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Prefacio  
El presente trabajo consistió en examinar la determinación sexual de Basiliscus 

vittatus en el contexto de la teoría de historias de vida y la evolución de los 

cromosomas sexuales, analizando variables biológicas utilizadas en el estudio 

de los mecanismos de determinación sexual en reptiles. Para ello, se presentan 

tres capítulos donde se discute cómo a partir de analizar características de 

historia de vida, por ejemplo, rasgos de la nidada y morfología del huevo, se 

encuentran asociaciones muy importantes que, al estudiarlas, ofrecen 

información que permite comprender de mejor manera el significado ecológico-

evolutivo de las estrategias de historias de vida que emplean los reptiles 

ovíparos. Esto facilita conocer aspectos de la biología reproductora como base 

para el desarrollo de experimentos que estudian la determinación sexual, los 

cuales aportan evidencia de cómo surge la diversificación de las respuestas 

reproductoras y cómo son utilizadas por las especies. Con esta información, se 

pueden estimar variables biológicas utilizadas en el estudio de los mecanismos 

de determinación sexual, un aspecto que parece estar muy estudiado en reptiles, 

pero con muchos huecos y entendido parcialmente. En este sentido, el primer 

capítulo de esta tesis tuvo como objetivo describir características morfológicas 

de las hembras y de la nidada en B. vittatus con la finalidad de conocer la relación 

de la morfología de las hembras respecto a su respuesta reproductora. Esto 

permitió generar nuevas hipótesis y estimar otras variables que explicaron en 

conjunto el mecanismo de determinación sexual en esta lagartija. En el capitulo 

2, desde que la información disponible acerca de la historia natural, 

reproducción, etc, para B. vittatus es muy limitada, fue necesario utilizar parte de 

la información generada en el capítulo anterior como lo fueron aspectos morfo-
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fisiológicos de las hembras y del huevo; sin embargo, antes de implementar un 

experimento térmico y someter a los huevos a diferentes tratamientos de 

incubación y poder responder si B. vittatus poseía o no, una determinación 

sexual dependiente de la temperatura (DST), conocer ahora si las características 

de historia de vida estudiadas moldean variaciones en el estadio embrionario al 

momento de la oviposición se convirtió en un aspecto primordial. Dicho estadio 

de desarrollo embrionario es de gran utilidad para mantener un control 

experimental y entonces, entender el papel de la temperatura en el desarrollo 

embrionario y por tanto en la determinación sexual. Finalmente, en el capítulo 3 

nuevas hipótesis fueron planteadas con los hallazgos realizados y con el uso de 

técnicas genómicas y transcriptómicas, se identificó y caracterizó la presencia 

de micro-cromosomas sexuales y la evidencia de un sistema cromosómico XY 

de novo e independiente al resto de Pleurodontos. Adicionalmente, estudios 

previos mostraron la existencia de posibles efectos de la temperatura de 

incubación sobre el fenotipo (100% hembras a 28°C) de crías en B. vittatus, este 

resultado junto al nuevo sistema de cromosomas sexuales, sugirió la existencia 

de organismos con reversión sexual como consecuencia de la temperatura de 

incubación a la cual fueron expuestos. Entonces, si la temperatura de incubación 

tiene efectos en la determinación y diferenciación sexual, el genotipo y el fenotipo 

de los organismos tendrían que ser discordantes (reversión sexual). Para 

responder esta incógnita, se analizó y comparó el fenotipo (histología gonadal) 

con el genotipo recientemente caracterizado (presencia del gen CAMSAP1 

ligado al Y) de B. vittatus. 

 

 



 

3 
 

Resumen 
 
La determinación sexual es un proceso que influye en muchos aspectos 

biológicos en la historia de vida de los organismos, como el establecimiento del 

sexo; así como de gran importancia en el desarrollo de los individuos y la 

proporción sexual dentro las poblaciones. El tamaño de la nidada, masa relativa 

de la nidada, estadio embrionario en la oviposición, diferenciación sexual, son 

características importantes que se relacionan con factores bióticos y abióticos 

que interactúan con los reptiles. En el presente estudio, se dan a conocer rasgos 

de la historia de vida de Basiliscus vittatus sobre las limitantes de la respuesta 

reproductora debida a la morfología de las hembras. Además, por primera vez, 

se detalla la descripción del estadio embrionario a la oviposición de un integrante 

de la familia Corytophanidae y el mecanismo de determinación sexual de B. 

vittatus. El estadio embrionario se asoció con el largo máximo del huevo, el cual 

parece estar relacionado con factores fisiológicos y morfológicos de las hembras, 

así como por su estrategia de forrajeo. El mecanismo de determinación sexual 

de B. vittatus es genético con presencia de un sistema de novo de micro-

cromosomas sexuales de tipo XY, diferente al que comparten los demás 

miembros que integran el clado Pleurodonta. Las condiciones térmicas de 

incubación influyen en el número de días que son necesarios para que un 

embrión pase de un estadio de desarrollo embrionario a otro: una mayor 

temperatura resulta en menores tiempos de incubación. Sin embargo, se observó 

que la temperatura de incubación no tiene un efecto en la diferenciación gonadal 

del embrión, siendo en el estadio 35 cuando se acentúan diferencias entre 

ambos sexos a nivel histológico. Además, la temperatura no tiene un efecto en 
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la determinación sexual de los basiliscos, dado que el genotipo (XX vs. XY), 

determinado a través de la presencia del gen CAMSAP1 ligado al cromosoma Y, 

coincidió con el fenotipo (ovarios vs. testículos) proveniente de la histología de 

las gónadas. La presencia de órganos copuladores ocurre desde el estadio 34 

en ambos sexos y es posible que embriones de B. vittatus presenten una forma 

de pseudohermafroditismo temporal en la cual ovarios y hemipenes están 

presentes al mismo tiempo durante múltiples estadios de desarrollo. Será 

necesario realizar más estudios donde se integre la biología térmica y la biología 

molecular para entender cómo las temperaturas de incubación pueden influir en 

el mecanismo de determinación sexual y en las características de la historia de 

vida de los reptiles. 
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Abstract 

 
Sex determination is a biological process that influences many aspects of the life 

history of organisms, as well as of profound importance in the development of 

individuals and the sex ratio within populations. The clutch size, relative clutch 

mass, embryonic stage to oviposition, sexual differentiation, are important 

characteristics that are related to biotic and abiotic factors that interact with 

reptiles. In the present study, life history traits for B. vittatus that integrate the 

limitations of the reproductive response due to the morphology of the females are 

disclosed. In addition, for first time are detailed the description of the embryonic 

stage to oviposition of a member of the Corytophanidae family and the sex 

determination mechanism of B. vittatus. The embryonic stage was associated 

with the maximum length of the egg, which seems to be related to physiological 

and morphological factors of the females, as well as their foraging strategy. The 

sex determination mechanism of B. vittatus is genetic with the presence of sex 

micro chromosomes under an XY chromosomal system, different from that 

shared by the other members of the Pleurodonta clade. The thermal conditions 

of experimentation influence the days that elapse for an embryo to change from 

one stage of embryonic development to another: higher temperature results in 

shorter incubation times. The incubation temperature had no effect on the 

gonadal differentiation of the embryo, being stage 35 when differences between 

both sexes are accentuated at the histological level.  

Furthermore, temperature does not have an effect on the sex determination of 

basilisks, since the genotype (XX vs. XY), determined through the presence of 

the CAMSAP1 gene linked to the Y chromosome, coincided with the phenotype 
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(ovaries vs. testes) from the histology of the gonads. The presence of copulatory 

organs occurs from stage 34 in both sexes and it is possible that B. vittatus 

embryos present a form of temporal pseudohermaphroditism in which ovaries 

and hemipenis are present at the same time through multiple stages of 

development. More studies that integrate the thermal and molecular biology are 

needed to understand how they can shape the sex determination mechanism and 

life history characteristics in reptiles. 
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Introducción 
 

La determinación sexual es un proceso que influye en muchos aspectos 

biológicos en la historia de vida de las especies, así como de profunda 

importancia en el desarrollo de los individuos (Sarre et al., 2004). Este proceso 

involucra diferentes aspectos bioquímicos, celulares y hormonales que 

interactúan en una compleja cascada de señalizaciones que regula la 

diferenciación de ovarios o testículos (Shoemaker y Crews, 2009). 

Los Sauropsida no aves, han existido por más de 300 millones de años (Pokorna 

et al., 2011). Actualmente este grupo está representado por cuatro Órdenes 

(Testudines, Crocodylia, Rhynchocephalia y Squamata). Los miembros de este 

último Orden (c. a. 10,000 spp.) son un excelente modelo para estudiar la 

evolución de los mecanismos por los cuales se determina el sexo, ya que por un 

lado presentan determinación sexual genética (DSG); es decir, tienen 

cromosomas sexuales de ambos sistemas: ZZ/ZW (hembras heterogaméticas) 

y XX/XY (machos heterogaméticos). Por otro lado, especies de Squamata 

también presentan una determinación sexual influenciada por el ambiente 

conocida como determinación sexual ambiental (DSA) (Janzen y Paukstis, 

1991), más comúnmente documentada como determinación sexual dependiente 

de temperatura (DST), un fenómeno registrado por primera vez en vertebrados 

en la lagartija Agama agama (Charnier, 1966). Cambios entre ambas estrategias 

han dado como resultado una compleja historia evolutiva en la determinación del 

sexo en Squamata (Nielsen et al., 2018). 

Muchos reptiles con DSG y presencia de cromosomas sexuales crípticos pueden 

tener micro-cromosomas sexuales como es el caso de Pogona vitticeps (Quinn 
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et al., 2007) o Eulamprus heatwolei (Cornejo-Páramo et al., 2020). Dichos micro-

cromosomas fueron descartados durante mucho tiempo al ser considerados no 

funcionales y a menudo omitidos de los cariotipos. Estudios recientes, sin 

embargo, apuntan a que merecen un examen más detallado con técnicas nuevas 

y más sensibles (Ezaz et al., 2005). 

Por otra parte, los cromosomas sexuales de los Saurópsidos no aves, muestran 

estructuras complejas que sugieren múltiples transiciones en el modo de 

determinación sexual (Ezaz et al., 2009), incluyendo numerosas transiciones de 

manera independiente entre ellos y, en ocasiones, especies con ambas 

estrategias de manera simultánea (Nielsen et al., 2018). Una hipótesis 

ampliamente apoyada menciona que la DSG y DST son mecanismos 

mutuamente excluyentes e incompatibles; en otras palabras, la determinación 

sexual nunca está bajo la influencia de los cromosomas sexuales y de la 

temperatura ambiental al mismo tiempo. Esta hipótesis señala que no hay 

predisposición genética para que un embrión con DST se desarrolle como macho 

o hembra debido a la ausencia de cromosomas sexuales, y sólo lo hace hasta 

que entra en el período termosensible (PTS) de su desarrollo, por lo que el 

embrión (estadio temprano) antes de este período no tiene un sexo definido 

(Merchant-Larios et al., 1997).  

El interés de cómo divergieron los cromosomas sexuales se ha intensificado con 

el reconocimiento de que estos cromosomas juegan un papel central en 

procesos evolutivos como la especiación, la adaptación sexo-específica y el 

conflicto genético (Gamble et al., 2013). A pesar de un progreso significativo en 

los últimos años, datos moleculares sobre la estabilidad evolutiva de los 

cromosomas sexuales entre los escamados existen solo para iguanas (Rovatsos 



 

9 
 

et al., 2016). Dado lo anterior, surge la hipótesis de la conservación de los 

cromosomas sexuales. La cual postula que existen tasas variables de 

degeneración de los cromosomas Y/W, es decir, solo la transición del estado 

homomórfico al heteromórfico, pero no viceversa. También se ha postulado la 

hipótesis del “turnover” que dicta que los cromosomas sexuales de origen 

reciente son homomórficos porque son demasiado “jóvenes” para que la 

degeneración los haya convertido citogenética y morfológicamente en 

heteromórficos (Gamble et al., 2013). Aunque con el tiempo, estos nuevos 

cromosomas también seguirán con la preservación de los loci que determinan el 

sexo, la degeneración de otro tipo de material genético y, con ello, la posible 

transición a otro sistema de determinación cuando los cromosomas Y/W hayan 

llegado a un nivel de degeneración muy acentuado. 

La degeneración del cromosoma sexual heterogamético (Y o W dependiendo el 

sistema) es inevitable e irreversible (Bachtrog et al., 2014) como consecuencia 

de la evolución de un locus determinante del sexo y la reducida recombinación 

en las proximidades de este locus (Smith et al., 1999). Este modelo explica la 

presencia de los cromosomas sexuales heteromórficos en la mayoría mamíferos, 

aves y serpientes (Smith et al., 1999). Por otro lado, estos cromosomas 

normalmente muestran pérdida de genes y obtención de secuencias repetidas 

de ADN ocasionadas por la acumulación de retrotransposones en los 

cromosomas Y y W (Steinemann y Steinemann, 2005). Como consecuencia, se 

espera que esta degeneración resulte en diferencias morfológicas entre los 

cromosomas X/Y o Z/W (Graves, 2008). 

Los sistemas de determinación del sexo, particularmente DSG y los cromosomas 

sexuales, podrían ser evolutivamente estables en muchos linajes de Sauropsida 
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no aves, pero hace falta evidencia molecular para determinar si esta hipótesis es 

correcta. Hasta ahora, se ha confirmado una gran estabilidad evolutiva de los 

cromosomas sexuales en aves, mamíferos, serpientes, Squamata y 

Anguimorpha (Rovatsos et al., 2016). 

Finalmente, cuando surge un nuevo sistema de determinación sexual, DSG o 

DST, éstos pueden co-existir en la misma población con el viejo sistema de 

determinación sexual (DST, considerado basal para Sauropsida no aves) hasta 

cierto periodo de tiempo en el que puede generar un conflicto evolutivo, el cual 

puede ser mediado por la selección natural, eliminando alguno de los dos 

sistemas. Por lo tanto, un esfuerzo concentrado para identificar los mecanismos 

de determinación sexual en este grupo debería emprenderse para llenar los 

vacíos en nuestro conocimiento.  
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Diferenciación gonadal  
 

La diferenciación gonadal es un proceso biológico que tiene como finalidad dirigir 

la formación y la estructura citológica y fisiológica de ovarios y testículos, órganos 

que promueven la regulación hormonal y conllevan a la diferenciación fenotípica 

de los individuos (Crews,1994). 

La diferenciación sexual de los vertebrados presenta tres fases de desarrollo. En 

un inicio, durante el proceso de migración y proliferación, la gónada embrionaria 

está compuesta por células germinales primordiales (CGPs, células que darán 

origen a gametos masculinos o femeninos) y por células somáticas de Sertoli en 

machos y células foliculares o de la granulosa en hembras. Una fase de 

establecimiento, cuando las células germinales y somáticas se encuentran 

indiferenciadas y por tanto se consideran bipotenciales. Y la fase de 

diferenciación, cuando estas células comienzan a experimentar cambios en la 

conformación y proliferación hacia la zona medular y cortical, involucran un 

crecimiento y la subsecuente diferenciación hacia un ovario o un testículo 

completo (Wilhelm et al., 2007).  

En los Sauropsida no aves, como ocurre en otros vertebrados, durante la 

gonadogénesis temprana, y cuando aún las gónadas son indiferenciadas, éstas 

van acompañadas por conductos paramesonéfricos o de Müller y mesonéfricos 

o de Wolff. Los primeros son considerados los progenitores de los conductos 

femeninos, mientras que los segundos darán origen a los conductos masculinos. 

Se sabe, sin embargo, que durante la diferenciación sexual solo un tipo de 

conducto se mantendrá y el otro será reabsorbido (Wilhelm et al., 2007). 
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La diferenciación gonadal inicia cuando se conforma el primordio gonadal y las 

CGPs (de origen extraembrionario), llegan a las crestas genitales donde 

proliferan para formar parte de los cordones sexuales; en este momento, por su 

estructura morfológica bipotencial e histológica, resulta indistinguible un testículo 

de un ovario (Wilhelm et al., 2007). Para el caso de la diferenciación temprana 

del ovario, las CGPs proliferan en el epitelio cortical, el cual comienza a 

engrosarse (Rhen y Schroeder, 2010). Para el caso de la diferenciación 

testicular, las CGPs se mantienen en el epitelio celómico y proliferan, formando 

cordones sexuales. De las células somáticas ocurre una invasión de dichos 

cordones a la región medular que se modifican en una estructura más compacta 

llamada cordón testicular (Wilhelm et al., 2007; Rhen y Schroeder, 2010). 
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Hipótesis  

 
Capítulo 1 

El tamaño de la nidada y características morfológicas de los huevos, así como la 

masa relativa de la nidada en B. vittatus están limitadas por la morfología corporal 

de las hembras. Estas características podrían ayudar a entender procesos en la 

determinación sexual de esta lagartija. 

 Capítulo 2 

El estadio embrionario a la oviposición de B. vittatus es variable y está moldeado 

por características morfo-fisiológicas y de historia de vida de las hembras las 

cuales confieren ventajas selectivas al momento de la oviposición. 

Capítulo 3 

El uso de técnicas de genómica y transcriptómica revelarán la presencia o 

ausencia de cromosomas sexuales en B. vittatus. Dado que la familia 

Corytophanidae se integra dentro del clado de los Pleurodontos, se espera que 

el mecanismo de determinación sexual de B. vittatus sea genético con presencia 

de cromosomas sexuales XY. 

La temperatura de incubación tiene un efecto en la determinación sexual de B. 

vittatus. Dicho efecto se verá reflejado en el tiempo de incubación para cambiar 

de un estadio embrionario a otro y en la diferenciación sexual.  
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Objetivos 

 
General  

Evaluar y establecer el mecanismo de determinación sexual de B. vittatus. 

Específicos  

Capítulo 1 

1. Analizar las características de los huevos y la masa relativa de la nidada 

de B. vittatus en el contexto de la teoría de historias de vida para estimar 

variables biológicas utilizadas en el estudio de los mecanismos de 

determinación sexual. 

Capítulo 2 

1. Determinar el estadio embrionario a la oviposición de B. vittatus y describir 

por primera vez el estadio de desarrollo durante la oviposición en un 

miembro de Corytophanidae para entender el papel de la temperatura en 

el desarrollo embrionario y en la determinación sexual de B. vittatus.  

Capítulo 3 

1. Identificar y caracterizar el sistema cromosómico de B. vittatus, así 

como el origen evolutivo de dicho sistema de cromosomas sexuales 

en coritofánidos. 

2. Determinar si la temperatura tiene un efecto sobre aspectos del 

desarrollo embrionario en el proceso de diferenciación gonadal 

(ovarios vs. testículos). 
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3. Evaluar el efecto de la temperatura sobre la comparación del genotipo 

y fenotipo de múltiples machos y hembras para establecer el 

mecanismo de determinación sexual de B. vittatus.  
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Prefacio de Resultados 
 
La presente tesis doctoral examinó la determinación sexual de B. vittatus basado 

en la teoría de historias de vida y la evolución de los cromosomas sexuales. Para 

lo cual, la investigación se dividió tres capítulos; en el capítulo 1   se presentan 

datos sobre la masa relativa de la nidada, nidada y morfología de las hembras 

de B. vittatus, donde se examinaron las asociaciones morfo-fisiológicas entre 

estas variables que explican características de historia de vida y las cuales 

permiten conocer aspectos de la biología reproductora como base en el 

desarrollo de experimentos para estudiar la determinación sexual. El segundo 

capítulo se dedicó a conocer el estadio embrionario en la oviposición y cómo las 

características morfo-fisiológicas de las hembras moldean variaciones en dicho 

estadio embrionario, el cual es de gran utilidad cuando se planea tener un control 

a nivel experimental y observar los efectos térmicos de incubación en el 

desarrollo embrionario y en la determinación sexual. Finalmente, el capítulo 3 

versa en el objetivo de identificar y caracterizar el sistema cromosómico de B. 

vittatus, en este sentido con el conjunto de variables biológicas y el uso de 

técnicas genómicas y transcriptómicas se encontró la presencia de micro-

cromosomas sexuales y la evidencia de un sistema cromosómico XY de novo e 

independiente al resto de Pleurodontos (capítulo 3.1). Adicionalmente, una vez 

caracterizado el sistema cromosómico de B. vittatus, el capítulo 3.2 radicó en 

contestar si la temperatura de incubación tiene efectos en la determinación y 

diferenciación sexual a través de analizar y comparar el fenotipo (histología de 

gónadas) con el genotipo (presencia del gen CAMSAP1 ligado al Y) de B. 

vittatus. 
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Capítulo 1 
 

 

 

 

 

 

 

Masa relativa de la nidada de Basiliscus vittatus Wiegmann, 
1828 (Squamata, Corytophanidae): restricciones 

morfológicas de la hembra 
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Abstract 

Clutch size (CS) and relative clutch mass (RCM) are considered important features in life history descriptions of species within 
Squamata. Variations in these two characteristics are caused by both biotic and abiotic factors. The present study provides the first 
account related to CS and RCM of Basiliscus vittatus in Mexico within a population that inhabits an open riverbed juxtapositioned 
to tropical rainforest habitat in Catemaco, Veracruz, Mexico (170 m a.s.l.). Twenty-nine gravid females were collected and kept in 
captivity under favorable conditions that promote oviposition. The CS within this population was 6.2 ± 0.2 and was correlated posi- 
tively with snout vent-length (SVL); while the RCM was 0.17 ± 0.006 and was correlated positively with both CS and width of egg. 
Factors, such as female morphology and environmental conditions, should influence these reproductive traits in B. vittatus. The data 
collected in this study could provide a framework for comparisons of the life history traits across populations of B. vittatus in Mexico 
and within other species of the family Corytophanidae and provide a model for testing how abiotic and biotic factors may influence 
the CS and RCM in basilisk lizards throughout their range. 
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clutch size, Corytophanidae, female morphology, lizard, reproduction, reproductive effort 

 
Introduction 
Reptiles vary in terms of reproductive output, such as the 
clutch size (CS), egg dimensions, time that reproduction 
occurs during their lifespan, age, and relative clutch mass 
(RCM). Normally in many species of reptiles, these life 

 
history traits show complex relationships to both female 
body size (Radder and Shanbhag 2003) and intra- and 
inter-population variation (Castilla and Bauwens 2000; 
Kiefer et al. 2008). Thus, when these parameters are deter- 
mined, information is provided on reproductive strategies 
that are utilized by different populations of a single species 
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(Shine and Greer 1991). These variations of reproductive 
outputs have been attributed to both (1) abiotic factors that 
mainly include temperature and rainfall (Fitch 1985; Ji and 
Brana 2000), and (2) biotic factors such as body size, mor- 
phology, and age (Goodman et al. 2008). Thus, the study 
of life history traits may increase our understanding of 
how individuals of each species interact with the environ- 
ment and the environment’s role in reproductive output. 

The relative clutch mass has been considered one of 
the most important life history traits in reptiles (Tinkle 
et al. 1970; Vitt and Price 1982), and studied as the ra- tio 
of clutch mass with respect to the female mass (Pian- ka 
and Parker 1975; Gerald and Miskell 2007) or as the 
proportion of energy destined for reproduction (Vitt and 
Congdon 1978), and is considered an indirect estimate of 
reproductive effort in squamates (Tinkle 1969; Seigel and 
Fitch 1984). Several hypotheses have been proposed from 
the study of life history traits in reptiles that sug- gest that 
female body morphology and both clutch size and relative 
clutch mass have coevolved with foraging mode (Vitt and 
Congdon 1978). Therefore, sit-and-wait foragers tend to 
have robust bodies, high clutch size and relative clutch 
mass values, and low escape velocities; while active 
foragers show cylindrical bodies, low clutch size and 
relative clutch mass values, and high escape velocities 
(Vitt and Congdon 1978; Vitt and Price 1982; Rodríguez-
Romero et al. 2005; Mesquita et al. 2016). 

Basiliscus vittatus Wiegmann, 1828 is an oviparous 
lizard of the family Corytophanidae and is widespread in 
tropical regions of America. In Mexico, the Brown Bas- 
ilisk has been recorded in Jalisco, Michoacán, Puebla, 
Tamaulipas, Veracruz, and also throughout Central Amer- 
ica down to Panama (Campbell 1998; Castañeda-Hernán- 
dez et al. 2011). The Brown Basilisk is also now regis- 
tered in Florida as an introduced and invasive species 
(Krysko et al. 2006). For its habitat preferences, B. vit- 
tatus can be semi-aquatic, terrestrial, and a semi-arboreal 
lizard. According to previous studies, B. vittatus neonates 
show a habitat preference close to water bodies, while 
juveniles and adults tend to move away from permanent 
aquatic sources and have perch sites more elevated (Hirth 
1963; Fitch 1973). 

Particularly within the family Corytophanidae, studies 
about life history characteristics are scarce. In the genus 
Basiliscus, there are a few studies detailing aspects of 
natural history, which provide characteristics by habitat 
preferences, thermoregulation, and spatial movements 
(Hirth 1963; Fitch 1973; Laerm 1974), and others have 
related ecological and life history data (Van Devender 
1982; Vaughan et al. 2007; Lattanzio and LaDuke 2012; 
Hernández-Córdoba et al. 2012). Unfortunately, much of 
the information obtained in these studies does not corre- 
spond to recently oviposited eggs and most samples were 
taken from different populations (Ortleb 1965; Lieber- 
man 1980); in addition the limited samples size could 
promote variations in life history traits. The Brown Bas- 
ilisk is classified as a type of passive forager (Cooper et 
al. 2013), however the wide range of microenvironments 

it can occupy (aquatic, terrestrial and arboreal) may pos- 
sibly promote restrictions in its relative clutch mass. 
Recently, in a Mexican B. vittatus population localized 
in Ejido López Mateos, Catemaco, Veracruz, character- 
istics in regard to nesting site choice and dimensions of 
eggs were recorded for the first time (Suárez-Varón et al. 
2016). It is now possible, using this new data, to make 
comparisons with populations of basilisk lizards distrib- 
uted more to the south of this nesting description, for ex- 
ample, in Costa Rican populations (see, Hirth 1963; Fitch 
1973), and to observe the effects of biotic/abiotic factors 
on reproductive output among different populations of 
B. vittatus in Mexico and other Central American loca- 
tions. Thus, the purpose of the present study is to pro- vide 
clutch traits and relative clutch mass data for a single 
population of B. vittatus that inhabits an open riverbed 
juxtapositioned to tropical rainforest habitat in Catemaco, 
Veracruz, Mexico. This study may help: (1) to elucidate 
if a relationship exists between life history traits (i.e., CS 
and RCM) and different biotic/abiotic factors (including 
morphological traits of females), (2) allow a comparison 
of these female reproductive traits within different popu- 
lations of Mexican B. vittatus, and other lizards especially 
within the family Corytophanidae. 

 

Materials and methods 
Study area 

The study was carried out in the community of La Selva 
del Marinero, Ejido Adolfo López Mateos, Catemaco, Ve- 
racruz, Mexico (18°26'36.3"N, 94°37'81.9"W, ca. 170 m 
a.s.l.). The climate is warm-humid with a mean temperature 
of 27 °C and 4964 mm of annual precipitation; the rainy sea- 
son extends from June to February and the dry season occurs 
from March to May (Ibarra-Manríquez and Sínaca 1987). 

 

Animal collection 

We sampled monthly from April to July 2016, and June 
2018 corresponding to the months in which gravid females 
(Fig. 1) were registered in earlier studies (Suárez-Varón 
2015). The females were found in areas close to the water, 
on branches, trunks, riparian vegetation, soil, and rocks in 
an open riverbed near tropical rainforest habitat. We cap- 
tured females manually and with the help of a noose. To 
evaluate their reproductive condition, an abdominal pal- 
pation and a visual assessment were performed, where the 
gravid females showed a contour in the abdomen region 
(Castilla and Bauwens 2000; Boretto et al. 2014). Once 
the reproductive condition of the females was determined, 
the following morphological data were recorded just for 
gravid females: snout-vent length (SVL), and inter-limb 
distance (ILD) to the nearest millimeter with a digital cal- 
iper; additionally, the body weight was measured and we 
considered the total weight (equal to the female weight + 
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Figure 1. Gravid female of Basiliscus vittatus from La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz. Photo by Kevin M. Gribbins. 
 

clutch mass, TW). Female lizards were then transported 
to the laboratory within large cotton bags. 

Within the lab, each female was maintained in indi- 
vidual terrariums of 1 m × 50 cm × 50 cm (length, width 
and height, respectively) made with glass and wood. Soil 
substrate from the study site was added to tanks and 
mounds of soil were formed in these terrariums. Moreo- 
ver, branches and rocks were also included as refuges, as 
well as resting/basking sites for the captive females. 

 

Laboratory conditions 

To maintain a thermal gradient between 20–40 °C, incan- 
descent lamps of 75 watts were placed inside the terrar- 
iums to provide light and heat on one end of the tank, 
a photoperiod of 12/12 hrs (photofase/scotophase) was 
maintained respectively, the terrariums were sprayed dai- 
ly with water to maintain the proper humidity. Finally, 
females were fed every third day with crickets (Acheta 
domesticus) and larvae (Tenebrio molitor), and water was 
provided ad libitum until the termination of oviposition. 

The terrariums were monitored daily and the pres- 
ence of eggs in the terrarium or abdominal flaccidities 
of females were observed. After the oviposition process 
(no later than 3 hours post-oviposition), the body mass 
of each female was recorded; this value was considered 
as the absolute mass of the female (AM). Next, the eggs 
morphology were measured: clutch size was calculated as 
the total number of eggs in the nest, clutch mass (CM) was 
determined from the sum of the masses of all eggs re- 
cently oviposited, maximum length and width of the eggs 

was measured (ML and MW); to estimate the volume of 
the eggs (VE) we used the equation of an ellipsoid V = 
4/3 π (½ L) (½ W)2 where L is the maximum length and 
W is the maximum width (Shanbhag et al. 2000). The 
relative clutch mass index was also calculated by Tinkle’s 
method (1969), which corresponds to the ratio of the 
clutch mass to total weight. 

 

Statistical analysis 

We evaluated differences between the residuals of regres- 
sion of clutch size and SVL between years. Additional- 
ly, we used a normality test (Kolmogorov-Smirnov, Zar 
1999) on all variables analyzed, descriptive statistics were 
estimated (mean ± standard error, minimum and 
maximum), and the coefficient of variation (CV = stan- 
dard deviation / mean × 100) was calculated as a measure 
of the variability observed for parameters of the clutch 
data to elucidate the highest percentage of variation of 
traits. To evaluate whether the female morphology con- 
dition (robustness) had an effect on the clutch size and 
clutch mass, the residuals of the regression between the 
log SVL and the log absolute mass were used as inde- 
pendent variables in regression analysis with clutch size 
and clutch mass as dependent variables (Shanbhag et al. 
2000). Pearson’s correlations were also used to analyze if 
there are relationships between female morphology traits 
(SVL, AM, and ILD) and their reproductive traits/effort 
(CS, CM, MW, ML, VE, and RCM). All statistical analy- 
ses were performed in STATGRAPHICS (V 16.1), results 
were deemed significant if p < 0.05. 
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Results 
Clutch size and dimension of the eggs 

One hundred and eighty-two eggs were analyzed from 29 
gravid females (n = 18, 2016; n = 11, 2018) of B. vitta- 
tus. The dates were analyzed overall given that the resid- 
uals between sampling years did not differ significantly 
(p = 0.17). The female with the smallest SVL that was 
palpated positive for the presence of eggs was 106 mm. 
The female morphology trait with the lowest variation 
was SVL (CV = 6.5%), and conversely the absolute mass 
show the highest variation (CV = 21.6%). In the case 
of reproductive traits, maximum length and maximum 
width of the eggs were the characteristics that showed 
the smallest variation (CV = 6.5 and 6.4 %, respectively), 
while relative clutch mass (CV = 20.7%) and clutch size 
(CV = 20.3%) are the traits with the most variation for 
reproductive traits. Additional information about descrip- 
tive statistics related with morphology of the female and 
their reproductive traits (mean, standard error, range and 
CV) are also shown in Table 1. 

With the female morphological traits, SVL was asso- 
ciated with inter-limb distance (r = 0.48, p = 0.008), and 
absolute mass (r = 0.80, p = 0.001) while the regression 
analyses within reproductive traits display additional rela- 
tionships: clutch size with both maximum width (r = 0.41, 
p = 0.02), and volume of eggs (r = 0.46, p = 0.01). Also, the 
comparison between female morphological traits with re- 
productive traits show that SVL was correlated with clutch 
size (r = 0.58, p = 0.001; Fig. 2), and both maximum width 

 

 
Figure 2. Relationship between snout vent length (SVL) and 
clutch size (CS) in Basiliscus vittatus from La Selva del Mari- 
nero, Catemaco, Veracruz. 

 
(r = 0.44, p = 0.01), and volume of eggs (r = 0.54, p = 
0.002; Fig. 3), but was not correlated with other traits of the 
eggs (Table 2). Absolute mass was correlated with clutch 
size (r = 0.48, p = 0.009), maximum width (r = 0.37, p = 
0.04), and volume of the eggs (r = 0.40, p = 0.02). Robust- 
ness of females was not significant in terms of both clutch 
size (r = 0.01, p = 0.92) and clutch mass (r = 0.18, p = 0.32). 

 

Relative clutch mass 

The mean of relative clutch mass was 0.17 ± 0.006 (Table 
1) and was positively correlated with clutch size (r = 0.51, 
p = 0.004), clutch mass (r = 0.52, p = 0.004), and maximum 
width of the eggs (r = 0.39, p = 0.03). Otherwise, when 
relative clutch mass was analyzed with other female 
morphology traits, no correlations were observed (Table 2). 

 
Table 1. Statistical summary for female morphology: SVL (snout-vent length), AM (absolute mass), and ILD (inter-limb distance), and 
reproductive traits: RCM (relative clutch mass), CS (clutch size), CM (clutch mass), ML (maximum length), MW (maximum wide), 
and VE (volume of egg) in Basiliscus vittatus from La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz. 

 
Trait Mean SE Min Max CV % N 

SVL (mm) 126.3 1.500 106.00 144.00 6.5 29 
AM (g) 46.4 1.800 26.80 67.00 21.6 29 
ILD (mm) 62.7 1.000 53.90 74.70 9.3 29 
RCM 0.17 0.006 0.06 0.22 20.7 29 
CS 6.2 0.200 5.00 9.00 20.3 29 
CM (g) 1.5 0.010 0.80 2.20 16.5 182 
VE (mm3) 1331.9 15.200 827.40 1782.01 15.4 182 
ML (mm) 19.7 0.090 16.50 22.70 6.5 182 
MW (mm) 11.3 0.050 8.90 12.70 6.4 182 

 
 

Table 2. Linear regression analysis of the relationship between female traits (SVL = snout vent length, ILD = inter-limb distance, 
AM = absolute mass), and reproductive traits (CS = clutch size, CM = clutch mass, ML = maximum length, MW = maximum wide, 
VE = volume of egg, and RCM = relative clutch mass) of Basiliscus vittatus from La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz. The 
* indicates a relationship between both traits. 

 
Trait R2 p Trait R2 p Trait R2 p 

SVL vs RCM 1.7 0.490 AM vs RCM 10.10 0.090 ILD vs RCM 9.500 0.100 
SVL vs ILD 22.8 0.008* AM vs CS 22.60 0.009* ILD vs CS 1.600 0.500 
SVL vs AM 64.5 0.001* AM vs CM 5.30 0.220 ILD vs CM 0.350 0.760 
SVL vs CS 33.8 0.001* AM vs ML 0.83 0.630 ILD vs ML 0.002 0.970 
SVL vs CM 5.1 0.230 AM vs MW 14.10 0.040* ILD vs MW 1.800 0.480 
SVL vs ML 0.7 0.660 AM vs VE 16.30 0.020* ILD vs VE 10.400 0.080 
SVL vs MW 19.2 0.010*       
SVL vs VE 29.7 0.002*       
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Figure 3. Relationship between snout vent length (SVL) and 
volume of eggs (VE) in Basiliscus vittatus from La Selva del 
Marinero, Catemaco, Veracruz. 

 

Discussion 

The mean clutch size of B. vittatus in this study is 6.2 eggs 
(range 5–9 eggs/female), which is within the known range 
for this species (range 3.9–12 eggs), for the genus (range 
3.9–18 eggs), and for the family Corytophanidae (Table 3). 
Although in squamates clutch size varies between con- 
geners distributed in regions with different requirements 
(Hamilton et al. 2008), it is also affected by strategies of 
reproduction within populations. For example, if there are 
one or more clutches per season, variation in clutch size 
should occur in later clutches (Vitt 1977). In the present 
study, we do not know if there are multiple clutches in our 
study population; however, according to previous ev- 
idence B. vittatus shows multiple clutches (Fitch 1973). 
In this study, we did not consider the effect of multiple 
clutches on clutch size and relative clutch mass since we 
are unsure if multiple clutches occur in our population. 
A future study will investigate whether single or multiple 
clutches occur within our population at our study site. 

Our results show that females of B. vittatus with larger 
body sizes have larger clutch sizes compared to small- 
er females (Fig. 2). Although there are some lizards that 
do not show this relationship of body size to clutch size 
(Wen-San 2010; Ljubisavljević et al. 2012), this pattern 
is common in many squamates (Radder and Shanbhag 

2003), and includes other genera of tropical lizards such 
as Tropidurus (Vitt and Goldberg 1983), Eurolopho- 
saurus (Galdino et al. 2003), and Emoia (Hamilton et al. 
2008). Also, the association between SVL with inter-limb 
distance is important, since larger abdominal cavities al- 
low the storage of more eggs (Williams 1966; Castilla and 
Bauwens 2000; Kratochvil and Kubicka 2007). Thus, the 
body size of the female allows for an increase in clutch 
size and maximum width of the eggs (Table 2). In 
addition, the increase in body size of squamates has been 
closely related to its reproductive response; females with 
higher SVL tend to maximize their fitness by increasing 
the numbers of eggs (Rutherford 2004). However, their 
chances of reproducing in future events may be restricted 
due to their increased susceptibility to predation because 
of decreased locomotor capacity and escape velocity 
(Galdino et al. 2003). Likewise, the increase in body size 
should be an evolutionary advantage that allows females 
not only to fill the larger abdominal space, but also in- 
crease the capacity to store energy reserves (e.g., food 
reserves, fat bodies) allocated towards reproduction (Wil- 
liams 1966; Qualls and Shine 1995). Energy reserves in 
some reptilian species are reduced considerably during 
the gestation period by a cessation of food intake, which 
has been observed to affect growth and physical condi- 
tion of the female (Shanbhag et al. 2000). In the present 
study, the effect of robustness (female body condition) on 
the variations of clutch size and clutch mass was not sup- 
ported because no significant association between these 
variables was observed as recorded in previous studies of 
others lizards (Shanbhag et al. 2000). Thus, much of the 
available energy stores within reproducing females may 
be allocated immediately to reproduction (Shine 1980; 
Wilkinson and Gibbons 2005; Warner et al. 2008). 

A central theory in vertebrate life histories is the trade- 
off between clutch size and dimensions of eggs (Stearns 
1992). In regards to this theory, the clutch size of B. vitta- 
tus was related to maximum width and volume of the eggs 
regardless of the SVL of the female. Our data suggest that 
the variations present in the dimensions of the eggs show 
limitations imposed by the clutch size supporting this 

 
 

Table 3. Clutch size in family Corytophanidae, the data correspond to mean values. 
 

Species Clutch size Reference 
Basiliscus vittatus 6.2 This study 

4.2 Hirth 1963 
3.9 Fitch 1973 

12.0 Alvarez del Toro 1982; Guyer and Donnelly 2004 
4.0 Campbell 1998 
5.2 Meiri et al. 2012 
5.4 Scharf et al. 2015 

B. basiliscus 18.0 Ortleb 1965 
6.2 Fitch 1973 
8.0 Lieberman 1980 
9.2 Meiri et al. 2012 

B. galeritus 5.0 Almendárez and Brito 2012 
Corytophanes hernandezii 3.0–4.0 Alvarez del Toro 1982 
C. cristatus 6.0 Ream 1965 
Laemanctus serratus 3.0–5.0 Martín 1958 
L. longipes 4.0–6.0 Alvarez del Toro 1982 
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trade-off hypothesis. Thus, the volume of eggs is more 
variable in comparison with consistent and less variable 
measures of maximum length and width of the eggs. This 
supports the adaptative canalization hypothesis, which 
suggests that maternal investment is related to body size, 
promoting a higher clutch size, but not larger eggs 
(Brockelman 1975). In contrast, clutch mass and volume 
of egg were traits that displayed more variation within 
reproductive traits, which have been strongly correlated 
to female body size (Fig. 3) or body mass because these 
traits can limit/enhance the amount of available abdomi- 
nal space for carrying eggs (Shine 1992). In contrast, egg 
size is invariant to different selective pressures, such as 
physiologic mechanisms, predation, climatic tolerance, as 
well as the agility of the females during gravidity (Shine 
and Greer 1991). Then, the size of egg is most likely lim- 
ited by: 1) the length and arrangement of eggs within the 
oviduct (Ford and Seigel 1989), and 2) by the size of both 
the pelvic girdle (Congdon and Gibbons 1987) and vent 
of the females to facilitate the oviposition process. 

Furthermore, clutch size is molded by environmental 
characteristics attributed to abiotic factors such as precip- 
itation, seasonality, or temperature (Ji and Brana 2000; 
Lepage and Lloyd 2004) because these factors modify the 
availability of resources (e.g., food) and thus, the ener- gy 
that females can acquire prior to reproductive events 
(Ballinger 1977; Seigel and Fitch 1984). Consequently, 
clutch size is a trait that has evolved as an adaptive mecha- 
nism to environment pressures (Fitch 1985), especially in 
those species that are widely distributed and whose adult 
body size shows a range of variability (e.g., B. vittatus). 
Thus, changes in clutch size are expected (Fitch 1970) 
as a result of different selective pressures to local envi- 
ronment constraints (Shine and Downes 1999), which is 
balanced by maintaining an optimal number of eggs that 
allows greater fitness in females (Fitch 1970; Shine and 
Greer 1991). The variation in clutch size among popula- 
tions probably reflects differences in the availability of 
energy resources that females obtain and which are influ- 
enced by the biotic and abiotic conditions of each local 
study area. 

Within our data, female B. vittatus raise their relative 
clutch mass at the same time that their clutch size in- 
creases; the inversion towards reproduction can increase 
or decrease with respect to the age, weight, and size of the 
females, in such a way that the energy available for 
reproduction is allocated in an optimum amount within 
each egg (Doughty and Shine 1998; Radder and Shan- 
bhag 2004; Orrell et al. 2004). 

The fact that there is no observable relationship be- 
tween relative clutch mass and SVL in B. vittatus sug- 
gests that larger females do not proportionally exhibit 
greater reproductive effort (Stuart-Smith et al. 2007). 
However, in B. vittatus clutch size and relative clutch 
mass are limited by body morphology (SVL and abso- 
lute mass respectively) rather than by foraging mode or 
escape velocity, thus the only way females can increase 
their reproductive responses are to be larger in order to 

produce more eggs. According to the regression model 
(CS = -5.07224 + 0.089843 * SVL, Fig. 2), which esti- 
mates the body size that allows the females to increase 
their clutch size; then, substituting our CS (= to 6.2 eggs) 
into this model equates to an increase in 8% female SVL 
for each egg added since the difference between our SVL 
(mean =126.3 mm) and the estimated SVL = 136.596 mm 
(for 7.2 eggs in the model equation) implies an increase 
of 10.2 mm of female SVL. This indicates that the repro- 
ductive response in B. vittatus is strongly linked to the 
body morphology, which involves the SVL and absolute 
mass of the females. Future studies should incorporate 
abdominal-volume data (Shine 1992) to evaluate if body 
shape (more than inter-limb distance) restricts or pro- 
motes reproductive output. This should offer a model for 
the index of available space in the abdominal cavity and 
the egg carrying capacity of the female squamates. 

The relative clutch mass of B. vittatus (0.17) in the 
present population is similar to other studied species with- 
in the family Corytophanidae, as reported by Scharf et 
al. (2015): genus Basiliscus (= 0.21, B. plumifrons Cope, 
1875); (= 0.18, B. galeritus Duméril, 1851); (= 0.16, B. 
basiliscus Linnaeus, 1758), and genus Laemanctus (= 
0.17, L. longipes Wiegmann, 1834), which contrast to the 
highest relative clutch mass recorded in Corytophanes 
cristatus Merrem, 1820 (= 0.27), an extreme passive for- 
aging lizard (Andrews 1979). Mesquita et al. (2016) also 
obtained a lower relative clutch mass value (= 0.08) for B. 
vittatus; and it appears that the variation in relative clutch 
mass is more easily observed at the population level rather 
than at the species level (Du et al. 2005). It has also been 
hypothesized that relative clutch mass has coevolved with 
foraging mode (Vitt and Congdon 1978); however, in this 
study there is no supportive evidence for this hypothesis; 
since the value of relative clutch mass index obtained for 
B. vittatus is close to that of active foragers (RCM = 0.17, 
Mesquita et al. 2016). Therefore for this study, we suggest- 
ed that both traits are under independent selective pres- 
sures regarding foraging mode for B. vittatus. Although B. 
vittatus is classified as a sit and wait forager based on low 
movements per minute and percentage of activity (Coop- 
er et al. 2013), it has lower values in its reproductive in- 
vestment when compared with other sit and wait species, 
such as: Phrynosoma orbiculare Linnaeus, 1789 (= 0.27, 
Suárez-Rodríguez et al. 2018), Sceloporus clarkii Baird & 
Girard, 1852 (= 0.30, Shine 1992), and Sceloporus gram- 
micus Wiegmann, 1828 (= 0.28, Rodríguez-Romero et al. 
2005). These lizards have been associated with high values 
in relative clutch mass, low escape velocities, and robust 
bodies (Vitt and Congdon 1978; Vitt and Price 1982). This 
contrast in B. vittatus versus other sit and wait squamates 
may be due to the fact that the relative clutch mass of B. 
vittatus is considerably limited by its body morphology, 
since it has an elongated body and tail such as those ob- 
served in active foragers (Teiidae) (Ramírez-Bautista et al. 
2000) and longer posterior extremities that facilitate run- 
ning to high speeds even across the surface of water (Hirth 
1963). According to this, it is suggested that B. vittatus 
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may hold an intermediate position between both foraging 
modes, which may provide information on the evolution 
of more complex adaptations, such as escape mechanisms 
(Cooper 2005). In this way, the reproductive effort in B. 
vittatus has been molded to maintain its locomotor skills 
such as: velocity of escape, attachment to branches, sub- 
mersion, etc., all making the Brown Basilisk less vulner- 
able to predation (Geral and Miskell 2007; Suárez-Varón 
unpublished results). Consequently, natural selection may 
favor individuals in this population of lizards with an op- 
timal relative clutch mass that allows for escape perfor- 
mance in different microhabitats in which these lizards oc- 
cupy, but still maintains little variation in the dimensions 
of the egg, which has been associated with low values in 
relative clutch mass index (Harvey and Pagel 1991). This 
implies that an optimization of the clutch size and clutch 
mass is in play to maximize fitness. Finally, the clutch size 
and relative clutch mass may show a response to multi- 
ple selective pressures caused by: 1) local environmental 
effects (Vitt 1981; Zamora-Abrego et al. 2007), 2) con- 
straints associated to the body morphology (Vitt and Price 
1982), 3) microhabitat (Vitt 1981), and 4) foraging and 
escape strategies, as well as the use of crypsis (Vitt and 
Congdon 1978; Rodríguez-Romero et al. 2005), which 
limit the reproductive output and should influence both 
clutch size and relative clutch mass. 
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Resumen 

En lagartijas ovíparas existe un intervalo frecuente en el desarrollo 

embrionario que alcanzan los huevos al momento de la oviposición entre el estadio 26 

y 33. Dicha variación se ha relacionado con el origen de la viviparidad y permite la 

exploración de los efectos experimentales en el desarrollo embrionario después de la 

oviposición. Sin embargo, para la mayoría de las especies de lagartijas, el estadio 

embrionario en la oviposición es desconocido. El presente estudio detalla por primera 

vez en Corytophanidae el estadio embrionario en la oviposición de Basiliscus vittatus. 

Se colectaron hembras grávidas para obtener nidadas de reciente oviposición. De 

cada nidada, un huevo al azar fue disecado con la finalidad de determinar el estadio 

embrionario en la oviposición, además de medir variables morfométricas de la hembra 

y de los huevos. Los resultados muestran que en B. vittatus, las hembras ovipositan 

en 4 estadios embrionarios: 29 a 32; sin embargo, existe una preferencia por ovipositar 

en estadios embrionarios intermedios (estadios 30 y 31). De las diferentes variables 

registradas, el estadio en la oviposición solo se asocia con el largo máximo del huevo. 

El estadio en la oviposición de B. vittatus parece estar relacionado con factores 

fisiológicos y morfológicos de las hembras, así como por su estrategia de forrajeo. 

 

Palabras clave: Corytophanidae; Desarrollo; Estadio embrionario; Oviposición 
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Abstract 

In oviparous lizard species there is a frequent interval in the embryonic 

development that the eggs reach at the time of oviposition between stage 26 and 33. 

This variation has been related to the origin of viviparity and allowing exploration of the 

effects of specific experimental conditions on embryonic development after oviposition. 

However, for most species of lizards the embryonic stage at oviposition is unknown. 

The present study details for first time in Corytophanidae the embryonic stage at 

oviposition of Basiliscus vittatus. Gravid females were collected to obtain recently 

oviposited clutches. From each clutch, a random egg was dissected in order to 

determine the embryonic stage at oviposition, in addition to measuring morphometric 

variables of the female and the eggs. Our results show that in B. vittatus, females 

oviposit in 4 embryonic stages: 29 to 32; however, there is a preference for ovipositing 

in intermediate embryonic stages (stages 30 and 31). Of the different variables 

recorded, the stages at oviposition are associated with the maximum length of the egg. 

The stage at oviposition of B. vittatus seems to be related to physiological and 

morphological factors of the females, as well as their foraging strategy. 

 

Keywords: Corytophanidae, Development, Embryonic stage, Oviposition. 
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Introducción 

Muchos aspectos que integran la biología de las lagartijas se enfocan en 

partes del ciclo de vida que contemplan estadios postoviposición como la ecología o 

características de historia de vida (Andrews et al., 2017; Granados-González et al., 

2020; Woolrich-Piña et al., 2020). El desarrollo embrionario es un proceso que inicia 

con la fecundación y finaliza con el nacimiento (Andrews, 2002). Muchas 

investigaciones han estudiado cómo la temperatura afecta el desarrollo embrionario, 

la capacidad de retención embrionaria e incluso las estrategias ecológicas y 

variaciones filogenéticas en los escamados (Andrews et al., 2013; Andrews y Rose, 

1994; Braña et al., 1991; García-Collazo et al., 2012). Dichos estudios han modelado 

hipótesis sobre el desarrollo embrionario y, particularmente, sobre el origen de la 

viviparidad en reptiles a partir de sus conspecíficos ovíparos (Andrews et al., 2013). 

La hipótesis del surgimiento de la viviparidad ha sido apoyada por estudios sobre la 

retención embrionaria, estrés hídrico, grosor del cascarón, temperatura y, con menor 

énfasis, el estadio embrionario en la oviposición (Andrews y Mathies, 2000; Andrews 

y Rose, 1994; Andrews et al., 2017; Calderón-Espinosa et al., 2006; Heulin et al., 2002; 

Meza-Lázaro, 2004; Rafferty y Reina, 2012; Shine, 1983).  

El desarrollo embrionario ha sido descrito y dividido para su estudio 

siguiendo los rasgos morfológicos que presenta el embrión. Se han generado tablas 

de desarrollo embrionario que permiten seguir y definir los estadios durante el 

desarrollo (Py-Daniel et al., 2017). Tradicionalmente, la tabla de desarrollo más 

utilizada en estudios experimentales como un punto de comparación embriológica y 

para determinar el estadio del desarrollo embrionario en lacertilios (Andrews et al., 

2008; Hopwood, 2007; Py-Daniel et al., 2017) es la descrita por Dufaure y Hubert 
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(1961). Esta tabla incluye 40 estadios e inicia desde el clivaje (estadio 1), y culmina 

con el embrión formado completamente previo a la eclosión o nacimiento (estadio 40). 

El proceso de oviposición involucra una transición de la embriogénesis 

dentro del oviducto de la madre y el nido (Andrews y Mathies, 2000). En reptiles 

ovíparos existe una variación considerable en el desarrollo embrionario que alcanzan 

los huevos al momento de la oviposición (Heulin et al., 2002). Por ejemplo, la 

oviposición en estadios tempranos de desarrollo es común en Crocodylia (néurula, 

Ferguson, 1985), Testudines y Rhyncocephalia (ambos en gástrula, Ewert, 1985; 

Moffat, 1985). En lacertilios existen especies que ovipositan tempranamente 

(Chamaeleo lateralis, estadio 8, Blanc, 1974) y otros que lo hacen cuando el embrión 

ha alcanzado un desarrollo prácticamente completo (estadio 39.5, DeMarco, 1993; 

García-Collazo et al., 2012; Mathies y Andrews, 1996). También se han observado 

variaciones intraespecíficas y entre nidadas en el estadio embrionario en la 

oviposición (Braña et al., 1991; Calderón-Espinoza et al., 2006). Pese a esta variación, 

la mayoría de los lacertilios ovipositan en el estadio 30 (basados en la tabla de 

desarrollo embrionario de Dufaure y Hubert [1961]), el cual es considerado el más 

frecuente al momento de la oviposición en reptiles (Mathies y Andrews, 1999). En el 

estadio 30, el embrión está al inicio del segundo tercio del desarrollo embrionario 

completo y se encuentra entre el intervalo de estadios 26 a 32, donde ocurre la 

deposición de calcio para formar por completo el cascarón, además de la 

incorporación de proteínas como el albumen para que el huevo pueda continuar su 

desarrollo expuesto al medioambiente (Andrews y Mathies, 2000; Shine, 1983). 

Un aspecto importante al realizar estudios experimentales en huevos de 

reptiles es conocer el estadio normal de oviposición, como en el trabajo de Rodríguez-

Díaz y Braña (2012). Este trabajo describe que al analizar nidadas de Zootoca vivipara 



 
 

37  

en el mismo estadio en la oviposición (33) se puede observar una eclosión más 

temprana (días de incubación) como consecuencia de experimentar con elevación y 

temperatura de incubación. Entonces, el estadio embrionario en la oviposición permite 

tener un control y un panorama amplio de los efectos experimentales resultantes, así 

como de las hipótesis a explorar. La ausencia de esta información en diversos 

experimentos de incubación puede generar sesgos que podrían sobre-estimar efectos 

experimentales (e.g., térmicos, hídricos, retención embrionaria) al que los huevos y 

hembras grávidas son sometidos, forzando la detección de similitudes o diferencias 

no existentes o que no son apoyadas metodológicamente (Andrews, 2004). Entonces, 

el conocimiento del estadio embrionario en la oviposición debe ser una característica 

necesaria de análisis para poner a prueba diversas hipótesis como el origen de la 

viviparidad. Por ejemplo, en tortugas, cocodrilos y tuátaras dados los tempranos 

estadios embrionarios en la oviposición que presentan se puede inferir por qué en 

estos grupos no surgió la viviparidad, mientras que en escamados, a pesar de las 

variaciones existentes en el desarrollo embrionario, la viviparidad ocurrió en múltiples 

ocasiones (Andrews, 1997; Qualls et al., 1997; Shine, 1983).   

En el trabajo de Andrews y Mathies (2000), se conocía el estadio en la 

oviposición de aproximadamente 1.1% de las especies de escamados (i.e., 63 

especies de las ~ 5,500 especies de escamados ovíparos descritos en aquel 

momento). Desde entonces se ha incrementado el número a 25 especies adicionales 

para alcanzar solo 1.3% de las especies de escamados (i.e., 88 especies de las 6,905 

especies de lacertilios descritos en la actualidad; Uetz et al., 2021). Asimismo, se han 

descrito diversos factores que pueden afectar el estadio en la oviposición, éstos 

incluyen aspectos morfológicos, fisiológicos y ecológicos. Dentro de los factores 

morfológicos más importantes se encuentra el grosor y estructura del cascarón, la 
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vascularización de membranas extraembrionarias y del oviducto (Andrews, 1997; 

Masson y Guillette, 1987; Packard y DeMarco, 1991). Entre los factores fisiológicos, 

se encuentra la disponibilidad de oxígeno y de agua en el oviducto (Mathies y 

Andrews, 1996; Smith et al., 2015). Ambos factores promueven variaciones en la 

difusión de gases y, por consiguiente, en la cantidad de oxígeno disponible para los 

huevos en el oviducto (Masson y Guillette, 1987). Finalmente, existen factores 

ecológicos que afectan el estadio en la oviposición, como la retención de los huevos 

en el oviducto por periodos más largos de tiempo para aumentar la sobrevivencia de 

la descendencia o, por el contrario, ovipositar tempranamente para reducir las tasas 

de mortalidad de las hembras grávidas al disminuir el exceso de carga y aumentar su 

capacidad de escape ante un depredador (Andrews y Mathies, 2000; Sinervo y Licht, 

1991).  

Basiliscus vittatus es una lagartija ovípara que presenta un modo de 

forrajeo pasivo (Cooper et al., 2013); no obstante, se ha sugerido que al mostrar 

características como altas velocidades de escape, cuerpos cilíndricos y valores de 

masa relativa de la nidada (MRN) comparables con especies de forrajeo activo (e.g. 

Aspidoscelis), pueda encontrarse en una posición intermedia entre ambos extremos 

de forrajeo (Suárez-Varón et al., 2019). Por otra parte, aunque recientemente se 

dieron a conocer diversas características de la nidada y de las crías (Suárez-Varón, 

2017; Suárez-Varón et al., 2019), no hay información disponible del estadio 

embrionario al momento de la oviposición para esta lagartija. En el presente estudio 

aportamos información, por primera vez para la familia Corytophanidae, del estadio 

embrionario en la oviposición de B. vittatus. Este trabajo, a diferencia de estudios 

previos (Hernández-Gallegos et al., 2011; Manríquez-Morán et al., 2005), incluye un 

tamaño de muestra significativo. El estadio en la oviposición de B. vittatus podría ser 
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de gran utilidad para entender el papel de la temperatura en el desarrollo embrionario 

y en la determinación del sexo en B. vittatus.  

Materiales y métodos 

Se recolectaron hembras grávidas de B. vittatus durante la temporada 

reproductora de 2019, la cual corresponde a los meses desde abril a julio en La Selva 

del Marinero localizada en el municipio de Catemaco, Veracruz (18°26’36.3”  N, 

94°37’81.9” O, 177 m snm) (Suárez-Varón et al., 2019). La captura se llevó a cabo 

bajo el permiso de colecta científica SEMARNAT-08-043. La zona de estudio presenta 

selva alta perennifolia como vegetación y un clima cálido-húmedo con una marcada 

estacionalidad que comprende una estación lluviosa de junio a febrero y un periodo 

de sequía de marzo a mayo (Ibarra-Manríquez y Sinaca, 1987; Urbina-Cardona et al., 

2006). Las hembras fueron capturadas manualmente y, en ocasiones, con una caña 

de pescar en sitios donde es común observarlas. 

 La condición reproductora se valoró al recolectar las hembras mediante 

una palpación abdominal (Cuellar, 1984). A las hembras que presentaron huevos se 

les registró la fecha de colecta, la longitud hocico-cloaca (LHC; precisión 0.01 mm) y 

la masa corporal (MC; precisión 0.1 g). Las hembras fueron trasportadas al Laboratorio 

de Herpetología en la Universidad Autónoma del Estado de México, donde fueron 

mantenidas individualmente en terrarios de 1 m × 50 cm × 50 cm (largo, ancho y alto), 

provistos de suelo proveniente del área de estudio y lámparas incandescentes de 75 

watts en un extremo del mismo para crear un gradiente térmico entre 20 y 40 °C. Las 

hembras se alimentaron cada tercer día con larvas de tenebrio (Tenebrio molitor) y se 

les proporcionó agua ad libitum. Los terrarios se revisaron diariamente cada 3 horas 

(8:00 a 20:00 h) a través de un orificio lateral que ocultaba la presencia del observador, 
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para determinar la flacidez abdominal de las hembras como señal de oviposición o la 

observación in situ de los huevos. 

Los huevos fueron colectados el día de la oviposición, esta fecha se utilizó 

para determinar el número de días preoviposición (DPO) como los días transcurridos 

desde la colecta de la hembra grávida hasta la oviposición de cada hembra. Se tomó 

un huevo aleatoriamente de cada nidada y se registró su masa (MH), así como largo 

y ancho máximo (LM y AM, respectivamente) y su volumen al momento de la 

oviposición (VH) estimado por la ecuación: V = 4/3 π (1/2 LM) (1/2 AM)2. 

Posteriormente, los huevos fueron fijados en formaldehído (10%) para preparar las 

muestras y poder determinar el estadio de desarrollo embrionario en la oviposición 

basados en la tabla de desarrollo embrionario propuesta por Dufaure y Hubert (1961). 

Adicionalmente, algunos valores de las variables de la masa relativa de la nidada 

(MRN), AM y LM fueron tomados de Suárez-Varón et al. (2019) y complementados 

con nueva información generada de las variables medidas en el presente estudio. 

Con los datos obtenidos se realizaron pruebas de normalidad para todas 

las variables y se aplicaron regresiones lineales para comprobar si existe alguna 

relación entre las características de las hembras (LHC, MC, DPO, MRN) y de los 

huevos (AM, LM y VH) respecto al estadio embrionario en la oviposición (EO). Por otra 

parte, se realizó una prueba de Chi cuadrada con la finalidad de determinar si existe 

un estadio embrionario en la oviposición seleccionado con mayor frecuencia en el 

proceso de oviposición de B. vittatus (Zar, 1999). Todos los análisis fueron realizados 

con un alfa de 0.05 en el software SPSS. 
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Resultados 

Fueron colectadas un total de 37 hembras grávidas. Los datos sobre su 

morfología y la de los huevos se muestran en la Tabla 1. Los estadios embrionarios 

en la oviposición de B. vittatus fueron: 29 (n = 3), 30 (n = 14), 31 (n = 14) y 32 (n = 6) 

con una media que corresponde al estadio 30.6 ± 0.14 EE. Durante el estadio 29 se 

observó el inicio de la diferenciación de las extremidades con forma de muñón y 40 

pares de somitas. Mientras que en el estadio 30 se observó un muñón más 

desarrollado con una cresta pequeña, ligera pigmentación del ojo y las 5 hendiduras 

branquiales se encontraron abiertas (Fig. 1A). Durante el estadio 31 las extremidades 

en forma de muñón comenzaron a aplanarse en la zona más distal formando el 

autopodio, ojos prominentes y más pigmentados (Fig. 1B). En el estadio 32 los 

embriones tenían diferenciados el zeugopodio y estilopodio en las extremidades (Fig. 

1C).  

La prueba de Chi cuadrada se utilizó para probar el modelo correspondiente 

a ovipositar en estadios intermedios (30 y 31) o extremos (29 y 32), de acuerdo con 

los estadios embrionarios obtenidos. Dicha prueba mostró que existe una preferencia 

por ovipositar en estadios embrionarios intermedios (i.e., 30-31; X2 = 9.7, g.l. = 1, p = 

0.001). Adicionalmente, los análisis de regresión lineal señalaron que el estadio 

embrionario en la oviposición se asocia con el largo máximo del huevo (EO = 23.3864 

+ 0.372561 * LM, r = 0.54, p = 0.005), pero no con la MRN u otras características 

(Tabla 2), mientras el volumen del huevo se correlaciona positivamente con el ancho 

máximo (VH = -1172.87 + 219.13 * AM, r = 0.86, p = 0.0001). 
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Tabla 1. Estadística descriptiva de la morfología corporal de las hembras: longitud 

hocico cloaca (LHC), masa corporal (MC), días preoviposición (DPO), masa relativa 

de la nidada (MRN) y huevos al momento de la oviposición: estadio embrionario (EO), 

largo máximo (LM), ancho máximo (AM) y volumen (VH) de Basiliscus vittatus de La 

Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Característica Media EE Min Max CV % N 

Estadio 

embrionario 

30.6 0.14 29 32 2.8 37 

LHC (mm) 126.9 1.2 106 139.1 6.07 37 

MC (g) 57.4 1.9 37 87 20.2 37 

MRN 0.18 0.006 0.06 0.27 21.8 37 

LM (mm) 19.43 0.21 16.4 22.27 6.57 37 

AM (mm) 11.25 0.12 9.74 12.72 6.69 37 

VH (mm3) 1284.22 31.6 899.17 1745.74 14.9 37 

DPO 41.18 3.11 8.0 95.0 45.9 37 
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Figura 1. Estadios embrionarios al momento de la oviposición de Basiliscus vittatus 

de La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz. (A) Estadio 30, (B) estadio 31 y (C) 

estadio 32. 
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Tabla 2. Regresiones lineales entre características de la hembra: longitud hocico 

cloaca (LHC), masa corporal (MC), días preoviposición (DPO), masa relativa de la 

nidada (MRN) y de los huevos: largo máximo (LM), ancho máximo (AM) y volumen 

(VH) del estadio embrionario de Basiliscus vittatus al momento de la oviposición (EO) 

en La Selva del Marinero, Catemaco, Veracruz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Característica r2 p 

LHC vs EO 0.97 0.56 

MC vs EO 0.10 0.54 

LM vs EO 0.29 0.005 

AM vs EO 0.01 0.94 

VH vs EO 0.74 0.61 

MRN vs EO 0.07 0.871 

DPO vs EO 0.07 0.875 
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Discusión 

Si bien, el grado del desarrollo embrionario alcanzado en la oviposición 

varía entre reptiles, un patrón común para escamados es ovipositar en el estadio 30 

(Andrews y Mathies, 2000). En este sentido, los resultados del presente estudio 

indican que, aunque el estadio a la oviposición es variable en B. vitattus (29-32), las 

hembras ovipositan preferencialmente en los estadios 30 y 31. Dichos estadios 

parecen ser un aspecto recurrente en la mayoría de las lagartijas que dejan una nidada 

anual, como ocurre en Lampropholis delicata (Andrews y Mathies, 2000; Andrews et 

al., 2017; Shine, 1983). Estadios embrionarios más allá del 32 requieren la capacidad 

de las hembras para retener sus huevos en el oviducto por largos periodos y, en 

consecuencia, se esperaría que un estadio embrionario más avanzado al momento de 

la oviposición sea reflejo de una duración mayor en el tiempo (días) de retención de 

los huevos en el oviducto (Heulin et al., 2002; Shine, 1983). En este aspecto, los días 

preoviposición (DPO) no mostraron relación con el estadio embrionario en la 

oviposición, esto explica que la variación embrionaria es debida a la influencia de 

factores fisiológicos y ambientales y no al estrés del cautiverio. Y, aunque se ha 

documentado variación intranidada en algunas especies de lagartijas (Calderón-

Espinoza et al., 2006), en B. vittatus la evidencia de 2 nidadas que fueron encontradas 

en campo (misma zona de estudio) y cuyos embriones se encontraron en el mismo 

estadio embrionario (n = 5, estadio 38, n = 6, estadio 39, Suárez-Varón, obs. pers.), 

sugiere que los huevos son ovipositados en el mismo estadio embrionario. De este 

modo, B. vittatus posee la capacidad de retener huevos más allá de la moda del 

estadio normal de desarrollo embrionario (30), pero no después del intervalo máximo 

(32). Esto implica una retención de 14.4 días que corresponden al tiempo del 

desarrollo embrionario desde el estadio 29 al 32 (Suárez-Varón, datos no publicados) 
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respecto a un nido de reciente oviposición encontrado en campo con una temperatura 

de 28 °C (Suárez-Varón et al., 2016). Entonces, aunque en esta población es poco 

probable que las hembras tengan más de una nidada, como sucede en poblaciones 

de B. vittatus que se distribuyen más al sur y donde las condiciones ecológicas 

permiten que la reproducción ocurra durante todo el año, la evidencia actual indica 

que en la población estudiada existe una sola nidada que se extiende de marzo a julio 

(Hirth, 1963; Suárez-Varón, 2015). Esta característica favorece la presencia de 

estadios embrionarios en la oviposición que rondan el estadio 30, contrario a aquellas 

especies con múltiples nidadas por año, donde los huevos pueden ser ovipositados 

en estadios más tempranos de desarrollo (Andrews y Mathies, 2000).  

La oviposición de los huevos en estadios embrionarios más tempranos a 

los que presenta B. vittatus se ha relacionado con una disminución en los costos 

asociados al modo de forrajeo activo, ya que, retener por más tiempo los huevos 

dentro los oviductos representa mayor riesgo de depredación para la hembra e incluso 

compromete la sobrevivencia de la descendencia (Braña et al., 1991; Vitt y Congdon, 

1978; Vitt y Price, 1982). Por ello, probablemente la presión selectiva debió favorecer 

aquellas especies con forrajeo activo para que desarrollaran una oviposición tan 

pronto como la formación del cascarón estuviera completa, aunque esto implicara 

dejar huevos en un estadio embrionario temprano (Mathies y Andrews, 1999). Por 

ejemplo, como consecuencia de un forrajeo activo, varias especies de teiidos dejan 

sus huevos más tempranamente que B. vittatus, 21-22 como ocurre en Aspidoscelis 

uniparens (Billy, 1988), 18 para Aspidoscelis sacki (Hernández-Gallegos et al., 2011), 

18 Aspidoscelis costatus costatus (López-Moreno, 2011). Esto es contrario a lo que 

ocurre en algunas especies con forrajeo pasivo, donde la capacidad de retención 

embrionaria permite llegar a estadios de desarrollo tardíos (e.g., como sucede en 
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Sceloporus scalaris, 39.5 [Mathies y Andrews, 1996] y Sceloporus aeneus 39 [García-

Collazo et al., 2012]). 

Por otra parte, el máximo estadio embrionario en la oviposición de B. 

vittatus debe estar limitado por las demandas de oxígeno del embrión en el oviducto 

al presentar un estadio mayor de desarrollo, ya que después del estadio 30 comienza 

una fase de crecimiento exponencial del embrión, durante el cual los tractos 

reproductores no pueden continuar la embriogénesis como sucede en otras lagartijas 

(Andrews, 2002; Braña et al., 1991; Shine, 1983). Por lo tanto, se ha sugerido que 

valores bajos de oxígeno (hipoxia) en los oviductos limitan el intercambio gaseoso; 

siendo la hipoxia una de las condiciones que mejor explican las limitantes del 

desarrollo y metabolismo embrionario (Andrews, 2002; Andrews y Mathies, 2000; 

Rafferty et al., 2013). Además, la concentración de oxígeno en el oviducto también ha 

sido ligada a temperaturas ambientales que favorecen aquellas especies distribuidas 

en climas fríos y con forrajeo pasivo (García-Collazo et al., 2012; Mathies y Andrews, 

1996). Por lo que, el máximo estadio a la oviposición es producto del tiempo que las 

hembras pueden retener los huevos dentro el oviducto (Shine y Bull, 1979). 

Los análisis de regresión lineal mostraron que un incremento en el largo 

máximo de los huevos proporciona un desarrollo embrionario más avanzado. Esto 

implica una distención abdominal de las hembras para permitir el mantenimiento de 

los huevos durante un lapso mayor que en el caso de B. vittatus, correspondería a 

máximo 2 estadios embrionarios pasando la fase normal de oviposición. Mientras que 

el volumen y el ancho máximo permanecen estables dado que no se asociaron con el 

estadio embrionario en la oviposición, pero sí entre ellas. El aumento en estas 

características (AM y VH) por la adición de agua y crecimiento del embrión 

incrementaría los costos (e.g., mortalidad, fisiológicos) relacionados con la retención 



 
 

48  

de huevos, reduciendo así la cantidad y presión del oxígeno disponible e induciendo 

a la hipoxia (Braña et al., 1991; Rafferty et al., 2013). Parece ser que la morfología de 

B. vittatus limita el tamaño de los huevos (e.g., especialmente su ancho y volumen), 

dado que su volumen está en función del ancho máximo; es decir, el ancho máximo 

limita el incremento del volumen. Como consecuencia, mantener los huevos por más 

tiempo dificultaría el proceso de oviposición debido a la pequeña apertura cloacal que 

poseen las hembras (Suárez-Varón et al., 2019). 

Un estudio previo ha registrado cómo en B. vittatus la MRN se correlaciona 

con el tamaño de nidada (media = 6.2 huevos) y cómo el tamaño de la nidada y el 

volumen de los huevos están limitados por la LHC de las hembras (ver Figs. 2, 3 en 

Suárez-Varón et al. [2019]). En el presente estudio, la ausencia de correlación de la 

MRN con EO sugiere que la energía que las hembras destinan a la reproducción no 

influye sobre el estadio embrionario en la oviposición, contrario a los hallazgos en 

diferentes especies de Lacerta, donde valores mayores en MRN corresponden a 

estadios embrionarios más avanzados (Braña et al., 1991). Además, las limitaciones 

impuestas en el volumen y ancho máximo de los huevos son un indicativo de que el 

crecimiento, tamaño del huevo, y por tanto, el estadio embrionario en la oviposición, 

son limitados por la morfología corporal de las hembras y los requerimientos 

fisiológicos dentro los oviductos para continuar el desarrollo embrionario (Andrews, 

2002). 

Adicionalmente, características como la velocidad de escape, las tasas de 

depredación y las conductas asociadas al forrajeo pasivo reflejarían altos valores en 

la MRN y, por tanto, la capacidad de una mayor retención embrionaria (Braña et al., 

1991; Vitt y Price, 1982). Estas condiciones favorecerían encontrar estadios en la 

oviposición avanzados en el desarrollo embrionario, contrario a lo que ocurre con B. 
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vittatus y en la mayoría de las especies, que no muestran una prolongada retención 

embrionaria.  

La familia Corytophanidae incluye 3 géneros, Corytophanes + Laemanctus 

y Basiliscus como el género hermano, siendo Corytophanes percarinatus la única 

especie vivípara dentro del género y la familia (Townsend et al., 2004; Vieira et al., 

2005). La viviparidad en C. percarinatus podría ser una adaptación a las deficiencias 

térmicas de las zonas frías con alta elevación y latitud donde habita (McCoy, 1968; 

Townsend et al., 2004), así como se ha sugerido para algunas especies del género 

Sceloporus (Mathies y Andrews, 1995; Andrews, 2000). La divergencia entre 

Corytophanes + Laemanctus y Basiliscus se estima que ocurrió hace 61.7 millones de 

años, quedando el género Basiliscus filogenéticamente alejado de C. percarinatus 

(Taylor et al., 2017). Son necesarios más estudios que involucren información sobre 

características de la historia de vida y particularmente del estadio en la oviposición de 

la familia Corytophanidae, ello para inferir la evolución de la viviparidad en la familia. 

La variación en el estadio embrionario en la oviposición puede estar 

moldeada por características de historia de vida que promueven ventajas selectivas a 

las hembras para modificar el momento de la oviposición y, por tanto, del desarrollo 

embrionario al responder a fluctuaciones ambientales y fisiológicas (Andrews y 

Mathies, 2000; Rafferty y Reina, 2012). Es importante conocer el estado embrionario 

en la oviposición de B. vittatus, ya que permite completar huecos dentro de su historia 

natural, además, permite entender mejor si la temperatura de incubación afecta la 

proporción de sexos (Suárez-Varón, 2017), puesto que nidadas de B. vittatus 

incubadas a 28 °C dieron como resultado 100% de hembras (Suárez-Varón, datos no 

publicados); mientras que Acosta et al. (2019), descubrieron un nuevo sistema 

cromosómico XY en la especie. Estos hallazgos podrían indicar que, a pesar de que 
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B. vittatus es una especie con presencia de cromosomas sexuales, la temperatura de 

incubación podría estar anulando el sistema cromosómico sesgando las proporciones 

sexuales como ocurre en Pogona vitticeps (Holleley et al., 2015). Entonces, estudiar 

el estadio en la oviposición permite ver los efectos directos que produce la temperatura 

sobre el desarrollo embrionario y en el mecanismo de determinación sexual de la 

especie. 

En conclusión, tanto los aspectos morfológicos como los fisiológicos, así 

como la posible influencia del modo de forrajeo, aparentemente determinan el estadio 

en la oviposición en aquellas especies donde la retención embrionaria no ha sido 

favorecida. Adicionalmente, es necesario realizar comparaciones de este estudio con 

poblaciones de B. vittatus que presentan nidadas múltiples, donde se esperarían 

estadios embrionarios en la oviposición más tempranos. Son necesarios más 

esfuerzos para conocer esta característica y generar mejores aproximaciones de las 

variaciones y factores que afectan el estadio embrionario en la oviposición en 

lagartijas. 
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3.1 Establecimiento del mecanismo de determinación sexual de 
Basiliscus vittatus: Coritofánidos reemplazan el sistema 

cromosómico XY de los Pleurodontos con un nuevo par de 
cromosomas XY. 
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Abstract 
Almost all lizard families in the pleurodont clade share the same XY system. This system was meticulously studiedin Anolis carolinensis, 
where it shows a highly degenerated Y chromosome and a male-specific X chromosome dosage compensation mechanism. 
Corytophanids (casque-headed lizards) have been proposed as the only family in the pleurodont clade to lack the XY system. In 
this study, we worked with extensive genomic and transcriptomic data from Basiliscus vittatus, a member of the Corytophanidae 
family that inhabits the tropical rainforests of Mexico. We confirmed that B. vittatus underwent a sex chromosome system turnover, 
which consisted in the loss of the pleurodont XY system and the gain of a new pair of XY chromosomes that are orthologous to 
chicken chromosome 17. We estimated the origin of the sex chromosome system to have occurred ~63 Ma in the ancestor of 
corytophanids. Moreover, we identified 12 XY gametologues with particular attributes, such as functions related to the membrane 
and intracellular trafficking, very low expression levels, blood specificity, and incomplete dosage compensation in males. 
Key words: casque-headed lizards, Basiliscus vittatus, XY chromosomes, sex chromosome system turnovers, sex chromo- 
some evolution. 

 
 
Introduction 
Reptile species have undergone numerous sex determination 
systems turnovers, with lineages shifting more frequently 
from environmental-dependent sex determination (ESD) to 
genotypic sex determination (GSD) (Pennell et al. 2018). The 
second most-common transition in reptiles is transitions from 
GSD to ESD (Pennell et al. 2018). In general, very few cases of 
species shifting from one sex determination system to the 
same sex determination system, for instance, an XY 
system to a new XY system, have been documented 

 

(Bachtrog et al. 2014). Reptiles are an ideal taxon to test 
predictions on the mechanisms of sex determination because 
ESD and various types of GSD are present in closely related 
species of the same lineage and sex determination systems 
can be both of recent origin (<10-Myr old) or very old (>100- 
Myr old) (Bachtrog et al. 2014). 

For example, in the infraorder Iguania, the acrodont clade 
exhibits a great variety of ESD and GSD systems (Bachtrog 
et al. 2014), whereas all but one family of lizards in the pleuro- 
dont clade share the same sex chromosome system, which 

© The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press on behalf of the Society for Molecular Biology and Evolution. 
This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted reuse, 
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited. 
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FIG. 1.—Sex determination systems in the pleurodont clade. A tree representing the phylogenetic relationships between the families comprised in the 
pleurodont clade. The phylogenetic tree was based on Zheng and Wiens (2016). The estimate of Basiliscus vittatus and Corytophanes hernandesii divergence 
was taken from Taylor et al. (2017). Millions of years ago are denoted by “Ma.” Black and red XY chromosomes represent the pleurodont sex chromosome 
system, which originated in the ancestor of the infraorder Iguania. Most families in the pleurodont clade have conserved the same XY chromosomes; data 
based on Altmanova et al. (2018). This sex chromosome system has been well characterized in the green anole, Anolis carolinensis (highlighted in green), 
where it shows a highly degenerated Y chromosome and a male-specific X chromosome expression level upregulation; data based on Marin et al. (2017). 
The XY system in the Corytophanidae family originated 62.68 Ma (orange and gray XY chromosomes; results from this study). This corytophanid sex 
chromosome system is composed of heteromorphic sex chromosomes with a degenerated Y chromosome and an incomplete dosage compensation 
mechanism of the X chromosome in males. 

 

comprises a pair of heteromorphic XY chromosomes 
(Rovatsos, Pokorna, et al. 2014; Altmanova et al. 2018) 
(fig. 1). These XY chromosomes originated in the ancestor 
of the infraorder Iguania, 160–170 Ma (Marin et al. 2017) (fig. 
1). This sex chromosome system has been studied with great 
detail in the green anole, Anolis carolinensis (Dactyloidae 
family) (Alfoldi et al. 2011; Gamble et al. 2014; Rovatsos, 
Altmanova, et al. 2014a, 2014b; Kichigin et al. 2016; 
Marin et al. 2017; Rupp et al. 2017). A previous work 
identified a highly degenerated Y chromosome in 
A. carolinensis that has conserved only a handful of genes 
(seven genes) (Marin et al. 2017). Additionally, it was also 
found that in order to maintain balanced gene expression 
levels in both sexes and counterweight the massive loss of 
genetic material of the Y chromosome, the X chromosome 
in A. carolinensis evolved a male-specific mechanism that 
triggers the hyper-acetylation of the lysine 16 on the histone 
3, which in turn mediates the global upregulation of gene 
expression on the X chromosome (Marin et al. 2017). 

In the pleurodont clade, only the species in the 
Corytophanidae family (casque-headed lizards) seem to lack 
the canonical XY system (Altmanova et al. 2018) (fig. 1). Two 
previous studies (Rovatsos, Pokorna, et al. 2014; Altmanova 

et al. 2018) examined four species of corytophanids 
(Laemanctus longipes, Laemanctus serratus, Corytophanes 
hernandesii, and Basiliscus plumifrons) and quantified the 
copy number of six genes that are X-linked in A. carolinensis. 
The researchers found that both males and females of cory- 
tophanids presented two copies of these genes. These results 
could indicate that the orthologous chromosome to the X 
chromosome in the closely related species A. carolinensis is 
an autosome in the corytophanids. However, the copy num- 
ber of so few genes could also be influenced by X/Y gene 
conversion or translocations of genetic material between the 
X and Y chromosomes. 

In this study, we used extensive genomic and transcrip- 
tomic data from the brown basilisk, Basiliscus vittatus, from 
a population that inhabits the tropical rainforests of Mexico, 
to confirm the loss of the pleurodont XY system. In addition, 
we identified and characterized a new XY system in coryto- 
phanids, which is based on chromosomes that are ortholo- 
gous to the chicken chromosome 17. The corytophanid sex 
chromosomes originated in the ancestor of the family 
~62.68 Ma. We also explored the functions, sex determina- 
tion candidates, expression levels, and evolution of the novel 
sex chromosome system. 
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Materials and Methods 
Genome Data Generation, Assemblies, and Coverage 
Analyses 
One adult male and one adult female individual of B. vittatus 
species were captured from a population that inhabits an 
open riverbed juxtapositioned to tropical rainforest habitat 
at the community of “La Selva del Marinero” in Veracruz, 
Mexico (170 m.a.s.l.; SEMARNAT Scientific Collector Permit 
08-043). Sex was determined based on the size of the crests 
(larger in males), body size (males are bigger), and body col- 
oration (wider yellow stripes in males). Later, sex was con- 
firmed by the presence of ovaries or testis during the 
dissections. Both individuals were sacrificed using a lethal 
dose of pentobarbital; this study met legal regulations and 
institutional procedures for the investigation of the 
University of Mexico. Additionally, blood samples for B. vitta- 
tus (n ¼ 6; three males and three females) and C. hernandesii 
(n ¼ 6; three males and three females) individuals were 
obtained. We generated DNA-seq libraries for the male and 
female of B. vittatus from liver tissue using the Illumina TruSeq 
DNA protocol for short insert size (400–450 nt). The paired- 
end DNA-seq libraries were sequenced on Illumina HiSeq 
2500 sequencers at the Macrogen facility in Korea (100-nt 
paired-end reads). We sequenced both genomes at approxi- 
mately 6× of coverage based on the size of the A. carolinensis 
genome (1.7 Gb). The quality of the reads was verified using 
FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/ 
fastqc; last accessed September 13, 2019) and the remaining 
adaptors were removed with Trimmomatic (Bolger et al. 
2014). We then followed a methodology previously applied 
to the analysis of sex chromosomes in snakes (Vicoso et al. 
2013). Specifically, the male and female raw genomic reads 
were assembled into scaffolds using SOAP de novo (v.2; de- 
fault parameters) (Luo et al. 2012), and the resulting scaffolds 
were aligned against the six assembled chromosomes and the 
X-linked scaffolds from the A. carolinensis reference genome 
using BWA (bwa-mem) (Li et al. 2009). The selected scaffolds 
in the male and female B. vittatus genomes were required to 
align over 50% of their sequence length and above 80% of 
identity against the A. carolinensis genome. We ordered the 
B. vittatus scaffolds following the sequence of the chromo- 
somes and X-linked scaffolds in A. carolinensis. We used bow- 
tie2 (Langmead and Salzberg 2012) to align the raw DNA-seq 
reads from the male and female B. vittatus genomes onto the 
reconstructed chromosomes and X-linked scaffolds of B. vit- 
tatus. The aligned reads were sorted using SAMtools (Li et al. 
2009) and the coverages for each chromosome (including the 
X chromosome) for males and females were calculated using 
BEDtools (Quinlan and Hall 2010). To compute the final data 
illustrated in the figures, we averaged the coverage using 
windows of 100,000 nucleotides for the 6 main chromo- 
somes and windows of 10,000 nucleotides for the X chromo- 
some. The novel X chromosome in B. vittatus was 

 
reconstructed using the sequence of the chicken chromo- 
some 17, because the corresponding scaffolds in the A. car- 
olinensis reference genome surpass the 100 fragments. We 
repeated the same procedure but changed the thresholds for 
the BWA analysis given that B. vittatus diverged before from 
chicken than from A. carolinensis. Selected scaffolds in the 
B. vittatus genomes were required to align over 40% of their 
sequence length and above 70% of identity against the 
chicken genome. Genomic data for A. carolinensis were taken 
from Marin et al. (2017). 

 
 

Transcriptome Data Generation and Assembly of Y-Linked 
Transcripts 
We generated strand-specific RNA-seq libraries (using the 
Illumina TruSeq Stranded mRNA Library protocol) for a total 
of 14 samples obtained from blood (twice), brain, heart, liver, 
kidney, and gonads for both a male and a female of 
B. vittatus. Each library was sequenced on Illumina HiSeq 
2500 platforms at the Macrogen facility in Korea (100 nucleo- 
tides, paired-end). In order to assemble Y-linked transcripts in 
B. vittatus we used a subtraction approach we applied previ- 
ously in two studies in mammals/birds (Cortez et al. 2014) and 
A. carolinensis (Marin et al. 2017). We first assessed the 
quality of the reads from the 14 samples with FastQC 
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc; 
last accessed September 13, 2019), trimmed the remaining 
adaptors with Trimmomatic (Bolger et al. 2014) and removed 
all reads with ambiguous nucleotides (N). Next, we collapsed 
all male RNA-seq reads from B. vittatus into one single file and 
aligned these reads onto the de novo reconstructed female 
genome from B. vittatus using Hisat2 (v2.0.2)(Kim et al. 
2015); reads not mapping to this genome were selected. 
We then used all female RNA-seq data from B. vittatus to 
build an index of 35 bp k-mers; following a previous proce- 
dure (Akagi et al. 2014). We calculated the frequency of these 
35 bp k-mers and removed those showing frequencies below 
ten; we did not consider rare k-mers as part of the overall 
signature of the female transcriptome. We used Bowtie2 
(2.1.0) (Langmead and Salzberg 2012) to align the more 
abundant 35 bp k-mers to the male reads that did not align 
onto the B. vittatus female genome (with no mismatches and 
no indels allowed); we selected the male reads with no suc- 
cessful alignments. Finally, we assembled a male transcrip- 
tome with Trinity (v2.0.2, default k-mer of 25 bp) (Grabherr 
et al. 2011) based on the few selected read that passed all the 
filters. We obtained putative male-specific transcripts, which 
were aligned against the raw DNA-seq reads from the male 
and female B. vittatus using BlastN (Altschul et al. 1990). We 
searched for transcripts having 100% identity over 90% or 
more of their sequence length in the male genome and no 
significant alignments in the female genome. Twenty-three 
transcripts were only found in the male genome. To further 
reinforce our results, we decided to amplify a subset of six Y- 
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linked genes using genomic PCRs and DNA from B. vittatus 
blood samples (n ¼ 6; three males and three females). The 
primers used were: COL1A1 (autosomal/control) forward: 
TTT CGT GCA GGG TGG GTT CTT T, reverse: TCT GAA 
CTG GTG CAG CTT CAC A. Whereas Y-linked genes were: 
CAMSAP1, forward: AGT CTC AGT CTG CAC CAG TGA 
AAG, reverse: TGA TTT CTG AGC CCA GGC AGT T. 
GOLGA2, forward: AGG CTG TCA GTC TCA CTC AGT 
AAG, reverse: CCC CAT ATT CCC AGG TTC TGT CA. 
EHMT1, forward: TCT CCC AGG GTT ACG AAC GGA T, 
reverse: TGT CTA CGG AAT TGA CGC AGG GAA. RAB14, 
forward: GTG CCT TTG GCT GCT TCG TTT T reverse: ATG 
TGC TAG GCC TGC AAT GAG T. HSPA5, forward: TGT TTT 
GGA AGG CAC GCA GCT A, reverse: TCG TCA TCG TCA 
GCA AAC ACA C. ZBTB34, forward: TCC TGC CAA ACA 
GTG ACC AGA T, reverse: AGC ACC TCA TGG CTG GTT 
GT. NIBANY/FAM129BY, forward: AGC CGG GTC ATC 
GCC TCC TG, reverse: CTC TCG TCC AGG TGC GCT GAG. 
CACNA1BY, forward: GCA CAG TTG GCA ATG ATC AAG T, 
reverse: GGT CAA CAA ACA TCC CTC TGG CA. Gene with 
unknown function, forward: CCG CAA CAG CCC TAT CAG 
CCA, reverse: ACC TGT TGC AGT ATC CTT CAG CT. 
MEGF9Y, forward: GCC CTC CTC GAC ATG ACA TCC C, 
reverse: AGC CAG TGA TGA TGA ACC TAC AG. AKIY, for- 
ward: AGC CAT TCT ACC CCG CTC CAA, reverse: TCG AGA 
GCC CAA AAC CAC GTC T. These primers were designed to 
specifically amplify Y sequences; accordingly, PCR reactions 
with female DNA did not show any amplification. The same 
PCR procedure was repeated using purified DNA from 
C. hernandesii. 0.2–0.5 ml of blood was extracted from the 
caudal vein with a 1 ml needle from 3 males and 3 females of 
B. vittatus and C. hernandesii (n ¼ 6 for each species). Blood 
was immediately mixed with a buffer containing heparin and 
conserved a 4 ڮC. The wound on the animal skin was disin- 
fected and the animals were released 24 h later at the same 
location where they were captured based on the recorded GPS 
coordinates. Male/female blood DNA was extracted following 
the manufacturer’s instructions using the Kit Blood DNA 
Isolation Mini de Norgen Biotek (cat. 46300). PCRs were per- 
formed with the Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 
(Thermo Fisher Scientific; cat. F548S) 30 cycles at 98 ڮC for 2 s, 
 C for 10 s. PCR reactions were run onڮ C for 5 s, and 72ڮ 66
agarose gels (2%). Initially, we did not know whether B. vittatus 
presented XY or ZW chromosomes. So, in parallel, we ran the 
methodology starting with female RNA-seq data to determine 
the presence of potential W-linked sequences. All potential W- 
linked sequences were found in both the male and female 
genomes and represented false-positive transcripts. 

 
 

Search for A. carolinensis Y-Linked Genes 
We applied a previously established genomic approach to 
search for Y genes using the orthologous genes found in 
other species (in this case, A. carolinensis) on the basis of 

 
high-throughput genomic sequencing data (Cortez et al. 
2014; Marin et al. 2017). We figured that using orthologous 
sequences of Y and X gametologues, one could identify the 
orthologous genes from the genomic raw sequencing data in 
targeted species. Thereby, we used the known Y-linked genes 
from A. carolinensis and searched for their best matching 
reads (best identity) in the B. vittatus male and female raw 
DNA-seq reads using BlastN (Altschul et al. 1990). We then 
assembled the best target sequence (higher identity) and 
compared the resulting sequences against the sequences 
obtained with the same methodology but using the X game- 
tologues from A. carolinensis. In both cases, using either the Y 
or the X gametologues, we reconstructed the orthologous 
gene to the A. carolinensis X-linked gene. Thus, we ruled 
out the presence of any A. carolinensis Y-linked genes that 
might have escaped the pleurodont Y chromosome by retro- 
transposition, transposition, or chromosomal fusion. 

 
Assignment of Y Gene Names 
To establish Y gene identity, we searched NCBI GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank; last accessed 
September 13, 2019) for the closest homologs using BlastN 
and BlastX (Altschul et al. 1990). Transcripts without any sig- 
nificant match and without clear open reading frame predic- 
tions were considered to be noncoding. We note that the 
RNA-seq-based Y transcript reconstructions are expected to 
usually yield the most frequent isoform for a given Y gene. 
Functions of Y-linked genes were obtained from genecards 
(http://www.genecards.org; last accessed September 13, 
2019). 

 
Synonymous Substitution Analyses 
To estimate the approximate age at which XY gametologues 
halted homologous recombination, pairwise alignments of 
coding sequences of XY gametologues were obtained using 
PRANK (Loytynoja and Goldman 2005) based on encoded 
amino acid sequences. dS values were then calculated using 
codeml (pairwise option) as implemented in the PAML pack- 
age (Yang 1997). Six XY gametologues presented dS values 
above 0.2 and five XY gametologues presented values below 
0.2 that could represent older and younger gametologues, 
respectively. An older (stratum 1) and a younger (stratum 2) 
strata were later confirmed by a PCR approach using genomic 
DNA from C. hernandesii (see main text). 

To assess the age at which the novel XY system was orig- 
inated, we followed a previous procedure (Cortez et al. 2014). 
Briefly, we used the codeml free-ratio model, as implemented 
in the PAML package (Yang 1997). For each pair of the six XY 
gametologues in stratum 1 (see above; table 1) we aligned 
using PRANK (Loytynoja and Goldman 2005) the coding 
sequences of XY genes in B. vittatus and the coding sequen- 
ces from one-to-one orthologous genes in A. carolinensis, 
chicken, the soft-shell Chinese turtle, opossum, mouse, 
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Table 1 
Protein-Coding Y-Linked Genes Identified in Basiliscus vittatus 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

finger 
 

lysine methyltrans- 
ferase 1 

5 CACNA1BY protein-coding   0.24 Yes 1 GL343556 17 9 Calcium voltage- 
gated channel sub- 
unit alpha1 B 

Adenylate kinase iso- 
enzyme 1 

Multiple EGF like 
domains 9 

Member RAS onco- 
gene family 

Heat shock protein 
family A (Hsp70) 
member 5 

10 GOLGA2Y protein-coding  0.083 No 2     GL343763 17 9 Golgin A2 
11 ZBTB34Y Protein-coding   0.069 No 2      GL343502 17 9 Zinc finger and BTB 

domain containing 
34 

12 CCDC183Y Protein-coding NA No 2 NA NA 9 Coiled-coil domain 
containing 183 

 
 

human, and Xenopus; orthologous coding sequences were 
downloaded from the Ensembl database (https://www. 
ensembl.org/; last accessed September 13, 2019; v.92). We 
concatenated the individual gene alignments and selected 
random positions from the concatenation to generate a 
new alignment with the original length; we repeated this 
operation 100 times (100 bootstrap rounds). For each round, 
we calculated the synonymous substitutions for all branches 
of the species tree using codeml (implemented in PAML; Yang 
1997). The average branch lengths from the 100 bootstraps 
were calibrated to produce an ultrametric, time-calibrated 
tree, using the “chronos” library (from the “ape” package 
in R). We then retrieved the branch lengths just before and 
after the split of the XY gametologues and the time since 
corytophanids diverged from A. carolinensis (outgroup spe- 
cies). We calculated the age of the sex chromosomes based 
on the individual branch lengths that together are equivalent 
to the time that has passed since the divergence between 
corytophanids and A. carolinensis. 95% confidence intervals 
for the sex chromosome origin estimate were obtained from 

the estimates of the 100 individual replicates. The divergence 
time between corytophanids and A. carolinensis was retrieved 
from the recent time-calibrated phylogeny for Squamata 
reported in Zheng and Wiens (2016) and the weighted- 
median of the divergence estimate reported at TimeTree 
(http://www.timetree.org/; last accessed September 13, 
2019). 

 
 

RNA-Seq Read Mapping and Expression Analyses 
We concatenated the RNA-seq data from the 12 samples 
from B. vittatus and reconstructed a full transcriptome using 
Trinity (v2.0.2, default k-mer of 25 bp) (Grabherr et al. 2011). 
Then, RNA-seq reads were mapped to the reconstructed tran- 
scriptome using Kallisto (Bray et al. 2016). We downloaded 
from the Ensembl database (https://www.ensembl.org/; last 
accessed September 13, 2019; v.92) the transcriptomes of A. 
carolinensis and chicken. RNA-seq reads reported in a previ- 
ous study (Marin et al. 2017) were mapped to the Ensembl 
transcriptomes of A. carolinensis and chicken using Kallisto. 
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6 AKIY Protein-coding 0.22 No 2 AAWZ02036994 17 9 

7 MEGF9Y Protein-coding 0.17 No 2 GL343398 17 9 

8 RAB14Y Protein-coding 0.11 No 2 AAWZ02036218 17 9 

9 HSPA5Y Protein-coding 0.088 No 2 AAWZ02037731 17 9 

 

 Gene Type dS Y gene in 
Corytophanes 
hernandesii 

Strata Anolis 
Chromosome 

Chicken 
Chromosome 

Human 
Chromosome 

Function 

1 NIBANY/FAM129BY Protein-coding 0.42 Yes 1 GL343556 17 9 Family with sequence 
similarity 129 
member B 

2 CAMSAP1Y Protein-coding 0.36 Yes 1 GL343625 17 9 Calmodulin regulated 
spectrin associated 

 
3 

 
Unknown 

 
Protein-coding 

 
0.27 

 
Yes 

 
1 

 
NA 

 
NA 

protein 1 
NA Hypothetical zinc 

4 EHMT1Y Protein-coding 0.26 Yes 1 GL343556 17 9 Euchromatic histone 
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Gene expression estimates (transcripts per million or TPM) 
were calculated by Kallisto (100 bootstraps). For each gene 
in the B. vittatus, A. carolinensis, and chicken transcriptomes 
we selected the transcript with the maximum expression level. 
Normalization across samples was performed using a previous 
median scaling procedure (Brawand et al. 2011) that uses 
one-to-one orthologous genes expressed in all samples to 
obtain correcting indexes. Comparisons of expression levels 
between genes on current/ancestral and male/female 
chromosomes were carried out as previously described 
(Julien et al. 2012; Cortez et al. 2014; Marin et al. 2017). 
Specifically, to infer ancestral expression levels we 
exploiting the fact that current sex chromosomes are 
derived from ancestral autosomes and, therefore, have 
autosomal counterparts in species with nonhomologous sex 
chromosomes, which are informative concerning proto-
sex chromosome expression patterns. We calcu- lated 
ancestral sex chromosome expression levels as me- dian 
expression levels of autosomal one-to-one orthologues of 
X genes in outgroup species with different sex 
chromosomes systems: A. carolinensis and chicken. 
Ancestral inferred expression output values were calcu- 
lated per one gene copy/allele, that is, the obtained values 
were divided by 2. The tissue-specificity index (TSI) for a 
given gene was calculated as the expression level (TPM) in the 
tissue with the highest expression level divided by the sum 
of expressions values in all tissues (Julien et al. 2012). 

 
Statistical Analyses 
All statistical analyses were performed using the R package, 
standard libraries. Data were plotted using the R package, 
“ggplot2” library (https://ggplot2.tidyverse.org/; last accessed 
September 13, 2019). 

 

Results 
Corytophanids Lost the XY System Present in All Other 
Families of Pleurodonts 
We sequenced (6× of coverage) and assembled into scaffolds 
the genomes of one male and one female individuals of 
B. vittatus. The scaffolds were identified and ordered based 
on their identity to the A. carolinensis reference genome (see 
Materials and Methods), assuming general conservation in 
gene synteny between the two species. Analyses of the six 
main autosomes (chromosomes 1–6) resulted in the same 
genomic read coverage for males and females (fig. 2a, blue 
and red lines). Importantly, we also observed the same geno- 
mic read coverage in both sexes for the orthologous sequen- 
ces to the X chromosome in A. carolinensis (fig. 2a, blue and 
red lines), hence this chromosome is present in two copies in 
the male and female genomes of B. vittatus and it is indistin- 
guishable from any other autosome. In contrast, in species 
that harbor heteromorphic XY chromosomes, such as A. car- 
olinensis, the X chromosome shows half of the genomic read 
coverage in males (one X chromosome present; fig. 2a, green 

 

 
 

FIG. 2.—Analysis of the pleurodont X chromosome in Basiliscus vittatus. (a) Coverage analyses using either male (blue line) or female (red line) genomic 
reads for the six main autosomes and the pleurodont X chromosome. Autosomes and the pleurodont X chromosome in B. vittatus were assembled 
on the basis of Anolis carolinensis reference genome. The expected coverage of an X chromosome in males with heteromorphic XY chromosomes 
is exemplified by the genomic coverage of the X chromosome in A. carolinensis (green line); genomic data for A. carolinensis were taken from Marin 
et al. (2017). (b) Boxplots representing the male/female expression ratio of genes located on the pleurodont X chromosome (n ¼ 218 genes) in 
somatic tissues. Significant differences (Mann–Whitney U test): Benjamin–Hochberg-corrected P < 0.05 of temperatures against a distribution with 
fixed median of 0 (i.e., similar expression levels of X genes in males and females). Gray filled squares denote nonsignificant differences 
between male/female ratios of X genes against a distribution with fixed median of 0, whereas pink filled squares denote significant differences. 
Error bars, maximum and minimum values, excluding outliers. 
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FIG. 3.—Analysis of the novel XY chromosomes. (a) Agarose gel showing the PCR products of the EHMT1Y and COL1A1 genes. The control gene, 

COL1A1, was amplified in both males and females, whereas the exemplified Y-specific gene, EHMT1Y, was amplified only in males. (b) Diagram depicting 
the chromosomal positions in human and in the chicken of the orthologous genes to the XY gametologues in Basiliscus vittatus. The numbers correspond to 
the strata assignments (see Table 1 and main text). (c) Coverage results for the novel X chromosome in B. vittatus using either male (green line) or female 
(orange line) genomic reads. The X chromosome in B. vittatus was assembled on the basis of the chicken chromosome 17. Green circles denote the 
approximate location of the X gametologues; numbers correspond to the genes shown in the figure. (d) Boxplots representing the male/female expression 
ratios of genes located on the novel X chromosome (n ¼ 67 genes) in somatic tissues. Significant differences (Mann–Whitney U test): Benjamin–Hochberg- 
corrected P < 0.05 of temperatures against distributions with fixed medians of 0 (i.e., similar expression levels of X genes in males and females) and ³1 (i.e., 
half the expression levels of X genes in males compared with females. (e) Boxplots representing the current/ancestral expression ratio for genes located on the 
novel X chromosome (n ¼ 67 genes) for female tissues (light brown) and male tissues (dark brown). Significant differences (Mann–Whitney U test): Benjamin–
Hochberg-corrected P < 0.05 of temperatures against distributions with fixed medians of 0 (i.e., current and ancestral expression levels are similar) and ³1 
(i.e., current expression levels are half of the ancestral expression levels). (d–e) Gray filled squares denote nonsignificant differences between male/female ratios 
of X genes and a distribution with fixed medians (0 or ³1), whereas pink filled squares denote significant differences. Depending on the dispersion of the 
data, a sample could be either not significant or significantly different from the two fixed medians. Error bars, maximum and minimum values, excluding 
outliers. 

 
 

line) compared with females (two X chromosomes present). 
Scaffolds corresponding to the pleurodont X chromosome in 
B. vittatus are described in supplementary table 1, 
Supplementary Material online. 

Moreover, the old X chromosome in B. vittatus exhibited 
the same expression levels in most somatic tissues in males 
and in females (except for brain that shows female-bias ex- 
pression; Benjamini–Hochberg-corrected Mann–Whitney 
U test against a reference value of “0,” P < 0.05; fig. 2b), 
indicating that the old X chromosome shows balanced ex- 
pression levels between sexes and that the male-specific X 
upregulation mechanism described in A. carolinensis (Marin 
et al. 2017) is probably lost. Lastly, we searched the male and 

 
female genomes of B. vittatus for A. carolinensis Y-linked 
genes that could have either escaped the Y chromosome 
via retrotransposition or were translocated to a different chro- 
mosome. We could not find traces of any known Y-linked 
genes from A. carolinensis, meaning the pleurodont Y chro- 
mosome was completely lost from B. vittatus lineage. 

 
 

Corytophanids Acquired a New Pair of XY Chromosomes 
We applied a subtraction approach to the male and female 
transcriptomic data of B. vittatus. We used RNA-seq data from 
brain, heart, liver, kidney, and gonads of one male and one 
female B. vittatus. Briefly, we searched for RNA-seq reads that 
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were only present in males or females. We then assembled 
sex-specific transcriptomes and aligned the resulting tran- 
scripts to the male and female genomic reads to discard those 
genes with sex-specific expression that are not truly located 
on sex chromosomes (see Materials and Methods). Out of 
3,185 transcripts with male-biased expression, we found 
that 23 transcripts were present in the male genome of 
B. vittatus and absent from the female genome of B. vittatus. 
Of these 23 male-specific transcripts, 12 code for proteins 
(table 1), whereas 11 appear to be long noncoding RNAs 
(no hits in public databases and with no obvious open reading 
frames) or transposable elements. We validated six protein- 
coding Y genes employing genomic PCRs (see Materials and 
Methods), obtaining PCR amplifications only when male DNA 
was used (fig. 3a). 

We noted that the protein-coding Y genes from B. vittatus 
were not orthologous to genes located on the X chromosome 
of A. carolinensis. Instead, they were orthologous to genes 
located on various scaffolds in this species with no chromo- 
somal assignment (table 1). Despite the long evolutionary dis- 
tance, we searched the Y-linked genes of B. vittatus in the 
reference genome of chicken. We found that all of them are 
located on chromosome 17, which is also orthologous to the 
final segment of the q arm on the human chromosome 9 
(q33–q34; fig. 3b; table 1). 

Detailed examination of the scaffolds in B. vittatus that are 
orthologous to the chromosome 17 in chicken showed that the 
genomic read coverage in males is half (3×) of the genomic 
read coverage found in females (6×; fig. 3c). Thus, B. vittatus 
shows a fully differentiated pair of XY chromosomes. 
Importantly, the X gametologues in B. vittatus are located on 
the nonrecombinant region (i.e., the male-specific region) of 
the sex chromosome (fig. 3c). Of the 287 protein-coding genes 
annotated on the chromosome 17 of chicken (https://www. 
ensembl.org/Gallus_gallus/Location/Chromosome?r=17; last 
accessed September 13, 2019), which could serve as a proxy 
of the ancestral gene content, we recovered 95% of the genes 
on the X chromosome in B. vittatus but only 13 (4.5%) genes 
on the Y chromosome in B. vittatus. Based on these results, we 
inferred that most of the Y content has been lost. Note that the 
coverage between males and females is similar (6× of cover- 
age) in three small segments of the chromosome sequence 
(fig. 3c; PAR labels). These segments likely represent the pseu- 
doautosomal region, which appears divided into three seg- 
ments probably due to chromosomal rearrangements that 
occurred following the divergence of chicken and the 
corytophanids. 

We found that the expression levels of the corytophanid X 
chromosome are biased toward females in blood, brain, 
heart, and liver tissues (fig. 3d). Male/female expression level 
ratios of X-linked genes are different from a distribution with 
fixed median of 0 (i.e., similar expression levels of X genes in 
males and females), and are also different from a distribution 
with fixed median of ³1 (i.e., half the expression levels of X 

 
genes in males compared with females). Therefore, the male/ 
female expression level ratios for the X chromosome are 
placed at an intermediate state. This suggests that the X chro- 
mosome in males is neither fully compensated nor shows the 
absence of dosage compensation. Expression level analyses 
indicate that most X-linked genes are partially compensated. 
Data from kidney showed data with larger variance and were 
not significant against the reference value of zero. 

We decided to compare the current expression levels of the 
genes on the corytophanid X chromosome against the esti- 
mated ancestral expression. To infer ancestral expression lev- 
els, we exploited the fact that the current sex chromosomes 
are derived from ancestral autosomes and therefore have au- 
tosomal counterparts in species with nonhomologous sex 
chromosomes, which are informative concerning proto-sex 
chromosome expression patterns. We estimated ancestral ex- 
pression levels using one-to-one orthologues of X genes in 
A. carolinensis and chicken. We found that the X chromo- 
some in female tissues maintained the ancestral levels (except 
for ovary that shows lower current expression levels). In males, 
the pattern exhibited by the X chromosome seems more com- 
plex: brain, heart, and liver show reduced current expression 
levels, whereas kidney and testis have higher current expres- 
sion levels. 

 
 

Functions and Gene Expression Patterns of XY 
Gametologues in Corytophanids 
The gene set found on the Y chromosome of B. vittatus is 
different from those usually described on the Y chromosomes 
of mammals (Hughes et al. 2010; Bellott et al. 2014, 2017; 
Cortez et al. 2014; Janecka et al. 2018), the W chromosome 
of birds (Zhou et al. 2014), or the Y chromosome of 
A. carolinensis (Marin et al. 2017), where many of the few 
remaining Y and W-linked genes have regulatory functions. In 
B. vittatus, however, only two genes show clear regulatory 
functions: EHMT1Y (transcription regulation) and ZBTB34Y 
(transcription repression). The majority of the Y-linked genes 
in B. vittatus code for proteins with functions associated with 
the membranes and intracellular trafficking (table 1), such as 
microtubule-organization (CAMSAP1Y), membrane protein 
(MEGF9Y), intracellular membrane trafficking (RAB14Y), 
Golgi-specific protein (GOLGA2Y), voltage-dependent cal- 
cium channel (CACNA1BY), and a member of the axoneme 
(CCDC183Y). Additionally, we found a regulator of phosphor- 
ylation (FAM129BY), a chaperone (HSPA5Y), and an intracel- 
lular adenine ratio sensor (AK1Y). Associated functions were 
retrieved from the GeneCards database (https://www.gene- 
cards.org/; last accessed September 13, 2019). 

We also found that X gametologues in both females and 
males, which are not located in the pseudoautosomal region 
(fig. 3c), are lowly expressed compared with the ancestral 
expression levels (minus 1-fold change; fig. 4a). Moreover, 
with the exception of ZBTB34Y, Y-linked genes are very lowly 
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FIG. 4.—Analyses of XY gametologues. (a) Boxplots representing the current/ancestral expression ratio of X gametologues in females, X gametologues 
in males, Y gametologues in males, and the added expression of X and Y gametologues in males (n ¼ 10 genes). Significant differences (Mann–Whitney U 
test). Genes with the highest and lowest expression ratios are indicated. (b) Boxplots representing the expression balance of XY gametologues between the 
two sexes, that is, the X gametologues expression levels in males compared with those in females, as well as the added expression levels of X and Y 
gametologues in males compared with the expression levels of the X gametologues in females (n ¼ 10 genes). Genes with the highest and lowest expression 
ratios are indicated. (c) Tissue-specificity index (TSI) of XY gametologues and proto-sex genes (tissue-specificity of orthologous genes in the chicken and the 
green anole) in males and females. Genes with a tissue-specificity index below 0.7 are colored in gray. Genes with a tissue-specificity index above 0.7 are 
filled using the colors shown at the bottom of the figure; TSI values are indicated. (d) dS tree built using the concatenated coding nucleotide sequences of 
stratum 1 genes and orthologous sequences in other tetrapod species. The age of the sex chromosome system in corytophanids was obtained by comparing 
specific branch lengths and the age at specific nodes (see Materials and Methods). Age estimates for specific nodes are based on Zheng and Wiens (2016). 
Millions of years ago are denoted by “Ma.” 

 
 

expressed (minus 2.5-fold change; fig. 4a). However, the 
added expression of Y and X gametologues in males is similar 
to the expression of X gametologues in females (fig. 4b), 
meaning selection has probably acted to maintain a balanced 
expression level despite the low expression levels of the 
Y-linked genes. 

Interestingly, EHMT1Y-X, a gene that codes for a protein 
capable of modifying the epigenetic landscape of the genome 
(https://www.genecards.org/; last accessed September 13, 
2019), retained the ancestral expression levels in males 

 
when the expression levels of both gametologues were com- 
bined (fig. 4a–b). Finally, in corytophanids, following Y expres- 
sion decay, very few genes changed their tissue-specificity. 
Most genes were expressed in all tissues at similar levels 
(fig. 4c). One gene gained testis specificity (NIBAN/ 
FAM129BY; fig. 4c), one gene appears to be unique to the 
Y chromosome and shows testis specificity (CCDC183Y; 
fig. 4c), three genes gained blood specificity (GOLGA2Y, 
HSPA5Y, and ZBTB34Y; fig. 4c), and one gene gained kidney 
specificity (MYO6Y; fig. 4c). 
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Origin of the New XY System in Corytophanids 
To define the presence of potential strata on the sex chromo- 
somes of B. vittatus, we first calculated dS values between XY 
gametologues. Six genes showed dS values greater than 0.2 
and could represent older gametologues (table 1). Five genes 
showed dS values smaller than 0.2 and could represent youn- 
ger gametologues (table 1). Finally, one gene, CCDC183Y 
could not be analyzed because the X gene was absent from 
our database. 

The XY chromosomes in B. vittatus could be unique of the 
species or could be present in other species of corytophanids. 
Previous studies (Rovatsos, Pokorna, et al. 2014; Altmanova 
et al. 2018), however, indicate that several species of cory- 
tophanids most likely replaced the pleurodont sex chromo- 
somes by another sex determination system. However, 
multiple sex determination systems could have evolved in 
the family. To confirm the presence of the XY system in 
other corytophanids we sought to amplify by means of ge- 
nomic PCR the 12 Y-linked protein-coding genes from B. 
vittatus in DNA samples from C. hernandesii; this species 
belongs to the second major clade in the Corytophanidae 
family (fig. 1). The five Y genes with the largest dS values, 
NIBANY/FAM129BY, CAMSAP1Y, the gene with unknown 
function, EHMT1Y, and CACNA1BY showed PCR amplifica- 
tion specifically in males (table 1; supplementary fig. 1, 
Supplementary Material online, for an example), indicating 
that C. hernandesii shares the XY system with B. vittatus. 
According to the fossil record, B. vittatus and C. hernandesii 
diverged ~61.7 Ma (fig. 1) (Taylor et al. 2017). Finally, we 
classified the XY gametologues in two strata: five genes in 
stratum 1, which halted recombination before the split of B. 
vittatus and C. hernandesii (>61.7 Ma) and seven genes in 
stratum 2 that are probably exclusive of the B. vittatus line- 
age (<61.7 Ma). 

Since the split between the Corytophanidae and 
Crotaphytidae (sister group) (Zheng and Wiens 2016) families 
occurred ~76.5 Ma (fig. 1) (Zheng and Wiens 2016), then the 
sex chromosome system turnover in corytophanids occurred 
at some point over a period of ~14.8 Myr. In order to obtain a 
more precise estimate for the origin of the corytophanid XY 
system, we performed analyses based on dS trees. We built 
the trees using the nucleotide sequences of the XY gameto- 
logues in B. vittatus and orthologous sequences from A. car- 
olinensis, chicken, mammals, and Xenopus. We compared 
the branch lengths of the ultrametric, time-calibrated tree, 
X and Y sequences against the branch length just before their 
divergence. We calibrated the values based on the divergence 
time between A. carolinensis and B. vittatus using the most 
recent time-calibrated phylogeny of squamates (85.7 Ma; 
Zheng and Wiens 2016; figs. 1 and 4d; see Materials and 
Methods). From the concatenated data of stratum 1 game- 
tologues we estimated that the origin of the corytophanid XY 
system occurred ~61.05 Ma (95% confident intervals: 

 
59.55–63.1 Ma, values derived from 100 bootstrap rounds; 
fig. 4d). 

The age of the sex chromosomes is based on specific 
branch lengths in the dS trees and the most recent time- 
calibrated phylogeny for squamata (Zheng and Wiens 
2016). However, alternative phylogenies may affect the infer- 
ences we draw from evolutionary processes (Title and 
Rabosky 2017). We, therefore, repeated the analysis using 
the time estimate retrieved from the TimeTree database 
(http://www.timetree.org/; last accessed September 13, 
2019), which reports the weighted-average divergence esti- 
mate from multiple scientific studies. The A. carolinensis/B. 
vittatus split reported in Time Tree is of 88 Ma. We estimated 
the origin of the XY system to have taken place around 62.68 
(61.1–64.2 Ma; 95% confident intervals). 

 

Discussion 
In this study, we confirmed that corytophanids lost the pleuro- 
dont XY system that, otherwise, has been preserved in all 
other families of the pleurodont clade (31 species from 12 
families of pleurodonts have been examined so far) (Gamble 
et al. 2014; Rovatsos, Pokorna, et al. 2014; Altmanova et al. 
2018) for 160–170 Myr. Moreover, we showed that coryto- 
phanids acquired a new pair of XY chromosomes. The pleuro- 
dont Y chromosome was completely lost from corytophanids 
after the emergence of a new sex-determining gene able to 
control the signaling cascade that triggers the development of 
gonads. The pleurodont Y-linked genes were most likely lost 
because they conserved functional redundancy with the X 
gametologues and did not evolve significant male-specific 
functions. This hypothesis could be tested in pleurodonts 
with the ancestral XY system. We also found that the new 
sex chromosome system in corytophanids has several attrib- 
utes that are unique compared with other sex chromosomes 
that have been studied in amniotes. For instance, in mam- 
mals, the X gametologues are among the X-linked genes with 
the highest expression levels (Cortez et al. 2014), and Y-linked 
genes show regulatory functions that could be beneficial to 
males, for example, in spermatogenesis. In contrast, Y-linked 
genes in B. vittatus are very lowly expressed, show membrane 
or intracellular trafficking-related functions and particular 
tissue-specificity gains, such as blood- and kidney-specific ex- 
pression. The membrane and transport-related functions of 
most Y-linked genes are also at odds with the master regula- 
tory role Y chromosomes are supposed to play, a process that 
is generally driven by genes coding for transcription factors or 
epigenetic regulators. After screening the Y-linked catalog of 
B. vittatus, the gene EHMT1Y, a histone lysine methyltransfer- 
ase, or the gene ZBTB34Y, a transcription repressor, could be 
promising candidates for sex determination. The ZBTB34Y 
gene, however, is preferentially expressed in blood, which 
does not fit well with activity during sex determination. The 
EHMT1Y gene shows broad conserved expression across 
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many somatic tissues, which is also not compatible with a role 
as a sex-determining regulator. More experiments would be 
needed to identify the sex-determining gene on either the Y 
or X chromosomes in corytophanids. 

In theory, the X chromosome in females should show twice 
the expression level compared with males when the Y chro- 
mosome has degenerated and there is no dosage compensa- 
tion mechanism. We propose that males of corytophanids 
exhibit incomplete dosage compensation, that is, most genes 
are partially compensated (i.e., relatively lower expression lev- 
els in males compared with females). A similar model was 
proposed for the sex chromosomes in platypus and chicken 
(Julien et al. 2012). 

Gametologues are subjected to specific selection forces 
because males have maintained an X and Y active alleles 
that could potentially produce a dosage conflict. In humans, 
for instance, because one X chromosome is inactivated in 
females, the X gametologues tend to escape the inactivation 
process (Bellott et al. 2014) to preserve balanced expression 
levels between males and females. In B. vittatus, XY gameto- 
logues show balanced expression levels in both sexes, despite 
their low expression levels. It has been suggested that Y- and 
W-linked genes were probably selected due to their haploin- 
sufficiency (i.e., the quantity of proteins produced by one al- 
lele is insufficient to carry out the biological function) (Bellott 
et al. 2014; Cortez et al. 2014). Our results suggest that this 
hypothesis fits well with the data found in B. vittatus. 

We classified the XY gametologues in two strata. Stratum 
1 is composed of five genes that halted recombination before 
the split of B. vittatus and C. hernandesii (>61.7 Ma). Using 
the synonymous substitution rates of these genes we esti- 
mated that the “old-XY system -> new-XY system” transition 
occurred ~62.68 Ma in the ancestor of the Corytophanidae 
family. Note that this estimate could change as new fossils of 
casqued-head lizards are found (Taylor et al. 2017). 

We were unable to identify which environmental or ge- 
netic factors could have triggered, ~63 Ma, the sex chromo- 
some system transition in corytophanids. New methods are 
therefore required to reconstruct the species’ ancestral geo- 
graphical ranges, which could help associate specific sex chro- 
mosome system transitions with past environmental 
fluctuations. 
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Supplementary data are available at Genome Biology and 
Evolution online. 
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Capítulo 3 
 

 
 

 

 

 

 

 

3.2 Efecto de la temperatura de incubación en el mecanismo 
de determinación y diferenciación sexual de Basiliscus 

vittatus. 
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Introducción 

  

Origen y evolución de los mecanismos de determinación sexual 

 

En amniotas, la determinación sexual es, por un lado, un mecanismo que regula 

la cascada de procesos genéticos y hormonales que directamente direccionan el 

sexo gonadal, el cual inicia desde estadios tempranos del desarrollo embrionario 

y es también donde ocurre la diferenciación gonadal hacia testículos u ovarios 

(Nelson et al., 2010); y por otra parte, la diferenciación sexual, un proceso que 

incluye específicamente el desarrollo de testículos y ovarios desde que las 

gónadas son indiferenciadas o bipotenciales (Hayes, 1998; Nelson et al., 2010). 

Entonces, determinación sexual y diferenciación sexual son dos procesos 

distintos, pero estrechamente relacionados. 

Los factores que determinan el sexo de un individuo han sido debatidos por más 

de 3,000 años debido a que la evolución del desarrollo sexual es lábil, 

particularmente en Sauropsida no aves al presentar múltiples transiciones en sus 

estrategias reproductoras a lo largo de su filogenia (Rovatsos et al., 2016). 

Para rastrear la evolución de los sistemas de determinación del sexo, primero es 

esencial comprender cómo se relacionan los grupos de vertebrados (Graves, 

2008). En este aspecto, los Sauropsida y los mamíferos se estiman divergieron 

hace 310 millones de años (Modi y Crews, 2005; Pokorna et al., 2011). Las 

relaciones filogenéticas sugeridas para estos taxa han generado gran discusión 

sobre el origen evolutivo de las diversas estrategias de determinación sexual y 

sus transiciones entre los grupos, ya que el enfoque histórico ha considerado a 
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la determinación sexual dependiente de la temperatura (DST) como el estado 

ancestral, mientras la determinación sexual genética (DSG) es evolutivamente 

derivada entre los taxa más recientes (Shine et al., 2002; Pokorná y Kratochvíl, 

2009). Por ejemplo, Ezaz et al. (2005) demostraron que los cromosomas 

sexuales de aves, tortugas y serpientes derivaron de diferentes autosomas de 

un mismo ancestro común. Se ha sugerido, sin embargo, la posibilidad que la 

transición haya sido en la dirección opuesta; es decir, de DSG a DST. Esta última 

hipótesis es vista como una adaptación hacia un ambiente heterogéneo donde 

las condiciones conferían mayor adecuación a individuos de un sexo en 

particular. No obstante, esta transición requiere la desaparición de los 

cromosomas sexuales del genoma completo (Pokorna y Kratochvil, 2009; 

Pokorna et al., 2011), un aspecto que sin duda requiere de estudios más 

complejos que respalden la degeneración de los cromosomas sexuales 

(Rovatsos et al., 2016). La dirección de la transición se puede evaluar a través 

de análisis filogenéticos comparativos dentro de un grupo diverso que muestra 

diferentes mecanismos de determinación del sexo como lo son los Sauropsida 

no aves (Janzen y Phillips, 2006). 

El patrón general de las transiciones evolutivas entre DSG y DST en Sauropsida 

no aves aún no es claro. Por un lado, los análisis filogenéticos sugieren que DST 

es un rasgo ancestral en tortugas y cocodrilos (Rice, 1996; Rovatsos et al., 2016) 

ya que casi todas las especies existentes tienen este modo de determinación 

sexual (Modi y Crews, 2005). La única especie de Rhynchocephalia muestra 

DST (Nelson et al., 2010) y, por el contrario, todas las serpientes presentan DSG 
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y cromosomas sexuales heteromórficos con ambos sistemas cromosómicos, XY 

y ZW (Gamble et al., 2017; Nielsen et al., 2018). En cuanto a lagartijas, han sido 

organismos controversiales que merecen un estudio más detallado ya que la 

DSG y DST pueden coexistir en la misma población (Sarre et al., 2004; Rhen y 

Schroeder, 2010). 

Por ejemplo, en el Gekko japonicus a pesar de mostrar cromosomas sexuales 

heteromórficos, también presenta un patrón de DST bien establecido. Esta co-

ocurrencia podría sugerir una fuerte plasticidad fenotípica en los mecanismos de 

determinación sexual (Viets et al., 1994). Aun así, muchas familias de 

escamados no tienen especies caracterizadas con un mecanismo de 

determinación sexual bien establecido, por ejemplo: Anguidae, Cordylidae, 

Corytophanidae y Gerrhosauridae (Nielsen et al., 2018), lo cual limita los 

modelos evolutivos sobre el origen de la determinación sexual. 

 

Dentro la familia Corytophanidae, hasta donde sabemos, Basiliscus plumifrons 

es el único miembro que ha sido estudiado en experimentos de incubación 

térmica. Se piensa que esta especie posiblemente pueda tener DSG al no 

observarse un patrón de DST. Sin embargo, por los pequeños tamaños de 

muestra que se usaron, DSG aún no ha podido ser establecida con claridad 

(Viets et al., 1994). Tal vez, estudios con técnicas citogenéticas actuales podrían 

revelar la posible presencia de cromosomas sexuales. Por ejemplo, 

recientemente estudios señalan que B. vittatus perdió el sistema de 

determinación sexual ancestral (XY) común a todo el infra-orden Iguania, por un 
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mecanismo más reciente que aún no había sido caracterizado (Acosta, Suárez-

Varón et al., 2019). En contraste, Suárez-Varón (2017) experimentó con nidadas 

de B. vittatus incubadas a una temperatura de 28°C donde se observó una 

proporción sexual de los neonatos de 100% hembras. Este resultado sugiere la 

posible influencia de DST en la determinación del sexo en B. vittatus. Por lo 

anterior, se discute la posible presencia de micro-cromosomas sexuales en B. 

vittatus como un sistema de novo de determinación sexual XY y la influencia de 

la temperatura de incubación en el mecanismo de determinación sexual de B. 

vittatus (Acosta, Suárez-Varón et al., 2019). 

 

Mecanismos de determinación sexual: los extremos de un continuo 

Los mecanismos de determinación sexual DSG y DST por mucho tiempo se 

consideraron mutuamente excluyentes; es decir, el sexo de un organismo con 

presencia de cromosomas sexuales no podía estar bajo la influencia de la 

temperatura de incubación al mismo tiempo. Ahora, estos mecanismos han sido 

hipotetizados como los extremos de un continuo en el proceso de la 

determinación sexual (Pokorna y Kratochvil, 2009). Por ejemplo, Shine et al. 

(2002) encontraron al experimentar con huevos de Bassiana duperreyi (una 

especie con cromosomas heteromórficos XX/XY, hembras/machos) que al 

incubarlos a <20°C el efecto térmico anuló el mecanismo cromosómico 

direccionando la DSG a DST y produciendo una proporción sexual sesgada a 

machos. A su vez Radder et al. (2008) en B. duperreyi y Quinn et al. (2007) para 

P. vitticeps (ZZ/ZW) muestran amplia evidencia que, en ambos casos, existe la 
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presencia de individuos con reversión sexual; un fenómeno que se presenta 

durante el proceso de desarrollo embrionario en un momento tal que el sexo 

predispuesto genéticamente (DSG) por la influencia de factores ambientales 

(presumiblemente temperatura) es redirigido a desarrollar el sexo opuesto (Ezaz 

et al., 2005; Holleley et al., 2015). Estudios recientes centran la clave para 

detectar este tipo de organismos a través de conocer su sistema cromosómico 

por medio de genes maestros que desencadenan cambios en la expresión o la 

regulación de otros genes en una cadena de señalización, y a pesar de estas 

mutaciones no se compromete el desempeño sexual de los organismos 

pudiendo incluso tener descendencia (Devenson et al., 2107). 

A partir del descubrimiento en mamíferos del gen SRY (sex-determining region 

Y), el gen maestro en la determinación del sexo, se encontró que su expresión 

en estadios de desarrollo temprano inicia la diferenciación hacia testículos, 

mientras su ausencia conduce al desarrollo de ovarios (Bachtrog et al., 2014). 

En Sauropsida no aves se conocen ahora otros dos genes clave en la 

determinación del sexo, DMRT1 y SOX9. En varias especies con DST, estos 

genes se expresan a niveles más altos en las gónadas de organismos que fueron 

incubados a temperaturas que producen machos en comparación con aquellas 

temperaturas que determinan hembras (Rhen et al., 2010). La expresión de 

DMRT1 y SOX9 resulta en el desarrollo de testículos en Saurópsidos (Sarre et 

al., 2004), DMRT1 se piensa que es el gen determinante sexual de aves y SOX9 

es el blanco de SRY en mamíferos. Sin embargo, con el descubrimiento de 

lacertilios con reversión sexual, un fenómeno poco estudiado debido a su 
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complejidad y su baja frecuencia, nuevos genes maestros han sido estudiados y 

ahora estos organismos son distinguibles transcripcionalmente desde la 

comparación cromosómica de machos y hembras a través de técnicas que 

cuantifican la retención de intrones en el mRNA de dos genes de la familia 

Jumonji (JARID2 y JMJD3) (Devenson et al., 2017). 

Tal vez el ejemplo más claro de reversión sexual en escamados sea P. vitticeps, 

una lagartija con un sistema de micro cromosomas sexuales ZW/ZZ, 

(hembras/machos) (Quinn et al., 2007) cuyas temperaturas de incubación 

mayores de 32°C anulan el sistema cromosómico de los machos (ZZ) para 

producir hembras, sesgando así la proporción a hembras. Es decir, estos 

organismos son fenotípicamente hembras, pero genéticamente ZZ (machos para 

este sistema) resultado de la reversión sexual (machos feminizados) (Quinn et 

al., 2007; Devenson et al., 2017). Con ello, es notable que la reversión sexual 

puede desencadenar rápidamente la pérdida del cromosoma sexual 

heterogamético en estos organismos y por lo tanto promover un cambio del 

sistema de DSG a DST en una sola generación (Devenson et al., 2017). Con 

estas múltiples interacciones de factores genéticos y térmicos, los organismos 

que comparten características de ambos mecanismos pueden resultar en un 

proceso de transición evolutiva entre los extremos de estos mecanismos.  
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Justificación  

Los mecanismos de determinación sexual para la mayoría de las especies de 

Sauropsida no aves son desconocidos, ya que sólo se ha documentado para 

menos del 5% de las especies existentes (Pokorná y Kratochvíl, 2009; Warner, 

2011). Esta ausencia de información ha limitado la comprensión de la evolución 

de los sistemas de determinación sexual aun cuando en este grupo los 

mecanismos han surgido en múltiples ocasiones. Esto ofrece un interesante 

modelo para comprender la interacción de factores ambientales (principalmente 

la temperatura), la proporción sexual y la respuesta de los organismos al cambio 

climático (su plasticidad fenotípica). Estudios que caracterizan el mecanismo de 

determinación sexual para especies de manera individual son de gran 

importancia para llenar los espacios existentes en el entendimiento de la 

evolución de dichos mecanismos. 

Adicionalmente, B. vittatus es una especie cuyo mecanismo de determinación 

sexual no está claramente establecido, ya que dentro de la familia 

Corytophanidae se ha sugerido DSG (e. g. B. plumifrons) a partir de pequeños 

tamaños de muestra e insuficientes tratamientos térmicos (Viets et al., 1994). Sin 

embargo, recientemente se ha experimentado con nidadas de B. vittatus las 

cuales dieron 100% de hembras a 28°C a temperatura constante (Suárez-Varón, 

2017). Mientras Acosta, Suárez-Varón et al. (2019) describen recientemente 

para la especie, la presencia de cromosomas sexuales XY de novo y distintos al 

resto de los Pleurodontos. Con ello, se infiere que dentro la familia 

Corytophanidae, B. vittatus puede presentar DST o DSG y probablemente 
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también sea el caso similar en varias de las especies que conforman este grupo. 

De esta manera, la familia podría presentar la coexistencia de ambos 

mecanismos de determinación sexual (DSG/DST). Por ejemplo, un sistema 

análogo al observado en B. duperreyi (una especie con DSG) donde al incubar 

sus huevos a temperaturas moderadas, la eclosión resulta en una proporción 

sexual 1:1. Sin embargo, al incubarlos a temperaturas menores a los 15°C la 

proporción sexual se sesga hacia los machos (Shine et al., 2002). De manera 

similar este fenómeno se observó en P. vitticeps, donde mediante marcadores 

sexuales de ADN, se demostró que la temperatura anula el sistema de DSG y 

como consecuencia se producen hembras (Quinn et al., 2007).  

Particularmente, en Sauropsida no aves con DST se ha documentado la 

presencia de cromosomas sexuales crípticos también llamados micro-

cromosomas sexuales. Dichos micro-cromosomas han sido vistos como no 

funcionales, a menudo omitidos de los cariotipos, razón por lo cual los 

Sauropsida no aves merecen tener un examen más detallado, con técnicas 

nuevas y más sensibles, que permita establecer el o los mecanismos de 

determinación sexual (Ezaz et al., 2005). Realizar estudios como el presente, 

puede dar una visión ecológico-evolutiva hacia las causas que influencian la 

transición de DSG a DST y viceversa. 
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Materiales y métodos   

Los detalles de la colecta en campo y mantenimiento en cautiverio de 

las hembras de B. vittatus hasta el proceso de oviposición se describen en el 

capítulo 2 de esta tesis. 

Diseño experimental: primera fase 

x Protocolo experimental: estadios embrionarios y días post 

oviposición 

De cada una de las nidadas de reciente oviposición, se tomó un huevo 

al azar y se utilizó la tabla de desarrollo embrionario propuesta por Dufaure y 

Hubert, (1961) para poder determinar el estadio de desarrollo embrionario a la 

oviposición (para más detalles ver el capítulo 2). Este estadio embrionario fue 

usado como control (EO), mientras el resto de los huevos fueron marcados con 

un código de identificación y colocados de manera aleatoria (para evitar el efecto 

materno), dentro de los tratamientos de incubación térmica que consistieron en 

la exposición constante a 26, 29 y 32°C en 3 incubadoras Percival L-30 ®. Todas 

las incubadoras se mantuvieron dentro ± 0.5°C de su temperatura programada 

durante el experimento (Fig. 1). La fecha del inicio experimental se registró 

cuando los huevos fueron colocados dentro de las incubadoras.  

Los huevos fueron incubados durante algunos días y fueron 

disecados en diferentes momentos de la incubación con la finalidad de conocer 

el efecto térmico inducido sobre el desarrollo embrionario y estimar los días que 

transcurren para que el embrión cambie de un estadio embrionario al estadio 
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subsecuente. Para ello, se determinó el estadio embrionario post oviposición 

(EPO) utilizando también los criterios morfológicos propuestos por Dufaure y 

Hubert, (1961) y se estimaron los días de permanencia que pasan los embriones 

entre cada estadio de desarrollo: 

𝐷í𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑟𝑚𝑎𝑛𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 =  
𝐸𝑃𝑂 − 𝐸𝑂

𝐷í𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑐𝑢𝑏𝑎𝑐𝑖ó𝑛
 

 

 

Figura 1. Gráfica que muestra la temperatura de incubación (26, 29 y 32°C ± 

0.5) programada durante todo el experimento.  
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Diseño experimental: segunda fase 

x Experimento térmico: fenotipo y genotipo 

Habiendo estimado en el experimento piloto los días que un embrión permanece 

entre diferentes estadios embrionarios de acuerdo con el tratamiento térmico al 

que fueron expuestos, se recolectaron nuevas nidadas de B. vittatus y se 

sometieron a un experimento de incubación con las mismas condiciones 

térmicas (26, 29 y 32°C). De manera similar, se utilizó un huevo seleccionado al 

azar para estimar el estadio a la oviposición como punto de referencia del efecto 

térmico (ver capítulo 2) y por tanto del inicio del experimento; mientras el resto 

de los huevos fueron incluidos dentro de los diferentes tratamientos térmicos.  

 Durante el experimento, el proceso de incubación fue detenido cuando los 

embriones alcanzaron los estadios embrionarios entre el 35 y el 37 (a partir de 

los días de permanencia en cada estadio embrionario estimados de la primera 

fase experimental). Se escogieron estos estadios de desarrollo porque las 

gónadas de los embriones deberían de encontrarse en las etapas iniciales de la 

diferenciación hacia ovario o testículo como ha sido registrado en otras lagartijas 

(Antonio-Rubio et al., 2015). Esto permitiría distinguir, a nivel histológico, la 

estructura celular entre hembras y machos. De esta forma, los huevos fueron 

disecados y, para corroborar que los estadios embrionarios se encontraban en 

el intervalo esperado, se observó la estructura morfológica del embrión bajo el 

microscopio y dicha estructura observada fue comparada con los criterios 

propuestos de Dufaure y Hubert (1961). Posterior al establecimiento del estadio 

embrionario, se separó el vitelo del embrión; este último fue sacrificado por 
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decapitación y por una parte, la cabeza fue almacenada en RNAlater ® para su 

consecuente análisis genético, mientras que el resto del cuerpo fue fijado en 

solución de Bouin por 30 minutos y después de este tiempo lavado en agua 

corriente con la finalidad de quitar el exceso de fijador para posteriormente ser 

almacenados en formaldehido al 10% hasta su procesamiento. Esto se hizo con 

el objetivo de conocer si la temperatura de incubación tiene un efecto en el 

fenotipo, en el genotipo y/o sobre la determinación y la diferenciación sexual.  

Evaluación del Fenotipo 

x Análisis de Histología 

En primera instancia, los embriones que fueron fijados con anterioridad se 

procesaron con la técnica histológica convencional y se realizaron cortes 

histológicos. Para ello, los embriones se seccionaron transversalmente por 

debajo de las extremidades anteriores para asegurarnos de observar el complejo 

urogenital (mesonefros/gónadas). Cada muestra se deshidrató en alcoholes de 

gradación a partir del 30% hasta llegar a alcohol absoluto. Para el proceso de 

aclaramiento se utilizó xilol, para finalmente incluir las muestras en Paraplast®. 

Los cortes histológicos se realizaron a 5 micras y se tiñeron con Hematoxilina-

Eosina para facilitar la descripción de la estructura gonadal con la finalidad de 

estimar el estadio donde inicia la diferenciación gonadal y si la temperatura de 

incubación tiene un efecto sobre la diferenciación gonadal de B. vittatus. 
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Evaluación del Genotipo 

La cabeza de cada embrión fue colocada en tubos Eppendorf con RNAlater ® y 

almacenadas a -80°C. De este tejido, se realizaron PCRs genómicas de dos 

genes que están en el cromosoma Y de B. vittatus (Acosta, Suárez-Varón et al., 

2019). Para ello, los primers que se utilizaron en las PCRs fueron diseñados por 

Acosta, Suárez-Varón et al. (2019), para el gen (autosoma/control): COL1A1, 

forward: TTT CGT GCA GGG TGG GTT CTT T, reverse: TCT GAA CTG GTG 

CAG CTT CAC A. Mientras el gen CAMSAP1 (presente solo en machos) forward: 

AGT CTC AGT CTG CAC CAG TGA AAG, reverse: TGA TTT CTG AGC CCA 

GGC AGT T. Posteriormente, se utilizó la enzima High Fidelity Polymerase con 

la siguiente programación en el termociclador: 

 

Paso  Temperatura  Tiempo  No. de ciclos  
Desnaturalización 

inicial 
95°C 120s 1 

Desnaturalización 95°C 20s  
30  Alineación 66.5°C 30s 

Extensión 68°C 60s 
Extensión Final 68°C 60s 1  

4°C ∞ 
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Análisis de datos  

A todas las variables se les verificaron los supuestos de normalidad 

(Kolmogorov-Smirnov, alfa = 0.05) y homocedasticidad de varianzas (Levene´s 

test), y se aplicaron pruebas paramétricas o no paramétricas de acuerdo con los 

supuestos de cada análisis estadístico. Se realizó un ANDEVA con las 

temperaturas experimentales como factor y los días de cambio entre estadio 

embrionario como variable dependiente, para conocer si las temperaturas 

experimentales mostraron un efecto en el proceso de incubación. 

Adicionalmente, para determinar si la temperatura de incubación influye en la 

diferenciación gonadal en diferentes estadios embrionarios, se realizó un análisis 

histológico que permitió describir la morfogénesis gonadal (objetivo específico 

2). El fenotipo se basó en los resultados del análisis histológico. 

Por otra parte, para determinar si el mecanismo de determinación sexual es 

dependiente de la temperatura, se consideró el resultado de la proporción sexual 

fenotípica del gradiente térmico de incubación a través de pruebas de chi 

cuadrada. Mientras el genotipo se estableció a través de PCRs que identificaron 

la presencia o ausencia del gen CAMSAP1 presente en el cromosoma Y. De 

igual manera, con estos resultados se utilizaron pruebas de chi cuadrada para 

evaluar la proporción sexual genotípica (objetivo específico 3). Ambas 

proporciones, fenotípica y genotípica fueron contrastados con la finalidad de 

evaluar la existencia de reversión sexual y para establecer el mecanismo de 

determinación sexual de B. vittatus. Todos los análisis fueron realizados con un 

alfa de 0.05 en el software SPSS®. 
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Resultados 

Fueron colectadas 22 hembras grávidas de B. vittatus con los siguientes datos 

morfométricos, promedio ± error estándar: LHC = 128.1 mm ± 1.4, DIA 59.7 mm 

± 0.84 y peso 59.6 g ± 2.3. De las nidadas provenientes de estas hembras, se 

obtuvieron 152 huevos, de los cuales 22 (14. 4%) fueron disectados a la 

oviposición (capítulo 2), mientras que del resto de los huevos que fueron 

incubados dentro los tres tratamientos térmicos resultaron: 42 huevos (27.6%), 

no funcionales (huevos descartados por presencia de bacterias u hongos); por 

lo que una muestra final de 88 huevos (57.9%) fueron incubados a 32°C (n= 33), 

29°C (n= 29) y 26°C (n= 26).  

Experimento térmico de incubación: días entre estadio embrionario. 

Los datos obtenidos de este estudio consideran los huevos de B. vittatus que 

fueron incubados en ambas fases experimentales en los diferentes tratamientos 

térmicos. El gradiente térmico de incubación reveló que cada cambio de estadio 

embrionario a 32°C ocurre en promedio = 3.3 días ± 0.09, mientras a 29°C = 4.1 

± 0.15 días y para 26°C = 5.2 días ± 0.16. Cuando se compararon los días que 

pasan los embriones entre cada cambio de estadio embrionario respecto a los 

tratamientos térmicos de incubación, el ANDEVA arrojó diferencias significativas 

(F = 49.84, P = 0.0001, Fig. 2). 
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Figura 2. Análisis de varianza donde se observa el efecto de la temperatura de 

incubación respecto a los días que transcurren para que un embrión de B. vittatus 

cambie de un estadio de desarrollo embrionario a otro en condiciones 

experimentales.  
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Fenotipo: Morfogénesis gonadal.  

Se analizaron un total de 48 embriones para establecer la diferenciación gonadal 

de acuerdo con el estadio de desarrollo embrionario. Los cortes histológicos se 

realizaron de manera transversal sobre la región media posterior del cuerpo ya 

que las gónadas se encuentran a ambos lados del mesenterio dorsal, situados 

sobre la superficie ventromedial de los mesonefros (Fig. 3). La estructura 

gonadal se encuentra revestida por un epitelio cúbico simple, la cual genera una 

reserva de células para que la gónada continúe su diferenciación y crecimiento.  

Figura 3. Corte transversal de la región media posterior de un embrión en estadio 

36 de Basiliscus vittatus. Observe las gónadas que se encuentran a ambos lados 

del mesenterio dorsal que sostiene el tubo digestivo. TN: tubo neural; N: 

notocorda; A: aorta; CM: conducto de Müller; CW: conducto de Wolff; G: 

gónadas; M: mesonefros. 
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Diferenciación de las gónadas de hembras y machos  

x Estadio 35  

La gónada femenina presenta una morfología ovalada con dos zonas 

diferenciadas: (1) la corteza, donde se nota el engrosamiento de esta zona 

estructurada por células epiteliales y células germinales. En esta región se 

pueden observar células somáticas que darán origen a futuras células 

foliculares y es notoria la presencia de algunas ovogonias; y (2) la zona 

medular, la cual se encuentra estructurada en su mayoría por tejido 

mesenquimatoso, células epiteliales y algunas germinales que van migrando 

hacia la corteza ovárica. La región medular comienza su degeneración 

formando un tejido laxo de tejido conjuntivo la cual separa la zona de medular 

de la corteza (Fig. 4A y B). Por su parte, en este estadio de desarrollo 

embrionario en el testículo se observan en la región medular los cordones 

testiculares estructurados de células de origen epitelial periféricas, las futuras 

células de Sertoli y espermatogonias ubicadas hacia la región interna de los 

cordones. Llama la atención notar que en algunos cordones testiculares 

puede observarse un pequeño lumen (Fig. 4C y D). El epitelio que delimita al 

testículo en diferenciación, está compuesto por células cúbicas bajas o 

escamosas.  
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Figura 4. Gónada embrionaria de Basiliscus vittatus en estadio 35. A y B) 

Corte transversal de la región media posterior del cuerpo en donde se observa 

la gónada femenina. O: Ovario; M: región medular; C: corteza; ovg: ovogonia. C 

y D) Corte transversal de la región media posterior del cuerpo en donde se ve la 

gónada masculina. T: testículo; EP: espermatogonias; PS: células de Sertoli o 

células Pre-Sertoli, CT: cordón testicular, algunos con luz en su interior. 
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x Estadio 36 

Durante este estadio, el tamaño gonadal está en aumento, es más notable la 

zona cortical aumentando su espesor entre 2 y 3 capas de células germinales 

estrechamente relacionadas con las células somáticas o futuras células 

foliculares en su parte más gruesa, delimitada por una lámina basal de tejido 

conjuntivo y se observa un mayor número de ovogonias que en el estadio 

anterior (Fig. 5A y B). Mientras en el caso del desarrollo de testículos, estos son 

más elongados y la formación de cordones testiculares puede observarse en 

mayor número sobre la región medular. Dentro de cada cordón testicular son 

visibles las espermatogonias (Fig. 5C y D). 
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Figura 5. Gónada embrionaria de Basiliscus vittatus en estadio 36. A y B) 

Corte transversal de la región media posterior del embrión en desarrollo en 

donde se observa la gónada femenina. O: ovario; M: región medular; C: corteza; 

ovg: ovogonia; LM: lámina basal. C y D) Corte transversal de la región media 

posterior del cuerpo del embrión en desarrollo en donde se observa la gónada 

masculina. T: testículo; EP: espermatogonia; CS: células de Sertoli; CT: cordón 

testicular.  
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x Estadio 37 

En los ovarios se observan fibras de tejido conjuntivo que delimitan en su 

totalidad la zona cortical y la región medular. En la región cortical se observa la 

proliferación de ovogonias vistas en mayor cantidad que en el estadio 36, se 

observan además en estrecha relación con las células somáticas o foliculares, 

mientras una laxa zona medular sin células germinales (Fig. 7A y B). En cuanto 

a los testículos en este estadio, la forma es elongada y curveada, presentan 

cordones testiculares que se observaron en mayor abundancia que en el estadio 

36. En este estadio, todo el testículo está estructurado de cordones testiculares, 

además espermatogonias de gran tamaño son abundantes, las cuales están más 

hacia el centro del cordón testicular que en la periferia, mientras las células de 

Sertoli se encuentran periféricas a los cordones testiculares (Fig. 7C y D).  
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Figura 7. Gónada embrionaria de Basiliscus vittatus en estadio 37. A y B) 

Corte transversal de la región media caudal del embrión en desarrollo, en donde 

se observa la gónada femenina. O: ovario; M: región medular; C: corteza; ovg: 

ovogonia; S: Células somáticas o futuras células foliculares. C y D) Corte 

transversal de la región caudal de la gónada masculina. T: testículo; EP: 

espermatogonias; CT: cordón testicular.; CS: células de Sertoli (todas las células 

periféricas del cordón testicular).  
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Proporción sexual fenotípica 

Para la muestra de huevos incubados en la segunda fase del experimento 

térmico (n = 48) y que fueron procesados histológicamente, la proporción sexual 

independientemente del tratamiento térmico no fue afectada (X2 = 1.33, g.l. = 1, 

P = 0.24), tampoco cuando se consideró la temperatura a la cual fueron 

incubados los huevos: 32°C (X2 = 0 g.l. = 1, P = 1), 29°C (X2 = 0.88, g.l. = 1, P = 

0.34) y 26°C (X2 = 1.33, g.l. = 1, P = 0.24). 

Adicionalmente, cabe resaltar que el 100% de los embriones utilizados para este 

estudio mostraron presencia morfológica de órganos intromitentes (hemipenes), 

observados durante la clasificación de los estadios embrionarios. En este caso, 

se observó la presencia de los órganos copuladores desde el estadio 34 

(observación personal, no incluida en este estudio), pero acentuados 

morfológicamente a partir del estadio 35. La morfología del estadio 35 

corresponde a un lóbulo prominente que se hace ligeramente más grande, 

bilobulado para el estadio 36 con irrigación sanguínea a lo largo de todo el falo, 

mientras en el estadio 37 se observa bifurcado y bilobulado con irrigación de 

sangre sólo en la parte apical (Fig. 8A-F). 

 

 

 

 

 



 

99  

 

Figura 8. Embriones de Basiliscus vittatus en diferentes estadios de desarrollo 

embrionario: A) 35, B) 36 y C) 37 son hembras genotípicas (XX), mientras D) 35, 

E) 36 y F) 37 corresponden a machos genotípicos (XY). Las flechas señalan los 

órganos copuladores.  
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Genotipo  

Proporción sexual genotípica 

Para el caso del análisis genético, cada uno de los geles de agarosa que se 

realizaron fueron observados para conocer la presencia del gen CAMSAP1 

presente en el cromosoma Y (Fig. 9) y por lo tanto la determinación sexual 

genotípica de un macho. En este sentido, se observó la presencia del gen 

CAMSAP1 para 28 muestras (machos), mientras que las 20 muestras restantes 

solo la presencia esperada del gen autosomal COL1A1 (control). Considerando 

el genotipo de las tres categorías térmicas de incubación, la proporción sexual 

general se ajustó al modelo 50:50 (Machos: Hembras) (X2 = 1.33, g.l. = 1, P = 

0.24, n = 28 Machos, 20 Hembras). De igual forma, cuando se analizaron 

independientemente las proporciones sexuales genotípicas por tratamiento 

térmico, las pruebas de chi cuadrada mostraron que a: 32°C (X2 = 0, g.l. = 1, P 

= 1, n = 9 Machos, 9 Hembras), 29°C (X2 = 0.88, g.l. = 1, P = 0.34, n = 11 Machos, 

7 Hembras) y 26°C (X2 = 1.33, g.l. = 1, P = 0.24, n = 8 Machos, 4 Hembras) no 

mostraron diferencias en las proporciones entre machos y hembras de acuerdo 

a la presencia del gen CAMSAP1. 
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Figura 9.  Fotografía de un gel de 1% de agarosa donde se observa para 

diferentes embriones de B. vittatus la presencia en el DNA genómico del gen 

CAMSAP1 lo que indica que el cromosoma Y está presente, mientras que el 

control autosomal COL1A1 (control) está presente en machos (color verde) y en 

hembras (color rosa). 
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Discusión 

 

Temperatura de incubación en el desarrollo embrionario 

 

Los análisis estadísticos sugieren que la temperatura de incubación entre los 

diferentes tratamientos tiene un efecto directo sobre el tiempo (días) de 

incubación que les toma a los embriones cambiar de un estadio embrionario a 

otro más avanzado. De esta forma, es notorio que en aquellos huevos incubados 

a 32°C el desarrollo es más rápido respecto a la temperatura intermedia (29°C) 

y la más baja (26°C). Este patrón fue observado cuando los huevos se exponen 

a diferentes tratamientos térmicos como el descrito en Agama impalearis, en los 

que también ocurre un crecimiento más rápido cuando los huevos son incubados 

a 34°C respecto a 24°C (El Mouden et al., 2001). En embriones de Lepidochelys 

olivacea, donde las temperaturas de incubación elevadas promueven un 

desarrollo y eclosión prematura (Merchant-Larios et al., 1997). En general, el 

desarrollo embrionario de numerosos escamados se completa más pronto en 

temperaturas de incubación cálidas que en condiciones térmicas frías como 

consecuencia de un requerimiento metabólico mayor y a su vez una reducida 

eficiencia metabólica, por lo que se espera que las crías tengan un tamaño 

corporal menor al eclosionar (Sexton y Marion, 1974). 

La incubación de huevos en Saurópsidos no aves ha revelado la relación del 

tiempo de incubación y los factores abióticos como la temperatura. Esta 

información es útil cuando se estiman los limites fisiológicos durante el desarrollo 

embrionario, lo cual permite establecer subsecuentemente los límites fisiológicos 
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de las especies impuestos por el uso de hábitat (Sexton y Marion, 1974). Además 

de permitir comparaciones de los periodos de incubación con otras nidadas, 

incluso para aquellas especies que tienen más de una nidada al año. 

Adicionalmente, los efectos a temperaturas de incubación extremas, pero no 

letales han sido un tema poco estudiado. No obstante, se conoce que pueden 

tener efectos sobre el éxito de eclosión, crecimiento, fisiología y morfología de 

los embriones. Estos efectos deben extenderse más allá del periodo de 

incubación, reflejándose en características de las crías como la sobrevivencia, 

tasas de crecimiento, conducta, velocidad de escape, etc. (El Mouden et al., 

2001). 

Efecto térmico en la determinación sexual de B. vittatus 

Dado que la presencia de hemipenes en los individuos fungió como el indicador 

morfológico para establecer el sexo fenotípico durante la determinación del 

estadio embrionario, la proporción sexual fenotípica de los embriones basado en 

esta característica se esperaría sesgada hacia los machos puesto que se 

observó la presencia de los órganos copuladores en las tres temperaturas. Sin 

embargo, el nuevo sistema de micro-cromosomas sexuales XY de B. vittaus 

(Acosta A., Suárez-Varón et al., 2019) mostró que la presencia de hemipenes 

como un método determinante y definitivo para distinguir entre machos y 

hembras no fuera útil para dilucidar el mecanismo de determinación sexual. En 

contraste, los análisis histológicos de la gónada en embriones en diferentes 

estadios embrionarios sí permitieron identificar específicamente diferencias entre 

sexos. En este sentido, la proporción sexual fenotípica basada en los resultados 
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histológicos no mostró un sesgo hacia alguno de los sexos; un modelo de 

proporción 1:1 (hembra: macho) que se espera en especies con DSG al 

momento de la eclosión y sin variaciones como en aquellas especies con un 

mecanismo DST, donde los huevos son muy susceptibles a las oscilaciones 

térmicas del ambiente (Navara, 2018). 

A pesar de que estudios previos demostraron la producción de 100% hembras, 

resultantes después de incubar huevos de B. vittatus a una temperatura 

constante de 28°C (Suárez-Varón, 2017). El hecho de aumentar 1°C la 

temperatura de incubación puede influir en la diferenciación gonadal y por tanto 

sesgar la proporción sexual. Por ejemplo, en Emys orbicularis una temperatura 

de incubación debajo de 28°C promueve 100% machos, mientras arriba de 

29.5°C se desarrollan 100% de hembras (Pieu et al., 1998). En el caso de B. 

vittatus, la temperatura de incubación no tuvo efecto en la diferenciación gonadal 

ya que la evidencia histológica no mostró una estructura celular anormal en la 

diferenciación de ovarios y testículos, cuando se ha demostrado que la 

diferenciación sexual es sensitiva a la temperatura de incubación durante un 

periodo crítico del desarrollo embrionario, principalmente en especies con DST 

(El Mouden et al., 2001). 

Por otra parte, los resultados obtenidos de las PCRs revelaron la presencia del 

cromosoma Y a partir del análisis con el gen CAMSAP1 en los diferentes 

tratamientos térmicos. De igual manera, la proporción sexual genotípica se 

mantuvo 1:1 (hembra: macho), un aspecto esperado en especies con DSG, 

coincidiendo la determinación fenotípica y genotípica para cada embrión. Este 
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resultado es apoyado con los hallazgos de Acosta, Suárez-Varón et al. (2019) 

donde encontraron que el gen CAMPSAP1 (el cual codifica para para proteínas 

con funciones asociadas con la organización de microtúbulos) está ligado 

exclusivamente al cromosoma Y de los machos.  

A diferencia de CAMSAP1, otros genes maestros que se han considerado claves 

en el proceso de la determinación sexual de Saurópsidos no aves como JARID2 

y JMJD3 (genes termosensibles durante el periodo de incubación) propuestos 

como modelos para establecer las bases moleculares y evolución de la DST 

(Devenson et al., 2017). Cuando estos genes son perturbados por la influencia 

de temperaturas extremas, se genera una retención de intrones que altera la 

formación y estructura de proteínas truncas que interrumpen la cascada de 

señalización de los cromosomas sexuales desencadenando una reversión 

sexual hacia el sexo opuesto que estaba predeterminado genéticamente 

(Devenson et al., 2017). 

Actualmente, el mecanismo por el cual la temperatura influye sobre la 

determinación sexual en Squamata no ha sido esclarecido completamente. Sin 

embargo, se presume involucra factores epigenéticos de la cromatina que alteran 

la expresión de los genes y/o el splicing de los transcritos, modificando así las 

señales de diferenciación celular (Whiteley et al., 2018).  

Ya que la temperatura de incubación no predice proporciones sexuales sesgadas 

en B. vittatus, la hipótesis de que esta especie muestre DST se rechaza. Aunado 

a ello, el sistema de micro-cromosomas sexuales, aunque puede aún no estar 

establecido completamente en los basiliscos, sugiere fuertemente que B. vittatus 
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es una lagartija con determinación sexual genética. Siendo necesario realizar 

más estudios que estudien la sinergia entre la biología térmica y la biología 

molecular ligadas a las temperaturas de incubación y cómo éstas pueden 

moldear características de historia de vida en reptiles. 

Sobre la histología 

 

Las gónadas de los Saurópsidos no aves al inicio del desarrollo embrionario se 

encuentran indiferenciadas, ya que presentan células bipotenciales; la 

diferenciación hacia ovarios o testículos aún no está establecida. En este 

aspecto, ya que la diferenciación gonadal de B. vittatus no se presenta entre los 

estadios 35 y 37, tampoco en los estadios a la oviposición 29, 30, 31 y 32 

(Capítulo 2). Se propone que el inicio de la diferenciación gonadal debe ocurrir 

entre los estadios 33 y 34, donde se ha registrado ocurre un cambio morfológico 

notable en el embrión; testículos y ovarios comienzan a ser distinguibles 

(Antonio-Rubio et al., 2015). En estos estadios de desarrollo intermedios (33-34) 

deberían poder observarse numerosas células germinales y somáticas que 

conformarán los primeros cordones sexuales (Pieau et al., 1998). Respecto a 

esta hipótesis, el periodo de indiferenciación para B. vittatus debe ser muy corto 

(dos estadios embrionarios), (8.2 días, con huevos incubados a 29°C) similar a 

otras lagartijas donde ocurre en estadios más tempranos, 30-33 como en 

Sceloporus aeneus y S. undulatus (Austin, 1988; Luna- Gómez, 2009). 

Similar a estos estadios, parece ser que la diferenciación gonadal inicia 

simultáneamente en ambos sexos y se mantiene constante durante el desarrollo 
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hacia la formación completa de ovarios y testículos, este hecho también ha sido 

registrado en S. undultus (Austin, 1988), N. ocellatus (Neaves et al., 2006), 

Calotes versicolor (Doddamani, 2006). Sin embargo, también son conocidas 

especies donde la diferenciación es asincrónica como en Crocodylus porosus 

(Smith y Joss, 1994). El periodo de diferenciación gonadal debe ser variable 

entre los Saurópsidos no aves dado que la temperatura induce variación en el 

tiempo que dura la incubación desde las diferencias propias que conlleva el 

estadio al cual ovipositan las especies y los momentos en que ocurren la 

morfogénesis, organogénesis, etc. Por ejemplo, huevos de B. vittatus les toma 

en promedio 60 días de incubación a 28°C (Suárez-Varón, 2017) desde la 

oviposición (estadios 29-32) hasta la eclosión (estadio 40), mientras huevos de 

otros escamados como Ctenosaura similis lo hacen entre 80-98 días a 28-31°C 

(Fitch, 1973) o Sceloporus scalaris 30-44 días entre 15-25°C (Fitch, 1985). 

A partir del estadio de desarrollo 35 y hasta el 37 (analizado en este estudio), 

ambas gónadas ya se encuentran en un grado de diferenciación en el cual son 

observables a nivel histológico estructuras que permiten discernir entre los dos 

sexos. Para el caso de los testículos, la zona corteza comienza a degradarse y 

entra en proceso de regresión, mientras la presencia de cordones testiculares se 

vuelve abundante en la región medular. En contraste, la diferenciación del ovario 

promueve que la zona medular se haga laxa por el movimiento de las células 

germinales hacia la corteza, la cual se engrosa por la presencia de células de 

origen somático (futuras células foliculares) y las ovogonias en proliferación.  
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Desarrollo genital 

En los machos, el desarrollo de hemipenes vistos como órganos copuladores 

pareados, presentan gran diversidad morfológica (e. g. forma, ornamentación). 

Esta diversidad es tal que ha permitido que sean utilizados frecuentemente como 

característica taxonómica para diferenciar entre especies (Klaczko et al., 2015). 

Mientras tanto, las hembras exhiben un hemiclitoris, una estructura pareada que 

ha sido poco estudiada y entendida (Valdecantos y Lobo 2015). Indiferente al 

mecanismo de determinación sexual, en todos los embriones de B. vittatus, 

independientemente de la presencia o ausencia del cromosoma Y y de la 

temperatura de incubación a la cual fueron expuestos, la presencia de 

hemipenes fue conspicua. El desarrollo gonadal en ambos sexos ocurre durante 

el último tercio del desarrollo embrionario, mientras el genital cuando la 

diferenciación sexual se ha establecido y donde comienzan a mostrar la 

morfología característica de forma y estructura (Dufaure y Hubert, 1961; Neaves 

et al., 2006).  

Muchas especies de lacertilios no muestran un dimorfismo sexual a la eclosión 

y distinguir entre machos y hembras es difícil o imposible a simple vista, por lo 

que la eversión de hemipenes ha sido el rasgo definitivo y el método más común 

para distinguir entre sexos en diferentes momentos de la ontogenia (Harlow, 

1996; Uller y Olsson 2003). La presencia de hemipenes en machos y hembras 

durante alguna fase del desarrollo embrionario es un aspecto que ha sido 

descrito en otros lacertilios, como Lacerta vivipara (Dufaure y Hubert, 1961), N. 

ocellatus (Neaves et al., 2006), Barisia imbricata (Martínez-Torres et al., 2015) 
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entre otros. Un patrón poco documentado y similar al de otros escamados desde 

que el desarrollo gonadal y de hemipenes sucede simultáneamente en ambos 

sexos durante el desarrollo embrionario; es decir, machos y hembras presentan 

hemipenes y es hasta el final del desarrollo embrionario donde en las hembras 

ocurre un proceso que involucra la regresión de hemipenes convirtiéndolos en 

hemiclitoris, un aspecto poco documentado y registrado solo para algunas 

especies de lagartijas (e. g.  L. vivípara, Dufaure y Hubert, 1961; S. undulatus, 

Austin, 1988 y P. vitticeps, Whiteley et al., 2018), salvo el caso de Elgaria 

multicarinata y B. imbricata cuyas estructuras sexuales permanecen incluso 

después de su vida postnatal (Telemeco, 2015; Martínez-Torres et al., 2015). No 

obstante, se conoce que los hemiclitoris también muestran una morfología 

diversa, esta estructura genital incluye la apariencia de hemipenes 

rudimentarios, miniatura o más grandes que de los machos (Neaves et al. 2006; 

Telemeco, 2015). Por ello, es posible que los embriones de B. vittatus presenten 

una forma de pseudohermafroditismo temporal en la cual ovarios y hemipenes 

están presentes al mismo tiempo a través de múltiples estadios de desarrollo 

(Whiteley et al., 2018). Aunque son necesarios más estudios sobre este 

fenómeno, hasta el momento, este fenómeno sólo ha sido registrado para tres 

especies en Squamata: N. ocellatus (Neaves et al., 2006), B. imbricata (Martínez-

Torres et al., 2015) y P. vitticeps (Whiteley et al., 2018). 

Adicionalmente, a pesar de la presencia de hemipenes en ambos sexos, el 

análisis histológico mostró una diferenciación hacia testículos y ovarios que 

coincidió con la presencia o ausencia del gen CAMSAP1 ligado al cromosoma 
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Y; por lo tanto, con el genotipo XX y XY respectivamente. En este estudio se 

encontró que la regresión de hemipenes en las hembras de B. vittatus sucede 

en estadios de desarrollo avanzados, próximos a la eclosión (estadio 39-40, 

observación personal) e incluso post eclosión. Mientras que en los estadios 

analizados (35-37) el desarrollo genital es similar entre ambos sexos. 

Dado que en especies sin dimorfismo sexual aparente al nacimiento como lo es 

B. vittatus o B. imbricata, el criterio universal para distinguir entre los sexos 

durante el trabajo de campo radica en observar la presencia o ausencia de 

hemipenes, un aspecto técnico que tendrá que ser reevaluado en los Squamata 

con más estudios que involucren características del desarrollo embrionario. Esto 

podría estar sesgando la proporción sexual a nivel fenotípico y el uso de 

caracteres morfológicos como hemipenes para catalogar a un individuo como 

macho debe tomarse con precaución en algunas especies como B. vittatus. 

Finalmente, es necesario reevaluar el sistema de determinación sexual de 

Sauropsidos no aves con metodologías y técnicas más sensibles para realizar 

una mejor caracterización de los mecanismos de determinación sexual en las 

especies, sobre todo en aquéllas que fueron clasificadas con DST al no encontrar 

cromosomas sexuales en sus cariotipos. Además, el funcionamiento de los 

mecanismos de determinación sexual en Saurópsidos no aves, permite entender 

como los efectos del cambio climático influencian directamente las temperaturas 

de incubación de nidos naturales, sobre todo cuando el 80% de las especies de 

este taxón es ovíparo. Las variaciones térmicas de incubación afectan el fenotipo 

de los neonatos y en ocasiones se convierten en efectos deletéreos para 
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especies con DST y un importante factor en la ecología y distribución de 

escamados, lo cual altera las proporciones sexuales, causa la pérdida de 

biodiversidad y aumenta la tendencia a la extinción.  
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Conclusiones 

x La presencia del gen CAMSAP1-Y en machos y su ausencia en hembras, 

confirma que el mecanismo de determinación sexual de B. vittatus es 

genético con presencia de micro-cromosomas sexuales bajo un sistema 

cromosómico XY, sin efecto aparente de la temperatura de incubación 

sobre dicha determinación. 

x La temperatura de incubación no tuvo influencia en la diferenciación 

gonadal de B. vittatus. La diferenciación para ambos sexos es simultánea 

y muy posiblemente ocurre a partir del estadio 34 y acentuada en el 35. 

x En B. vittatus las condiciones térmicas de experimentación influyen en los 

días que permanece un embrión en cada estadio de desarrollo 

embrionario. 

x El genotipo y el fenotipo de B. vittatus coincidieron en sus respectivos 

análisis: machos con presencia de cromosoma Y (gen CAMSAP1) 

mostraron diferenciación hacia testículos, mientras que las hembras en 

ausencia del cromosoma Y hacia ovarios. 

x Independientemente de la presencia/ausencia del cromosoma Y y de la 

temperatura de incubación, la presencia de hemipenes se observó en 

ambos sexos desde el estadio 34 y más acentuados morfológicamente a 

partir del estadio 35. 
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x Es posible que los embriones de B. vittatus presenten una forma de 

pseudohermafroditismo temporal en la cual los ovarios y hemipenes están 

presentes al mismo tiempo durante el desarrollo. 

Conclusiones generales y perspectivas 

 
x El mecanismo de determinación sexual de B. vittatus es genético con un 

sistema cromosómico XY que surgió hace aproximadamente 63 millones 

de años. La Familia Corytophanidae son el único grupo de Pleurodontos 

que pasó del sistema XY ancestral a un par más reciente de cromosomas 

XY. Las fuerzas evolutivas que desencadenaron esta transición no se han 

establecido con precisión. 

x La temperatura a la cual fueron incubados los huevos no mostró efecto 

aparente en la diferenciación gonadal, pero si en los días que permanece 

un embrión en cada estadio de desarrollo embrionario. Nuevos 

experimentos con temperaturas de incubación más extremas podrían 

develar efectos térmicos sobre la diferenciación sexual. Adicionalmente, 

incluir el análisis de otros genes maestros termosensibles que se han 

considerado claves en el proceso de la determinación sexual en 

Saurópsidos no aves como JARID2 y JMJD3 propuestos como modelos 

para estimar la evolución de la DST y la presencia de organismos con 

reversión sexual. 
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x Es necesario realizar comparaciones de este estudio con otros integrantes 

de la familia Corytophanidae, así como especies que poseen un 

mecanismo de determinación sexual bimodal y donde se ha encontrado 

la presencia de reversión sexual dependiente de la temperatura. Son 

necesarios más esfuerzos para conocer esta característica y generar 

mejores aproximaciones de la evolución de los mecanismos de 

determinación sexual en Saurópsidos no aves. 

x El sistema de determinación sexual para Saurópsidos no aves necesita 

ser reevaluado, con metodologías y técnicas más sensibles para realizar 

una mejor caracterización de los mecanismos de determinación sexual, 

principalmente en aquellas especies que han sido clasificadas con 

determinación sexual dependiente de la temperatura al no haber 

encontrado cromosomas sexuales en sus cariotipos. 
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