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Figura 1. Fotografia del habitat de R. chrysopsis mezcla de pino

y zac'a'tldn‘al_;ytk_vipié_:a del Eje Volcanico Transversal.

olcan de Colima, en
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y la aparicion de vegetaciéon secundaria, cerro Tancitaro en

Michoacan, México.

Figura 5. Zacatonal tipico de las zonas altas del Eje Volcanico
Transversal, varios individuos se colectaron en este tipo de

vegetacion.

Figura 6. Mapa que ilustra la localizacion general en México del
Eje Volcanico Transversal, aparece en color gris (Fa y Morales,
1991). Los nameros son provincias bidticas reconocidas por

ellos.




Figura 7:‘I‘Z):i<'st|fi'bucién de las localidades geograficas incluidas

enel estudlé ‘marcadas en color rojo (Fa y Morales, 1991).

fAI'tura en metros sobre el nivel del mar de los
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Tréh#Veféal (Fa y Morales, 1991).
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Figura“l‘:‘ko. Vista dorsal superior de R. chrysopsis, en donde se

aprecia en claramente la coloracién de un aduito.

Figura 11. Acercamiento superior a un individuo de R.

chrys¢psis.

Figura 12. Vista frontal de R. chrysopsis, individuo colocado

sobre un tronco caido.

Viii




Figura 13. La flecha muestra la posicion sobre el suelo de una
trampa Sherman para individuos vivos, tipo de trampa utilizada

para la captura de los ejemplares.

Figura 14. Camaras para hacer electroforesis con geles de
agarosa fina, técnica que se utilizé para visualizar los PCR

realizados.

Figura 15. Equipo de c;é'mputo y software utilizado para la
alineacion, edicidhy‘an’éllibsis filogenéticos de los datos

obtenidos.:

Figura 16. Secuenciador capilar automatico ABI Prism 310,

utilizado para obtener los cromatogramas.

Figura 17. Cromatograma producto de la secuencia de ADN

mitocondrial de un individuo de R. chrysopsis.




LISTA DE CUADROS

Cuadrov';"i’”.‘ Lista sobre la informacion relativa a los individuos
inéluidaé en ‘este trabajo y sobre las poblaciones geograficas
donde se céptufaron. Los numeros entre paréntesis, se refieren
a que de la poblacién de Colima se incluyeron dos individuos, y
de manera abreviada, se les asigno el 1 o 2 para poder
identificarlos en los cladogramas, sin poner el namero de

catalogo.

Cuadro 2. Oligonucledtidos utilizados para secuenciary / o
amplificar las secuencias, en la direccion 5°-3" y la posicion del
primer deptro 'del_gen. La literal L se refiere a la cadena en
sentldoorlglnal ;V'Jk'h'eavy, mientras que la literal H se refiere a la

c_ad'ena ensentldo opuesto o light (Bibb, et al.,1981).

Cuadro' 3. Porcentajes de variacion de los caracteres y de la
sefial filogenética presente (valores de g1 en el citocromo b. Se
incluyen también las frecuencias de nucledtidos para cada

posicion.

N T ST




Cu’acri'r'c@ 4. Mat d distancias genéticas entre Ios':inaiy’iduo‘s :

terio de Tamura-Nei, (1993). Se incluyen

' a'nal_ifzra':aé “,‘bj .

tanto'e‘lfgr‘uy‘pd iﬁterno, como los externos.
LISTA DE ARBOLES FILOGENETICOS

Arbol 1. Cladograma construido bajo el criterio de parsimonia
con igual peso a los caracteres o parsimonia simple, con
blisqueda exhaustiva. Loé numeros sobre las ramas
corresponden a valores de bootstrap, y el valor de C.I. se

refiere al indice de consistencia para el arbol.

Arbol 2. CQnStrdidwb o‘Aé:I Criterio de parsimonia, pero

asignandov»pesos iferenciales a las bases, segun su posicion

-a las terceras posiciones, 2 para las

3 para las segundas posiciones. Los
las amas se refieren a valores de bootstrap,

mientras que el valor C.1. se refiere al indoce de consistencia

para el arbol.




'Arbol 3 ', E\'/éiﬁtaab béjé p'arsimonia con busqueda exhaustiva,

pero aSIgnando valores diferenciales de peso a transiciones 1 y

lones 10 segun se calculo bajo el modelo de HKY.
Los nameros sobre las ramas se refieren a los valores de
bootstrap, mientras que C.I. denota el valor del indice de

consistencia.

Arbol 4. Construido bajo similitud o distancias de neighbor-
joining, evaluando el modelo de Kimura 2 parametros (K80), en
el se muestra una escala de distancia, por lo que la longitud de
las ramas si representa la divergencia genética entre los

individuos.

Arbol 5. Filogeografia obtenida para Reithrodontomys

chrysopis, con base en secuencias de ADN mitocondrial.

Xii




Resumen

El ratén murido Reithrodontomys chrysopsis es una de las 20 especies que
conforman al género Reithrodontomys y uno de los 38 taxa de mamiferos
endémicos al Eje Volcanico Transversal (EVT), una de Ilas regiones
biolédgicamente mas ricas de México. Sus poblaciones se distribuyen de manera
alopatrica en los manchones de bosque de pino- encino a lo largo del EVT, esto
es entre los 3000 y 4500 msnm. Por ser una especie con distribucidn geografica
tan restringida y sobre todo, disyunta, es de suma importancia conocer su patrén
evolutivo. Con este fin se realizé un estudio para obtener una hipétesis evolutiva o
filogeografia de R. chrysopsis. Para este estudio se colectaron 5 localidades
situadas en los estados de Veracruz, Distrito Federal, Morelos, Michoacan y
Colima. Para determinar la historia evolutiva se construyd una filogeografia
utilizando como marcador molecular secuencias de ADN mitocondrial del gen
citocromo b. Los datos moleculares se analizaron bajo los criterios cladisticos de
Parsimonia simple y empleando diversas estrategias de asignacion de peso a los

caracteres, asi como también bajo el método de distancia al vecino mas cercano.

7 lk’;o‘s;fre”syltados obtenidos muestran para algunas poblaciones, altos niveles de
div'erééribié,f que podrian senalar que los individuos de esas poblaciones se
enéu‘éi\nvtrr_‘é‘:ri,'en proceso de especiacion. Asi mismo la filogeografia obtenida
muesfra,im"‘,la monofilia consistente para todas las poblaciones de R. chrysopsis

incluidas en el estudio, y postula a Orizaba como la mas distante genéticamente

de todas*,, ‘que podria significar su aislamiento temprano del resto de las

poblacio,‘n’es ~asi mismo, la siguiente poblacidn que debidé asilarse fue la

Michoacana, dejando unidas a Colima y el centro del pais, situaciéon que
clara”‘r'nenvte‘ ndica un aislamiento que no corresponde a un orden geografico

definido, sino mas bien a eventos ecoldgicos y geograficos de escala regional.




Introduccion

La diversidad de especies no se distribuye uniformemente sobre el planeta;
en general las regiones tropicales son las que albergan la mayor proporcion de la
diversidad del globo. Dentro de esta faja de biodiversidad que cifie a los trépicos
quiza del 50% al 80% se concentra en unos seis a doce paises. Los siete paises
con mayor diversidad biolégica son: Brasil, Colombia, Meéxico, Republica
Democratica del Congo, Madagascar, Indonesia y Australia, por ello se les
denomina megadiversos. En cuanto a la importancia para la conservacién, México
es tal vez el tercer pais mas importante del mundo pues se calcula que alberga
entre el 8% y 12% de las especies del planeta (Challenger, 1998, Primack et al,
2002). Al igual que el resto de los paises con megadiversidad, tiene una alta
proporciéon de las especies y los ecosistemas en mayor riesgo del planeta
(Mittermeier, 1988; Ceballos y Rodriguez,1995). En cuanto a grupos especificos
de organismos, México ocupa el primer lugar mundial en riqueza de reptiles con
717 especies; el segundo en mamiferos terrestres con 456 especies, 79% de las
cqéles_ son roedores (215 especies) y murciélagos (133 especies); y el cuarto en
anﬁbiéisi COh’ 285 especies. En conjunto, los reptiles y anfibios de Meéxico
representan el 9.8% del total de la riqueza mundial, siendo asi la herpetofauna
mas diversa del planeta con 978 especies. Nuestro pais tiene 30% mas especies
de aves que EUA y Canada juntos y 51% de sus especies migratorias pasan aqui
de seis a nueve meses cada afio invernando (Challenger 1998). En aguas
mexicanas se cuentan mas de 2000 especies de peces y por lo que se refiere a

los insectos, México es el hogar de 25, 000 palomillas y mariposas y de mas de
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1,500 especies de abejas. En cuanto a flora vascular, aunque el conocimiento es
. incompleto, es probable que su riqueza alcance el cuarto lugar mundial, con al
menos 21,600 especies conocidas y se estima que podrian llegar a ser entre 29,

000 y 34, 000 especies de plantas (Mares y Schmidly, 1991; Heywood, 1995).

‘Aunado a los datos anteriores, cabe aclarar que México no solo es
privilegiado por su gran riqueza de especies, sino también por su elevado namero
de taxones endémicos en los distintos grupos de organismos. Por ejemplo, se
sabe que de la fauna mexicana el 31.6% de los vertebrados terrestres de México
son exclusivos o endémicos del pais (especies con distribucion geografica
restringida), entre estos se incluye el 32% de los mamiferos (Challenger, 1998;
May,l 1992). Estas especies endémicas resultan de gran interés para la
conservacion biologica, no solo por habitar exclusivamente en el pais, sino porque
se distribuyen geograficamente bajo ciertos patrones medioambientales y en areas
que pueden estar en algln riesgo importante o bajo explotacién intensa. Una
caracterizacion de los mamiferos endémicos de México indica que tienden a ser
terrestres, con areas de distribucion limitadas, tamafos corporales pequefios y de
alimentacion herbivora. Estas caracteristicas estan asociadas a ciclos de vida
cortos y capacidades de dispersion limitadas, que a su vez se encuentran
relacionadas con la velocidad de especiacion. Por ello, la mayoria de las especies
endémicas son roedores 75%, seguidas por murciélagos 10% e insectivoros 7%

(Ceballos y Rodriguez, 1995).
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Los patrones geogréficoé de endemicidad en el pais y las caracteristicas de
las especies endémicas sugieren que una proporcidon mayoritaria de estos taxones
se origind por las contracciones, expansiones, fragmentaciones y aislamiento de
las comunidades vegetales, provocadas por los cambios climaticos y geoldgicos
asociados a eventos historicos y paleoecoldgicos como las glaciaciones durante el
Pleistoceno, o a otros cambios mayores de escala regional (Lynch 1988).
Evidencias genéticas, paleontolégicas y taxondmicas sugieren que la mayoria de
estos taxa endémicos son de origen relativamente reciente, con una antigiedad
que varia de dos millones a decenas de miles de afnos (Ceballos y Rodriguez,

1995; Hall, 1981).

Las montarias del centro del pais, que en conjunto ocupan el primer lugar
en riqueza de especies y géneros endémicos de la biota nacional, han sido
sefialadas como uno de los centros de origen y refugio para especies que
quedaron aisladas durante las glaciaciones del Pleistoceno. Este proceso de
aislamiento geografico y ecoldgico ha promovido una alta tasa de recambio de
especies a lo largo del Eje Volcanico Transversal (EVT), lo que explica la elevada
riqueza en toda la regidon (diversidad gamma) y la gran diferencia encontrada entre
la identidad de las especies que habitan un punto y otro del Eje (diversidad beta,

Mittermeier,1988; Fa y Morales,1991).

El ratén muarido Reithrodontomys chrysopsis es una de las veinte especies
que conforman el género Reithrodontomys y uno de los 38 taxones endémicos al

EVT (Ceballos y Rodriguez, 1995). Sus poblaciones se distribuyen de manera
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fragrhé_hféda 'eh fnéhchghe's crompuestosA por pino- encino y/6 Abijes, pastos o
zabcéfor‘\éllersﬂérlo’ largo del EVT, desde Veracruz (Pico de Orizaba y Cofre de
Perote) en el ceste; Puebla, Tlaxcala, Edo. de México, Morelos y D. F. en el centro
del pais y en Michoacan (Cerro Tancitaro) y Colima-Jalisco (Volcan de Colima) en
el este (Figuras 1-8). Todos los registros de recolecta de que se tiene noticia se
encuentran en zonas frias y hiumedas y por arriba de los 3000 msnm (Hooper,
1952; Arellano, 1999; may, 1991). Por ser una especie con distribucién geografica
restringida y sobre todo con poblaciones disyuntas, y debido a que no existe
mucha informacién sobre las especies que viven de manera aislada a lo largo de
las tierras altas del Eje Volcanico Transversal, Reithrodontornys chrysopsis,
resulta ser un modelo importante para el desarrollo de estudios de historias
evolutivas en especies endémicas, del mismo modo, es valioso para intentar
comprender procesos evolutivos y de divergencia que puedan estar ocurriendo a
lo largo de las poblaciones de una especie con distribucion altamente insularizada

(Fa y Morales,1991).

Basado en la morfologia, R. chrysopsis (figuras 9-12) es la especie mas
grande del subgénero Reithrodontomys en cuanto a tamarfo del cuerpo y craneo.
La medida de las patas oscila aproximadamente entre los 20 a 22 mm de longitud
y el largo del craneo entre los 23.0 a 25.3 mm. De manera general, la cola es mas
larga que el cuerpo y la cabeza juntos, la coloracion de juveniles o subadultos es
de color mas palido en la parte ventral que en la dorsal; mientras que en adultos
es usualmente brillante, bicolor y bien cubierta de pelo. El pelo que cubre el

cuerpo suele tener una longitud entre los 8 a10 mm. Y su coloracién en adultos es
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- una mezéla'_'rentlje café rojizo y negro en la parte dorsal, pero existe variacion

d'ebeﬁ‘diéhgé de la época del afio y la edad. Externa y cranealmente varia poco

de lugar a lugar, lo que nos da poca informacion morfolégica acerca de la gran

~insularidad de sus poblaciones. No obstante lo anterior, se reconocen dos

. subespecies basadas en caracteres morfoldgicos Unicamente: R. ch. chrysopsis,

presente en las partes altas de la mayor parte del Eje Neovolcanico, y R. ch.

. “perotensis, restringida al Cofre de Perote, Veracruz (Hooper, 1952). Esta

situacion taxonémica resulta interesante de corroborar a través de datos
moleculares, porque a pesar de que la taxonomia tradicional se basa en la
morfologia, los estudios moleculares han revelado que las variaciones
morfologicas significativas, son responsabilidad de unos pocos genes (Gottlieb,
1984), circunstancia que justifica la utilizacion de la filogeografia como
herramienta para el estudio poblacional de especies altamente insularizadas con

subespecies determinadas morfoldgicamente. Si atendiéramos solamente a Ia

‘divergencia morfolégica, veriamos que ésta tiene poco que ver con la

diferenciacion genetica entre los linajes, y seria dificil predecir el grado de
cqﬁesiéh genética de un grupo basandonos en la diferenciacién morfolégica o
estadb taxonomico Gnicamente; situacion que de la cual trata la filogeografia.
Como ejemplo claro de esta relacion entre la morfologia y los datos moleculares

tenemos la denominada radiacion adaptativa (Templeton, 1983).

Como se menciond anteriormente la distribucion de R. chrysopsis refleja un
modelo alopatrico, bajo el cual se sugiere que las poblaciones geograficas

comienzan a diferenciarse cuando existen barreras que impiden el intercambio
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genético.  Estos impedimentos extrinsecos o barreras al flujo génico son

" tipicamente visualizados como prerrequisito para la divergencia genética y para la

-evolucién intrinseca (genética) eventual de las barreras reproductivas que son la

guia:del concepto tradicional de especie bioldégica (Avise, 2000). Por otro lado, se

s}a'b;éfa:dewla fragmentacion del habitat puede influir negativamente en el tamarno

pdblabional debido a que las unidades demograficas pueden ser eliminadas,

‘- reducidas o divididas, las fuentes potenciales de inmigracion pueden desaparecer

y las pbblaciones pueden quedar aisladas, sin poder dispersarse a otras areas. Si
la disminuciéon de las poblaciones es grande estas tienen mayores probabilidades
de extinguirse por procesos ambientales estocasticos, accidentes, enfermedades y
desdrdenes genéticos (Wilcox et al., 1985). Estas caracteristicas de los modelos
alopatricos sugieren que las poblaciones de R. chrysopsis podrian estar bajo
presiones evolutivas diversas que eventualmente llevarian a la divergencia entre
ellas (Hall, 1981), proceso que puede evaluarse adecuadamente utilizando datos
genéticos y analisis cladisticos.

Antes del surgimiento de los analisis filogenéticos, las aproximaciones

tradicionales al analisis de la estructura genética dentro y entre poblaciones de la

rﬁisma espe-cie. recaian basicamente en el estudio del intercambio genético entre
los individuos de las poblaciones como Unica explicacidon recurrente, y de manera
general se desatendia por completo las relaciones historico-evolutivas. Algunos
modelos clasicos, por ejemplo los estadisticos F de Wright (1951), no permiten
ver o estimar los procesos de coalescencia, sino sélo la estructura actual de las
poblaciones y por ende no distinguen los procesos historicos de los denominados

procesos recurrentes.




o U D P O R

Sin embargd, durante los ultimos diez o doce afios se ha visto en multiples
ocasiones. que el uso de filogenias intraespecificas o filogeografias ha
demberado ser una adecuada herramienta para estimar el grado de diferenciacion
' Téhtlfé‘ibbbjlaéiones conespecificas con distribucién alopatrica, tales como las que
6cupé-R. chrysopsis en las partes altas del EVT (Moore,1995; Bermingham y
. Moritz 1998; Avise, 1984). Esto se debe en gran medida a que la estructuracion
genética de los organismos de una poblacion, y finalmente el establecimiento de
linajes evolutivos independientes, estan fuertemente influidos por el patron de
intercambio genético (flujo génico) entre y dentro de las poblaciones; y también a
que la variacion en los factores que influyen la ecologia reproductiva de las
poblaciones puede tener profundos efectos en la naturaleza del intercambio
genético entre los individuos de una poblacion. Sin embargo, la variacion genética
no solo esta estructurada por las fuerzas contemporaneas del flujo génico, sino
que también depende intimamente de patrones de relaciones histéricas (historias
evolutivas). Para un nivel determinado de variacion genética actual, las
poblaciones poseedoras de ancestria comin reciente serdn genéticamente mas
similares que aquellas con ancestria comun distante (May, 1992). Finalmente, si el
) ihtercambio genético entre las poblaciones o especies cesa completamente,
entonces la ancestria comin seria el Gnico factor determinante para explicar la
similitud genética entre dichas poblaciones. Por lo anterior, podemos afirmar que
las relaciones histdricas son un factor que contribuye en alguna medida para

moldear la estructura genética de las especies (Bermingham y Moritz, 1998).




De_V;fnérf‘érai'cc»)rnt;éria a lo propuesto por los modelos clasicos de genética
pbblécibhéi}' Bcr)i;fe"ntcima del nivel de especie, las relaciones histéricas han sido
enfatizédas cbmo’ ia causa unica determinante de la similitud genética. De hecho,
la kmétod’ologia cladistica utilizada en inferencias filogenéticas asume que las
unidades taxondmicas representan linajes evolutivos no reticulados. Hennig
(1966) fue cuidadoso en marcar la diferencia entre relaciones genealdgicas
reticuladas o tocogenéticas, que caracterizan el intercambio genético entre los
individuos de las poblaciones, y las que llamd relacione_s jerarquicas filogenéticas
ordenadas que caracterizan a las especies divergentes o a categorias
taxonémicas supraespecificas. Dado que las inferencias cladistas sobre las
relac'ikbnes filogenéticas requieren que las variantes genéticas no formen linajes
reticulados, los acercamientos de tipo filogenético no pueden aplicarse
directamente a los niveles individuales o poblacionales. Con algunas excepciones,
ambos niveles de organizacion bioldgica estan caracterizados por patrones
reticulados de intercambio genético (recombinacidon sexual y flujo génico). Sin
embargo, si las variables genéticas a considerar se encuentran a nivel del gen en
lugar de a nivel individuo, fragmentos no recombinantes de ADN pueden
organizarse en redes jerarquicas descendentes ordenadas y proveer informacion

histérica que los individuos no podrian.

Debido a que las genealogias construidas a partir de informacion
proveniente de los genes pueden sentar bases solidas para lograr una
aproximacion histérica al estudio de los procesos intraespecificos, los métodos

genealdgicos cladistas aplicados a informacidbn molecular proporcionada por
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anahs:sgenetlcos puede aplicarse al estudio de la evolucion reticulada por
debajodel n_l\)'el"rdé especie, es este analisis de la distribucion espacial de las
,_genéyralé"g‘ia“s" genéticas el fundamento de la filogeografia, herramienta que permite
idéntiﬁ'éér con claridad los puntos de coalescencia de las poblaciones (Schaal, et
" al., 1998). De una manera mas puntual, la filogeografia es una herramienta
concerniente con los principios y procesos que gobiernan las distribuciones
geograficas de los linajes genealdgicos, especialmente aquellos que se
encuentran muy relacionados o al interior de una misma especie. Tal como lo
explica la palabra misma, la filogeografia trata con los componentes filogenéticos e
histéricos de las distribuciones espaciales de los linajes de los genes; en otras
palabras el tiempo y el espacio son juntos, los ejes de la filogeografia, a través de
la cual idealmente se mapean las genealogias de determinados genes de interés

(Avise, 2000). Por otro lado, es importante recalcar que utiliza la informacioén

inherente en' los arboles genéticos y no es simplemente una extension de los

principios filogenéticos a nivel de intraespecie; mas bien caracteriza la subdivision

de las poblaciones mediante el reconocimiento de patrones geograficos de la

estructura genealdgica a lo largo del nivel de especie (Avise 1994, 1998).

EI é:ﬁé‘livsis vy la interpretacion de las genealogias alélicas o haplotipos para
inferir~pfo¢ésos de genética de poblaciones ha sido promovido por avances en el
estudio de la teoria de coalescencia (Lara et al, 1996). Por todo esto, la
filogeografia proporciona una nueva vision acerca del papei que juega el flujo
génico en la estructuracion de las poblaciones y especificamente permite detectar

de manera clara eventos de flujo génico histéricos y recurrentes y potencialmente
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pOllmOI'flS os‘ ancestrales. Los analisis filogeograficos se basan en la
|nterpretaC|on de patrones de congruencia o de falta de ella entre la distribuciéon
geograflca de los haplotipos y de sus relaciones genealdgicas. Un patron de
cong'rUencia se observa si los clados de los haplotipos relacionados cercanamente

'Se{éhicuentran geograficamente restringidos y ocurren en proximidad unos de

otros’ chha congruencia indica un aislamiento genético estricto ocurrido hace ya
mucho tiempo (ausencia de flujo génico total). Asumiendo que las poblaciones no
son panmlctlcas, este patron surge debido a que las nuevas mutaciones
permanecen localizadas dentro de los limites geograficos donde surgieron
(Templeton et al.,, 1995). De manera general podemos decir que los haplotipos
mas antiguos deberian estar localizados en el centro del arbol genético y su
distribucion geografica seria amplia, mientras que los haplotipos mas recientes se
encontrarian en las puntas de las ramas y tendrian una distribucién geografica

local, es decir mucho menor (Smouse, 1998;. Castelloe ef al., 1994).

Objetivos

El objetivo de este trabajo es pues evaluar el grado de divergencia genética
existente entre algunas de las poblaciones alopatricas de R. chrysopsis, y realizar
una filogeografia basada en el analisis de secuencias de ADN del gen mitocondrial

citocromo b.
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Métodos

Obtencion de Tejidos.

Se realizaron cuatro viajes de colecta entre los afios 2000 y 2001 que
abarcaron los estados de Veracruz, Tlaxcala, México, Morelos, D.F., Michoacan,
Jalisco y Colima (Cuadro 1, Figura 7).

Los roedores se capturaron utilizando trampas Sherman para ejemplares
vivos ('Fig. 13). Estas se pusieron sobre el suelo procurando cubrir o abarcar la
‘mayo'r:distancia posible sin perder la visibilidad entre cada trampa, por ejemplo en
los‘si’tikos donde existian claros en la vegetacidon o la visibilidad era grande y era
posible el libre desplazamiento, se ponian con una separacion de 10 a 15 m entre
cada una de ellas; mientras que en aquellos sitios donde la vegetacion era
abundante y no habia visibilidad, se colocaron con una separacion de entre 3y 5
m. | Se pusieron un promedio de 300 trampas durante cada noche de estancia en

la localidad, procurando escoger para su colocacién aquellos sitios que

prese’ntajﬁah el tipo de vegetacion reportado en la literatura como tipica o
conservati:ia'l;p,éra los sitios de colecta de la especie durante expediciones
anteriéjres;v_bara evitar la pérdida de trampas, se colocaba una sefial cada cinco
tran*’\pais‘,:dé manera que al recogerlas al siguiente dia, se pudieran encontrar con
facil'i'déd.fs Las frampas se colocaban durante la tarde, entre las 17:30 y las 19:30
hrs. 'yf‘se‘fre‘tv:bgian al dia siguiente alrededor de las 6:00 hrs., evitando asi tanto
que fueran:movidas o removidas de su sitio original por los pobladores de la

localidad, como que los animales sufrieran si las condiciones del clima eran

extremas.
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Una vez capturados los ratones, se identificaba el ejemplar y se sacrificaba
registrando en el catalogo de campo los datos meristicos estandar: longitud de la
pata delantera derecha, oreja derecha, longitud de la cola, longitud del cuerpo y
longftud total (longitud desde la ultima vértebra hasta la nariz), peso y sexo del
mismo; todos estos datos resultan muy importantes para estudios morfoldgicos

comparativos y para la identificacion correcta de los ejemplares.

De cada ejemplar se extrajeron muestras de los siguientes tejidos: higado,
corazon vy rifiones. Estos se colocaron en tubos de criogenia etiquetados y se
preSerVaron en nitrégeno liquido, hasta su depodsito final en el ultracongelador
REVCOdeI laboratorio de Sistematica Molecular del Centro de Educacion
Amtv)ike"nt'abl e l‘nve‘stigacién Sierra de Huautla en la Universidad Autdnoma del
Estéd;)‘ de Mo‘relo"vs. ’Una parte de los tejidos utilizados para el presente trabajo
fueron obtenidqs a través de préstamos permanentes provenientes de colecciones
de tejidos :¢ongelado en la universidad de Brigham Young en Provo, Utah,

Estados Unidos.

‘Todo‘s los especimenes colectados para este estudio fueron preparados
segyﬁhf I.a""s E’nﬁorrhas dictadas por colecciones cientificas para mamiferos y se
encueﬁtrén'depositados en la Coleccion Nacional de Mamiferos del Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México o en la Universidad de

BYU en Utah, USA.
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Extraccion de ADN

Se utilizé un individuo de cada una de las poblaciones geograficas
muestreadas, excepto de Colima, donde se incluyeron‘ dos (Cuadro 1). El tamarnio
de la muestra dependié en gran medida del grado de éxito de Ias capturas en cada
poblacién,

Para llevar a cabo este estudio se usaron secuencias de ADN mitocondrial
(ADNmt) debido a que este marcador ofrece un amplio rango de niveles de
conservacion y es relativamente facil de aislar. Ademas, las secuencias de
ADNmt, mejoran la probabilidad de reconstruir el arbol filogenético cuando los
eyentos cl‘adogenéticos se encuentran separados por periodos cortos de tiempo.

Estos las' hace una fuente atractiva de caracteres adecuados para estimar

filogenias je Vnes recientemente evolucionados, y/o que han evolucionado

rapldamente(‘ oore, 1995). Para este estudio se trabajé con el gen citocromo b
(cit b), que codlf'ca para proteinas que intervienen en la cadena respiratoria dentro
de las celulas. El gen se secuencioé en su totalidad (1144 pares de bases) para
cada individuo. Este gen se eligid¢ porque ha sido utilizado exitosamente con
anterioridad en estudios filogenéticos de roedores y en particular porque se ha
usadoa recientemente para evaluar filogenias dentro del género Reithrodontomys
(Arellano, 1999; Engel et al., 1998; Smith y Patton,1993; Sullivan et al., 1995).

El ADN gendémico total fue aislado de tejido congelado (higado) a través de

dos diferentes métodos. El primero de ellos, fue modificado por Fetzner (1997) a
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partirr delprotocolodeGentraSystems y consiste en colocar un pedazo de tejido

(alrededor de 50 mg ‘en una solucién de lisis celular (10 mp Trisma Base, 100 mp
EDTA 2% SDS pH 8), posterlormente se afiaden 9 pnl de Proteinasa Ky se incuba
a 55 °C hasta que las particulas de tejido se han disuelto por completo
. igeneralmente 8 horas, pero dependiendo para cada individuo de la cantidad de
lipidos presentes en el tejido). Para lograr la precipitacion de proteinas y la
degradacion del ARN, se le da un tratamiento con 1.8 ul de RNAsa (10mg/ml) y
300 pl de Acetato de Amonio (7.5 M), se centrifuga a 13, 000 rpm. para que las
proteinas se precipiten del ADN quedando este ultimo en suspensidn y se coloca
el sobrenadante (que contiene el ADN en suspensién) en 900 pl de Isopropanol
(2 propanol), para causar con ello la precipitacion del ADN y una vez precipitado,
se centrifuga a 13,000 rpm formandose con ello una pastilla de ADN de color
blanco, al fondo del tubo eppendorf. Para limpiar el ADN de cualquier residuo final
se dan de dos a tr_es lavados sucesivos de etanol al 70% antes de su hidratacién
final. Para Iakh'id’r'éit';f:ién del ADN, se coloca la pastilla obtenida en la solucidén de
hidratacién :'k"(:10'mp Trisma Base, 0.1 mu EDTA, pH 8), y se deja toda la noche a

temperatura ambiente.

Aquellas muestras que mostraron problemas para su extraccion mediante la
técnica de Fetzner, fueron procesadas con la técnica de Fenol-Cloroformo.
Para la cual, se coloca un pedazo pequefio de tejido en 700 pul de buffer de
lisis celular TN2E.(100 Mm Tris Cl a ph 7.8, 100 Mm NacCl, 2 Mm EDTA), 60 pnl

SDS (10%), 10 .l Proteinasa K (10 mg/ml), y pasados 20 minutos, se rompe el
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y,poétéfiormiénte otros dos de alcohol isoamilico (24:1), teniendo cuidado de

- utilizar Ginicamente la capa superior.de la mezcla de fenol-cloroformo, ya que ésta

férma.dos fases. Para finalizar la extraccion, se lleva acabo la precipitacion del
ADN usando 900 pl de Acetato de Sodio 7M y para los lavados finales de
impurezas y residuos se hace con etanol al 100%. Por ultimo, para evaporar por
completo el alcohol, se seca el ADN a 30°C utilizando una centrifuga de vacio con
ajuste de temperatura y finalmente se lleva a cabo la hidratacién con 50 a 100 pl

de buffer TE (Tris-EDTA).

Amplificacidon

El cit. b se ampliﬁcé utilizando la técnica de la Reaccién en Cadena de la

Polimerasa (PCR 1989) con aproximadamente 0.01ug de ADN extraido
aFa la mayoria de las muestras se usaron los
oligonucledtidos 10 ‘MVZ-05-M y MVZ-14-M (Smith, et al., 1993;

Cuadro 2);éiﬁ e;ﬁﬁérgb,‘para algunas muestras en las que el ADN se encontré
parcialmente degradado, la amplificacion se hizo en fragmentos utilizando
diferentes combinaciones de oligonucledtidos internos, amplificando asi
fragmentos de alrededor de 400 pares de bases;(Cuadro 2 para una lista de

primers usados, sus secuencias y su posicion relativa dentro del mapa de ADNmt

(Bibb, et al.,, 1981). Los parametros para llevar a cabo la amplificacion fueron los
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Sigﬁientés: un pe‘ribdo de desnaturalizacion inicial de 4 minutos a 94° C, donde las
cadenas de ADN se separan dejando descubiertas las bases nitrogenadas. Una
vez separadas las cadenas, se someten a 40 ciclos de 4 minutos a 94° C para
asegurar la separacidén total, 1 minuto de anillamiento a 50° C periodo en el cual
los oligonucledtidos se pegan a las hebras de ADN y 1 minuto de extension a 72°C
para asegurar que los primers hubieran tenido el tiempo adecuado para su
acoplamiento con el templado. Al final los productos de PCR obtenidos se

refrigeraron a 4° C para su utilizacion posterior.

Para aquellas muestras con ADN frgamentado, la temperatura de
anillamiento se redujo a 45° C, con la finalidad de facilitar un acoplamiento mayor

de los primers con el templado y obtener mejores amplificaciones.

Los productos amplificados de PCR se visualizaron a través de una
electroforesis con geles de de agarosa fina al 10%. La visualizacién permite
confirmar la amplificacién del gen adecuado .

El tamafio del fragmento amplificado se determiné usando un marcador de
pesos moleculares denominado kb ladder (ADN fragmentado de distintas
longitudes). Ademas se incluyd un control negativo en cada visualizacion que
permitid detectar si las muestras de PCR estaban contaminadas o no. Los geles
de electroforesis eran revelados en una solucién de bromuro de etidio (3mg/mil), El
bromuro de etidio se adhiere al ADN que fluorece bajo luz Ultra Violeta y permite

con ello el poder ser fotografiado.
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“El cit:'ocromvo';b amplificado se purificé utilizando el método de Gene-Clean
(Bio 1‘0‘1, I:,a,.diollé, CA). En este método, se colocan los productos de PCR en
tubos Eppehdorf de 1.5 ml y se les afiaden 500 pl de solucidon de Nal 3M y 4 ul de
“glass milk" (fragmentos finos de vidrio en suspensién) y se dejan en constante
agitacion por un periodo que va de 20 minutos hastg 8 horas. Durante este tiempo
el ADN se adhiere al “glass milk” separandose del resto de los reactivos.
Posteriormente, se centrifuga durante 5 segundos a 13,000 rpm para que el “glass
milk” junto con el ADN precipite y se tira el sobrenadante teniendo cuidado de no
perder la pastilla con el ADN. Se afiaden 500 pl de “New Wash” solucién que
contiene alcohol y buffer, que permite, a través de 3 lavados sucesivos y de
agitacion mediante vortex, eliminar cualquier residuo de primer, taq polimerasa o

subproductos de no deseados de PCR.

Finalmente, se cuantific6 el ADN amplificado y purificado utilizando un
espectrofotobmetro de masas (Amersham Biotech Pharmacia) para ADN y ARN.
La cuantiﬁcacjén de los productos es fundamental, dado que la concentracion de
ADN en.'uﬁ%f‘_i’ééccién de secuenciacion es un factor determinante para obtener

secuencias limpias y legibles.
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Réaéciones de Secuenciacion

" Para Vllevar a cabo las reacciones de secuenciacion se colocaron de 90 a
120 ng de producto de PCR purificado, una concentracion de 3.2 pM de primer y
6 pl de Big Dye Terminator. Se utilizéd un termociclador Perkin Elmer (Applied
Biosystems) con las siguientes condiciones: 25 ciclos con 1 minuto de
desnaturalizacién a 94° C, 10 segundos a 50° C para el anillamiento de los
primers y 5 segundos de extension a 72° C, para completar cada ciclo.

Para secuenciar el cit. b completo fue necesario hacer un total de 6
reacciones de secuenciaciéon para cada individuo, porque cada oligonucleétido
puede leer solamente alrededor de 450 pares de bases, de manera que para leer
las 1140 bases, se usaron 3 primers en un sentido (3°-5) y otros 3 en la direcciéon
opuesta (5°- 3°) con la finalidad de poder editar o corregir las secuencias y tener
secuencias consenso con una precision mayor.

El producto de las reacciones de secuenciacion se purificé con columnas de
separacion y una solumon de sephadex 50G. Se afiadid 800 ul de solucidn de

sephadex (Sgr/50ml) en cada columna de separacion y se centrifugd a 4 000 rpm

durante 2. 5 mmu s ellmlnando con eso el exceso de agua y creando con ello el

filtro por donde saba el ADN. Una vez que se tenia la columna de sephadex

forma'da',“s‘e‘: colécé la muestra de ADN secuenciado (~20 npl) en la columna de

sephtadvex ;V(u'n'a columna por muestra a purificar) y se centrifugd nuevamente a
4 000 rbm durante otros 2.5 minutos. De esta manera, por gravedad el ADN
secuenciado pasaba a través del filtro de la columna y se eliminaba con ello todas

las impurezas o residuos que pudieran dificultar la lectura en el secuenciador.
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Laé secuencias fueron leidas en un Secuenciador Automatico Capilar ABI
Prism'.3'1”Q : (?fg. 16), dentro del cual cada muestra es inyectada a través de un
‘ capiié‘ll:r’ ,de electroforesis que contene buffer TAE para secuenciacion. Las
me’j'est‘rafs basan por un lector 6ptico laser que proyecta el rayo a través de la
'mﬁe;tra y que es rebotado por el Big Dye adherido, proporcionando asi una
lectura de color que la maquina interpreta como una de las cuatro bases
nitrogenadas guanina (negro), timina (rojo), adenina (verde) y citosina (azul). Cada

muestra es leida en 2.5horas en promedio.

El producto de la lectura es un cromatograma (sucesidn de picos en
colores que indican la secuencia de bases y la calidad de la lectura en el
secuenciador y que permite ver graficamente la secuencia de nucleétidos leida por
el épafato, Fig. 17). Las reacciones de secuenciacion deben mantenerse en todo
momento a 4° C y tapadas de la luz, ya que esta dafa el Big Dye.

Anadlisis de Datos

Para utilizar secuencias de ADN en analisis filogenéticos, es necesario que
estén alineadas, para asegurar que las posiciones a analizar sean homdlogas
(Mindell, et al. 1996). La edicién y alineacién de las secuencias se lievo a cabo
mediante el programa Sequencher (version 3.1; Gene Codes Corporation) y
utilizando las dos cadenas de ADN para confirmar los nucledétidos (Fig. 15). Los
anélyisis:ﬁloygenéticos, variaciones de las secuencias y estimacion de ias distancias
Se‘llgévéiféh a cabo utilizando el software Phylogenetic Analysis Using Parsimony
4.0b ’(PAUP*; Swofford, 1998).
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. Se obtuvo informacién general sobre la variacibn en las secuencias
(frecuencia de los nucledtidos y sitios variables), asi como también informacion
filogenética (nimero de sitios informativos). La cantidad de serfial filogenética de
los datos se determind a través del calculo del estadistico gyque evalua la
distribucién del tamarfio de un nimero determinado de arboles tomados al azar; en
este caso se evaluaron 1,000 arboles. Un valor de g negativo, significa que la
distribucién dista de ser azarosa y cuanto mas se aleje de cero, indicara que la
sefal filogenética es mayor, mientras que en la medida que el valor obtenido se
acerque a cero, la sefial filogenética decrecera aumentando la probabilidad de las
distribuciones de los arboles evaluados sean producto del azar (Hillis, 1991; Hillis

y Huelsenbeck, 1992).

Se calculdé la distribucion genética ajustada al modelo propuesto por
Tamura y Nei (1993), en la que se toma en cuenta las desviaciones en la
composicion de bases y las diferencias en las tasas de substituciones entre las
bases. Ademas, el uso de este modelo permitid hacer comparaciones con trabajos
previamente realizados para el género Reithrodontomys (Arellano, 1999). Las
bases a lo largo de la secuencia de ADN, se encuentran agrupadas tripletes, lo
que permite la posicidn que ocupa cada una dentro del coddn y asignar con base
en la probabilidad de cambio que cada posicion tiene dependiendo de su
velocidad de mutacion, un valor diferencial para cada base. A su vez se sabe que

la frecuencia de ocurrencia de una transversidn con respecto a una transicion es
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en mamiferos de alrededor de 1 a 14 respectivamente,(Guillén A. comn. pers) y por

ello se pueden asignar valores de peso diferenciales que ponderen esta diferencia.

inferencias Filogenéticas

Para llevar a cabo la polarizacion de los caracteres se utilizd el criterio del
grupo externo (Watrous y Wheeler, 1981). Se eligieron como grupos externos a las
especies R. sumichrasti, y .R. megalotis, ya que en estudios filogenéticos previos
del género Reithrodontomys, han resultado ser grupos hermanos de R. chrysopsis
(Arellano, 1999). Ademas con la finalidad de determinar aun mas las relaciones
entre estos taxones, se incluyd como un tercer grupo externo a la especie

R. fulvescens, taxdn mas lejanamente emparentado.

La .inferencia filogenética se llevd a cabo con base en dos métodos

distintos: analisis de caracteres y analisis de distancias genéticas. Para el método

bas‘adé é‘n los caracteres, se aplico el criterio de parsimonia y cada posicion en la
secﬁencia fue tratada con cuatro estados alternativos de caracter (G, A, T, C).
Dado que el nimero de taxa no es muy grande, todos los analisis bajo el criterio
de parsimonia se llevaron a cabo mediante busqueda exhaustiva con rompimiento

de politomias (TBR Arellano, 1999; Swoford, 1996).

El analisis filogenético mediante valores de distancias, se aplicd usando el criterio
de neighbor joining o distancia al vecino mas cercano, utilizando para ello un
modelo evolutivo denominado Kimura dos parametros (K 80), el cual asume que

las transiciones y transversiones suceden bajo frecuencia distinta y que existe una
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ocurrencia mayor de transiciones que de transversiones.

Para el ‘primer analisis de caracteres se aplico el criterio de parsimonia
simple 0 no pesada con busqueda exhaustiva, que postula que todos los
: c;aracteres poseen el mismo valor y peso dentro del arbol y simplemente se busca
e_i érbdl ‘con menor nimero de pasos evolutivos, asumiendo que todos los

caracteres son igualmente informativos.

Asumiendo la posibilidad de que las secuencias variaran siguiendo un
modelo evo‘lutivo y atendiendo a que se sabe que en genes que codifican para
proteinas; la tercera posicion de los codones muta o varia a una velocidad mayor
que la primera y segunda posiciéon (Irwin et al., 1994), se decidié otorgarile menor
peso a estos caracteres que evolucionan rapidamente y evaluar si recuperando la
informacion filogenética a partir de la segunda y primera posiciones, el andlisis
filogenético nos daba un resultado diferente (Griffiths, 1997). Por lo anterior, para
el segundo analisis de caracteres, se utilizo el criterio de parsimonia con busqueda
exhaustiva y se asignaron a los datos valores de pesos diferenciales: uno a la
tercera posicion, dos para la primera y tres a la segunda posicién por ser la mas

conservada de todas.

El tercer método utilizado para asignar pesos diferenciales a los caracteres
consisti6 en proporcionar valores diferentes a las transiciones y a las
transversiones, para el cual se ejecuté una matriz en la que las transiciones tenian

un valor de 1, mientras que las transversiones valian 10: el cociente de los valores
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diferenciales entre transiciones y transversiones Ti/Tv fue obtenido de un
“programa‘“den minado model test, en el cual a través del modelo de Hasegawa-

Kishiﬁo-Yah’ (HKY85; Hasegawa et al., 1985) que evalia substituciones con

distribucion ‘gamma, asumiendo que algunos sitios permanecen invariables el
:valoffé ec'i.lado para hacer significativa la diferencia en la frecuencia con la que

ocurre una transversion, comparativamente con la que ocurre una transicion.

Para evaluar la consistencia o solidez de los clados en las topologias
’resultantes de cada uno de los analisis bajo el criterio de parsimonia, se realizé un
analisis de bootstrap tipo branch-bound. (Felsenstein,1985) con 1000 réplicas. Y
con el fin de cuantificar la homoplasia existente, se calculé el indice de

consistencia para cada arbol obtenido.

Segun Cunningham (1997), debido a que la resolucién en las relaciones

A ehtre los taxa puede verse afectada por los métodos de pesado de los caracteres,
es con\)eniente medir la cantidad de sefial filogenética involucrada en cada modelo
de reconstruccion. Por ello, para poder distinguir entre senal filogenética y ruido o
distribuciones azarosas de nuestros datos, se evalud el estadistico g1 propuesto
por Hillis (1991). A pesar de que este estadistico ha sido considerado por algunos
como inexacto, en realidad proporciona una estimacion adecuada de la fortaleza
de la sefal filogenética y permite analizar si ocurre o no un cambio en la sefial al
aplicar determinados modelos de asignacién de pesos diferenciales a los

caracteres.
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Resultados
Variacién en las Secuencias y Divergencia

El gen citocromo b completo esta compuesto por 1,144 nucledtidos que al
ser alineados, no presentaron presentaron la necesidad de gaps por incersiones o

deleciones; de acuerdo a cualquier gen codificante.

El cuadro 3 resume los valores de variacidn nucleotidica para el gen
completo y por posicion en el codon. Del total de posiciones 253 (22.11%) fueron
sitios variables, de estos 161 (14.08%) fueron filogenéticamente informativos. Por
posiciones, la tercera es la que incluia la mayoria de estos datos

La composicion diferencial de bases muestra un sesgo en la segunda y
tercera posicidon, asi como en la secuencia total. Los valores obtenidos para el
estadistico- 91 indican que los datos analizados contienen mas sefial de la

esperadé péré una distribucion azarosa. (Hillis y Huelsenbeck, 1992).

Los valores de divergencia estimados (Tamura y Nei, 1993) entre los
individuos del grupo interno son en general bastante variables para el nivel
poblacional (intraespecifico), llegando incluso a igualar la divergencia existente
entre especies distintas. El rango va de 0.004 entre poblaciones de R. chrysopsis
‘del D.F. y Morelos hasta 0.101 entre las poblaciones de Orizaba y Morelos. Esta

distancia es semejante a la que existe entre R. megalotis y R. sumichrasti
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especies distintas tomadas como grupos externos (Cuadro 4).

Analisis Filogenéticos

En todos los analisis realizados, las muestras geograficas de R. chrysopsis
formaron un grupo monofilético con respecto a los grupos externos. Ei arbol
obtenido por el analisis de neighbor-joining con el modelo de Kimura 2 parametros,
se presenta en (Arbol 4). En este arbol, el clado | estd compuesto por los
individuos del centro del pais (D. F. y Morelos), que se encuentra cercanamente
relacionado al clado Il constituido por los dos individuos de Colima. Estas dos
relaciones forman el clado 1l emparentado con Michoacan. Finalmente la
poblacién de Orizaba queda como la rama mas basal de las relaciones del grupo
interno (clado IV). En cuanto a los grupos externos, la especie R.megalotis y
R.sumichrasti formaron un clado hermano (V) al grupo interno, mientras que la
especie R. fulvescens resulté ser la mas distante (clado VI). Las relaciones hacia

fuera del grupo interno, concuerdan con lo reportado por Arellano (1 999).

Al hacer el analisis bajo el criterio de parsimonia simple o no pesada, con

busqueda exhaustiva, y utilizando los taxones definidos como grupos externos, se

encontraron 35,135 arboles, de los cuales solamente uno resultd el mas

26




El a'ﬁ‘él>i"sli’s"dé'parsimonia pesando diferencialmente la primera, segunda y
'tercefa 'yp"oiéici:o:'nes ‘del codon resulté en 135,135 arboles. El unico arbol mas
parsivrﬁojniésloituvo 481 pasos, un indice de consistencia de 0.76 y un valor de g

.de — 082 (Arbol 2). De la misma manera la topologia se repitio.

Finalmente cuando se peso diferencialemente a las transiciones y las
transversiones se obtuvo un solo arbol mas parsimonioso con una longitud de 816
pasos, un indice de consistencia de 0.77 y una g1 con valor de —1.0. Una vez mas

se repitié la topologia descrita (Arbol 3).

Para evaluar la robustez o solidez de las relaciones obtenidas, se llevd a
cabo para cada arbol un analisis de los valores de bootstrap. Los valores que
fueron siempre mayores a 90 se presentan en cada filogenia obtenida.

La posicion filogenética de Colima y Michoacan en los arboles obtenidos no
era de esperarse dada su posicidon geografica. Por esta razon, por esta razén se
decidio realizar un analisis de parsimonia con busqueda exhaustiva excluyendo

"aquellos caracteres mas variables (tercera posicién). Este tipo de analisis reduce
las posibilidades de saturacion u homoplasia (cambios miiltiples en una misma
posicién, que produce una subestimacion de la variabilidad real). Se obtuvieron de
nueva cuenta 135,135 arboles, de los cuales uno resultd el mas parsimonioso con
70 pasos, un indice de consistencia de 0.786 y un estadistico g4 de —0.90. Se
obtuvo la misma topologia, pero los valores de bootstrap disminuyeron hasta 76

para algunas ramas
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Discusién

La variacidon en los nucledtidos muestra que el citocromo b aportd un
numero considerable de datos informativos para este tipo de analisis. Y dado que
las bases no se encuentran distribuidas en igual proporcion, es decir 25%,
‘ podemosinferir que las secuencias obtenidas siguen un modelo evolutivo.
| | Los porcentajes de bases se encuentran dentro de lo reportado para el
"génefo por Arellano (1999), siendo la base mas abundante la adenina ~31%,
séguida por la timina ~32%, citosina ~22% y la menos abundante guanina ~11%.
Por otro lado, los valores obtenidos para el estadistico de g¢ sefialan que existe
buena ‘seﬁavl ﬁlkogenética en los datos, lo que permite asegurar que los

cladogramas obtenidos no son agrupaciones azarosas de los taxones.

El rango de valores de distancia genética es bastante amplio, considerando
que son poblaciones de' la misma especie. Resulta relevante la distancia que
existe entre las poblaciohes de Orizaba y las poblaciones de Morelos y D.F. o con

Michoacan. Si bierj béra;!algunos autores como Smith y Patton, (1993); Mink et

al.,(1996) basta con una divergencia del 3% entre poblaciones para considerarlas

especies distintas ‘los datos obtenidos, no se cuenta con informacién

suficiente pé’lfa;_a:s‘(-j:vé;ar que R. chrysopsis es un complejo de especies y no una
sola. i

Se analizaron varios métodos como distancias y parsimonia con estrategias
miultiples de peso a los caracteres con el fin de incluir en la evaluacion procesos
evolutivos que regulen los cambios en las secuencias. La consistencia en las
topologias obtenidas bajo cualquier criterio, permite ver que los resultados son
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reales con base en el marcador utilizado. Por otro lado, los valores de bootstrap en
'fbdas las parsimonias sefalan que las relaciones de ios arboles obtenidos son
sdlidas y validas. Asi mismo, los indices de consistencia reflejan la existencia de
poca homoplasia, hecho que refuerza que los resultados obtenidos de estos datos
son confiables. De igual manera, otro factor que apoya la confiabilidad de la
topologia obtenida es el estadistico g1 cuyos valores negativos confirman que el

arreglo topoldgico no es producto de distribuciones azarosas, sino de una

adecuada senal filogenética.

Es importante sefalar que el efecto que se produce al eliminar del analisis
la tercera posicion fue la disminucion de los valores de bootrstap que
comparativamente con el resto de las topologias obtenidas decayeron
sensiblemente (valores minimos de 76), sin embargo, se dio a la par un aumento
en los indices de consistencia. Todo esto se debidé a que siendo la tercera posicion
la mas variable, también es la que aporta el mayor grado de homoplasia y por ello,
al eliminarla aumenta el indice de cdnsistencia, es decir disminuye la homoplasia,
no obstante por la misma razon, al excluirla se pierden datos informativos valiosos,
qgue producen valores menores de confiabilidad de las ramas del arbol obtenidas
por este método (Griffiths, 1997). De cualquier manera, la topologia encontrada
mediante este analisis es idéntica a las previamente discutidas, por lo que es
posible aseverar que la topologia del arbol descrito bajo distancias y que se
mantiene en todos los demas analisis, representa efectivamente la filogeografia de

R. chrysopsis.
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‘La cercana relacion entre D.F. y Morelos, era de esperarse dada su
cercania geografica, y esto concuerda con lo propuesto por modelos de
especiacion alopatrica. Sin embargo la relacion de Colima antes que Michoacan
pareceria geograficamente no esperada, sin embargo si consideramos aspectos
diferentes a los meramente geograficos, encontramos que ciertos autores como
Fa y Morales (1991) y Lynch (1988) entre otros, hablan sobre areas geograficas
definidas dentro del EVT, con fauna y vegetacion determinadas por factores
ecologicos de escala regional, y que permiten diferenciar zonas con influencias e
interacciones muy distintas unas de otras, a pesar de que todas ellas sean parte |
EVT. Dichos patrones ecoldgicos a escala regional o local pueden ser la causa del
aislamfe‘nto reproductivo de determinadas poblaciones dentro de una especie con
“disfrib‘g;iibn originalmente continua y flujo génico permanente, y en esta medida
Un’é vez vaisladas, podrian estar sometidas a presiones evolutivas particulares,
locales y unicas para esa poblacion. Por otra parte, se sabe que los procesos
estocasticos como la deriva génica o ciertos tipos de seleccion dirigida, en
poblaciones pequefias, pueden acelerar la tasa de evolucién (Wilcox et al.,, 1985)
produciendo con ello una divergencia genética mayor si se compara a la de otras
poblaciones de la misma especie que aun conserven distribuciones geogréficas
mayores y/o flujo génico continuo.

Lo antes descrito permite hacer inferencias o hipotesis del porque la
distribucién de Colima y Michoacan dentro de la filogeografia obtenida,no
corresponde a lo esperada geograficamente. Podriamos decir que si bien la
relacion entre Colima y Michoacan parece incongruente siguiendo un criterio
puramente geografico, los datos obtenidos sugieren que las pobiaciones de R.
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chrysopsis_seaislaron sin seguir un patréon geografico definido, sino mas bien

""préi:eéo'é’fevolptivos-‘IoCaIes o eventos geoldgico- ecoldgicos regionales presentes

“alo Ié,rgb_,d?'f EVT

Coymo', ya s_é/méncioné, varios autores reconocen la existencia de estas
zonas géogiéfiéja’é’~'§§n caracteristicas particulares dentro del EVT, Fa y Morales,
(1991), O’Farrel, (1 980), Lynch (1985) entre otros. No obstante el reconocimiento
de dichas areas, existen discrepancias en los limites de exactos, por ejemplo
Flores et al.,, (1974), incluye el pico de Orizaba y Cofre de Perote basado en
ciertas caracteristicas ecoldgicas como parte de la provincia volcanica del eje,
mientras que utilizando factores climatico-ecolégicos regionales, los coloca en
agrupaciones geograficas, distintas al resto del EVT. Estas distintas agrupaciones
de la misma area geografica, pero con criterios locales, resulta relevante dado
que acorde con la filogeografia obtenida, el individuo de la poblacién de Orizaba
es el mas distinto a todos los R. chrysopsis incluidos en el grupo interno de
estudio, presentando divergencias hasta del 10% con otras poblaciones y ademas
la morfologia es coincidente en este punto, ya que para esta zona se reconoce la
existencia de una subespecie con caracteristicas morfolégicas ligeramente

distintas (Hooper, 1952).

Asi pues debido a que genéticamente Orizaba es {a poblacién mas alejada
del resto y a su reconocimiento morfolégico como una subespecie, pudo ser la
poblacion que se aisld primero del resto de las demas, presentando por ello la
mayor divergencia genética. Bajo este escenario, a través de nuevos procesos
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eco!bg:ﬁéoﬁgebgféﬁcos de escala regional, Michoacan podria haberse aislado de
éqijella prlacién con la que se encuentra geograficamente mas cercana ubicada
en Colima y de la cual sin embargo diverge genéticamente en un 7%, mismo
porcentaje que posee con resto del pais y por lo cual resulta ser la segunda
poblacién con mayor divergencia. Es posible, que al tiempo que Michoacan se
aislaba del resto de las poblaciones, Colima y el centro del pais mantuvieran adn
durante cierto tiempo a través de algan corredor de vegetacion flujo génico, hasta
su aislamiento total quiza producto de la fragmentacion de dicho corredor o
simplemente, las presiones de seleccion locales para dichas poblaciones fueron
de menor magnitud que en el area de Michoacan, produciéndose asi una
divergencia menor entre ellas.

Para el centro del pais es probable que o bien no haya pasado ain el
suficiente tiempo para hacer evidente el aislamiento entre las poblaciones del D.F
y Morelos, siendo estas las Gltimas en separarse, o que aun exista flujo génico

entre ellas dada la cercania geografica.

Conclusiones

Las poblaciones analizadas de R. chrysopsis forman un grupo monofilético
con respecto a los grupos externos.

lLas poblaciones tanto de Orizaba como Michoacan presentan niveles de
divergencia altos para los rangos de especie, por lo que podrian estar bajo en
proceso de especiacion. Sin embargo dicha hipotesis debera ponerse a prueba
utilizando otros marcadores moleculares, como genes nucleares o ribosomales y

analizar si los datos obtenidos son congruentes con la variacién morfoldgica.
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'L‘.o‘s 'V'd'a'tdeb: generados coﬁ el marcador molecular citocromo b resultan
" confiables, por lo que se confirma su utilidad para el nivel poblacional.

Los factores ecolodgicos y geograficos combinados a nivel regional o local
resultan ser fundamentales para explicar aquellas relaciones propuestas en la
filogeografia obtenida y que no corresponden a un patrén de variacion geografica
definido.

Las poblaciones aisladas en manchones pequefos son mas susceptibles a
procesos de presiones evolutivas a escala local, que pueden moldear u orillar a

una divergencia genética rapida entre poblaciones de una misma especie.

Literatura Citada

Arellano, E. 1999. Molecular Phylogeny of the Genus Reithrodontomys
(Rodentia: Muridae). Unpublished Ph. D. Thesis BYU, USA.

Avise, J.C. 1984. Demographic influences of mithocondrial DNA lineage
survivorship in animal populations. Journal of Molecular Evolution, 20:99-105.

Avise, J.C. 1994. Molecular Markers, Natural History and Evolution. Chapman and
Hall, New York, Pp 3-29 y 30-68.

Avise, J.C. 1998. The history and purview of phylogeography: a personal
reflection. Molecular Ecology, 7:371-379.

Avise, J.C. 2000. Phylogeography The history and formation of Species. Harvard
University Press, USA, Pp 3-35, 40-45 y 70-75.

Bibb, M. J., R. A. Vanetten, C. T.,. Wright, M. Walberg y D. A. Clayton. 1981.
Sequence and gene organization of mouse mithocondrial DNA. Cell, 26:167-180.

Bermingham, E. y C. Moritz. 1998. Comparative phylogeography: concepts and
applications. Molecular Ecology, 7:367-340.

Ceballos, G., P. Rodriguez. 1995. (Diversidad y Conservacion de los mamiferos
de México, Patrones de Endemicidad) en Avances en el Estudio de los mamiferos
de México. Medellin, R. y Ceballos Gerardo editores. Asociacién Mexicana de
Mastozoologia AMMAC, México, Pp 87-109.

33




Challenger, A. 1998. Utilizacion y Conservacion de los Ecosistemas Terrestres de
México, Pasado, Presente y Futuro. CONABIO y Agrupacion Sierra Madre,
México, 847 pp.

Cunningham, C.W. 1997. Can three incongruence teste predict when data should
be combined? Molecular Biology and Evolution, 14:733-740.

Engel, S. R,, K. M. Hogan, J. F. Taylor, and S. K. Davis. 1998. Molecular
Systematics and paleobiography of the saouth American sigmodontine rodents.
Molecular Biology and Evolution, 15:35-49.

Erlich, H. A. 1989. PCR technology. Principles and applications for DNA
amplification. Stockton Press, New York, 246 pp.

Fa, J. E. y Morales L, 1991. Mammals and Protected Areas in the Trans-Mexican
Neovolcanic Belt. University of Oklahoma Press, pp 199-223.

Felsestein, J. 1985. Confidence limits on phylogenies: An approach using the
bootstrap. Evolution, 39:783-791.

Gottlieb, J. 1984. Traditional taxonomy against. molecular data, frontiers and
limitations. Journal of Molecualr Evolution. 33: 135-149.

Griffiths, C. S. 1997. Correlation of functional domains and rates of nucleotide
substitution in cytochrome b. Molecular. Phylogenetics and Evolution, 7:352-365.

Hagmeier, E. M., 1966. A numerical analysis of the distributional patterns of North
American Mammals. Systematic Zoology, 13:125-155.

Hall, E. R., 1981. The Mammals of North America, Second Edition John Wiley and
Sons Inc, New York pp 1-54

Hasegawa, M. H. Kishino, y T. Yano. 1985 .Dating of the human-ape splitting by
a molecular clock of mitochondrial DNA. Journal of Molecular Evolution, 22:160-
174.

Heywood, V. H. 1995. Global Biodiversity and Assesment. Cambridge University
Press, Nueva York.

Hillis, D. M. y James J. B. 1993.An empirical Test of Bootstraping as a Method for
Assesing Confidence in Phylogenetic Analysis. Systematic Biology, 42:182-192.

Hillis, D.M. Discriminating between Phylogenetic Signal and Random Noise in
DNA Sequences.1991. Journal of Heredity, 83:278-293

Hillis, D.M. y J. P. Huelsenbeck. Signal,noise, and reliability in molecular

34




phylogenetic analysis. Journal of Heredity 83:189-195

Hillis, D. M., Moritz, Craig y Mable, Barbara. 1996. Molecular Systematics.
SINAUER Associates Inc.,USA, pp 655.

Huelsenbeck, J. P. y Keith A. C. 1997. Phylogeny Estimation and Hypotesis
Testing Using Maximum Likelihood. Annual Review of Ecological Systematic,
28:437-466.

Hooper, E.T. 1952. A systematic Review of the Harvest Mice (Genus
Reithrodontomys) of Latin America. University of Michigan Press, USA, Pp 65-83.

Irwing, D. M., T, D, Kocher, y A. C. Wilson. 1991. Evolution of cytochrome b gene
of mammals. Journal of Molecualr Evolution, 32:128-144.

Lara, M. C., Patton, L. J. y Da Silva, M. N. 1996. The Simultaneous Diversification
of South American Echimyid Rodents (Hystricognathi) Based on complete
Cytochrome b Sequences. Molecular Phylogenetics and Evolution, 5:403-413.

Mares M. y Schmidly D., 1991. Latin American Mammalogy, History, Biodiversity
and Conservation. Oklahoma Museum of Natural History Publication, USA, pp
199-205.

May, R. M. 1992. How many species inhabit the Earth? .Scientific American,
267:42-48

Mindell, D. P. y C.E: Thacker. 1996. Rates of molecular evolution: Phylogenetic
issues and applications. Annual Review of Ecology and Systematics, 27:279-303

Mink, D. G.y J. W. Sites, Jr. 1996. Species limits, phylogenetic relationships, and
origins of viviparity in Scalaris complex of lizards genus Sceloporus
(Phrynosomatidae: Sauria). Herpetologica, 52:552-571.

Mittermeier, R. A. 1988. Primate Diversity and the tropics forest, case studies
from Brazil and Madagascar and the Importance of Megadiversity countries, en
Biodiversity. Wilson E. O. editor. National Academy Press, USA, Pp 145-154.

Miyamoto, M y Cracraft Soel. 1991. Phylogenetic Analysis of DNA Sequences.
Oxford University Press, UK, Pp 3-45.

Moore, W. S. 1995. Inferring Phylogenies from MtDNA Variation: Mitochondrial-
Gene Trees Versus Nuclear-Gene Trees. Evolution, 4:718-726.

Myers A. y Paul S. Giller. 1994. Analytical Biogeography. Chapman and Hall,
USA, Pp 30-45.

O’ Farrell, M. J. 1980. Spatial relationships of rodents in a sagebrush community.

35




Journal of Mammalogy, 61:589-605.

Owen, J.G. 1990. Patterns of mammalian species richness in relation to
temperature, productivity, and variance in elevation. Journal of Mammalogy,
71:1-13.

Posada, D. Y Crandall K. A. 1998. Modeltest: testing the model of DNA
substitution. Bioinformatics 14(9): 817-818.

Primack R., Ricardo R., Peter F., Rodolfo D. y Francisca M. 2002. Fundamentos
de Conservacidon Biologica Perspectivas Latinoamericanas. Fondo de Cultura
Econémica pp 74-81.

Schaal, B. A., Hayworth D. A., Olsen K. M., Rauscher J. T. y Smith W. A. 1998.
Phylogeographic studies in plants: problems and prospects. Molecular Ecology,
7:465-474.

Smith, M. F. y J. L. Patton. 1993. The diversification of South American muroid
rodenys: evidence from mithocondrial DNA sequence data for akodontine tribe.
Biological Journal of the Linnean Society, 50:149-177.

Smouse P. E., 1998. To tree or not to tree. Molecular Ecology, 7:399-412.

Sullivan, J. ,J.A. Market y C. W. Kilpatrick. 1997. Phylogeography and molecular
systematics of the Peromyscus aztecus species group (Rodentia: Muridae)
inferred using parsimony and likelihood. Systematic biology, 46:426-440.

Swofford, D .L 2000, PAUP. Phylogenetic Analysis Using Parsimony., version 4.0
Illinois Natural History survey, Champaign.

Tamura, K. y M. Nei. 1993. Estimation of the number of nucleoctide substitutions in
the control region of mithocondrial DNA in humans and chimpanzees. Molecular
biology and Evolution,.10:512-526.

Templeton, A. 1983;'Phyl'og’en'etic inference from restriction endonuclease site
maps with particular reference to the evolution of humans and apes. Evolution,
37:221-232. , '

Watrous, L. E. y A. D. Wheelei‘. 1981. The out-group comparison method of
character analysis. Systematic Zoology, 30:1-11.

Wilcox, B. A. 1985. Insular Ecology and Conservation, en Conservation biology
and Evolutionary Ecological Perspective. Soule M. y Bruce A. Wilcox editores.
SINAUER Associates Inc., USA, pp 95-117.

36




37

Fig. 2

Figuras




38




Fig. 5 ' g

39




ALTITUDEWM) -

P
ey oo
' ® Gudasivato

T . QuersterefTTre

Pico th Orizaba

Colre da Porote

- DISTANCE(RM]}

Fig.8




4

Fig. 9

41




Fig. 11

Fig. 12

a2




43




4

R T
e ectarnt e
Ard saueene
PR T ]

S3m T et awey

44




Ty i
-

PN i
r
.

Fig. 17

a5




Cuadro 1. Lista sobre las poblaciones geograficas e informacion

relativa a los individuos incluidos en este trabajo.

Localidad Nuamero de Numero de Numero de la
Geografica Individuos Catalogo Localidad en el
Colectados Mapa
Colima, Volcan de
. . FXG267 (1)
Colima-Jalisco > FXG269 (2) I
Michoacan, Cerro
G 1 Il

Tancitaro.

FXG255

Pico de Orizaba
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Cuadro 2. Primers utilizados para amplificar y / o secuenciar citocromo b.
Las secuencias estan listadas en la direcciéon 5§’ a 3’ y la posicion de cada
primer dentro del gen esta dada con relacion a la secuencia de ADNmt de
Mus musculus publicadas por Bibb, et al/, en 1981. Las literales Ly H

denotan ADN ligero o pesado respectivamente.

Citocromo-b

Nombre del Primer Secuencia

Posicion

MV/Z-05-M*2 CTT GAT ATG AAAAACCATCGTTG L-14115
MV Z-45-M *@ GTH ATA GCH ACA GCA TTY ATA GG L-14527
MV/Z-41 € CAC CCT TAY TAY ACM AYY AAA GA L-14821
MV Z-17 *€ CC TCC TAG GAG AYC CAG AHA AYT L-14904
MVZ-O4-M *2 CCT CARAAK GATATTTGB CCTC H-145542
MVZ-16 *2 TAG GAARTA TCAYTC TGG TTT RAT H-14940
MVVZ-14-M *2 TCT TCATCT YHG GYT TAC AAG AC H-15309

* Primers utilizados para amplificaciéon y secuenciamiento

M Secuencia modificada de la referencia original por Arellano (1999)
Fuente Original:

2 Smith and Patton (1993)

c Margaret Smith com. pers. (Arellano,1999)
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Parsimonia Simple .
Los numeros sobre el arbol son los
valores de boostrap
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Cuadro 3. Variacion de los caracteres y de la sehal presente en citocromo b.

Posiciéon 1a 2a 3a Total

Caracteres 382 381 381 1144

analizados

Numero de

sitios variables 44 9 200 253

% de sitios variables 11.5 2.3 52.49 22.11

Numero de sitios 29 4 128 161

informativos B

% de sitios informativos 7.5 1.04 33.59 14.08

Frecuencias de nucleodtidos -
A 0.29 0.20 . 0.45 0.31
C 0.22 .0.24 0.21 ‘0.22
G 0.22 0.01 012 0.11
T 0.24 0.42 0.32 0.32

Valor de g. 7 o

Todos los taxones -0.83 ;1 .54 -0;63 -0.88

Grupo interno -0.82 -1.6 -0.8 -0.77
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Cuadro 4. Matriz de distancias Tamura-Nei

1 R.fulvescens -

2 D.F. 0.21654 -

'3 Morelos  0.22539 -0.00448 -

4 Colima 1. . 0.22809 0.05120 0.05533 . -

S Colima 2

";0.05316

8 R.Megalotis 0. 022495

9 R.Sumichrasti 0.21445 0.20676 0.21559 0.20926 0.21215

Notas: Distribucién Gamma = 0.5
Los individuos 2 a 7 pertenecen a la especie R. chrysopsis

0.06951

0.07704 -
0.17765 . 0.09995 © -

- 0.16696 0.15788 0.10457 -
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Arbol 2
Parsimonia Pesando Posiciones

Los numeros sobre el arbol indican los valores de
- bootstrap




R. fulvescens
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100
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\ I——_ R. megalotis

Numeros en las ramas indican los valores de bootstrap

R. sumicrasti

{ Arbol 3

] Parsimonia diferencial para transiciones y transversiones (10:1).

C.l.=0.77
gl =0.79
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Arbol de Neighbor-Joining
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Filogeografia de Reithrodontomys chrysopsis

R. fulvescens
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