; NEB), 2 µL del adaptador P5 (10mM), 2 µL de adaptador

P7 (10 mM) y agua doble destilada hasta alcanzar un volumen de 25

µL. Las condiciones de reacción fueron 98 oC por 30 s seguido de 15

ciclos a 98 oC por 30 s, 60 oC por 30 s y 72 oC por un minuto, y

finalizando con cinco minutos a 72 oC. Las librerías fueron verificadas

de forma visual utilizando un gel de agarosa al 2%. A cada librería se

le realizaron dos limpiezas consecutivas con perlas (1.2X de perlas por

volumen de reacción) para remover primers no ligados y fragmentos

menores a 150pb. El arreglo final de las librerías y la secuencia de los
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adaptadores e índices de Illumina utilizados se pueden encontrar en el

material suplementario (Cuadro S2 y S3).

Las librerías fueron analizadas por medio de qPCR para deter-

minar la concentración final de cada una de ellas y armar un solo pool

final donde todas estuvieran igualmente representadas. Se selecciona-

ron fragmentos de entre 480 y 560 pb en la librería final con el Pippin

Prep (Sage Science, Beverly, MA). La secuenciación se realizó en la

plataforma Illumina Hiseq 4000 generando lecturas asociadas a uno

de los extremos con una longitud de 150 pb, en el centro QB3 en la

Universidad de California, Berkeley.

3.3. Análisis bioinfomáticos de los datos de secuenciación

Los procedimientos de laboratorio, la secuenciación paralela y

las propiedades específicas del genoma de cada especie contribuyen a

generar error, lo que produce variación en 1) el número de lecturas por

individuo, 2) el número de loci recuperados en cada individuo, 3) el

número de lecturas por locus y 4) el número de lecturas en los alelos

derivados en loci polimórficos (Mastretta-Yanes y cols., 2015). Por ello,

la correcta limpieza y procesamiento de los datos es un paso esencial

en el desarrollo de cualquier proyecto.

Mientras que los estadísticos de resumen (π, heterocigosidad y

FST ) muestran poca sensibilidad al programa bioinformático utilizado

para el procesamiento de datos ddRAD, el espectro de las frecuencias

alélicas (AFS, por sus siglas en ingles) y las reconstrucciones demo-

gráficas presentan una alta sensibilidad a estos (Shafer y cols., 2017).

Entre los distintos programas existentes para el procesamiento de datos
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ddRAD (J. Catchen y cols., 2013; Eaton, 2014), los datos generados a

partir de programas que utilizan un genoma de referencia generan re-

sultados consistentes cuando son utilizados en inferencias demográficas.

En contraste, cuando los modelo son alimentados por datos generados

por programas que realizan un ensamblaje de novo, los resultados mues-

tran una gran variación. Debido a la falta de un genoma de referencia, el

procesamiento de nuestros datos de secuenciación se realizó utilizando

STACKS 2.3e (J. Catchen y cols., 2013), ya que los parámetros cal-

culados a partir del AFS generado por STACKS son más consistentes

y similares a los calculados por programas que utilizan un genoma de

referencia (Shafer y cols., 2017).

La calidad de las lecturas ddRADseq fue inspeccionada en

FastQC 0.11.8 (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/project

s/fastqc/). Para tener una idea general del error de secuenciación y el

número de secuencias repetidas se generó la distribución de la abundan-

cia de kmers para los datos crudos utilizando el paquete kmer_filter de

STACKS. Cada lectura fue kmerizada utilizando un tamaño de kmer

de 15 pb y se calculó la frecuencia de cada kmer de manera individual.

Las lecturas con kmers de baja y alta frecuencia (dos desviaciones es-

tándar a cada lado de la distribución) fueron cortadas, o removidas en

caso de contar con más de 80% de estos kmers para remover errores

de secuenciación y posibles parálogos. Con el módulo process_radtags

de STACKS, se cortaron las lecturas a una longitud 100 pb y se re-

movieron aquellas de baja calidad o con bases no llamadas (utilizando

las banderas -q y -c, respectivamente). Las lecturas de baja calidad se

identificaron utilizando una ventana del 15% de la longitud de la lec-

tura a la cual se le calculó la calidad media. Si la calidad de la ventana
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fue menor a 10 phred la lectura se descartó.

Para la construcción de loci de novo se utilizó el módulo deno-

vo_map.pl de STACKS. Los principales parámetros de STACKS son:

“m” que determina el número mínimo de lecturas idénticas que se re-

quieren para generar alelos putativos, “M” el número de pares de bases

distintas que separan a los alelos de un mismo locus en cada individuo y

“n” el número de diferencias entre loci ortólogos de distintos individuos.

El valor seleccionado para cada parámetro (m3, M2, n2) se determinó a

través de un proceso de optimización siguiendo la metodología de Paris

y cols. (2017). La optimización consistió en fijar los parámetros m, M y

n a un valor cercano a los utilizados por defecto (m3, M2 y n0) y reali-

zar múltiples corridas del paquete denovo_map.pl variando el valor de

solo uno de los parámetros. El propósito de este procedimiento es elegir

para cada uno de los parámetros aquel valor que maximiza el número

de loci y el número de SNP recuperados. Para los parámetros m y M se

probaron valores del 1 al 7 en incrementos de uno (m1–m7 y M1–M7).

Antes de seleccionar un valor para “n” se seleccionó un valor de datos

faltantes del 30%. Este valor se determinó examinando distintos valo-

res, lo cuales fueron de 0 a 50% en incrementos de 10% (Portik y cols.,

2017). Para n se probaron los valores n = M - 1, n = M y n = M + 1,

con valor fijo de 30% de datos faltantes. Los tres individuos de menor

cobertura fueron retirados del análisis, lo que permitió recuperar un

mayor número de SNP. Todos los análisis se realizaron utilizando solo

SNP bialélicos con una frecuencia mayor a 0.05 (Cooper y Uy, 2017;

Charles y cols., 2018) ya que STACKS solo permite la correcta identi-

ficación de sitios con frecuencias de altas a moderadas (J. M. Catchen

y cols., 2011).
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El paquete populations de STACKS se utilizó para generar tres

sets de datos. 1) El primero se utilizó para detectar estructura pobla-

cional con ayuda del programa STRUCTURE entre y al interior de

cada especie. Para ello se seleccionó de forma aleatoria un solo SNP de

aquellos loci presentes en al menos el 70% de los individuos de cada

especie. 2) El segundo set de datos se utilizó para calcular los estadísti-

cos de resumen, diversidad nucleotídica (π), heterocigosidad esperada

(He) y heterocigosidad observada (Ho), y para determinar el nivel de

diferenciación entre poblaciones, utilizando el estadístico FST . Para es-

to se incluyeron todos los SNP de aquellos loci presentes en al menos

el 70% de los individuos de cada población descubierta en el análisis

de STRUCTURE. 3) El último set de datos se utilizó para inferir la

relación filogenética entre las poblaciones y realizar el modelado demo-

gráfico. Se seleccionó de forma aleatoria un SNP por locus de aquellos

loci presentes en al menos el 70% de los individuos de cada población.

3.4. Estructura poblacional

Para determinar el número de poblaciones se utilizó un enfo-

que paramétrico sin hipótesis previa de asignación de individuos en

STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard y cols., 2000; Falush y cols., 2003)

utilizando 1905 SNP. STRUCTURE utiliza un enfoque de agrupamien-

to Bayesiano aplicando una estimación por cadena de Markov Monte

Carlo (MCMC). El proceso comienza asignado los individuos de forma

aleatoria a un número predeterminado de grupos (representado por el

parámetro k) y estimando las frecuencias alélicas para cada uno de ellos.

Una vez hecho esto se determina la desviación de las frecuencias geno-
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típicas de aquellas esperadas bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg. Los

individuos son reasignados y el proceso se repite. STRUCTURE busca

la agrupación que minimice la desviación de las frecuencias genotípicas

de aquellas esperadas bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg. A la vez

STRUCTURE estima la probabilidad de cada individuo de pertenecer

a cada uno de los grupos (Pritchard y cols., 2000; Porras-Hurtado y

cols., 2013). Lambda, un parámetro que cuantifica el nivel de indepen-

dencia entre marcadores con base en la distribución de su frecuencia, se

calculó estimando la verosimilitud de una población (k=1) y permitien-

do que el parámetro convergiera. Utilizando el modelo de admixture y

un valor de lambda fijo (valor estimado) se realizaron cinco corridas in-

dependientes por cada valor de k, desde uno hasta un máximo de siete

poblaciones (k=1–7), con un burn-in de 10,000 pasos seguido de 100,000

repeticiones de MCMC (Manthey y cols., 2016). El valor optimó de k

se seleccionó utilizando la metodología propuesta por Evanno (2005) y

se visualizó utilizando CLUMPP (Jakobsson y Rosenberg, 2007).

3.5. Diversidad nucleotídica y diferenciación poblacional

La diversidad nucleotídica (π), la heterocigosidad esperada (He)

y la heterocigosidad observada (Ho) se calcularon utilizando sitios va-

riables y no variables. Para determinar si un parentesco cercano entre

muestras pudiera estar afectando nuestras estimaciones de He y Ho,

estos parámetros también se calcularon tomando solo un individuo por

localidad para cada una de las poblaciones. Para el índice de diferen-

ciación poblacional FST se utilizaron solo los sitios variables por par

de poblaciones (los sitios variables pueden variar para cada par de po-
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blaciones). Los estadísticos de resumen y FST fueron calculados con el

paquete populations de STACKS. FST mide la diferencia entre la diver-

sidad genética de toda la población y la diversidad genética promedio

de las subpoblaciones. Cuando existen dos o más subpoblaciones, la

deriva y la selección pueden llevar a la divergencia de las frecuencias

alélicas entre poblaciones y finalmente a la fijación de distintos alelos.

Esto reduce de forma significativa la diversidad genética al interior de

cada subpoblación, pero no la diversidad genética total de la población.

A mayor divergencia entre poblaciones mayor será el valor estimado de

FST . Un valor de FST cercano a 0, indica que existe poca variación en

las frecuencias alélicas entre poblaciones; mientras que un valor de 1

indica que cada una de las poblaciones ha fijado un alelo distinto por lo

que la diversidad genética se encuentra distribuida entre las poblaciones

y no al interior de estas (Holsinger y Weir, 2009).

3.6. Relaciones filogenéticas

Para inferir la relación evolutiva entre poblaciones se utilizó un

método bayesiano utilizando el paquete SNAPP v1.3 (Bryant y cols.,

2012) de BEAST2 v2.4 (R. Bouckaert y cols., 2014). SNAPP (SNP and

AFLP Phylogenies) es un método basado en coalescencia que permite

inferir el mejor el árbol de especies sin la necesidad de tener que esti-

mar un árbol individual para cada uno de los marcadores. El programa

asume marcadores bialélicos que no se encuentran bajo desequilibrio de

ligamiento y que el modelo de mutación en la raíz del árbol es el mismo

a lo largo de las ramas. Para reducir el tiempo de corrida se utilizó una

submuestra de tres individuos por población (utilizando aquellos de
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mayor cobertura) para un total de 12 individuos y 955 SNP. La tasa de

mutación y substitución se estimó directamente de los datos. Utilizando

los parámetros de defecto (Yule prior para la reconstrucción del árbol y

la estimación del largo de las ramas; distribución gamma para estimar

el valor de theta ancestral) se realizaron dos corridas independientes con

una cadena de Markov por un millón de generaciones y un burn-in de

100,000 pasos, muestreando cada 1000 generaciones. La convergencia de

las cadenas se analizó utilizando el programa TRACER 1.6 (Rambaut

y cols., 2014). El árbol consenso fue generado utilizando TREEAN-

NOTATOR (Rambaut y Drummond, 2012) y la distribución posterior

de los árboles se visualizó utilizando DENSITREE (R. R. Bouckaert,

2010).

3.7. Inferencia demográfica

Para discriminar entre el efecto fundador y la diversidad genética

a largo plazo como el principal determinante del nivel de diversidad ge-

nética neutral de U. auriculatus y U. clarionensis se probaron hipótesis

demográficas de evento fundador y vicarianza utilizando el programa

DaDi (Diffusion Aproximations for Demographic Inference; R. N. Gu-

tenkunst y cols., 2009). DaDi simula el espectro de frecuencias alélicas

(AFS) dado un modelo demográfico y lo compara con el AFS obte-

nido de los datos reales. A mayor similitud entre los AFS, mayor la

verosimilitud del modelo.

El AFS consiste en el conteo del número de SNP bialélicos a una

frecuencia dada en una población. Esta distribución de las frecuencias

alélicas es en gran medida determinada por su historia demográfica
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(R. Gutenkunst y cols., 2010). Debido a que no contamos con informa-

ción que nos permita distinguir entre el alelo ancestral y el derivado,

se utilizó un AFS doblado. En el espectro de las frecuencias alélicas

doblado, el alelo derivado y el ancestral quedan registrados en una mis-

ma categoría que solo considera la distribución de los alelos “raros”.

También se redujo el número de categorías de frecuencia por población

para reducir la cantidad de datos faltantes y maximizar el número de

sitios segregantes, lo que resultó en: 8 (Socorro), 14 (Clarión), 20 (U.

ornatus Sur) y 24 (U. ornatus Norte) categorías.

Con base en las relaciones filogenéticas detectadas en el análisis

de SNAPP, se propusieron hipótesis demográficas de dos poblaciones.

Exploramos la historia demográfica conjunta del clado formado por U

auriculatus y U. ornatus Sur. Y para U. clarionensis se investigó su

historia demográfica respecto a U. ornatus Sur y a U. ornatus Nor-

te por separado. Se probaron los modelos demográficos de vicarianza

y evento fundador, escritos por Charles y cols. (Figura S2; 2018). El

modelo de vicarianza asume que la población insular empieza con una

fracción del tamaño poblacional ancestral y que ha mantenido un ta-

maño constante desde el tiempo de la divergencia hasta el presente.

El modelo de evento fundador asume un evento fundador seguido de

un crecimiento exponencial desde el tiempo de la colonización hasta el

presente. Ambos modelos se probaron con y sin eventos de migración.

Para cada modelo se calcularon los parámetros con mayor verosi-

militud utilizando el método de Nelder–Mead (optimize_log_fmin). El

primer ciclo de optimización consistió en 20 réplicas donde los valores

iniciales fueron determinados al azar, para posteriormente ser pertur-

bados y optimizado de forma aleatoria con incrementos o decrementos
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de tres veces el valor inicial repitiendo esto en cinco ocasiones para ca-

da parámetro. Para cada set de parámetros se genera un AFS de dos

dimensiones y se calcula su verosimilitud. Los parámetros de la réplica

con la mejor verosimilitud son utilizados como valores iniciales en el

segundo ciclo de optimización el cual fue de 50 réplicas e incrementos

de dos veces el valor inicial. Los parámetros de la mejor réplica son uti-

lizados para realizar el tercer y último ciclo de optimización donde ser

realizan 100 réplicas con incremento de los valores iniciales de un orden

de magnitud. Se realizaron 10 réplicas independientes por modelo para

determinar su convergencia.

Para determinar el mejor modelo, se calculó la media del Criterio

de Información de Akaike (AIC, por sus siglas en inglés) de las 10

réplicas de cada modelo. El AIC toma en consideración el número de

parámetros de cada modelo y su verosimilitud. El mejor modelo fue

aquel con la media más baja en el AIC. Para los mejores modelos se

tradujeron los parámetros inferidos a unidades biológicas utilizando la

relación θ = 4NeµL y T = 2Neg. L se calculó como el producto de la

longitud media, el número total de loci utilizados para generar el AFS y

la fracción de los SNP utilizados en la simulación (Cooper y Uy, 2017).

Para inferir el tiempo de colonización de las islas se utilizó una tasa de

substitución de 7.57 x 10−9 substitución por sitio por año (Gottscho y

cols., 2017) y un tiempo generacional (g) de un año (Dunham, 1982).
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4. Resultados

4.1. Secuenciación y llamado de SNP

Se generaron un total de ∼265 millones de lecturas de las cuales

solo aproximadamente ∼180 millones pasaron el filtrado por kmer. Una

vez filtradas las lecturas de baja calidad y aquellas con códigos de barra

ambiguos, se obtuvieron en promedio ∼600 mil lecturas por individuo,

con una cobertura de 30 a 198X. Una vez hecho el filtrado para datos

faltantes (solo se permitió 30% de datos faltantes) y una frecuencia

mínima de 0.05 se recuperaron 4,598 loci ddRADseq consenso y 6,099

SNP.

4.2. Estructura y diferenciación poblacional

Con base en los patrones de agrupamiento de 1905 SNP en

STRUCTURE (Figura 2), el estadístico 4k (Evanno y cols., 2005)

encontró al modelo de tres poblaciones (k=3) como el óptimo. Bajo el

supuesto de tres poblaciones (k=3) U. clarionensis de Isla Clarión for-

ma su propio grupo mientras que U. ornatus de distribución continen-

tal forma dos grupos bien diferenciados a los cuales nos referimos como

Urosaurus ornatus Norte y Urosaurus ornatus Sur. El grupo Urosaurus

ornatus Norte incluye a las localidades Playa Piedras Pintas, Hermosi-

llo y Carbó en Sonora (las tres localidades más al norte) y el grupo U.

ornatus Sur agrupa a las localidades de Cerro Prieto y Pueblo Mayo

en Sonora, Topolobampo en Sinaloa e inesperadamente U. auriculatus

de Isla Socorro que también se incluye dentro de este grupo. Bajo un

modelo de cuatro poblaciones (k=4) cada una de las especies insulares
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forma su propio grupo, mientras que U. ornatus se mantiene como dos

poblaciones distintas. De acuerdo a la variación en las frecuencias alé-

licas entre poblaciones (Figura 3), la cual se calculó utilizando 6,099

SNP, el valor medio de FST fue mayor entre las poblaciones insulares

(U.au-U.cl = 0.58) que entre las poblaciones continentales (U.oS-U.oN

= 0.18). Además, ambas especies insulares, U. clarionensis y U. au-

riculatus , muestran mayor similitud a la población sur de U. ornatus

(U.oS-U.au= 0.20, U.oS-U.cl=0.27) que a la población norte (U.oN-

U.au= 0.30, U.oN-U.cl= 0. 37).

La diversidad nucleotídica (π) estimada (Figura 4) para Urosau-

rus ornatus Norte y Urosaurus ornatus Sur fue muy similar (U.oN=

0.0057 y U.oS= 0.0055) aunque ligeramente mayor en la población nor-

te. Como se esperaba, la reducción de π en las especies insulares respec-

to a las poblaciones continentales es muy marcada. Urosaurus auricula-

tus tiene una disminución de cerca al 65% de su diversidad nucleotídica

(π = 0.0019) y U. clarionensis tiene una pérdida cercana al 80% (π =

0.0011). La disminución de la heterocigosidad observada respecto a la

esperada (Figura 5) fue de casi el 50% en las poblaciones continenta-

les (U.oS He= 0.0052, Ho=0.0022 y U.oN He=0.0054, Ho=0.0025). En

contraste, en U. clarionensis y U. auriculatus la diferencia es solo del

20% (U.cl He= 0.001, Ho=0.00084 y U.au He=0.0016, Ho=0.0012).
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Figura 4: Diversidad nucleotídica (π) estimada para cada una de las

poblaciones.

Figura 5: Heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada

(He) para cada una de las poblaciones. Colores sólidos representan

He y los más tenues con franjas representan Ho.
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4.3. Relación filogenética

El árbol consenso generado en el análisis de SNAPP (Figura 6),

para el cual se utilizaron 935 SNP, tiene un buen soporte y coloca a U.

clarionensis como el taxón hermano de todas las demás poblaciones.

Urosaurus ornatus Sur y U. auriculatus son taxones hermanos (prob.

posterior = 0.98) y U. ornatus Norte aparece como grupo hermano de

este clado (prob. posterior = 1.0).

Figura 6: Árbol consenso generado utilizando 935 SNP en el pro-

grama SNAPP. Sobre las ramas se puede observar la probabilidad

posterior para cada clado.
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4.4. Modelado demográfico

Contrario a lo esperado, para todos los pares de poblaciones el

modelo de vicarianza sin migración tuvo el mejor valor del AIC y fue

la mejor explicación para el nivel de diversidad genética neutral obser-

vado en U. auriculatus y U. clarionensis (Figura 7 y 8). La estimación

del tiempo de divergencia entre U. auriculatus y U. ornatus Sur fue de

∼110,000 años y la estimación para el tamaño efectivo poblacional fue

de ∼109,000 individuos para U. ornatus Sur y ∼23,000 para U. auricu-

latus (Mean AIC=491.5, SD=7.27; Figura x). Para U. clarionensis las

estimaciones del tiempo de divergencias y tamaños poblaciones fueron

muy similares respecto Urosaurus ornatus Norte y a U. ornatus Sur.

Se estimó un tiempo de divergencia entre U. clarionensis y U. ornatus

Norte de ∼130,000 años y un tamaño efectivo poblacional de ∼51,000

y ∼14,000 individuos, respectivamente (Cuadro S4).
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Figura 7: Criterio de información de Akaike para cada una de las

hipótesis demográficas probadas para U. clarionensis respeto a U.

ornatus Norte y Sur. El recuadro rojo muestra los mejores modelos.
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Figura 8: Criterio de información de Akaike para cada una de las

hipótesis demográficas probadas para U. auriculatus respecto a U.

ornaus Sur. El recuadro rojo muestra los mejores modelos.

5. Discusión

Actualmente U. clarionensis , endémica de Isla Clarión, y U.

auriculatus , endémica de Isla Socorro, son consideradas especies her-

manas, lo que sugiere que su establecimiento en el Archipiélago de

Revillagigedo está asociado a un evento de colonización desde el conti-

nente seguido de otro entre estas islas (Wiens, 1993; Feldman y cols.,

2011). Sin embargo, el pequeño tamaño de las islas y los cerca de 200

km que las separan, hacen de la colonización entre islas un evento po-

co probable (Feldman y cols., 2011). Nuestros resultados indican que
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U. clarionensis y U. auriculatus representan dos eventos de coloniza-

ción independientes en la que cada evento de colonización dio origen

a una nueva especie. Mittleman (1942) fue el primero en proponer es-

te escenario, al señalar que U. clarionensis muestra mayor similitud

a U. ornatus en el continente que con su vecino U. auriculatus de Is-

la Socorro, aunque equivocadamente coloca a U. bicarinatus como la

especie continental más cercana a U. auriculatus . La evidencia clásica

de una colonización independiente es que el par de especies en las islas

muestran mayor similitud con su especie más cercana en el continen-

te que entre ellas (Coyne y Orr, 2004). Además, nuestras estimaciones

del tiempo de divergencia de U. auriculatus y U. clarionensis sugie-

ren que estos eventos de colonización están asociados a la edad de las

islas, algo bastante común en archipiélagos volcánicos (Coyne y Orr,

2004). Urosaurus clarionensis en Isla Clarión, la más antigua de las

islas, representa el evento de colonización más antiguo y U. auriculatus

en Isla Socorro el más reciente. Estimaciones del tiempo de divergen-

cia de Zenaida graysoni (paloma de Socorro; 0.58-0.88 Ma) y Mimus

graysoni (zentzontle de Isla Socorro; 0.45 Ma) indican una rápida colo-

nización de Isla Socorro después de su formación (Barber y cols., 2004;

Lovette y cols., 2012; Evans III y cols., 2015). Esto se pudo ver facili-

tado por la gran capacidad de dispersión de estas especies. En cambio,

para los otros reptiles endémicos del archipiélago (Hypsiglena unaocu-

larus y Masticophis anthonyi) no se tienen estimaciones del tiempo de

colonización.

La similitud de U. auriculatus con U. ornatus Sur, sugiere una

reciente colonización de Isla Socorro desde la parte sur de la distribu-

ción de U. ornatus . Esto concuerda con trabajos previos que ubican a
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las poblaciones continentales más cercanas filogenéticamente a las ser-

pientes Hypsiglena unaocularus y Masticophis anthonyi , endémicas a

Isla Clarión, en la región de Álamos cerca de la frontera entre Sinaloa

y Sonora (Mulcahy y cols., 2014; Myers y cols., 2017). Álamos es una

región de gran importancia biológica, ya que es el lugar de transición

entre las ecorregiones Desiertos de Norte América y Selvas Cálido Secas,

con las cuales parecen corresponderse U. ornatus Norte y U. ornatus

Sur, y el sitio de desembocadura del Río Fuerte que fluye hacía el Golfo

de California desde la Sierra Madre Occidental. La similitud entre los

reptiles endémicos del Archipiélago de Revillagigedo y las poblaciones

en el área de Álamos, sugiere que el Río Fuerte pudo haber teniendo

un papel importante en la dispersión de estas especies hacia las islas,

al arrastrar balsas de material vegetal desde el continente hasta el mar.

A pesar de que U. auriculatus se agrupa en una sola población

con U. ornatus Sur, ambas poblaciones difieren dramáticamente en su

coloración. Lo mismo sucede con U. clarionensis respecto a U. ornatus .

Sin embargo, en reptiles y en aves se ha observado que una dramática

diferenciación fenotípica puede ser el resultado de la diferenciación de

unos pocos genes aún en presencia de flujo genético (King, 2003; Toews

y cols., 2016; Cooper y Uy, 2017). En U. ornatus la coloración es un

carácter altamente polimórfico entre los machos. La zona ventral pue-

de presentar una coloración azul o amarillo-naranja, mientras que en

la garganta se conocen al menos nueve combinaciones distintas de co-

lor. En cambio, U. auriculatus y U. clarionensis tienen un color dorsal

azul y verde-azul brillante, respectivamente, únicos en el género y no

presentan coloración en la garganta (Feldman y cols., 2011). Estas pe-

culiaridades agruparon a U. ariculatus y U. clarionensis como especies
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hermanas en la filogenia propuesta por Wiens (1993). No obstante, en

lagartijas, la coloración dorsal es una característica que se puede ver

afectada por la insularidad. Esto ha sido atribuido al menor número

de depredadores en islas, lo que podría estar disminuyendo las presio-

nes selectivas para un color críptico con el ambiente (Feldman y cols.,

2011; Runemark y cols., 2014). Esto podría explicar la coloración dor-

sal azul y verde-azul brillante de U. auriculatus y U. clarionensis en el

Archipiélago de Revillagigedo y la falta de este carácter en las especies

continentales del género. Además, las poblaciones continentales de U.

ornatus que son monomórficas para el color de la garganta siempre fi-

jan el color azul o verde-azul brillante (Smith y Zucker, 1997; Moore y

cols., 1998). La fijación de un color dorsal distinto en U. auriculatus y

U. clarionensis , puede ser una evidencia adicional e independiente de

dos eventos de colonización independientes. Ya que en el caso de una

colonización serial, si la primera población fundada desde el continente

hubiera fijado un color antes del segundo evento de colonización, enton-

ces en la segunda población un nuevo color solo habría podido aparecer

como consecuencia de una nueva mutación que convergiera a los feno-

tipos ya observados en el continente, lo que parece poco probable.

Además de la aparente correspondencia entre los sitios de mues-

treo de U. ornatus Sur y U. ornatus Norte con las ecorregiones Desier-

tos de Norte América y Selvas Cálido Secas, otra característica de los

sitios de muestreo de U. ornatus Sur es que se corresponden con sitios

donde U. ornatus vive en simpatría con U. bicarinatus . Se ha reporta-

do que cuando esto sucede, se da una separación ecológica entre estas

especies. Urosaurus ornatus habita zonas de vegetación densa y deba-

jo de objetos en la superficie, mientras U. bicarinatus habita árboles
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principalmente (Hardy y McDiarmid, 1969). La diferenciación entre U.

ornatus Norte y U. ornatus Sur podría deberse a las marcadas diferen-

cias en el hábitat, a la separación ecológica con U. bicarinatus o a una

combinación de ambas. Si U. ornatus Norte y U. ornatus Sur utilizan

un hábitat distinto, puede que estén sometidas a presiones selectivas

distintas. Por lo tanto, los híbridos de estas dos poblaciones tendrán

una adecuación menor a la de los individuos locales, lo que reduciría

el flujo genético y llevaría a la divergencia de las poblaciones. Ya que

nuestros resultados sugieren que la diferenciación de las poblaciones

de U. ornatus está asociada a la diferenciación de unos pocos loci, es

posible que solo una pequeña fracción del genoma se encuentre bajo

selección divergente y esté contribuyendo a disminuir el flujo genético

entre las poblaciones (Krohn y cols., 2019). Una marcada diferencia

en uso del hábitat entre las poblaciones de U. ornatus podría haber

tenido consecuencias en el largo de las patas traseras, el cual es un

carácter que está relacionado con el tamaño de la percha en las lagar-

tijas del género Anolis (Losos y Sinervo, 1989), por lo que la hipótesis

de un uso diferencial del hábitat podría ser puesta a prueba buscando

diferenciación morfológica entre las poblaciones.

Como se esperaba, observamos una dramática reducción de la di-

versidad nucleotídica (π) y de la heterocigosidad esperada (He), ambas

medidas de la diversidad genética, en U. clarionensis y U. auriculatus ,

respecto a U. ornatus en el continente. La reducción de la diversidad

genética en poblaciones insulares es un fenómeno común, que puede ser

el resultado de diversos procesos estocásticos, como el efecto fundador,

cuellos de botella poblacionales o un reducido tamaño efectivo poblacio-

nal (Frankham, 1997). Nuestras estimaciones de π para U. auriculatus
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y U. clarionensis son similares a las estimadas para gorilas (Gorilla

gorilla), delfín nariz de botella (Tursiops truncatus) y el zorro isleño

de Isla Santa Catalina (Urocyon littoralis). Todas estas especies han

pasado por cuellos de botella severos o han tenido un histórico tamaño

efectivo poblacional pequeño (J. A. Robinson y cols., 2016). De igual

manera, el tecolote llanero de Isla Socorro (Athene cunicularia rostrata)

muestra una reducción de la heterocigosidad, similar a la observada en

U. auriculatus y U. clarionensis , la cual pudo haber ocurrido durante

la colonización de la isla (Macías-Duarte y cols., 2019). Aunque una

dramática reducción de la diversidad genética podría ser un indicativo

de un cuello de botella poblacional, los resultados de nuestro análisis

demográfico sugieren que la pérdida de diversidad genética de U. auri-

culatus respecto a U. ornatus Sur, y de U. clarionensis respecto a U.

ornatus Norte y Sur está asociada a la deriva genética a largo plazo

a consecuencia de un histórico tamaño efectivo poblacional pequeño

y no a la pérdida de diversidad producto de un evento fundador. Por

este motivo, la reducción de la diversidad genética de U. clarionensis

respecto a las poblaciones continentales es mucho más severa que en U.

auriculatus , ya que representa el evento de colonización más antiguo. A

esto se le podría sumar que Isla Socorro es topográfica y biológicamen-

te más compleja que Isla Clarión, lo que podría estar contribuyendo

a mantener un mayor nivel de diversidad genética en U. auriculatus

debido a una mayor heterogeneidad ambiental (Huang y cols., 2016).

Estimar correctamente cambios severos en el tamaño efectivo po-

blacional como cuellos de botella y expansiones poblaciones son la tarea

más difícil en el modelado demográfico. Esto se debe a la dificultad de

estimar correctamente la frecuencia de las variantes alélicas de menor
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frecuencia, las cuales son clave para inferir estos eventos demográficos.

La dificultad es tanta que incluso con datos ddRAD simulados y se-

cuenciación completa del genoma las estimaciones son muy variables

(Shafer y cols., 2017). Usualmente modelos simples y eventos demo-

gráficos antiguos requieren de un tamaño de muestra pequeño (tres

individuos) para tener un buen soporte. En cambio, detectar cuellos

de botella y expansiones poblaciones recientes y antiguos requiere de

un tamaño de muestra de al menos 20 individuos (J. D. Robinson y

cols., 2014). Estas dificultades técnicas podrían haber limitado nuestra

capacidad de detectar los cambios demográficos asociados al efecto fun-

dador. Otra posible alternativa es que las colonizaciones de Isla Clarión

e Isla Socorro se hayan dado por un número relativamente grande de

individuos, lo que podría haber minimizado el efecto fundador. Sin em-

bargo, la colonización por medio de balsas vegetales arrastradas desde

el continente (Brattstrom, 1955) hacen poco probable este escenario.

Debido a que las islas que forman el Archipiélago de Revillagigedo nun-

ca han estado en contacto con el continente, el escenario que creemos

más probable para la colonización de las islas es la colonización por

unos pocos individuos, seguido de un crecimiento exponencial breve

hasta alcanzar la capacidad de carga de las islas, después de lo cual el

tamaño poblacional permanecido relativamente constante. Por lo que

también es necesario probar modelos más realistas, que involucren cue-

llos de botella poblaciones con crecimiento exponencial seguido de un

tamaño de población constante.

Observamos una reducción de la heterocigosidad observada res-

pecto a la esperada bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg. Mientras

que las especies insulares tuvieron una reducción cercana al 20%, en
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las poblaciones continentales la disminución fue de casi el 60%. Esta

reducción de la heterocigosidad podría deberse a estructura poblacio-

nal, parentesco o a un apareamiento no aleatorio (Wang, 2018). Ya que

con el análisis de STRUCTURE se buscó reducir la desviación del equi-

libro de Hardy-Weinberg a consecuencia de la estructura poblacional

y el solo tomar un individuo por localidad para disminuir el paren-

tesco entre las muestras tampoco afectó el análisis, estas explicaciones

parecen poco probables. En U. ornatus , como ya se mencionó, los ma-

chos presentan distintos fenotipos de coloración, lo que los hace diferir

en morfología y comportamiento. Estas diferencias están asociadas a

distintas estrategias reproductivas. Mientras que algunos machos son

territoriales, agresivos y defienden territorios grandes, otros ocupan pe-

queños territorios en la periferia de los primeros y algunos incluso son

nómadas y no defienden un territorio (Hews y cols., 1997; Moore y cols.,

1998). Estas diferencias en las estrategias reproductivas podrían estar

contribuyendo al apareamiento selectivo y a la desviación de las fre-

cuencias esperadas bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg. En cambio,

en poblaciones insulares se ha propuesto que debido a la pérdida de la

diversidad genética se espera que el apareamiento selectivo se reduzca

debido a que los machos son todos muy similares en su composición

genética (Doutrelant y cols., 2016). Esto es fácilmente observable en U.

auriculatus y U. clarionensis , ya que en ambas poblaciones los machos

son monomórficos en su coloración, lo que incrementa las posibilidades

de un apareamiento aleatorio lo que podría resultar en los patrones que

observamos de heterocigosidad.

Trabajos recientes en poblaciones insulares sugieren que el nivel

de diversidad genética neutral de las poblaciones insulares respecto a
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las poblaciones continentales está determinado por el efecto de la deriva

genética a largo plazo (Clegg y cols., 2002; J. A. Robinson y cols., 2016;

Charles y cols., 2018). Sin embargo, la dificultad de detectar los cuellos

de botella poblacionales y sus efectos sobre la diversidad genética y la

diferenciación de poblaciones, no permite descartar la participación del

efecto fundador. Es necesario seguir trabajando con poblaciones insula-

res utilizando metodologías enfocadas a la detección y caracterización

de los efectos de los cuellos de botella poblacionales. Si no somos ca-

paces de determinar el papel de efecto fundador en el establecimiento

y diferenciación de especies endémicas de islas volcánicas, donde la es-

peciación peripátrica es el escenario más probable, nos será aún más

difícil determinar el papel del efecto fundador en especies continenta-

les, en las cuales no podemos asumir que las especies de distribución

peripátrica fueron peripátricas en el pasado, debido a que los rangos de

distribución pueden variar dramáticamente a través del tiempo.

6. Conclusiones

Los establecimientos de U. auriculatus y U. clarionensis repre-

sentan dos eventos de colonización independientes desde el continente

y están asociados a la edad geológica de las islas. Urosaurus clarionen-

sis , en Isla Clarión la más antigua de las islas, representa el evento de

colonización más antiguo y U. auriculatus en Isla Socorro, representa

el más reciente. Estos resultados se oponen a la hipótesis actual que

propone un evento de colonización desde el continente seguido de otro

entre islas. Además, la colonización de Isla Socorro parece haberse da-

do por individuos de la parte sur de la distribución de U. ornatus en
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un tiempo geológico relativamente reciente por lo que muestra poca

diferenciación genética respecto a la población continental. Tanto U.

clarionensis como U. auriculatus tienen una drástica reducción de la

diversidad genética respecto a U. ornatus en el continente. Esta reduc-

ción, está asociada a la deriva genética a largo plazo y no al evento

fundador como se esperaba, aunque nuestros resultados pudieron ha-

berse visto afectados por la dificultad de detectar cambios poblacio-

nales severos y sus consecuencias. Es necesario seguir trabajando en

la caracterización de los cambios genéticos asociados a los cuellos de

botella fundadores en especies endémicas de islas oceánicas, las cuales

son vistas como pruebas de especiación peripátrica, para en un futuro

ser capaces de detectar estos cambios en sistemas continentales y estar

un paso más cerca de comprender la importancia del efecto fundador

en el proceso de especiación.

7. Perspectivas

Debido a la dificultad de detectar cuellos de botella y expansio-

nes poblacionales, es necesario aumentar el tamaño de muestra y hacer

uso de un programa que permita determinar de forma más precisa las

frecuencias de los alelos de baja frecuencia. Estos alelos son de vital

importancia a la hora de modelar cambios en el tamaño efectivo po-

blacional. Una alternativa sería utilizar ANGSD (Korneliussen y cols.,

2014) el cual mejora de forma considerable las inferencias demográficas

(Warmuth y Ellegren, 2019).

Aprovechando que U. ornatus también se distribuye en tres de

las cuatro islas que forman el Archipiélago de las Islas Marías, fren-
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te a las costas de Nayarit en México, podemos comparar el nivel de

diversidad genética y de diferenciación de estas poblaciones respecto

a las poblaciones continentales, y a U. clarionensis y U. auriculatus .

Las poblaciones de U. ornatus en el Archipiélago de las Islas Marías

son poblaciones que quedaron aisladas con los cambios en el nivel del

mar por lo que representan posibles eventos de vicarianza. Por lo que

añadirlas al estudio nos ayudará a discriminar entre los efectos de un

cuello de botella fundador y los de un evento de vicarianza en la diver-

sidad genética y la diferenciación de especies insulares respecto a sus

especies continentales más cercanas. Este trabajo se puede extender a

más grupos taxonómicos, como las serpientes del género Hypsiglena que

también cuentan con representantes en las Islas Marías y el Archipié-

lago de Revillagigedo, para buscar patrones generalizados asociados al

evento fundador y de vicarianza y estar un paso más cerca de compren-

der la importancia del efecto fundador en el proceso de especiación.
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8. Material Suplementario

Cuadro S1: Localidad, especie y número de individuos colectados.

ID Localidad Especie No. Individuos

1 Isla Clarion, COL U. clarionensis 10

2 Isla Socorro, COL U. auriculatus 7

3 Topolobampo, SIN U. ornatus 4

4 Cerro Prieto, SON U. ornatus 5

5 Pueblo Mayo, SON U. ornatus 5

6 Presa Alvaro Obregon, SON U. ornatus 4

7 Playa Piedras Pintas, SON U. ornatus 3

8 Hermosillo, SON U. ornatus 3

9 Carbó, SON U. ornatus 6
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Figura S1: Sitios de muestreo en el Archipiélago de Revillagigedo y

en México continental. El color verde representa la localidad donde

se colectaron los ejemplares de U. clarionensis , el azul donde se co-

lecto U. auriculatus y el amarillo las localidades de U. ornatus . Los

números corresponden al ID asignado a cada localidad en la Cuadro

1.
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Cuadro S2: Volumen final de ADN utilizado por muestra y los adap-

tadores que les fue asignados a cada una para la construcción de las

librerías

Librería Adaptador_P1_ID Muestra ID ng/muestra P7_Idx_ID P5_Idx_ID

1 MspI_P1_GCATG U.cl_4 300 Idx_1_ATCACG Idx_1_TCGCAGG

1 MspI_P1_AACCA U.cl_5 300 Idx_1_ATCACG Idx_1_TCGCAGG

1 MspI_P1_CGATC U.cl_6 300 Idx_1_ATCACG Idx_1_TCGCAGG

1 MspI_P1_TCGAT U.cl_9 300 Idx_1_ATCACG Idx_1_TCGCAGG

1 MspI_P1_TGCAT U.cl_10 300 Idx_1_ATCACG Idx_1_TCGCAGG

2 MspI_P1_GCATG 3172 300 Idx_2_CGATGT Idx_2_CTCTGCA

2 MspI_P1_AACCA 3173 300 Idx_2_CGATGT Idx_2_CTCTGCA

2 MspI_P1_CGATC 3174 300 Idx_2_CGATGT Idx_2_CTCTGCA

2 MspI_P1_TCGAT 3176 300 Idx_2_CGATGT Idx_2_CTCTGCA

2 MspI_P1_TGCAT 3177 300 Idx_2_CGATGT Idx_2_CTCTGCA

3 MspI_P1_GCATG 3179 300 Idx_3_TTAGGC Idx_3_CCTAGGT

3 MspI_P1_AACCA 3180 300 Idx_3_TTAGGC Idx_3_CCTAGGT

3 MspI_P1_CGATC 3181 300 Idx_3_TTAGGC Idx_3_CCTAGGT

3 MspI_P1_TCGAT 3184 300 Idx_3_TTAGGC Idx_3_CCTAGGT

3 MspI_P1_TGCAT 3186 300 Idx_3_TTAGGC Idx_3_CCTAGGT

4 MspI_P1_GCATG 3183 300 Idx_4_TGACCA Idx_4_GGATCAA

4 MspI_P1_AACCA 3190 300 Idx_4_TGACCA Idx_4_GGATCAA

4 MspI_P1_CGATC U.au_7 300 Idx_4_TGACCA Idx_4_GGATCAA

4 MspI_P1_TCGAT U.au_3 300 Idx_4_TGACCA Idx_4_GGATCAA

4 MspI_P1_TGCAT 3198 300 Idx_4_TGACCA Idx_4_GGATCAA

5 MspI_P1_GCATG 3191 270 Idx_5_ACAGTG Idx_5_GCAAGAT

5 MspI_P1_AACCA 3187 270 Idx_5_ACAGTG Idx_5_GCAAGAT

5 MspI_P1_CGATC 3399 270 Idx_5_ACAGTG Idx_5_GCAAGAT

5 MspI_P1_TCGAT 3426 300 Idx_5_ACAGTG Idx_5_GCAAGAT

5 MspI_P1_TGCAT 3397 300 Idx_5_ACAGTG Idx_5_GCAAGAT

6 MspI_P1_GCATG 3199 300 Idx_6_GCCAAT Idx_6_ATGGAGA

6 MspI_P1_AACCA 3200 300 Idx_6_GCCAAT Idx_6_ATGGAGA

6 MspI_P1_CGATC 3425 300 Idx_6_GCCAAT Idx_6_ATGGAGA

6 MspI_P1_TCGAT U.au_5 300 Idx_6_GCCAAT Idx_6_ATGGAGA

6 MspI_P1_TGCAT U.au_6 300 Idx_6_GCCAAT Idx_6_ATGGAGA

7 MspI_P1_GCATG 3185 300 Idx_7_CAGATC Idx_7_CTCGATG

7 MspI_P1_AACCA 3188 300 Idx_7_CAGATC Idx_7_CTCGATG

7 MspI_P1_CGATC 3189 300 Idx_7_CAGATC Idx_7_CTCGATG

7 MspI_P1_TCGAT 3192 300 Idx_7_CAGATC Idx_7_CTCGATG

7 MspI_P1_TGCAT 3194 300 Idx_7_CAGATC Idx_7_CTCGATG
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8 MspI_P1_GCATG 3182 270 Idx_8_ACTTGA Idx_8_GCTCGAA

8 MspI_P1_AACCA 3193 270 Idx_8_ACTTGA Idx_8_GCTCGAA

8 MspI_P1_CGATC 3424 270 Idx_8_ACTTGA Idx_8_GCTCGAA

8 MspI_P1_TCGAT 3201 270 Idx_8_ACTTGA Idx_8_GCTCGAA

8 MspI_P1_TGCAT 3178 270 Idx_8_ACTTGA Idx_8_GCTCGAA

9 MspI_P1_GCATG 3197 250 Idx_9_GATCAG Idx_9_ACCAACT

9 MspI_P1_AACCA U.cl_8 250 Idx_9_GATCAG Idx_9_ACCAACT

9 MspI_P1_CGATC 3175 250 Idx_9_GATCAG Idx_9_ACCAACT

10 MspI_P1_GCATG 3195 135 Idx_10_TAGCTT Idx_10_CCGGTAC

10 MspI_P1_AACCA U.cl_7 135 Idx_10_TAGCTT Idx_10_CCGGTAC

10 MspI_P1_CGATC 3398 135 Idx_10_TAGCTT Idx_10_CCGGTAC

10 MspI_P1_TCGAT 3196 135 Idx_10_TAGCTT Idx_10_CCGGTAC
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Cuadro S3: Secuencia de los oligos utilizados en la preparación de las

librerías.

Nombre del oligo Secuenciadeloligode5 a 3’

P7_Idx_1_ATCACG CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAG

TTCAGACGTGTGC

P7_Idx_2_CGATGT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAG

TTCAGACGTGTGC

P7_Idx_3_TTAGGC CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAG

TTCAGACGTGTGC

P7_Idx_4_TGACCA CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAG

TTCAGACGTGTGC

P7_Idx_5_ACAGTG CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTGTGACTGGAG

TTCAGACGTGTGC

P7_Idx_6_GCCAAT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGGAG

TTCAGACGTGTGC

P7_Idx_7_CAGATC CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAG

TTCAGACGTGTGC

P7_Idx_8_ACTTGA CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAG

TTCAGACGTGTGC

P7_Idx_9_GATCAG CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGGAG

TTCAGACGTGTGC

P7_Idx_10_TAGCTT CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGCTAGTGACTGGAG

TTCAGACGTGTGC

P5_Idx_1_TCGCAGG AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCCTGCGAACAC

TCTTTCCCTACACGACGCTCTT

P5_Idx_2_CTCTGCA AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTGCAGAGACAC

TCTTTCCCTACACGACGCTCTT

P5_Idx_3_CCTAGGT AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACCTAGGACAC

TCTTTCCCTACACGACGCTCTT

P5_Idx_4_GGATCAA AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTTGATCCACAC

TCTTTCCCTACACGACGCTCTT

P5_Idx_5_GCAAGAT AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATCTTGCACAC

TCTTTCCCTACACGACGCTCTT

P5_Idx_6_ATGGAGA AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTCCATACAC

TCTTTCCCTACACGACGCTCTT

P5_Idx_7_CTCGATG AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCATCGAGACAC

TCTTTCCCTACACGACGCTCTT

P5_Idx_8_GCTCGAA AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTTCGAGCACAC

TCTTTCCCTACACGACGCTCTT
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P5_Idx_9_ACCAACT AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGTTGGTACAC

TCTTTCCCTACACGACGCTCTT

P5_Idx_10_CCGGTAC AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTACCGGACAC

TCTTTCCCTACACGACGCTCTT

MpsI_P1.2_GCATG CGCATGCAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTG

T

MpsI_P1.2_AACCA CGTGGTTAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTG

T

MpsI_P1.2_CGATC CGGATCGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTG

T

MpsI_P1.2_TCGAT CGATCGAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTG

T

MpsI_P1.2_TGCAT CGATGCAAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTG

T

MspI_P1.1_GCATG ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGCATG

MspI_P1.1_AACCA ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTAACCA

MspI_P1.1_CGATC ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCGATC

MspI_P1.1_TCGAT ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTCGAT

MspI_P1.1_TGCAT ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTTGCAT

Sbfi_P2.1 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTGCA

Sbfi_P2.2 AGATCGGAAGAGCGAGAACAA
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Figura S2: Hipótesis utilizadas para la inferencia demográficas. En

número uno representa la población continental y el número dos la

población insular.
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Cuadro S4: Estimaciones de tamaño efectivo poblacional (He) y tiem-

po de divergencia (T) por par de poblaciones.

Poblaciones He Ancestral He continental He Insular T

U.au-U.oS 131,718 108,865 22,853 110,243

U.cl-U.oS 63,776 54,286 9,490 127,552

U.cl-U.oN 65,202 51,301 13,901 130,404
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9. Anexos
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