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Resumen 

 

Este trabajo lo dividí en dos capítulos. El primero de ellos es una revisión bibliográfica sobre el uso de 
la microsatélites como técnica molecular y fue realizado como un trabajo adicional y como 
justificación para el uso de otro marcador molecular en estudio principal. El segundo capítulo es el 
estudio principal de esta tesis. 

Así en el primer capítulo, describimos que los microsatélites representan una técnica molecular 
ampliamente utilizada desde 1989. En general, permiten hacer estimaciones de diversos parámetros 
de las poblaciones, como hibridización, historia evolutiva en poblaciones y especies, filogeografía, 
detección de cuellos de botella y endogamia. Asimismo, se emplean para determinar el impacto de la 
conducta reproductiva, la estructura social y la dispersión. Dado que es una técnica relativamente 
nueva, la mayor parte de los artículos publicados que se utilizaron para esta revisión han sido para 
caracterización de los cebadores. Gracias a que permiten obtener resultados que reflejan los 
procesos genéticos más recientes a los que está sujeta una población, están siendo utilizados en 
estudios de Genética del paisaje, una disciplina de reciente auge. Sin embargo, encontramos que los 
estudios con microsatélites están sesgados a ciertos grupos taxonómicos de roedores. Una de las 
posibles razones de tal sesgo es la complejidad y el costo para crear las librerías genómicas de 
dichos marcadores. 

En las selvas secas, dos de los factores que potencialmente pueden afectar la composición espacial y 
temporal de la diversidad de vertebrados son la estacionalidad climática y la perturbación y 
fragmentación del hábitat.  La perturbación y fragmentación de la vegetación puede tener efectos 
sutiles y difíciles de detectar sobre la biodiversidad y, con ello, afectar la probabilidad de permanencia 
de las especies a mediano y largo plazo, por ejemplo puede afectar las características genéticas de 
las poblaciones. La Reserva de la Biosfera de la Sierra de Huautla (REBIOSH) en Morelos, México, 
que protege uno de los remanentes de selva seca más importantes del país en el centro de México, 
presenta a su vez diferentes grados de alteración. En dicho escenario se evaluó la diversidad y 
estructura genética de poblaciones del ratón Liomys irroratus, para determinar cómo cambian dichos 
parámetros entre sitios que presentan grados de perturbación de la selva seca contrastantes; 
asimismo, para explorar las implicaciones de los resultados obtenidos para el manejo de la 
biodiversidad en la REBIOSH. Se colectaron muestras de tejido (falanges) de 79 individuos  del ratón 
espinoso mexicano Liomys irroratus en cuatro sitios con diferentes grados de perturbación dentro de 
la reserva. Se amplificó el gen mitocondrial citocromo b (550 pares de bases) y se determinó que los 
loci no están sujetos a procesos selectivos (pruebas de neutralidad no signifcativas), el número de 
haplotipos fue alto (59), así como la diversidad nucleotídica (π total= 0.505+0.020) y haplotípica 
(htotal=0.987+0.0069). La divergencia entre las poblaciones fue mayoritariamente asociada a la 
diferencia entre individuos (Dxy = 49.6-51.5%) y la distancia genética dentro y entre poblaciones fue 
alta. El número de migrantes por generación fue 13.4 (Nm estimado a partir de stδ y stγ ). Las 
poblaciones no presentaron aislamiento por distancia ni estructuración genética (análisis de varianza 
molecular y red media de haplotipos). Se sugieren dos escenarios posibles para explicar los 
resultados encontrados, primero puede ser que la estudiada sea una sola población panmíctica que 
fue genéticamente muy diversa, o que se trata de una metapoblación. Es importante que para 
cualquier acción de conservación que se diseñe, se incluya el mantener la alta diversidad genética 
que presentan las poblaciones de L. irroratus en la reserva.  
 
Palabras clave: Liomys irrorratus, selvas secas, perturbación, Genética del paisaje, estructura 
genética. 
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Abstract 

 
This work is divided into two chapters. The first is a literature review on the use of microsatellites as 
molecular technique, it was performed as additional work and as a justification for the use of other 
molecular marker in the main study. The second chapter is the main study of this thesis about the 
relationship between dry forest disturbance and the genetic structure of Liomys irroratus. 
 
Thus in the first chapter, we describe that microsatellites are a widely used molecular technique since 
1989. In general, it allows to estimate various population gentics parameters, such as hybridization, 
evolutionary history and species populations, phylogeography, detection of bottlenecks and 
inbreeding. Also it is used to determine the impact of reproductive behavior, social structure and 
dispersion. Since it is a relatively new technique, most of the published articles were used for this 
review have been for the characterization of the primers. Thanks to that it provides results that reflect 
the most recent genetic processes which are subject a population, they are being used in studies of 
landscape genetics, a discipline of recent boom. However, we found that microsatellite studies are 
biased to certain taxonomic groups of rodents. One of the possible reasons for this bias is the 
complexity and cost to create genomic libraries of these markers. 
 
The second chapter is the main study. It is carried out in a dry forest In the dry forests, two of the 
factors that could affect the spatial and temporal composition of vertebrate diversity are the 
seasonality, and habitat disturbance and fragmentation. The disturbance and fragmentation of 
vegetation can have subtle and difficult effects to detect on biodiversity and thereby affect the 
probability of permanence of species in the medium and long term, for example, it may affect the 
genetic characteristics of populations. The Biosphere Reserve of Sierra de Huautla (REBIOSH) in 
Morelos, Mexico, which protects one of the remnants of dry forest in the country at the center of 
Mexico, has also different degrees of alteration. Under this scenario, we evaluated the diversity and 
genetic structure of mouse populations of Liomys irroratus, to determine how these parameters 
change between sites that present levels of disturbance of the contrasting dry forest, also to explore 
the implications of the results for the management of the biodiversity in the REBIOSH. Tissue samples 
were collected (phalanges) of 79 individuals of Mexican spiny pocket mouse Liomys irroratus in four 
sites with different degrees of disturbance within the reserve. The mitochondrial cytochrome b gene 
(550 bp) was amplified and we found that the loci are not subject to selection procedures (tests of 
neutrality does not signifcant), the number of haplotypes was high (59) and nucleotide diversity (π total 
0.505 + 0.020) and haplotype (htotal = 0.987 +0.0069). The divergence among populations was 
mainly associated with the difference between individuals (Dxy = 49.6-51.5%) and genetic distance 
within and between populations was high. The number of migrants per generation was 13.4 (Nm 
estimated from 

stδ
 y 

stγ
 ). Populations showed neither isolation by distance nor genetic structuring 

(analysis of molecular variance and mean haplotype network). We suggest two possible scenarios to 
explain the results found, firstly  the population studied is a a single panmictic population that was 
genetically very diverse, or that it is a metapopulation. It is important for any conservation action that is 
designed, is included to maintain the present high genetic diversity of L. irroratus in the reserve. 
 
Key word: Liomys irroratus, dry forests, perturbation, Landscape Genetics, genetic structure 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
 

La genética de poblaciones busca describir la diversidad y estructura genética de las poblaciones y 

proponer teorías que expliquen el efecto de diferentes procesos sobre la microevolución. La 

variabilidad genética es, en sentido amplio, el componente más básico de la biodiversidad y se define 

como las variaciones heredables que ocurren en cada organismo, entre los individuos de una 

población y entre las poblaciones dentro de una especie. El resto de la biodiversidad se deriva de los 

procesos evolutivos que operan sobre esas variaciones. De ahí que su conocimiento y comprensión 

sea de vital importancia tanto para la conservación como para el avance de la genética evolutiva 

(Eguiarte et al. 2004).  

Los estudios de genética de poblaciones permiten conocer la historia evolutiva de un grupo, 

encontrar evidencias de cuellos de botella, brindar datos filogeográficos útiles para la conservación 

y/o analizar la diferenciación genética entre subpoblaciones, por mencionar algunas aplicaciones. 

Particularmente, la diferenciación genética entre subpoblaciones es un indicador de la conectividad y 

es producida en gran parte por la diversidad de ambientes, el sistema de apareamiento y al efecto 

relativo que hayan tenido el flujo genético y la deriva genética en la historia de las poblaciones. Los 

estimados de diferenciación genética en especies mexicanas, como pinos, encinos, agaves, cícadas 

y algunos insectos, entre otros, ejemplifican que la heterogeneidad de ecosistemas de nuestro país 

se refleja también en una heterogeneidad genética. Este argumento requiere más sustento. Puede 

haber gran diferenciación genética aún en ambientes homogéneos si por ejemplo el flujo genético es 

limitado y las poblaciones son pequeñas. El impacto de la fragmentación debida a actividades 

humanas se refleja en la estructura y en los niveles de variación genética de las poblaciones. Aun así, 

hacen falta más estudios explícitos que evalúen dicho riesgo, particularmente en especies con 

tamaños poblacionales pequeños (Fitzpatrick et al. 2007).  

Los enormes avances en técnicas y análisis moleculares han tenido gran impacto sobre los 

estudios de genética de poblaciones, los cuales han sido clave para mejorar las posibilidades de 

realizar evaluaciones detalladas y aplicadas en el área de la genética poblacional. Los avances 

moleculares más importantes han sido: 1) el desarrollo de la reacción en cadena de la polimera (PCR 

por sus siglas en inglés) con el cual se pueden amplificar segmentos específicos de ADN a 

concentraciones deseadas; 2) la aplicación de conjuntos de iniciadores conservados evolutivamente, 

3) la utilización de loci hipervariables de microsatélites y 4) la utilización de protocolos de 

secuenciación de ADN. Estas innovaciones, junto con la reciente explosión de análisis poderosos y 

relativamente fáciles de utilizar en programas de cómputo, han permitido obtener información, en otro 

tiempo inalcanzable, en todos los niveles jerárquicos biológicos (Sunnucks 2000). 
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Dos de los marcadores más ampliamente utilizados son las secuencias de ADN mitocondrial y 

los microsatélites. El ADN mitocondrial se emplea principalmente para reconstruir patrones históricos 

de demografía poblacional, biogeografía y especiación. Sin embargo, se ha sugerido recientemente 

que la naturaleza penetrante de la selección directa e indirecta sobre el ADN mitocondrial hace que 

cualquier conclusión que se derive con su utilización sea ambigua (Hurst et al. 2005). Por otro lado, 

los microsatélites son los arreglos genéticos más utilizados recientemente en genética de poblaciones 

por ser más sensibles para responder preguntas de flujo genético e historia poblacional, incluso en 

especies con variación genética limitada (Sunnucks 2000). 

Los estudios genéticos poblacionales basados en marcadores moleculares con alto poder de 

resolución permiten evaluar los efectos de la fragmentación sobre la estructura genética de las 

poblaciones, ya que las restricciones que los patrones del paisaje y la matriz imponen a la dispersión, 

y de esta forma a la distribución de plantas, animales y sus genes en el paisaje, tienen implicaciones 

para la dinámica y la persistencia de las poblaciones, así como para la diversidad local de las 

especies. Como consecuencia, el mantenimiento del intercambio de individuos o genes entre las 

poblaciones en diferentes parches de hábitat o la restauración de tal intercambio (i.e. 

defragmentación) son determinantes para  conservación (Fisher y Lindenmayer 2007). 

Además, este tipo de estudios en ciertos hábitats y ciertas especies son imprescindibles para 

poder llevar a cabo acciones de conservación. Por ejemplo, a pesar de la gran riqueza biológica de 

las selvas tropicales húmedas y secas de México, son quizá los ecosistemas más amenazados, ya 

que presentan las mayores tasas de deforestación y fragmentación a nivel global (Whitmore 1991, 

Achard et al. 2002) y nacional (Masera et al. 1997). Como consecuencia se tienen paisajes altamente 

modificados (paisajes antropizados o agropaisajes) inmersos en una matriz de vegetación con 

diferentes grados de conservación, en un gradiente que va desde zonas bien conservadas y 

relativamente extensas, fragmentos de selva, acahuales, vegetación de galería, cercas vivas y 

pastizales (Dirzo et al. 2008). Los estudios genéticos poblacionales son fundamentales para evaluar 

el efecto que la fragmentación que estos paisajes tiene sobre la viabilidad de las especies que los 

habitan. 

El orden Rodentia es un grupo importante para evaluaciones de viabilidad genética en 

ambientes fragmentados, dado que alberga el mayor número de especies en comparación con otros 

órdenes de mamíferos de México y del mundo. Un gran número de estas especies son de distribución 

amplia y se distribuyen en una extensa variedad de tipos de vegetación, hecho que eleva 

considerablemente su importancia ecológica (Ceballos y Oliva 2004). Sin embargo, existe muy poca 

investigación genética sobre ellos. 
1
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Este trabajo se dividió en dos capítulos, cada uno tiene un formato independiente 

puesto que el primero de ellos es una investigación adicional al trabajo principal de tesis que 

es el segundo capítulo.  

El primer capítulo es una revisión bibliográfica de artículos científicos, la cual pretende 

ejemplificar en qué tipos de estudios con roedores se han utilizado los marcadores 

moleculares de microsatélites. Además, representa una justificación para el hecho de no 

haber utilizado los microsatélites en el estudio principal; debido fragmentación y perturbación 

dentro de la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla, el enfoque pretendido fue el de 

Genética del paisaje. En este enfoque se consideran escalas espaciales relativamente 

pequeñas, los individuos de las especies de estudio están cercanamente relacionados, por lo 

cual la diferenciación genética entre ellos es pequeña; así los análisis genéticos dependen 

del poder de resolución de los marcadores moleculares (Holderegger y Wagner 2008). Con 

este fin, se utilizan principalmente dos marcadores moleculares, uno de ellos son los 

microsatélites o repeticiones cortas de secuencias (SSRs, por su siglas en inglés, Allendorf y 

Luikart 2007); éstos son los más ampliamente utilizados en animales (Storfer et al. 2007), por 

lo cual se había decidido utilizarlos en el estudio. Sin embargo,  no se obtuvo la librería que 

se necesitaba y se decidió la utilización de otro marcador molecular también empleado en 

estudios de Genética del Paisaje, el citocromo b del ADN mitocondrial cuyas características 

se describen en el capítulo II. 

 

El segundo capítulo es el estudio principal de esta tesis, el cual trata sobre los efectos 

de la perturbación del hábitat sobre la estructura genética poblacional de Liomys irroratus 

dentro de la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla. Dicha reserva presenta diferentes 

grados de perturbación de la vegetación, debido principalmente a actividades 

antropogénicas; razón por la cual en este segundo capítulo los resultados obtenidos se 

pretenden explicar bajo un enfoque de Genética del paisaje. 

 

Finalmente, debido a que cada capítulo está escrito de manera independiente, se 

incluye una conclusión general donde se exponen las nuevas interrogantes que el trabajo 

plantea y las posibles formas de abordarlas.
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CAPITULO I 
  

Estudios con microsatélites en el orden Rodentia 

 

Resumen 

Los microsatélites representan una técnica molecular ampliamente utilizada desde 1989. En 
general, permiten hacer estimaciones de diversos parámetros de las poblaciones, como 
hibridización, historia evolutiva en poblaciones y especies, filogeografía, detección de cuellos de 
botella y endogamia. Asimismo, se emplean para determinar el impacto de la conducta 
reproductiva, la estructura social y la dispersión. Dado que es una técnica relativamente nueva, 
la mayor parte de los artículos publicados que se utilizaron para esta revisión han sido para 
caracterización de los cebadores. Gracias a que permiten obtener resultados que reflejan los 
procesos genéticos más recientes a los que está sujeta una población, están siendo utilizados 
en estudios de Genética del paisaje, una disciplina de reciente auge. Sin embargo, encontramos 
que los estudios con microsatélites están sesgados a ciertos grupos taxonómicos de roedores. 
Una de las posibles razones de tal sesgo es la complejidad y el costo para crear las librerías 
genómicas de dichos marcadores. 

Palabras clave: microsatélites, Rodentia, Genética del paisaje, estructura genética. 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Los marcadores moleculares son 

secuencias de ADN que permiten 

determinar el grado de variación genética  

existente entre los individuos de una 

población, entre poblaciones y entre 

especies (Avise 2004). Los mejores 

marcadores son aquellos que, en la misma 

región del genoma, muestran variación 

entre organismos de la misma especie. Esto 

permite determinar diversidad entre familias 

y poblaciones; establecer linajes, servir 

como base para la identificación de 

especies, cepas, híbridos y recursos 

genéticos; establecer paternidad y realizar 

el mapeo genómico aplicable en genética 

de poblaciones, biología evolutiva, ecología 

molecular y genética de la conservación, 

entre otros (Liu y Cordes 2004).  

Para que un sistema molecular sea 

utilizado como marcador debe tener ciertas 

propiedades como: ser reproducible, no 

estar sujeto a selección natural, que permita 

comparaciones homólogas entre diferentes 

organismos, ser fácil de utilizar, tener una 

estructura genética sencilla, ser heredado 

de forma estricta, proveer estados 

cualitativos de caracter (fenotipo) y, que la 

adquisición de un nuevo estado se presente 

en la frecuencia adecuada para el tipo de 

estudio (Avise 2004). A la fecha se han 

descrito y estudiado un gran número de 

marcadores moleculares, siendo los más 

usados las enzimas de restricción, los 

polimorfismos de longitud de fragmentos de 

restricción (RFLP’s por sus siglas en inglés), 
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la secuenciación de diferentes genes 

pertenecientes al ADN mitocondrial, los 

minisatélites y los microsatélites (Sunnucks 

2000, Avise 2004).  

Los microsatélites o repeticiones de 

secuencias simples (SSRs por sus siglas en 

inglés) son secuencias en tándems 

(fragmentos), de 1-6 pares de bases, que se 

encuentran en todos los genomas de 

procariontes y eucariontes que se han 

analizado hasta el momento. Están 

presentes tanto en la región codificadora 

como en la no codificadora del ADN y 

normalmente se caracterizan por las altas 

tasas de mutación, que dan como resultado 

una alta diversidad alélica y por tener un 

alto grado de polimorfismo (característica 

general de los marcadores moleculares, 

Hedrick 2005). El origen de su polimorfismo 

no está aún clarificado, pero al parecer se 

debe a eventos de recombinación durante la 

replicación del ADN (Zane et al. 2002). 

Además son codominantes y 

suficientemente específicos por lo que se 

puede  diferenciar individuos dentro de una 

población (Selkoe y Toonen 2006). 

En particular, para los ecólogos son 

de gran interés porque es uno de los pocos 

marcadores moleculares (junto con los 

AFLP’s o ISSR’s) que permiten responder 

preguntas a una escala fina (i.e. tiempo 

ecológico reciente ,~70 años; Selkoe y 

Toonen 2006); por ejemplo, son una 

herramienta eficiente para estudios que 

buscan explicar cómo las características 

geográficas y ambientales estructuran la 

variación genética a nivel individual y 

poblacional, lo cual tiene implicaciones no 

sólo para la ecología sino también en 

evolución y conservación (Storfer et al. 

2007)..   

Como cualquier otro marcador 

molecular, los microsatélites también han 

presentado algunos retos y dificultades 

(Selkoe y Toonen, 2006); la mayor dificultad 

ha sido que necesitan ser aislados de novo 

para la mayoría de las especies que se 

pretende estudiar., esto debido a que la 

mayoría de los microsatélites se encuentran 

casi siempre en las regiones no codificantes 

donde la tasa de sustitución nucleotídica  es 

más alta que en la regiones codificantes 

(Kocher et al 1989, Zane et al. 2002). Por 

consiguiente, la estrategia para diseñar 

“primers universales” que correspondan a 

las secuencias conservadas  que ha sido 

muy efectiva para el ADN mitocondrial, para 

microsatélites es más problemática (Zane et 

al. 2002). Sin embargo, la presencia de 

regiones flanqueantes altamente 

conservadas han sido reportadas para 

algunos loci de microsatélites en cetáceos 

(Schlötter et al. 1999), tortugas 

(FitzSimmons et al. 1995) y peces (Rico et 

al. 1996), permitiendo amplificación cruzada 

para especies que divergen de 470 millones 

de años. Para algunos grupos taxonómicos 
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como en los roedores, un grupo muy grande 

de mamíferos, todavía no han sido 

ampliamente utilizados.  

El orden Rodentia es el más grande  

de mamíferos, está formado por 2, 277 

especies, divididas en 481 géneros y 33 

familias, representa alrededor del 42% de la 

Biodiversidad de mamíferos del mundo 

(Wilson y Reeder, 2005).   

Particularmente en México, el orden 

Rodentia es el más diverso con 233 

especies que representan el 45% del total 

de mamíferos del país, seguido de los 

murciélagos (139 spp; 27%; Ceballos et al. 

2002). Además, representan la mayoría de 

las especies endémicas que se encuentran 

en el país, 115 especies (71%) que incluyen 

a 76 múridos, 12 heterómidos, 13 tuzas, 13 

ardillas y un agutí (Ceballos et al. 2005). 

Debido a la gran riqueza de este 

grupo y a la enorme utilización de los 

microsatélites en estudios genéticos, nos 

propusimos realizar una revisión de 

artículos científicos para evaluar la 

contribución del uso de la técnica de 

microsatélites al estudio de la genética 

poblacional de roedores; identificar las 

preguntas que se han abordado, así como 

los dificultades que han llevado a que esta 

técnica se use más o menos con diferentes 

grupos, por distintos grupos de 

investigación.  

 

 

Además, evaluar el potencial de esta 

técnica para el estudio de genética del 

paisaje con roedores. Con la genética del 

paisaje se busca entender, en general,  la 

influencia de procesos ecológicos sobre la 

variación genética por medio de cuantificar 

la relación entre las variables del paisaje, la 

estructura genética poblacional y la 

variación genética (Storfer et al. 2007). 

  

MATERIAL Y MÉTODOS 

Realizamos una búsqueda de 

artículos científicos en el buscador Scopus 

(www.scopus.org) con los términos de 

búsqueda: “rodents & microsatellites”, en 

título, resumen o palabras clave. 

Los artículos obtenidos fueron 

clasificados en función del tipo de preguntas 

que responden, en función de la familia que 

estudiaron, el año de su publicación y por 

regiones geográficas, esto último 

considerando el lugar donde se encuentra la 

institución a la que pertenece el primer 

autor.  Además, analizamos cuántos de 

dichos artículos responden preguntas que 

podrían considerarse de genética del 

paisaje o que directamente buscaron 

responder preguntas en ese contexto. 
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RESULTADOS 

De acuerdo con el criterio de 

búsqueda, se obtuvieron 58 artículos 

científicos  que realizaron estudios con 

roedores y microsatélites (Anexo 1). Los 58 

artículos se dividen en 10 tipos de 

preguntas, caracterización de 

microsatélites, diversidad y estructura 

genética poblacional, genética del paisaje, 

análisis de paternidad, cuellos de botella, 

sistemas de apareamiento, mapas 

genéticos, diversidad alélica, taxonomía y 

filogeografía. Existe un sesgo en la 

distribución de frecuencias del tipo de 

preguntas, siendo los estudios de 

caracterización de microsatélites los 

mayormente realizados (Anexo 1).  

De estos artículos, en 22 trabajos (38%) se 

hizo la caracterización (descripción) de 

microsatélite para diferentes especies de 

roedores (Anexo 1), sólo uno con un género 

mexicano: Dipodomys (Heteromiydae); 11 

artículos corresponden a estudios que 

tienen un enfoque de genética del paisaje 

(19%), en seis artículos se realizaron 

estudios que corresponden a estudios de 

diversidad y estructura genética (10%), 

análisis de paternidad se realizaron en 

cuatro trabajos (7%), al igual que los mapas 

genéticos, y los 11 artículos restantes (18 

%) se dividen en los cinco últimos tipos de 

preguntas antes mencionados (Fig 1). 

 

Cuellos de botella, 
3%

Taxonomia, 3%
Diversidad alélica, 

2%

Filogeografía, 5%sistemas de 
apareamiento, 5%

Mapas genéticos, 
7%

Análsis de 
paternidad, 7%

Diversidad y 
estructrua 
genética 

poblacional, 10%

Genética del 
Paisaje, 19%

Caracterización de 
microsátelites, 

39%

 

Fig 1. Porcentaje de correspondiente al tipo de 
pregunta hecha en los estudios de roedores y 
microsatélites. 

 
En cuanto a las familias de roedores 

que han sido estudiadas con microsatélites 

como marcador molecular, también existe 

un sesgo en la distribución de frecuencias, 

ya que de las nueve familias encontradas, 

sólo cuatro son las más utilizadas para 

estudios con microsatélites (Fig. 3). La 

familia más utilizada es Muridae con 22 

artículos (38%), seguida de Cricetidae con 

15 artículos (26 %), Sciuridae con 10 (17%,) 

Ctenomyidae con cinco (9%), Heteromyidae  

con dos (3%) y el resto con sólo un artículo 

cada una (2%) son Hydrochoeridae 

(endémica a Europa), Spalacidae, 

Octodontidae y Myocastoridae (Fig 2 ). 
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Fig 2. Porcentaje de estudios por familia 
utilizada en estudios con roedores y 
microsatélites. 

 

Los estudios de microsatélites y 

roedores han sido publicados hasta el 

momento en 24 revistas, de éstas la 

mayoría en Molecular Ecology Notes y 

Molecular Ecolgy: ocho en cada una (13%), 

seguidas de Conservation Genetics: seis 

trabajos (10%), Journal of Mammalogy: 

cinco (8%), Evolution: cuatro (7%), 

Mammalian Genome y Genomics: tres (5%) 

cada una. Los 21 trabajos restantes (36%) 

corresponden a 17 revistas diferentes, con 

uno o dos artículos por revista, lo cual 

significa que también existe un sesgo hacia 

ciertas revistas que han publicado artículos 

con estudios de roedores con microsatélites 

(Fig 3).  

Molecualr 
ecology 

_Notes, 14%

Molecualr 
ecology, 14%

Conservation 
Genetics, 

10%
Evolution, 7%

Journal of 
Mammalogy, 

9%

 
Fig 3. Porcentaje de trabajos por revista 
relacionados con roedores y microsatélites. 

 

Al analizar los resultados por país, 

son 20 países los que cuentan con 

publicación de estudios de roedores y 

microsatélites; de éstos, Estados Unidos es 

el país con mayor número de publicaciones 

con 15 artículos (25%); por el contrario, hay 

10 países que corresponden a la mitad de 

los que se encontraron en esta revisión  que 

tienen solo una publicación; en el caso de 

México sólo dos publicaciones (Fig. 4). 
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Estados Unidos, 
26%
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Fig 4. Porcentaje de artículos publicados por 
país con la temática de roedores y 
microsatélites. 

 

    Observando los resultados por año, 

encontramos trabajos publicados durante 

catorce años no consecutivos, siendo la 

primera publicación en 1993 y la más 

reciente en abril de 2008. Existe también un 

sesgo en los años de publicación ya que en 

tres años se publicaron la mitad de los 

artículos revisados: 2004, 2005 y 2007, 

siendo 2004 el año con mayor número de 

publicaciones (12, 20%); por el contrario, 

durante 1993 y 1998 sólo hubo una 

publicación (2%). Al momento de realizar el 

presente estudio (2008) sólo encontramos 

una publicación (Fig. 5). 

2006, 3%

1995, 3% 2008, 2% 1998, 2%

1993, 2%

1999, 3%
2001, 5%

1997, 5%

2000, 7%

2002, 9%

2003, 9% 2007, 14%

2005, 16%

2004, 20%

 
Fig 5. Porcentaje de artículos de roedores y 
microsatélites publicados por año. 

 
DISCUSIÓN 

 
Considerando el sesgo observado 

en el presente trabajo, con relación a los 

estudios que han utilizado microsatélites 

como marcador molecular, vemos que la 

mayoría se han concentrado en el 

desarrollo de bibliotecas genómicas, por lo 

que no sorprende que Molecular Ecology y 

Molecular Ecology Notes sean las revistas 

en las que encontramos el mayor número 

de publicaciones. Ello porque Molecular 

Ecology, en su primer volumen, indica 

explícitamente que se publican trabajos 

cuyos temas de investigación estén 

enfocados en responder preguntas 

utilizando tecnologías moleculares (Burke et 

al., 1992). Sin embargo, a partir de 2001 

con la aparición de Molecular Ecology 

Notes, se cambió el perfil de la revista, por 
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lo cual en el primer volumen impreso (2001) 

de Molecular Ecology Notes se resalta que 

fue creada para “facilitar la diseminación 

rápida de los avances en ecología 

molecular, tales como programas de 

cómputo, innovaciones metodológicas y 

desarrollo de marcadores moleculares”. 

Cabe resaltar no obstante que la primera 

descripción de microsatélites fue publicada 

en el American Journal of Human Genetics 

en 1989, por Litt y Luty  del departamento 

de bioquímica de la Universidad de Ciencias 

de la Salud de Oregón, en los Estados 

Unidos, lo que nos habla de que este país 

fue el pionero en realizar estudios utilizando 

este marcador. 

A pesar de que el auge de los 

microsatélites fue en 1989, nuestros 

resultados muestran que es sólo a 

principios del año 2000 que éstos  

empezaron a ser utilizados en roedores. 

Ello motiva a preguntarse cuál puede ser la 

razón de esto, pues en otros grupos como 

los cánidos (Ortega 2007) han sido mucho 

más utilizados. 

Una posible respuesta es que los 

grupos que han sido más estudiados son 

grupos carismáticos (i.e. Carnivora) o cuyas 

poblaciones están amenazadas o en peligro 

de extinción (i.e. felinos). Esas 

características los convierten en grupos 

prioritarios para estudios de muy diversos 

temas. Sin embargo, hay que reconocer que 

los roedores son de gran utilidad como 

grupo modelo, ya que presentan 

características como tiempos 

generacionales cortos, altas densidades 

poblacionales y tamaño corporal pequeño, 

características que los convierten en un 

buen modelo para realizar estudios sobre 

genética y conservación (Jenzen 1984, 

Paillat y Butet 1996). Sus tiempos 

generacionales cortos han permitido estimar 

el efecto de disturbios recientes (Redeker et 

al. 2006).La alta densidad poblacional (10 – 

45 ind/ha) es relevante porque permite 

discriminar condiciones asociadas con otros 

factores diferentes a los esperados bajo 

efectos antropogénicos. (Sommer 2003). Su 

tamaño pequeño está asociado con una 

limitante en el movimiento de individuos, por 

lo que son potencialmente más 

susceptibles, y por ello útiles para 

evidenciar efectos negativos sobre su 

capacidad de dispersión (Paillat y Butet 

1996).  

Otra causa,  de por qué en general 

hay pocas librerías de microsatélites, 

aunque no derivada de esta revisión, puede 

ser porque es un proceso costoso porque 

está basado en secuenciación y diseño de 

cebadores específicos para cada locus. 

Además, se requiere tener información, 

generalmente de la secuencia completa, de 

la región genómica donde se localiza el 

microsatélite (Montaño-Pérez et al. 2006,. 

Los pasos para la realización de una librería 
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genómica (aislamiento y secuenciación de 

microsatélites, diseño de los cebadores, 

optimización de PCR, amplificación de cada 

par de primer, y prueba de polimorfismos en 

individuos no relacionados) son caros y/o 

implican mucho tiempo, lo que ha llevado a 

muchos grupos de investigación a recurrir a 

servicios externos de instituciones 

académicas o compañías. El costo de tales 

servicios varía, pero está relacionado con el 

número de loci polimórficos que se 

requieren, una encuesta a proveedores de 

servicios indicó que, en promedio, 10 loci 

polimórficos tienen un costo de 5,000 a 10, 

000 doláres, son entregados en cualquier 

parte del mundo de uno a tres meses 

(Abdelkrim et al. 2009);  razón por la que 

podría preferirse invertir en librerías para 

ciertos grupos.  

Sin embargo, en nuestros resultados 

podemos observar que se han empezado a  

desarrollar las bibliotecas genómicas de 

ciertas familias de roedores. Ciertamente, 

los estudios de conservación, análisis de 

paternidad entre otros son, de acuerdo a 

nuestros resultados, aún muy pocos. 

De acuerdo a nuestros resultados, la 

familia Muridae  ha sido la de mayor  objeto 

de estudio, una hipótesis es porque es la 

familia más numerosa de mamíferos (150 

géneros y 730 especies; Wilson y Reeder 

2005) y de más amplia  distribución. 

Otra familia que ha sido 

ampliamente estudiada con microsatélites 

es Sciuridae, la cual incluye a perros de la 

pradera, marmotas, ardillas terrestres y 

voladores. Nuevamente, esta familia se 

encuentra ampliamente distribuida en el 

mundo, sólo ausentes de Australia, 

Madagascar, las regiones polares, el sur de 

Sudamérica y algunas islas remotas 

(Ceballos y Oliva 2005). Además se 

reconocen actualmente 278 especies dentro 

de esta familia en el mundo, distribuidas en 

51 géneros (Wilson y Reeder 2005), por lo 

que es fácilmente utilizada para diferentes 

estudios. 

En este trabajo también buscamos 

evaluar el potencial de la técnica de 

microsatélites en estudios de genética del 

paisaje (Manel et al. 2003). Encontramos 

que aunque en varios de los estudios aquí 

revisados no se menciona explícitamente 

que fueran estudios de genética del paisaje, 

éstos corresponden al tipo de estudios que 

se engloban en esta área de investigación, 

de acuerdo a la descripción de Storffer y 

colaboradores (2007). Así, la mayoría de los 

estudios que revisamos están enfocados en 

evaluar hipótesis específicamente 

relacionadas en evaluar cómo la ecología 

de las especies de estudio se relaciona con 

los patrones de la variación genética, por 

ejemplo la predisposición a la dispersión a 

sitios de nacimiento (Song et al. 2005), o la 

cuantificación del efecto de la configuración 
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del paisaje sobre el flujo genético 

(Schweizer et al. 2007). Así, vemos que 

esta área de investigación está tomando 

fuerza desde que fue acuñado este término 

en 2003 por Manel y colaboradores.  

CONCLUSIÓN 
 

El presente trabajo representa un análisis 

descriptivo de los estudios hechos con 

roedores en los cuales se han utilizado los 

microsatélites como el marcador molecular 

para responder preguntas tales como 

caracterización de microsatélites 

(descripción de bibliotecas genómicas), 

genética del paisaje, diversidad y estructura 

genética poblacional, análisis de paternidad, 

cuellos de botella, sistemas de 

apareamiento, mapas genéticos, taxonomía 

y filogeografía, y así apreciar el potencial de 

esta técnica molecular para estudios con 

roedores. 

Desde el 2002 existe una tendencia 

a un mayor número de estudios con 

microsatélites en roedores, lo cual debe 

relacionarse a un mayor reconocimiento del 

poder de está técnica ya que cumple con 

los requisitos indispensables para generar 

un sistema confiable, como otras técnicas 

ampliamente utilizadas (i.e. AFLP’s, ISSR’s, 

ADN mitocondrial y RAPD’s). Sin embargo, 

y a pesar de que en años recientes los 

estudios que han incluido microsatélites se 

han incrementado considerablemente, es 

necesario contar con librerías genómicas de 

más grupos, sobre todo porque utilizar 

microsatélites desarrollados para una 

especie normalmente no funcionan en otras, 

aún siendo especies hermanas (Munguía et 

al. 2007). 

Aunque el tipo de preguntas para los 

que han sido utilizados los microsatélites 

abarcan gran diversidad de temas, éstas se 

ven limitadas porque van dirigidas a ciertos 

grupos, en ciertas regiones y por ciertos 

países. 

Particularmente en el caso de 

México, de acuerdo a nuestros resultados, 

los estudios publicados sobre roedores con 

microsatélites aún son muy pobres, a pesar 

de que el país cuenta con el 11.5% del total 

de las especies de roedores descritas 

(Ceballos y Oliva, 2005).  

Indudablemente, es importante 

impulsar estudios dirigidos a evaluar 

aspectos de genética poblacional en 

roedores, ya que éstos pueden ser 

utilizados como grupos modelo, pero sobre 

todo porque en nuestro país existen 

especies endémicas. las cuales deberían 

ser ampliamente estudiadas para acciones 

de protección. 
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CAPITULO II 
Relación entre la perturbación de una selva seca y la estructura genética poblacional de 

Liomys irroratus 
 

Resumen 

En las selvas secas, dos de los factores que potencialmente pueden afectar la composición 

espacial y temporal de la diversidad de vertebrados son la estacionalidad climática y la 

perturbación y fragmentación del hábitat.  La perturbación y fragmentación de la vegetación 

puede tener efectos sutiles y difíciles de detectar sobre la biodiversidad y, con ello, afectar la 

probabilidad de permanencia de las especies a mediano y largo plazo, por ejemplo puede 

afectar las características genéticas de las poblaciones. La Reserva de la Biosfera de la Sierra 

de Huautla (REBIOSH) en Morelos, México, que protege uno de los remanentes de selva seca 

más importantes del país en el centro de México, presenta a su vez diferentes grados de 

alteración. En dicho escenario se evaluó la diversidad y estructura genética de poblaciones del 

ratón Liomys irroratus, para determinar cómo cambian dichos parámetros entre sitios que 

presentan grados de perturbación de la selva seca contrastantes; asimismo, para explorar las 

implicaciones de los resultados obtenidos para el manejo de la biodiversidad en la REBIOSH. 
Se colectaron muestras de tejido (falanges) de 79 individuos  del ratón espinoso mexicano 

Liomys irroratus en cuatro sitios con diferentes grados de perturbación dentro de la reserva. Se 

amplificó el gen mitocondrial citocromo b (550 pares de bases) y se determinó que los loci no 

están sujetos a procesos selectivos (pruebas de neutralidad no signifcativas), el número de 

haplotipos fue alto (59), así como la diversidad nucleotídica (π total= 0.505+0.020) y haplotípica 

(htotal=0.987+0.0069). La divergencia entre las poblaciones fue mayoritariamente asociada a la 

diferencia entre individuos (Dxy = 49.6-51.5%) y la distancia genética dentro y entre poblaciones 

fue alta. El número de migrantes por generación fue 13.4 (Nm estimado a partir de stδ y stγ ). 

Las poblaciones no presentaron aislamiento por distancia ni estructuración genética (análisis de 

varianza molecular y red media de haplotipos). Se sugieren dos escenarios posibles para 

explicar los resultados encontrados, primero puede ser que la estudiada sea una sola población 

panmíctica que fue genéticamente muy diversa, o que se trata de una metapoblación. Es 

importante que para cualquier acción de conservación que se diseñe, se incluya el mantener la 

alta diversidad genética que presentan las poblaciones de L. irroratus en la reserva.  

 

Palabras clave: Liomys irrorratus, selvas secas, perturbación, Genética del paisaje. 
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Abstract 

 

In the dry forests, two of the factors that could affect the spatial and temporal composition of 

vertebrate diversity are the seasonality, and habitat disturbance and fragmentation. The 

disturbance and fragmentation of vegetation can have subtle and difficult effects to detect on 

biodiversity and thereby affect the probability of permanence of species in the medium and long 

term, for example, it may affect the genetic characteristics of populations. The Biosphere 

Reserve of Sierra de Huautla (REBIOSH) in Morelos, Mexico, which protects one of the 

remnants of dry forest in the country at the center of Mexico, has also different degrees of 

alteration. Under this scenario, we evaluated the diversity and genetic structure of mouse 

populations of Liomys irroratus, to determine how these parameters change between sites that 

present levels of disturbance of the contrasting dry forest, also to explore the implications of the 

results for the management of the biodiversity in the REBIOSH. Tissue samples were collected 

(phalanges) of 79 individuals of Mexican spiny pocket mouse Liomys irroratus in four sites with 

different degrees of disturbance within the reserve. The mitochondrial cytochrome b gene (550 

bp) was amplified and we found that the loci are not subject to selection procedures (tests of 

neutrality does not signifcant), the number of haplotypes was high (59) and nucleotide diversity 

(π total 0.505 + 0.020) and haplotype (htotal = 0.987 +0.0069). The divergence among 

populations was mainly associated with the difference between individuals (Dxy = 49.6-51.5%) 

and genetic distance within and between populations was high. The number of migrants per 

generation was 13.4 (Nm estimated from 
stδ

 y 
stγ

 ). Populations showed neither isolation by 

distance nor genetic structuring (analysis of molecular variance and mean haplotype network). 

We suggest two possible scenarios to explain the results found, firstly  the population studied is 

a a single panmictic population that was genetically very diverse, or that it is a metapopulation. It 

is important for any conservation action that is designed, is included to maintain the present high 

genetic diversity of L. irroratus in the reserve. 

 

Key word: Liomys irroratus, dry forests, perturbation, Landscape Genetics. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Las modificaciones al paisaje y la fragmentación del hábitat son actualmente temas de gran 

interés en la biología de la conservación (Haila 2002, Fazey et al. 2005, Fisher y Lindenmayer 

2007), ya que se considera que impactan negativamente a la mayoría de los grupos 

taxonómicos (Fisher y Lindenmayer 2007, Radespiel et al. 2008).  

La fragmentación se ha estudiado intensamente (Haila 2002), ya que disminuye la 

conectividad e incrementa la distancia entre los parches de hábitat remanentes (Lindsay et al. 

2008), lo que puede por ejemplo afectar la dispersión de genes mediante la polinización y, por 

consiguiente, el sistema de reproducción de plantas (O’Connel et al. 2006, Culley et al. 2007). 

Puede generar también un “rearreglo” del paisaje que puede producir cambios rápidos en la 

disponibilidad de nichos, resultando en cambios sobre la distribución y la estructura de la 

metapoblación (Trénel et al. 2008). En el caso de poblaciones amenazadas o en peligro, el 

riesgo de extinción aumenta debido a que estas poblaciones normalmente existen en 

densidades poblacionales bajas (Lindsay et al. 2008). Las consecuencias de la fragmentación 

pueden variar dependiendo del organismo, del tipo de hábitat, de la región geográfica, de 

factores como área remanente, distancia al siguiente hábitat continuo y grado de conectividad 

entre los parches (Haila 2002, Goodwin 2003, MacDonald y St. Clair 2004).  

 En particular, la fragmentación del paisaje ha provocado en muchos casos el 

aislamiento de las poblaciones y la reducción del tamaño poblacional de las mismas (Van de 

Zande et al. 2000). Los parches o fragmentos de hábitat suelen considerarse como “islas” en 

términos de flujo genético y diversidad genética, en los que disminuye la diversidad genética y 

aumenta la endogamia dentro de las poblaciones y, entre poblaciones, disminuye el flujo 

genético y aumenta la diferenciación genética (Primmack 1993, Kim et al. 1998, Haila 2002, 

Willi et al. 2007). Dichas poblaciones pequeñas y aisladas son muy susceptibles a eventos 

estocásticos, lo que resulta en fluctuaciones del tamaño poblacional y de otros parámetros 

demográficos. Además, los niveles de variabilidad genética (e.g. número de alelos o 

heterocigosidad) disminuyen en estas poblaciones, resultado principalmente de la deriva génica 

y entrecruzamiento (Van Treuren et al. 1993, Templeton y Read 1994, Garner et al. 2005). Este 

proceso de erosión genética puede disminuir el potencial adaptativo de las poblaciones a 

cambios ambientales, así como la adecuación individual, lo que incrementa el riesgo de 

extinción de las mismas (Goodman 1987, Hedrick 1996, Sachaccheri et al. 1998, Bijlsma et al. 

2000). 
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Los niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones y la divergencia entre éstas 

varían de acuerdo con el grado de fragmentación que presentan (Garner et al. 2005), es decir, a 

mayor distancia geográfica entre los parches y/o a mayor tiempo de aislamiento, se espera que 

la diversidad genética disminuya y por lo tanto, las poblaciones presenten una mayor 

divergencia. Por el contrario, el flujo genético disminuye la diferenciación y la pérdida de la 

diversidad genética (Frankham et al. 2005). 

 

Flujo genético 

 El movimiento de individuos y sus genes tienen efecto sobre gran diversidad de procesos 

ecológicos y evolutivos, tales como la persistencia de la población y la respuesta adaptativa a 

cambios ambientales (Frankham et al. 2005). Así, la dispersión efectiva o flujo genético es uno 

de los mayores procesos evolutivos que determinan la estructura genética de una población 

(Hedrick 2005). En la naturaleza, las poblaciones están frecuentemente divididas en distintas 

subpoblaciones conectadas entre sí por diferentes grados de flujo genético (Pérez-Espona et al. 

2008).  

Se puede distinguir entre flujo genético intraespecífico e interespecífico.  El primero tiene 

un papel importante en la evolución de las especies debido a que su efecto de homogeneizar 

las frecuencias genéticas actúa en oposición del efecto de la deriva génica (Dallas et al. 1995). 

El segundo es un proceso complejo que está influenciado por muchos factores intrínsecos como 

la habilidad innata de dispersión y también por factores extrínsecos como las características del 

paisaje u otros factores ambientales (Lowe at al. 2004); además, se ve reducido por la 

disminución de la dispersión por barreras físicas y el aislamiento por distancia, lo que puede 

resultar en un incremento de la endogamia y la deriva génica.  

El estudio del flujo genético en hábitat fragmentados y entre las especies asociadas a 

dichos habitat, es de gran importancia ya que, por ejemplo especies comunes y de distribución 

amplia en general no necesitan mecanismos bien desarrollados para dispersarse; sin embargo, 

aquellas especies que tienen dispersión limitada tienen mayor riesgo en paisajes alterados, 

donde la matriz que rodea los parches es de mala calidad (Manel et al. 2003, Holderegger y 

Wagner 2008, Peakall y Lindenmayer 2006).  

La influencia de las características del paisaje sobre la dispersión y sobre la estructura 

genética poblacional se reconoce desde hace tiempo (Fisher y Ford 1947). Sin embargo, sólo 

recientemente se planteado estudios específicos para evaluar el efecto de las características 
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del paisaje sobre la estructura genética poblacional ha sido evaluada cuantitativamente. Ello 

está asociado al surgimiento de una nueva área de investigación que combina ecología del 

paisaje con genética de poblaciones, una disciplina conocida como Genética del Paisaje (Manel 

et al. 2003). 

 

Genética del paisaje 

La genética del paisaje es un campo interdisciplinario que está evolucionando rápidamente, e 

integra el enfoque de la genética de poblaciones y el de la ecología del paisaje (Manel et al. 

2003, Holderegger y Wagner 2006, 2008). En un sentido amplio, de acuerdo con Storffer y 

colaboradores (2007), es un “área de investigación que explícitamente cuantifica los efectos de 

la composición, configuración y calidad de la matriz del paisaje, sobre el flujo genético y la 

variación genética espacial”. Sólo recientemente empieza a tener su propia estructura 

conceptual y metodológica, así como sus propias herramientas analíticas o estadísticas, donde 

combina aproximaciones y métodos de la ecología del paisaje, de la genética de poblaciones y 

la estadística espacial (Guillot et al. 2009). 

La incorporación de la matriz del paisaje dentro de los estudios de genética del paisaje 

es una diferencia básica para discriminar entre genética del paisaje y genética de poblaciones. 

En genética del paisaje la matriz se considera como el mayor determinante de procesos  

biológicos y ecológicos al nivel del paisaje, y las diferencias en cantidad y la calidad de las 

áreas que separan los parches de hábitat son esenciales (Holderegger y Wagner 2008).  

En el contexto de la fragmentación del hábitat, la genética del paisaje se enfoca en 

evaluar en que grado el paisaje facilita el movimiento de los organismos (conectividad del 

paisaje), al relacionar los patrones del flujo genético con la estructura del paisaje. La variación 

genética neutral entre los individuos o la estimación directa del flujo genético reciente están 

relacionados estadísticamente con las características del paisaje, tales como la presencia de 

barreras hipotéticas o la distancia de menor costo para permitir el movimiento de un organismo 

de un parche de hábitat a otro, dada la naturaleza de la matriz o los tipos de hábitat (Stoffer et 

al. 2007, Holderegger y Wagner 2006, 2008).  

Las restricciones que los patrones del paisaje y la matriz imponen a la dispersión, y de 

esta forma a la distribución de plantas, animales y sus genes en el paisaje, tienen implicaciones 

para la dinámica y la persistencia de las poblaciones tanto como para la diversidad local de las 

especies. Como consecuencia, el mantenimiento del intercambio de individuos o genes entre 
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las poblaciones en diferentes parches de hábitat, o la restauración de tal intercambio (i.e. 

defragmentación), son determinantes en conservación (Fisher y Lindenmayer 2007). 

La conectividad del paisaje se define como la interacción entre la conducta y capacidad 

de movimiento de los organismos y la estructura del paisaje (Goodwin 2003) y tiene un 

componente funcional y otro estructural (Brooks 2003). El enfoque de la genética del paisaje es 

adecuado para evaluar el efecto de la conectividad estructural del paisaje, tanto en la dispersión 

como en el flujo genético entre los parches (Holderegger y Wagner 2008). Sin embargo, la 

influencia de las características del paisaje sobre la estructura de la población ha sido evaluada 

en muy pocos casos usando aproximaciones directas. Por ejemplo, Epps et al. (2005), al 

incorporar los efectos de la barreras construidas por el hombre en regresiones de aislamiento 

por distancia, encontraron que las vías de trenes, canales y áreas desarrolladas en menos de 

40 años, causaron un decremento rápido del flujo genético entre las poblaciones de la oveja de 

cuernos grandes (Ovis canadensis nelsoni) del sur de California. 

Aunque las barreras al flujo genético pueden determinarse a través de la asociación de 

la presencia de ciertas características del paisaje con las discontinuidades genéticas 

observadas, es normalmente difícil separar cuáles características son las que más 

probablemente afectan el flujo genético, sobre todo por las interrelaciones que tienen entre sí 

los diferentes rasgos (características) que conforman el paisaje. La incorporación de sistemas 

de información geográfica (GIS) y estadística a estudios de genética del paisaje representan 

herramientas muy valiosas para visualizar y cuantificar el efecto de las características del 

paisaje sobre la estructura de la población en un amplio número de organismos (Funk et al. 

2005, Vignieri 2005, Holderegger y Wagner 2006, Storffer et al. 2007).  

  Debido a que en genética del paisaje se consideran escalas espaciales relativamente 

pequeñas, los individuos de la especie en estudio están más cercanamente relacionados, por lo 

que las diferencias genéticas entre ellos son normalmente pequeñas. Por lo tanto, los análisis 

genéticos moleculares dependen de su poder de resolución (Holderegger y Wagner 2008).  

Actualmente, en genética del paisaje se utilizan comúnmente dos diferentes tipos de 

marcadores moleculares neutrales: los polimorfismos amplificados de la longitud del fragmento 

(AFLP’s) y los microsatélites (Storfer et al. 2007, Holderegger y Wagner 2008). Sin embargo, 

marcadores que son heredados de manera uniparental, como el ADN del cloroplasto (para 

plantas; cpADN) y el ADN mitocondrial (para animales; mtADN), también pueden ser utilizados 

si hay suficiente variación entre los individuos dentro de los límites del paisaje (Holderegger y 

Wagner 2008).  
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Marcadores moleculares 

Los marcadores moleculares son herramientas que permiten determinar el grado de variación 

genética existente entre los individuos de una población, entre poblaciones y entre especies. 

Para que un sistema molecular sea utilizado como marcador, debe cumplir ciertas propiedades 

como: ser distintivo y estar distribuido de tal forma que permita comparaciones de homología 

entre diferentes organismos, ser fácil de manejar, presentar ausencia de secuencias repetidas, 

transposones, pseudogenes e intrones, ser heredado de forma estricta (sin recombinación o 

alguna forma de rearreglo), proveer estados de caracter cualitativos (útiles para análisis bajo 

criterio de parsimonia y microevolución) y que la adquisición de un nuevo estado de caracter se 

presente en la frecuencia adecuada para el tipo de estudio (Avise 2004). 

Con dichos marcadores es posible obtener información sobre la variabilidad genética, 

tasa de migración, presencia de cuellos de botella o relaciones de parentesco (Selkoe y Toonen 

2006), determinar las poblaciones y las especies prioritarias para la conservación (Primack et al. 

2001), conocer las relaciones filogenéticas e inferir posibles orígenes (Croizer 1997) o 

reconstruir la historia evolutiva (Avise 2000). Hasta la fecha se han descrito varias técnicas para 

marcadores moleculares de ADN, la principal ventaja de todas éstas es que la cantidad de ADN 

es mínima, por lo que permiten el empleo de métodos no invasivos en poblaciones silvestres 

(Broquel et al. 2007). Algunos marcadores son más informativos que otros, pero lo importante 

es seleccionar el marcador que sea adecuado para cumplir con los objetivos de la investigación 

(Schlötterer 2004). Dentro de los principales marcadores moleculares se encuentran las 

aloenzimas, los microsatélites y las secuencias de ADN mitocondrial y nuclear. 

 

ADN mitocondrial 

El ADN mitocondrial (DNAmt) es una porción del genoma especialmente útil para mostrar 

herencia uniparental, en las que las características pasan de un progenitor (madre) a sus 

descendientes (Klug y Cummings 1999), así revela patrones de filopatria y diferenciación 

poblacional (Avise 1994, Moore 1995, Parker et al. 1998, Glenn et al. 2002). Ha sido 

ampliamente usado en estudios de poblaciones de varios grupos taxónomicos (Avise 1994, 

Dessauer et al. 2002). 

El ADN mitocondrial posee la mayoría de las propiedades que permiten que sea utilizado 

como marcador molecular para estudios evolutivos. Es una molécula de doble cadena circular, 

cerrada, de 15-20 kb de largo, transmitido por herencia materna y replicación unidireccional 
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asimétrica. Esta integrado por genes que codifican para RNAr(2), RNAt(22) y RNAm (13), que 

son subunidades de proteínas importantes para el transporte de electrones durante la síntesis 

de ATP. En la mayoría de los organismos no contiene intrones, fragmentos repetidos o 

pseudogenes, las regiones intergénicas son muy pequeñas o ausentes. Tiene secuencias 

iniciadoras de la replicación y transcripción dentro de la denominada región control (también 

llamada D-loop en vertebrados). No es recombinante, tiene una tasa de evolución rápida (1 a 10 

veces mayor que el genoma nuclear) y alto polimorfismo intraespecífico. Sin embargo, el 

genoma mitocondrial posee particularidades como la heteroplasmia, homoplasia, tasas de 

cambio distintas a lo largo de la molécula, variabilidad genética bajo efecto de selección (y/o 

neutralismo) y herencia estrictamente materna, las cuales representan limitantes que deben ser 

consideradas en la interpretación de la información (Avise et al. 1987). 

Los segmentos del ADNmt mayormente utilizados para estudios intraespecíficos 

ecológicos, biológicos y filogenéticos, son los segmentos del citocromo b, de la citocromo 

oxidasa III y región control. 

 

Citocromo b 

El citocromo b es la única proteína transcrita por genoma mitocondrial. Pertenece al complejo III 

del sistema de fosforilación oxidativa de la mitocondria y presenta una molécula equivalente en 

el cloroplasto (Widger et al. 1984). Estructuralmente, la secuencia (de la proteína y la del gen) 

ha sido utilizada para la identificación de especies y para conocer la variabilidad genética de las 

poblaciones. 

La variabilidad genética y composición de bases dentro de la secuencia de citocromo b 

no se distribuye ni resulta de manera azarosa. La primera posición del codón presenta pocos 

cambios, mientras que la tercera tiene grandes diferencias entre especies (altas tasas de 

sustituciones silenciosas). La tasa de transición-reversión es inconstante en cada sitio del 

codón. La base en la tercera posición del codón es en su mayoría guanina, en la segunda 

posición timina y en la primera posición hay selección diferencial entre adenina y citosina de 

acuerdo al grupo de estudio (Prusak y Grzybowski 2004). Las regiones altamente conservadas 

se encuentran en las posiciones 30-40, 70-80, 120-150, 160-190 y 260-280, que corresponden 

a los centros de transferencia de electrones Qo y Qi, además de cuatro histidinas, mientras que 

las más variables son dos, la que va de la posición 230-250 y la cercana a la terminal carboxilo 

de la proteína (Martin y Palumbi 1993, Prusak y Grzybowski 2004). 
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En mamíferos, la tasa de evolución del citocromo b no es lineal. La tasa de remplazo de 

aminoácidos (y sustituciones no sinónimas) es más alta que en otros grupos (aprox 1.4 

aminoácidos/millón de años) dada la acumulación de transversiones silenciosas. La fracción 

correspondiente a Qi muestra niveles disímiles de variabilidad entre grupos pero para 

mamíferos es la más alta (Martin y Palumbi 1993). 

 

Estructura genética 

La estructura genética de una especie es el resultado de los procesos microevolutivos y 

demográficos que actúan entre y dentro de las poblaciones, así como de la biogeografía 

histórica de los linajes genéticos (Wenink 1996). En las poblaciones naturales dicha estructura 

tiene un patrón temporal, ya que la proporción de individuos con un genotipo u otro cambia 

tanto en tiempos cortos (ecológicos) como largos (evolutivos). Asimismo, existe un patrón 

espacial de la estructura genética que se refleja en las diferencias genotípicas o fenotípicas 

entre individuos de la misma especie distribuidos en sitios diferentes (Hartl y Clark 1997, 

Hedrick 2005). Examinar las variaciones genéticas entre las poblaciones permite reconocer sus 

asociaciones históricas y los procesos de reestructuración genética que pueden conducir a la 

especiación (Kirchman et al. 2000). Dicha variación genética es un prerequisito para la 

evolución y de ahí su importancia (Hartl y Clark 1997, Hedrick 2005, Allendorf y Luikart 2007). 

Actualmente se reconoce que el conocimiento de la estructura genética es importante para 

evaluar la viabilidad de una población, información a su vez esencial para determinar acciones 

de conservación (Frankham et al. 2005, Pires de Campos et al. 2007). 

Recientemente se ha propuesto que los patrones de estructura genética dentro y entre 

poblaciones deberían integrarse dentro de una evaluación más compleja de los patrones de 

ocupación humana y otros datos ambientales. Así, los parámetros genéticos pueden ser 

explícitamente analizados en un paisaje ocupado por humanos, ya que esto también lleva a una 

evaluación de cómo las modificaciones antropogénicas a nivel del paisaje afectan la diversidad 

genética (Manel et al. 2003, Guillot et al. 2005, Pires de Campos et al. 2007, Radespiel et al. 

2008), ya que barreras artificiales como carreteras pueden inhibir el flujo genético y 

consecuentemente influenciar la diferenciación (estructura) genética. Por ello, la diferenciación 

genética se puede explicar como resultado de factores naturales y también antropogénicos 

(Radespiel et al. 2008). 
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Selvas secas 

La selva seca conocida también como selva baja o bosque tropical caducifolio es característica 

de regiones de clima cálido, que se desarrolla entre los 0 a 1,900 msnm, con una temperatura 

media anual de 20 a 29°C, que presenta en relación a su grado de humedad. Tiene una 

estación de secas y otra de lluvias muy marcadas a lo largo de año, por lo que su precipitación 

media varía de 300 a 1,800 mm. Son comunidades que en condiciones poco alteradas suelen 

ser densas con árboles de hasta 15 m de alto, frecuentemente entre 8 a 12 m (Rzedowski y 

Equihua 1987). 

En las selvas tropicales y particularmente en la selva seca predominan dos factores que 

potencialmente pueden afectar la composición espacial y temporal de la diversidad de 

vertebrados: la estacionalidad climática y la perturbación y fragmentación del hábitat. El primero 

es determinante en la disponibilidad de recursos y por tanto en las especies presentes: se ha 

encontrado que la diversidad es mayor cuando (época de lluvias) y donde (vegetación de arroyo 

adyacente a la selva seca) la disponibilidad de recursos es mayor (Ceballos 1996). El segundo 

tiene efectos sobre la composición y abundancia de especies, los cuales dependen del grupo 

taxonómico, de la dimensión y el tipo de perturbación, de la conectividad entre fragmentos y del 

tiempo transcurrido tras la perturbación (Malcolm 1997, Laurance et al. 1997).   

Hay también efectos más sutiles y difíciles de detectar como por ejemplo los que se dan 

sobre características genéticas de las poblaciones y con ellos en la viabilidad a mediano y largo 

plazo de las mismas. La interacción de procesos tanto ecológicos como evolutivos determinan 

los niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones y el grado en que éstas están 

genéticamente estructuradas (diferenciadas) a lo largo de su distribución (Matocq et al. 2000). 

El efecto de la perturbación y fragmentación de la vegetación sobre la genética poblacional de 

mamíferos en general, y de las selvas secas en particular, ha sido poco estudiado.  

La diversidad de especies en las selvas secas se caracteriza por la elevada 

concentración de fauna y flora endémicas. Las selvas secas mexicanas son consideradas como 

los ecosistemas con mayor número de especies endémicas en Latinoamérica. Sin embargo, 

varias especies de las selvas secas mexicanas se encuentran dentro de la Norma Oficial 

Mexicana de especies amenazadas (NOM-059-ECOL-2001) como el perico de frente amarilla 

(Amazona oratrix), la guacamaya verde (Ara militaris), el murciélago platanero (Musonycteris 

harrisoni), el tigrillo (Leopardus wiedii), la rata arborícola (Xenomys nelsoni) o el escorpión 

(Heloderma horridum), entre otros. 
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Por otra parte, en México la mayoría de las especies endémicas son roedores, lo que es 

de esperarse dada su muy elevada diversidad y baja movilidad, en comparación con otros 

órdenes. Las 113 especies de roedores endémicos incluyen a 74 cricétidos, 12 hetéromidos, 13 

geómidos, 13 sciúridos y un agutí (Ceballos et al. 2005). Por lo cual, conocer la estructura y 

diversidad genética de poblaciones de mamíferos dentro de las selvas secas, en particular de 

sitios fragmentados es esencial para diseñar estrategias de conservación adecuadas y entender 

procesos de diferenciación y especiación (Kim et al. 1998). 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

 
Evaluar  la estructura y variabilidad genética de Liomys irroratus en un paisaje con 

diferentes grados de perturbación de la vegetación en la Reserva de la Biosfera Sierra 

de Huautla (REBIOSH), Morelos, México. 

 
Objetivos particulares 

 
Determinar la variación y estructura genética poblacional de Liomys irroratus en sitios 

perturbados y no perturbados dentro de la REBIOSH. 

 

Evaluar el flujo genético entre las diferentes poblaciones; asociarlo a características 

ambientales  y determinar si existen barreras potenciales a éste  

 

Evaluar las implicaciones de los resultados para el manejo de la biodiversidad en la 

REBIOSH 
 

HIPÓTESIS 

Se ha argumentado que las características del paisaje estructuran la variación genética 

a nivel poblacional y de individuos, por ejemplo, las barreras antropogénicas no permiten que 

individuos poco vágiles se desplacen, lo que reduce el flujo genético y la diversidad genética 

(Manel et al. 2003, Guillot et al. 2005, Holderegger, 2006).  Por lo cual, esperamos encontrar 

diferencias en la estructura y variabilidad genética de poblaciones de Liomys irroratus 

relacionadas con los diferentes grados de perturbación del paisaje (sitios no perturbados y 

perturbados), que afectan el grado de estrés ambiental que un organismo enfrenta en un sitio 

dado (e.g. menor disponibilidad de recursos alimenticios, agua, sombra, mayor exposición 

potencial a depredadores) y con la conectividad potencial entre sitios. Debido a esto, 

esperamos que en sitios no perturbados haya una mayor diversidad genética que en sitios 

perturbados; además habrá flujo genético entre sitios no perturbados. Los sitios perturbados 

presentarán una mayor estructuración genética así como aislamiento por distancia y escaso o 

nulo flujo genético. 
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MATERIAL Y MÉTODO 

 

Área de estudio 

La Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla se encuentra en el estado de Morelos, en 

los municipios de Amacuzac, Puente de Ixtla, Jojutla, Tlaquiltenango y Tepalcingo. Los 

principales poblados dentro de la reserva son: Huautla, Huaxtla, Rancho Viejo, Xantiopan, 

Axuchitlán, El Limón, Huixastla, Pueblo Viejo, Xochipala, Coaxintlán, El Salto y El Zapote; la 

RBSH limita al sur con los estados de Puebla y Guerrero y tiene una superficie total de 

59,310.65 hectáreas ubicadas entre altitudes de los 700 a los 2,400msnm (Dorado et al. 2005). 

Dentro de la reserva coexisten 29 comunidades de cinco municipios de Morelos (Amacuzac, 

Puente de Ixtla, Jojutla, Tlaquiltenango y Tepalcingo). Esta zona se encuentra alterada en 

varios sitios por la apertura de áreas al cultivo, al pastoreo y la extracción de madera, ya que la 

mayoría de los cerca de 20,000 habitantes están dedicados a actividades agropecuarias, como 

la cosecha de maíz, frijol, calabaza, chile y cacahuate y la cría de ganado vacuno, caprino, 

porcino y equino. (Sánchez y Romero 1995). 

La vegetación dominante es de selva baja caducifolia (SBC, Miranda y Hernández 1963) 

y más del 90% de la zona está cubierta por este tipo de vegetación en diferentes grados de 

perturbación. Además hay algunas áreas con selva mediana subcaducifolia, encinares y una 

manchón pequeño de pinos (Dorado et al. 2005). La SBC se caracteriza por una marcada 

estacionalidad climática, en la que la lluvia se concentra en cinco meses del año y esto 

ocasiona una fenología contrastante que se distingue porque casi todas sus especies pierden 

las hojas durante la época seca. Los árboles son en general de tamaño pequeño, de 4 a 15 m 

de alto (Pérez et al. 1992). Se han registrado en esta región un total de 937 especies de plantas 

vasculares, incluidas en 449 géneros y 130 familias. Las familias más abundantes en cuanto a 

número de especies son: Fabaceae, Poaceae, Asteraceae y Burseraceae (Dorado et al. 2005). 

Se han registrado más de 350 especies de vertebrados: ocho de peces, 11 de anfibios, 52 de 

reptiles, 220 de aves y en el caso de los mamíferos se han reportado 66 especies (de 18 

familias) que representan el 47% de las especies registradas en el estado de Morelos; de éstas, 

12 son roedores: dos de las cuales son ardillas (Sciuridae) y 10 ratones (Dorado et al. 2005). 

De acuerdo con datos del INEGI de 1981, los tipos de suelo dominantes en el área de la 

reserva son: feozem háplico, regosol éutrico y en los cuerpos montañosos se encuentran 

litosoles. Estos tres tipos de suelos presentan severas limitantes para la producción agrícola 
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(Dorado y De La Maza 1998). El clima en general es Awo"(w) (i’)g, que corresponde a un clima 

cálido subhúmedo, el más seco de los subhúmedos, con régimen de lluvias de verano y 

canícula; la oscilación de las temperaturas medias mensuales es entre 7º y 14º C y la marcha 

de la temperatura es tipo Ganges, es decir el mes más caliente del año es anterior a junio 

(García 1981). La precipitación es de aproximadamente 900 mm anuales y se manifiesta 

durante el verano, entre junio y principios de octubre. Los máximos picos de precipitación se 

presentan durante julio y septiembre, pudiendo haber una baja o ausencia de precipitación 

durante el mes de agosto, conocida como canícula. 

 

Figura 1. Localización geográfica del área de estudio. A) Ubicación en el país; B) En el Estado 
y C) Límites del polígono que conforma la Reserva. Los sitios específicos de estudio están 
ubicados en la región Este del polígono de la reserva.  

 

 

Selección de los sitios 

La selección de los sitios fue previa al inicio de este estudio y hecha con base en los objetivos 

del proyecto general del que este trabajo es parte. Se basó en el mapa de vegetación y uso de 

suelo de la RBSH generado por el Laboratorio Interdisciplinario de Sistemas de Información 

Geográfica (LISIG) del Departamento de Ecología y Conservación de los Recursos Naturales 
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del CiByC-UAEM.       En este mapa se identificaron sitios que pudieran reunir uno de los 

criterios generales de perturbación explicados más adelante (e.g. que mostraran en el mapa 

buena cobertura de SBC o mostraran un mosaico de SBC, SBC perturbada y otros tipos de 

vegetación) y que fuera posible, logísticamente, trabajarlos (e.g. accesibilidad, disposición de 

los dueños de los predios para poder trabajar en ellos). Una vez elegidos dichos sitios, se 

hicieron recorridos de campo de las zonas potenciales de trabajo tratando de identificar el resto 

de los criterios considerados en la definición de perturbación (e.g. características del 

sotobosque e intensidad de uso por el ganado), y obteniendo las coordenadas de estos sitios 

con un GPS. Posteriormente el personal del LISIG determinó, a partir de interpretaciones 

ortofotográficas escala 1:5000 para áreas de 100 ha tomando como centro las coordenadas 

geográficas obtenidas en campo, el porcentaje cubierto por SBC no perturbada, SBC 

perturbada, vegetación secundaria y otros tipos de vegetación, áreas agrícolas, cuerpos de 

agua y zonas urbanizadas.  

 

Sitios de muestreo 

De las áreas anteriormente descritas, seleccionamos dos pares de sitios que tuvieran el mayor 

contraste posible en esos porcentajes, procurando que cada par se ubicara en una misma 

microregión geográfica o microcuenca (e.g. en la misma cañada, en el mismo lado de una 

serranía dominante en el lugar). Con esta selección en pares buscamos homogeneizar el 

posible efecto de factores no evaluados, como historia geológica, características edafológicas 

locales, accesibilidad para el mismo poblado, historia de uso del suelo similar, etc. (Figura 2). 

 

Sitios perturbados y sitos no perturbados 

Los sitios que se caracterizaron como perturbados (Axuchitlán y Xantiopan perturbado) 

presentan estructura arbórea homogénea y cobertura reducida, selva en fragmentos alternos 

con áreas desmontadas, sotobosque escaso con presencia de pastos y presencia constante de 

ganado) y los sitios considerados como no perturbados (La Virgen y Xantiopan no perturbado) 

presentan estructura arbórea heterogénea y cobertura cerrada, selva dentro de una matriz 

continua sin intrusión de áreas desmontadas, sotobosque abundante, sin pastos y presencia 

nula o mínima de ganado (Figura 2). 
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Figura 2. Localización de los sitios de trampeo en la reserva y sus alrededores. Los cuadros en  
color blanco representan la ubicación geográfica de los sitios de estudio y las líneas negras los 
caminos disponibles. VIR: La Virgen (No perturbado), AP: Axuchitlan (perturbado); XNP: 
Xantiopan no perturbado; XP: Xantiopan perturbado. 
 

 

 

Especie de estudio 

Liomys irroratus pertenece a la familia Heteromyidae la cual es endémica del continente 

americano, incluye alrededor de 60 especies y seis géneros de ratas canguros y ratas y ratones 

de abazones (Wilson y Reeder 2005), la mayoría de las cuáles habitan en zonas áridas. En 

México la familia está representada por 42 especies en cinco géneros: Dipodomys, 

Chaetodipus, Perognathus, Liomys y Heteromys; 14 especies son endémicas de nuestro país 

(Ceballos y Oliva 2005).  

El género Liomys comprende cinco especies, cuatro de éstas (L. irroratus, L. salvini, L. 

pictus y L. spectabilis) habitan en México (Dowler y Genoways 1978, Schmidly et al. 1993), 

mientras que Liomys adspersus se encuentra en Panamá (Williams et al. 1993). Liomys 

irroratus se distribuye desde el sur de Texas (EUA) hasta el centro de México, donde se le 
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encuentra al este de la Sierra Madre Occidental desde Chihuahua hasta Michoacán, hacia el 

centro del país hasta Oaxaca y otra vertiente del Golfo desde Tamaulipas hasta Veracruz 

(Genoways 1973; Ramírez-Pulido et al. 1982,  Ramírez-Pulido y Castro-C 1994, Wilson y 

Reeder 2005, Espinosa y Chávez-Tapia 2005). Se le encuentra generalmente en selvas secas o 

matorrales espinosos, donde la precipitación anual es mayor a 500 mm; también se encuentra, 

sin embargo, en pastizales, bosque de coníferas y encinos, en zonas de cultivo y pastoreo 

(Sánchez-Cordero y Fleming 1993, Schmidly et al. 1993).  Se localiza desde el nivel del mar 

hasta los 3050 msnm (Espinosa y Chávez-Tapia 2005). Junto con Perognathus flavus son las 

únicas especies de heterómidos presentes en el estado de Morelos, pero P. flavus sólo está 

registrado para la zona norte del estado (Álvarez-Castañeda 1996).  

 

 

Figura 3. Mapa de la distribución de Liomys irroratus (Ceballos y Oliva 2005) 

 

Características generales 

L. irroratus  es un ratón de tamaño mediano, presenta un par de abazones en las mejillas como 

los demás heterómidos, su pelaje es hirsuto, formado de pelos duros rodeados de pelos más 

suaves, de coloración café grisácea en el dorso; tiene una franja lateral muy tenue de color rosa 

pálido a amarillo ante y el vientre es blanco (Dowler y  Genoways 1978, Hall 1981). El pelaje del 

juvenil es más gris y consiste de pelos más suaves. La cola es bicolor con punta pincelada, las 

extremidades posteriores tienen cinco cojinetes plantares; la garra del segundo dedo de las 

patas traseras tiene forma de espolón, diseñada para la huida (Dowler y Genoways 1978).   
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Biología 

Tiene actividad reproductiva durante casi todo el año, aunque el pico reproductivo parece ocurrir 

de agosto a noviembre (Dowler y Genoways 1978). Álvarez-Castañeda (1996) reporta para 

Morelos la presencia de hembras preñadas en mayo y junio, así como lactantes de marzo a 

junio. Sánchez y Romero (1995) reportan la mayor actividad reproductiva de machos de esta 

especie (en El Limón, dentro de la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla) en julio y agosto, 

mientras García-Estrada et al. (2002) reportan, para El Limón también, que la mayoría de las 

crías y juveniles los capturaron en noviembre. Aunque en general se reporta que los 

heterómidos tropicales tienen períodos reproductivos más prolongados que los de los 

heterómidos de zonas desérticas, Sánchez-Cordero y Fleming (1983) reportan que varias 

especies de Liomys (entre las que no se tomó en cuenta a L. irroratus) tienen un periodo 

reproductivo restringido estacionalmente y sobre todo a la temporada seca y el periodo inicial de 

las lluvias. En los mismos sitios de estudio de este proyecto, la actividad reproductiva de L. 

irroratus se encuentra restringida por el régimen de lluvias: Cadena (2003) encontró individuos 

reproductivos principalmente en la época de lluvias (de agosto a noviembre), aunque reporta 

algunos individuos reproductivos en diciembre, enero, mayo y junio. Su ciclo reproductivo es 

generalmente monoéstrico y dura entre 21 y 28 días, en cada parto nacen de dos a ocho crías y 

el promedio es de cuatro (Ceballos y Galindo 1984, Ceballos y Miranda 2000, Dowler y 

Genoways 1978). 

 

Ecología 

Lo mismo que la mayoría de los roedores, L. irroratus ocupa un lugar fundamental en la base de 

diversas redes tróficas como consumidor primario, especialmente de semillas; por sus hábitos 

granívoros es un importante dispersor y depredador de semillas (Ceballos y Galindo 1984, 

Ceballos y Miranda 2000, McDonald 2001, Villa y Cervantes 2003). Es depredado por diversas 

especies de mamíferos, reptiles y aves (Ceballos y Galindo 1984, MacCracken et al. 1985, 

Sánchez-Cordero y Fleming 1993, Villa y Cervantes 2003). 

Tiene una estructura social compleja, es altamente territorial igual que los demás 

miembros de su familia, y comúnmente mantiene zonas de influencia bien definidas por 

individuo (Sánchez y Romero 1995, Vázquez 1997, Ceballos y Miranda 2000); asimismo, 

construye madrigueras comunales clasificadas con diversas formas y funciones (Domínguez 

2000). Aparentemente la distribución de algunas especies está restringida por la presencia de 

otra especie de Liomys donde llegan a ser simpátricas (Schmidly et al. 1993). Se ha 



 

Genética de poblaciones de Liomys irroratus | 

 

45

argumentado que este ratón puede llegar a convertirse en una plaga para la agricultura debido 

principalmente a la ausencia de depredadores y a sus hábitos granívoros (González-Romero 

1980, Ceballos y Galindo 1984). Sin embargo, la evidencia recopilada por Cadena (2003) en la 

misma zona de muestreo en la que se realizó el presente estudio, sugiere que es una especie 

que se ve afectada por la perturbación natural, en ese estudio se encontraron densidades bajas 

en hábitat previamente señalados como muy utilizados por la especie (e. g. bardas de piedra y 

cercanías de campos de cultivo) según Davis y Russell (1954), sembradíos y bordes Mellink 

(1995), García-Estrada et al. (2002), este último trabajo se realizó también en la Sierra de 

Huautla. 

 

Trabajo de campo y obtención de muestras 

El trabajo de campo fue realizado previamente a este estudio, como parte de un proyecto de 

monitoreo de mamíferos en la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla. En cada sitio se 

estableció un cuadrante dividido en siete transectos paralelos de 70 m cada uno y marcando 

una estación de trampeo cada 10 m. Cada transecto fue  separado de los otros por 10 m, lo que 

forma una cuadricula con 64  estaciones de trampeo, cada una identificada con un sistema de 

coordenadas que consiste en una letra (A-H) y un número (0-7). Se colocó una trampa tipo 

Sherman (para animales vivos) en el suelo en cada una de las estaciones de trampeo y además 

una en un árbol, a 1.5-2 m del suelo, en las líneas 2, 4 y 6, teniendo un total de 88 trampas por 

cuadrante (Figura 3). Las trampas fueron cebadas con una mezcla de hojuelas de avena, crema 

de cacahuate y esencia de vainilla o bien con semillas de girasol, de acuerdo con las 

recomendaciones de Romero-Almaráz (2000). 

 El periodo de trampeo fue dividido en tres estaciones (lluvias, secas tempranas y secas 

tardías) tomando como principal factor la gran diferencia en precipitación que hay a lo largo del 

año. Todos los trampeos se realizaron evitando los periodos de luna llena. Las trampas en un 

cuadrante se activaron por la tarde el día inicial de cada muestreo y se operaron durante tres 

noches consecutivas, revisándolas diariamente por la mañana (entre las 07:00 y las 10:00 h) 

recebando cuando fuera necesario. Para cada captura, se registró la fecha, número y ubicación 

de la trampa. De todos los individuos capturados se tomaron medidas morfométricas, así como 

el peso, también se determinó el sexo, grupo de edad: cría, juvenil o adulto (con base en las 

características del pelaje y el estado reproductivo), presencia o ausencia de parásitos, estado 

reproductivo (considerando como machos activos a aquellos que presentaron los testículos 

escrotados y en el caso de las hembras cuando presentaban vagina inflamada, desarrollo 
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mamario, lactancia y/o presencia de embriones), y de cada uno se obtuvieron también muestras 

de tejido, pelo y excretas. 

Para la obtención de tejido, los animales capturados se marcaron mediante el método de 

ectomización de falanges utilizando la técnica descrita por Martoff (1963, Romero-Almaráz 

2000). En el diseño de los protocolos de captura, manejo y marcaje se siguieron las 

recomendaciones de Clyde et al. (1995), procurando también minimizar el estrés de los 

individuos (de acuerdo al Committee for Acceptable Field Methods in Mammalogy, 1992). Las 

falanges fueron almacenadas en etanol al 70% hasta su uso. 

 

 

Figura 4. Diagrama del cuadrante empleado en cada sitio para la captura de roedores y 
distribución de trampas dentro del mismo. 

 

El presente trabajo se restringió sólo a los dos primeros años (2001 y 2002) de colecta 

de roedores del estudio del que este trabajo es parte,  las muestras de tejido corresponden a 20 

individuos (10 hembras y 10 machos) por cada uno de los sitios (XP sólo 19 individuos; Anexo 

2). 

 

Trabajo de laboratorio 

 

Extracción de ADN 

Realicé la extracción de ADN de las falanges con el kit comercial PROMEGA, siguiendo las 

instrucciones del proveedor (Anexo 3). Para estimar la concentración de ADN y su degradación, 



 

Genética de poblaciones de Liomys irroratus | 

 

47

visualicé las muestras en geles de agarosa al 1.5% teñidos con bromuro de etidio al 0.5 µg/ml y 

visualizados con luz UV, empleando una referencia de pesos moleculares (Anexo 4). 

 

Amplificación y secuenciación 

Amplifiqué una porción del gen mitocondrial del citocromo b (cyt b), utilizando los pares de 

oligos MVZ04 y MVZ45 (Smith y Patton 1993, Cuadro 1), en un Termociclador PTC-100 (M.J. 

Research, Waltham, MA); las condiciones utilizadas para la reacción se presentan en el Anexo 

5. Observé los productos amplificados en geles de agarosa al 1% y teñidos con bromuro de 

etidio a 0.5 µg/ml y visualizados bajo luz UV. Los productos de PCR fueron enviados a 

secuenciar a Macrogen Inc. (Seúl, Corea) en un secuenciador automático 3730xl. 

 

Cuadro 1. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de cyt b (Smith y Patton, 1993) 

Cadena Forward (Light) 

MVZ45 

Secuencia (5’-3’) 

ACNACHATAGCNACAGCATTCGTAGG 
Cadena Reverse (Heavy) 

MVZ04 

 

GCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC 

 

 

Análisis genéticos 

Una vez obtenidas las secuencias, realicé un BLAST por medio del GenBank para asegurarme 

que los fragmentos secuenciados pertenecieran a la región del cit b de Liomys irroratus. Alineé 

manualmente las secuencias de DNA con el programa Bioedit v.7.0. (Hall 2004) y comprobé su 

correcta alineación comparándolas con secuencias de la misma especie tomadas del GenBank; 

además realicé un alineamiento múltiple en Bioedit v.7.0 implementando CLUSTALW para 

descartar errores de alineamiento a ojo. 
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Análisis estadísticos 

Pruebas de neutralidad 

Con el propósito de descartar procesos de selección natural que pudieran estar afectando los 

patrones de polimorfismo dentro de las poblaciones, evalué las secuencias para probar 

neutralidad usando los estadísticos D y F de Fu y Li (1993); el primero se basa en las 

diferencias entre el número total de singletons ( sη , mutaciones que aparecen sólo una vez 

entre las secuencias) y el número total de mutaciones (η ), mientras que el segundo se basa en 

las diferencias entre el número total de singletons y la media del número de diferencias 

nucleotídicas entre pares de secuencias (k). Utilicé otro índice para evaluar neutralidad, la D de 

Tajima (Tajima 1989), estadístico que se basa en las diferencias entre los sitios segregantes (S) 

y la media del número de diferencias nucleotídicas entre pares de secuencias π . Estos análisis 

los hice con el programa DNAsp v. 5.00.07 (Rozas et al. 2009).  

 

Diversidad genética 

Para evaluar los niveles de diversidad genética en las poblaciones de los cuatro sitios 

estudiados, estimé los índices de diversidad genética medidos como diversidad haplotípica (h), 

que es considerada como una medida de heterocigosidad media (proporción de los heterócigos 

por locus en una población que se reproduce al azar; Nei 1987) y la diversidad nucleotídica (π ), 

definida como la media del número de cualquier diferencia nucleotídica o sustitución por sitio 

para un grupo de secuencias (alelos) de ADN muestreadas, y su varianza está dada por (Nei 

1987, Nei y Miller 1990): 
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Donde nc es el total de comparaciones y ijπ es la proporción de nucleótidos diferentes 

entre dos secuencias i y j.  Comúnmente se estima la diversidad nucleotídica con la corrección 

de Jukes y Cantor (1969), donde las diferencias observadas son convertidas a la media del 

número de sustituciones nucleotídicas por sitio ( xyδ ) entre dos secuencias (Lynch y Crease 

1990).  
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Además, calculé el número de sitios polimórficos o segregantes (S), el número de sitios 

parsimoniosamente informativos, el número de mutaciones η , y el número promedio de 

diferencias nucleotídicas (k) (Tajima 1983): 

k = ∑ ∑ ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

ij
ij

nk
2

/  

La diversidad haplotípica h y su varianza (Nei 1987): 
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Para todos estos análisis utilicé el programa DNAsp. 

 

Diferenciación entre poblaciones y estructura genética 

Con el propósito de evaluar qué tan divergentes son las poblaciones entre sí y los valores de 

flujo génico para el total de la población, calculé la divergencia nucleotídica como la media del 

número de sustituciones nucleotídicas por sitio entre diferentes poblaciones (Dxy), así como el 

número de sustituciones nucleotídicas netas por sitio entre poblaciones (Da), ambas con la 

corrección de Jukes y Cantor (1969, Nei 1987).  

Como medidas de diferenciación genética entre subpoblaciones, calculé la FST (Wright 

1951), la cual estima la frecuencia de los alelos en cada locus en diferentes subpoblaciones, 

stδ y stγ  de Nei (1982) para datos provenientes de secuencias, de manera que se pudieran 

además obtener los valores de flujo genético para cada índice. Con base en estos estimadores 

pude calcular el número de migrantes Nm, que determina el número efectivo de individuos 

migrantes por generación (Hudson et al. 1992, Templeton et al. 1995). Para estos análisis utilicé 

el programa DNAsp. 

Como otra forma de evaluar la diferenciación estimé las distancias genéticas entre los 

cuatro sitios y también considerando el grupo de los sitios perturbados y no perturbados, con el 

programa MEGA v.4.0 (Tamura et al. 2007). Utilicé el modelo de distancia Kimura dos 

parámetros (Kimura 1980), tomando en cuenta las transversiones y las transiciones, con 10,000 

réplicas de Bootstrap calculadas según Nei y Kumar (2000).  
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Para evaluar si el patrón de diferenciación genética sigue un modelo de aislamiento por 

distancia (Wright 1943, Slatkin 1993) realicé una prueba de Mantel (Mantel 1967) en Isolation by 

distance web service (IBDWS, Jensen et al. 2005), que permite evaluar la significancia de la 

regresión entre distancias genéticas pareadas expresadas como FST/1-FST contra distancia 

geográfica transformada en log normal (Rousset 1997). La significancia estadística se estimó 

después de 10,000 pruebas de permutación. 

 

Estructura poblacional 

Como una medida de subdivisión poblacional realicé un análisis de varianza molecular 

(AMOVA) con el programa ARLEQUIN v.3.0 (Schneider et al. 2000), basada en el estadístico Φ  

que considera la distancia molecular entre todos los pares de haplotipos (número de diferencias 

pareadas) y refleja la correlación de diversidad haplotípica en diferentes niveles de jerarquía, sin 

tomar en cuenta la información geográfica (Excoffier et al. 1992). Esto permite establecer cómo 

se encuentran estructuradas las poblaciones y estimar el porcentaje de variación debido a cada 

nivel poblacional; los niveles de significancia fueron: α  = 0.05 y 10,000 permutaciones al azar. 

Consideré dos escenarios: a) un solo grupo y b) dos grupos: uno correspondiente a los sitos 

perturbados (poblaciones Ax y XP) y otro correspondiente a los sitios no perturbados 

(poblaciones XNP y Vir). Los índices están definidos como sigue: 

FCT = 2

2

T

a

σ
σ

; FSC= 22
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σ
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donde; 

FCT: estructura genética entre grupos  
FSC: estructura genética entre subpoblaciones dentro de los grupos 

FST: estructura genética dentro de las subpoblaciones 

 

Relación entre haplotipos 

Para visualizar la unión entre los haplotipos construí una red de unión mínima entre haplotipos 

con el programa NETWORK v. 4.2.0.1 (Fluxus Technology Ltd. disponible en  http://www.fluxus-

engineering.com/sharenet.htm), con base en la metodología ‘Median-Joining’ (Bandelt et al, 

1999). Los parámetros utilizados fueron una epsilon de cero para evitar obtener redes 

complejas y difíciles de interpretar; la relación transiciones/transversiones 1:2 ya que la tasa de 
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transiciones es mayor que la de tranversiones; el criterio “connection cost” descrito por Röhl et 

al. (1999), la opción “frecuencia>1” como  inactiva para que se consideren tanto los haplotipos 

únicos como los compartidos; además elegí la opción ”star-contraction”, la cual se usa para 

obtener una simplificación de la red o para identificar eventos de expansión poblacional; y 

cálculos posteriores (“postcalculations”) para eliminar vectores o uniones innecesarias. El 

resultado es una red media de unión entre los haplotipos muestreados, la cual consiste de 

nodos y uniones que conectan los nodos. Los nodos son las secuencias del conjunto de datos, 

o vectores medios. Las uniones son las diferencias de caracter. Un vector medio es una 

secuencia hipotética (comúnmente ancestral) la cual se requiere para conectar las secuencias 

existentes dentro de la red por medio de la máxima parsimonia. Sin el vector medio podría no 

haber la conexión más corta entre las secuencias del conjunto de datos. 

 

 

RESULTADOS 

 

Una vez realizada la edición y el alineamiento de las secuencias del cit b obtuve un total de 550 

pares de bases. Las pruebas de neutralidad mostraron desviaciones no significativas 

(estadístico de Tajima D= -0.317, p<0.10;  estadísticos de Li D =1.458, 0.10<p<0.05 y F=0.847, 

p<0.10), lo que indica que los loci no están sujetos a procesos selectivos. 

 

Diversidad genética 

El número de sitios variables (polimórficos) y el número de haplotipos mostraron valores altos 

(S=544, 544/550=99%; H=59), con 21 haplotipos compartidos entre las cuatro poblaciones. La 

diversidad haplotípica y nucleotídica también fueron altas (htotal=0.987+0.006, hmedia= 0.986 y 

π total= 0.505+0.020, π media= 0.510), con valores similares en todas  las poblaciones (Tabla1).  
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Tabla 1. Diversidad genética total y por localidad. N es el tamaño de muestra; S es el número de sitios 
segregantes (polimórficos); h es la diversidad haplotípica con su desviación estándar (+ d.s.) y π es la 
diversidad nucleotídica (+ d.s.) 

Localidad N # de 
haplotipos 

Haplotipos S h (+d.s.) π  (+d.s.) 

AX 20 17 1,3,4,5,18,25, 
28,33, 36, 38, 
39,40,46,59 

538 0.984+0.020 0.510+0.040 

XNP 20 19 5,9,14,15,17,19,2
1,21,22,23,30,35,
43, 47, 53,56,57 

538 0.995+0.018 0.492+0.046 

VIR 20 18 2,3,6,7,8,10,11,12
,13,24,45,51,52,5

8 

544 0.989+0.019 0.501+0.045 

XP 19 16 1,2,5,26,27,29,31,
32,34,41,44,48,50

,54,55 

529 0.977+0.027 0.534 +0.034

total 79 59   544 0.987+0.006 0.505+0.020 

 

 

Diferenciación entre poblaciones y estructura genética 

 

Diferenciación genética 

Bajo la hipótesis nula de que las poblaciones no son diferentes genéticamente, se obtuvieron 

varios estadísticos. Los valores promedio de sustituciones nucleotídicas por sitio Dxy fueron 

altos, con un intervalo de 49.6 a 51.5%; el número de sustituciones netas por sitio Da no fueron 

significativos (Tabla 2), Lo que significa que la divergencia está dada entre poblaciones, pero 

también, de acuerdo a la definición del estadístico Dxy, hay un alto número de sustituciones 

nucleotídicas en los genotipos analizados, por lo que la divergencia viene dada desde el nivel 

de individuo. 

 
Tabla 2.  Valores de divergencia nucleotídica, medidos como los valores promedio de las sustituciones 

nucleotídicas por sitio entre las diferentes poblaciones (Dxy, arriba de la diagonal) y el número de 
sustituciones netas por sitios entre las diferentes poblaciones (Da, debajo de la diagonal). 

 AP XP XNP VIR 
AP  0.510 0.496 0.496 
XP -0.007  0.512 0.515 

XNP -0.001 -0.0003  0.500 
VIR -0.005 -0.002 -0.005  
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Por su parte, los estadísticos de heterogeneidad a partir de los que se puede establecer el flujo 

génico entre poblaciones, los métodos de stδ  y stγ  (Nei, 1982) a partir de las secuencias, y la 

Fst de Hudson et al. (1992) para un modelo de isla de estructura poblacional, mostraron valores 

que pequeños ( stδ = 0.018, stγ = 0.036 y Fst = -0.03), señal de que las poblaciones no están 

diferenciadas. El número de migrantes Nm se estimó sólo a partir de stδ y stγ , y se obtuvo un 

valor de 13 migrantes por generación (Nm=13.4) 

Los valores de distancia genética pareada entre las cuatro poblaciones fueron altos  

(0.056 a 0.178; Tabla 3), similares a aquellos de divergencia. La distancia genética dentro de 

cada subpoblación también fue alta (0.811 a 0.882, Tabla 3). 
 
 
 
 

Tabla 3. Matriz de distancias genéticas pareadas (arriba de la diagonal) y distancias geográficas 
en km (debajo de la diagonal) 

 Distancias entre poblaciones Distancias dentro de poblaciones 
 AP XP XNP VIR    

AP  0.056 0.178 0.072 AP  0.868 
XP 2.95  0.152 0.058 XP  0.882 

XNP 2.20 2.37  0.122 XNP  0.865 
VIR 2.90 4.48 2.77  VIR  0.811 

 
 

Al evaluar aislamiento por distancia con la prueba de Mantel obtuve una correlación 

entre distancia genética y geográfica positiva pero no significativa (r = 0.298, p = 0.483), lo que 

indica que las poblaciones no están geográficamente aisladas. 

 

 

Estructura poblacional 
 

La prueba exacta de diferenciación genética mostró resultados no significativos, tanto al 

considerar la población como un grupo o al separarla en dos grupos (perturbado y no 

perturbado). Ello corrobora que no existe diferenciación genética entre las subpoblaciones; el 

total de la variación está dentro cada subpoblación. 

Así, el análisis de varianza molecular (AMOVA) mostró que el 100% de la variación está 

distribuida dentro de las subpoblaciones. Al considerarse dos grupos (P y NP), la estructuración 

genética entre los dos grupos (FCT) no fue significativa, tampoco entre las poblaciones dentro de 
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los grupos (FSC); por el contrario, la estructuración genética fue significativa dentro de las 

subpoblaciones (FSt ; Tabla 4). 

Al considerar las cuatro poblaciones como una sola, el AMOVA mostró resultados no 

significativos para la estructuración genética entre las subpoblaciones (FSC), ni para la 

estructuración genética dentro de cada subpoblación (FSt ; Tabla 5). 
 
 

Tabla 4. Porcentaje de la variación y significancia de los valores de los índices de fijación. 
Fuente de 
variación 

% de 
variación 

Índices de 
fijación 

Significancia 

Entre grupos 0 FCT = -0.003 
 

p = 0.43 

Entre 
subpoblaciones 

dentro de grupos 

0 FSC = -0.003 
 

p = 0.12 

Dentro de 
subpoblaciones 

100 FST =-0.006 p = 0.009 

 
 

Tabla 5. Porcentaje de la variación y significancia de los valores de los índices de fijación. 
Fuente de 
variación 

% de 
variación 

Índices de 
fijación 

Significancia 

Entre 
subpoblaciones 

dentro de grupos 

0 FSC = 0.01 
 

p = 0.61 

Dentro de 
subpoblaciones 

100 FST =-0.005 p = 0.99 

 

 

Descripción de la red media de haplotipos 

La red media de haplotipos (Figura 5) no muestra un patrón claro de separación ni en grupos (P 

y NP) ni en poblaciones (AP, XP, XNP o VIR). Dentro de los haplotipos comunes (haplotipos 

compartidos) se agrupan haplotipos pertenecientes a todos los sitios de muestreo. Por ejemplo 

uno de los haplotipos más comunes está marcado en la red como P11, este haplotipo 

representa a los haplotipos P12, N16, N17, P33, P34 y P11; el otro haplotipo más común fue 

P36, el cual representa a los haplotipos P37, P38, P14, P15, P36 y N18. Lo mismo sucede con 

los otros haplotipos no únicos (Anexo 2). Además, se observa que se crearon un gran número 

de vectores medios (89), lo que podría estar indicando una falta de muestreo. 
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Figura 5. Red media de haplotipos: muestra el número de haplotipos y sus conexiones. El tamaño y color 
del círculo representan la frecuencia con que se presentó cada haplotipo; color azul representa los 
haplotipos únicos; color anaranjado representa una frecuencia igual a 2; color rosa una frecuencia igual a 
seis; círculos sin color son los vectores medios. El tamaño de las ramas representa el número de 
mutaciones. P: sitios perturbados (AP y/o XP) y N: sitios no perturbados (XNP y/o VIR).  
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DISCUSIÓN 
 
 

Diversidad genética 
Los resultados muestran que las poblaciones estudiadas de L. irroratus en la REBIOSH poseen 

valores significativamente altos de variabilidad genética nucleotídica ( 505.0=π ), lo cual 

concuerda con el estudio de Nabholz et al. (2008), quienes encontraron que la diversidad del 

ADN mitocondrial (citocromo b) es altamente variable entre los órdenes y las familias de 

mamíferos, y donde el orden Rodentia es el más polimórfico ( 033.0=mediaπ ). Los autores 

explican que el polimorfismo mitocondrial en mamíferos no está dado por características de 

historia de vida, sino que hay una relación entre la taxonomía y la diversidad genética, la cual 

podría deberse a variaciones en las tasas de mutación en los diferentes linajes de mamíferos, 

como ha sido reportado por Gissi et al. (2000) y Spradling et al. (2001). 

Asimismo, L. irroratus es una especie que presenta altos valores de diversidad 

haplotípica (h=0.987). Se han observado valores similares en otros mamíferos utilizando 

citocromo b , aunque con intervalos grandes de variación intraespecífica: la nutria gigante 

(Pteronura brasiliensis, h= 0.87, Garcia et al. 2007), en varias poblaciones del armiño (Mustela 

erminea, h=0.58-0.96, Martínkova et al. 2007), en el mono aullador de manos rojas (Alouatta 

balzebul, h= 0.96, Nascimento et al. 2008), en la marsopa de Dall (Phocoenoides dalli, h= 0.95, 

Escorza-Teviño et al. 2007), varias poblaciones del ratón leonado (Apodemus flavicollis, h= 

0.95-0.99, Michaux et al. 2005) y del ratón de campo (Apodemus sylvaticus, h= 0.97-0.98, 

Michaux et al. 2005), en la rata arrocera (Oryzomys couesi, h=0.94, Vega 2006), en el ratón o 

rata de monte (Ototylomys phyllotis, h= 0.95, Gutiérrez-García 2008), e incluso en otros 

vertebrados como el pez aguja azul (Makaira nigricans, h=0.97, Buonaccorsi et al. 2001). Cabe 

señalar que estos valores de diversidad genética para algunas de estas especies (i.e. 

Phocoenoides dalli) son más altos de lo que se esperaba, considerando que presentan una 

marcada estructuración genética que normalmente está asociada con una baja diversidad 

genética. Debido a esto, la alta diversidad de haplotipos (59) observada podría explicarse como 

característica del orden, pero también podría ser una consecuencia del tamaño muestral, el cual 

si fuera mayor podría homogeneizar este resultado. 

Avise (2000) señala que valores altos de diversidad haplotípica y nucleotídica son 

esperados para poblaciones numerosas y estables. En el caso de L. irroratus, las poblaciones 

estudiadas no necesariamente representan poblaciones grandes ni estables, sin embargo, hay 

que tomar en cuenta que en la REBIOSH L. irroratus es la segunda especie de ratón más 
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abundante. Ello podría ser una explicación para la alta diversidad genética encontrada, sobre 

todo si consideramos que estas poblaciones no presentaron estructuración y las características 

del paisaje, es decir la fragmentación, no han tenido un efecto de aislamiento al menos aquel 

detectado a través del ADN mitocondrial.   

 

Diferenciación genética  
Los resultados también muestran que la divergencia está dada dentro de las poblaciones, lo 

cual concuerda con el gran número de haplotipos encontrados. Es más, ninguno de los 

estadísticos obtenidos muestra una estructura poblacional o diferenciación significativa, lo que 

indica que las poblaciones como fueron seleccionadas (sitios perturbados y sitios no 

perturbados) no son genéticamente diferentes. Esto muestran también los análisis de distancia 

genética, cuyo valor fue prácticamente nulo entre poblaciones. 

El valor observado de trece migrantes por generación confirma también la nula 

estructuración de las poblaciones, lo cual va de la mano con el hecho de que las poblaciones 

compartan tan alto número de haplotipos. El alto flujo genético puede estar asociado con la 

configuración del paisaje dentro de la REBIOSH, donde los cuatro “parches” de selva 

estudiados no están geográficamente aislados sino que están inmersos en una matriz de selva 

con diferentes grados de calidad (David Valenzuela, comunicación personal). Así, sin importar 

las características fisiogeográficas, es muy probable que efectivamente exista un intercambio de 

genes entre sitios. Sin embargo, estos resultados deben ser tomados con precaución y 

necesitan ser investigados a mayor profundidad con el uso de metodologías más adecuadas 

para la estimación de la migración, como podría ser con el programa Migrate-n (Beerli y 

Felsestein 1999 y 2001, Beerli 2006) o Lamarc v 2.0 (Kunher 2006); en este estudio no se 

pudieron emplear ya que algunos de los requisitos que se deben cumplir es que sí exista 

estructuración genética (Migrate-n) y un número mayor de muestra (Lamarc v. 2.0), 

características que no cumplían nuestros datos. 

No existen estudios con roedores en condiciones similares a los que presenta L. 

irroratus en la reserva, es decir en fragmentos con diferente grado de perturbación, que 

permitieran comparar los resultados obtenidos. Sin embargo, sí existen ejemplos con otras 

especies del género donde se ha documentado que la diversidad genética está íntimamente 

relacionada con factores fisiológicos y ambientales, donde la variabilidad genética (medida con 

isoenzimas) determina la mejor adecuación de los individuos, sobre todo en ambientes 

estacionales de selva baja (Liomys pictus, Vázquez-Domínguez et al. 1998, 1999, 2002). Así, 

sería muy interesante estudiar genéticamente individuos de otras especies con marcadores 
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mitocondriales como los usados en este estudio, para determinar los resultados obtenidos se 

pueden explicar como una característica interespecífica. 

 

Estructura genética 
Como ya se mencionó, las poblaciones de L. irroratus estudiadas no presentaron una 

estructuración genética, lo cual se refleja en los diferentes índices analizados y con la red media 

de haplotipos.  De acuerdo con estos resultados, los cuatro fragmentos de selva representan 

una única población panmíctica, aún cuando estos fragmentos sean diferentes por el grado de 

perturbación que presentan y sean geográficamente distintos. 

  Como un análisis adicional se utilizó el programa Geneland (Guillot et al. 2005), que 

permite determinar, entre otros parámetros, el número de poblaciones posibles junto con un 

mapa que permite visualizar el número más probable de poblaciones genéticas. No se muestran 

los resultados ya que se obtuvo una sola población. 

Cabe señalar que aunque el marcador molecular utilizado no provee un poder de 

resolución a una escala temporal fina, es decir de eventos muy recientes más acorde a una 

escala ecológica, éste ha probado ser un marcador efectivo para detectar estructura poblacional 

y patrones de variación geográfica intraespecífica. Ello se ha demostrado en varios estudios 

que evidencían estructura genética en poblaciones silvestres como por ejemplo el caracol 

común de jardín (Helix aspersa) con una FST = 0.088 (Arnaud et al. 2003), el topo eslizón 

Eumecis egregius, Φ ST= 0.631,la largartija de matorrales de Florida (Sceloporus woodi), Φ ST= 

0.876 y el eslizón de arena de Florida (Neoseps reynoldsi), Φ ST= 0.667 (Branch et al. 2003); y 

el tigre de bengala (Panthera tigris tigris, FST= 0.530, Sharma et al. 2007).  

 

 

Estructura poblacional 
Dada la nula estructuración, la alta variabilidad genética observada para poblaciones de L. 

irroratus, y las características del paisaje dentro de la REBIOSH (fragmentos no aislados),  es 

factible plantear dos escenarios de estructuración poblacional: 1) los resultados reflejan una 

sola población ancestral o 2) un sistema o modelo Metapoblacional.  

Podemos considera el primer caso ya que con el ADN mitocondrial se pueden 

reconstruir patrones históricos de la demografía de las poblaciones (Hurst et al. 2009), 

escenarios pasados, por lo que en el presente estudio se denotaría la historia de la población 

“original” de L. irroratus dentro de la REBIOSH, la cual tenía un tamaño poblacional grande y 

amplia distribución, era genéticamente diversa, con varios haplotipos comunes reflejados en los 
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21 haplotipos compartidos detectados (Anexo 6). Por lo tanto, al dividirse recientemente dicha 

población como resultado de la fragmentación del hábitat, en cada parche permanecieron un 

gran número de haplotipos que ahora se ven como haplotipos “únicos”. En el segundo caso, un 

modelo metapoblacinal es concebido como un conjunto de poblaciones distribuidas en 

diferentes fragmentos de hábitat, cuyas subunidades (subpoblaciones) están interconectadas 

por diferentes niveles de dispersión de los individuos que las conforman (Hanski 1999). Para 

especies restringidas a la vegetación original, al dividirse el hábitat en parches resulta en la 

formación de un área o matriz que no es adecuada o es inhabitable y que actúa como barrera o 

sumidero (Opdam 1991). Este escenario se sustenta con el hecho de que no se detectó 

aislamiento por distancia, aún cuando los parches están alejados geográficamente alrededor de 

3 km, pero que se sabe que están conectados gracias a la matriz que los rodea. 

 

 

CONCLUSIONES 
 

Los análisis de la relación entre la perturbación de la selva seca en la REBIOSH y la estructura 

genética poblacional de L. irroratus indican que: 

1) La alta diversidad genética observada para L. irroratus en la REBIOSH puede explicarse 

primeramente como consecuencia de una alta tasa de mutación de este gen 

mitocondrial, similar a la de otras especies de mamíferos. Asimiso, se encontró que las 

características del paisaje (fragmentación) no tienen efecto detectable sobre las 

poblaciones estudiadas, como lo reflejan los resultados de no estructuración ni 

diferenciación genética.  

2) Debido a que el ADN mitocondrial es en general un marcador adecuado para evaluar 

procesos históricos más que recientes o de escalas más ecológicas, los resultados 

obtenidos probablemente estén reflejando patrones históricos en estas poblaciones. 

Siendo así, los resultados obtenidos muestran un escenario donde la población era una 

unidad contínua, panmíctica, de tamaño poblacional grande, de amplia distribución y 

genéticamente muy diversa. Estas características deberían existir previo a la 

fragmentación actual.  

3) Un modelo metapoblacional también explicaría los resultados obtenidos, debido 

principalmente al gran número de haplotipos compartidos entre los cuatro sitios de 

estudio y a que los fragmentos no se encuentran aislados. 
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4) Es evidente que el tiempo desde que ocurrió la fragmentación (hace aproximadamente 

50 años) no ha sido suficiente para disminuir la diversidad genética a nivel mitocondríal y 

que se refleje a su vez en aislamiento y estructuración. Sin embargo, ello no implica de 

ninguna manera que no existan alteraciones genéticas y demográficas en las 

poblaciones, asociadas a la fragmentación y perturbación del hábitat. 

5) Por lo anterior, y para poder evaluar eventos recientes, sería necesario utilizar un 

marcador molecular con un poder de resolución a menor escala, como los 

microsatélites. Ello además complementaría la información obtenida en este estudio, ya 

que se podría tener la historia pasada y actual de las poblaciones aquí estudiadas. 

6) Asimismo, y con el fin de identificar las características que podrían tener un efecto 

detrimente sobre la diversidad genética, y así esclarecer el escenario actual de L. 

irroratus, es necesario examinar su historia demográfica a detalle y con un muestreo 

más amplio. 

7) El efecto de la actual fragmentación del hábitat sobre los patrones de flujo genético no 

pudieron determinarse en este estudio, sin embargo lo que sí pudo determinarse es que 

estas poblaciones tiene altos niveles de diversidad genética (mitocondrial), información 

que es sin duda necesario considerar, para establecer recomendaciones y accciones de 

conservación. Ello, porque efectivamente debe considerarse la conservación de L. 

irroratus, ya que se conoce que es una especie especialista y que su abundancia es 

menor en los sitios perturbados de la REBIOSH en comparación con los no perturbados. 

La alteración del hábitat por actividades antropogénicas es una amenaza permanente 

por lo que es deseable iniciar planes de conservación para ésta y, por supuesto, otras 

especies de la selva baja. 
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Anexo 2 

Muestras de falanges de roedores de la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla 
utilizadas en este estudio (Sitios: VIR: La Virgen; XNP: Xantiopan no perturbado; Ap: 
Axuchitlàn; XP: Xantiopan perturbado). 

 

Id Muestra Sitio Sexo Fecha 
1 VIR Hembra 02/07/2002
2 VIR Hembra 02/07/2002
3 VIR Hembra 02/07/2002
4 VIR Hembra 03/07/2002
5 VIR Hembra 03/07/2002
6 VIR Hembra 03/07/2002
7 VIR Hembra 03/07/2002
8 VIR Hembra 06/08/2002
9 VIR Hembra 06/08/2002
10 VIR Hembra 06/08/2002
11 VIR Macho 06/08/2002
12 VIR Macho 06/08/2002
13 VIR Macho 07/08/2002
14 VIR Macho 04/09/2002
15 VIR Macho 04/09/2002
16 VIR Macho 04/09/2002
17 VIR Macho 06/10/2002
18 VIR Macho 06/10/2002
19 VIR Macho 06/10/2002
20 VIR Macho 07/10/2002
21 XNP Hembra 09/08/2002
22 XNP Hembra 09/08/2002
23 XNP Hembra 09/08/2002
24 XNP Hembra 09/08/2002
25 XNP Hembra 09/08/2002
26 XNP Hembra 10/08/2002
27 XNP Hembra 06/09/2002
28 XNP Hembra 06/09/2002
29 XNP Hembra 06/09/2002
30 XNP Hembra 07/09/2002
31 XNP Macho 07/09/2002
32 XNP Macho 07/09/2002
33 XNP Macho 07/09/2002
34 XNP Macho 07/09/2002
35 XNP Macho 09/10/2002
36 XNP Macho 09/10/2002
37 XNP Macho 09/10/2002
38 XNP Macho 09/10/2002
39 XNP Macho 09/10/2002
40 XNP Hembra 09/10/2002
41 XP Hembra 06/09/2002
42 XP Hembra 07/09/2002
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43 XP Hembra 08/09/2002
44 XP Hembra 09/10/2002
45 XP Hembra 09/10/2002
46 XP Hembra 09/10/2002
47 XP Hembra 09/10/2002
48 XP Hembra 10/10/2002
49 XP Hembra 11/10/2002
50 XP Macho 06/12/2002
51 XP Macho 07/12/2002
52 XP Macho 07/12/2002
53 XP Macho 06/12/2002
54 XP Macho 07/12/2002
55 XP Macho 07/12/2002
56 XP Macho 02/12/2003
57 XP Macho 20/07/2004
58 XP Macho 13/09/2004
59 XP Macho 19/07/2004
60 AP Hembra 01/07/2002
61 AP Hembra 02/07/2002
62 AP Hembra 04/09/2002
63 AP Hembra 06/10/2002
64 AP Hembra 07/10/2002
65 AP Hembra 07/10/2002
66 AP Hembra 05/01/2003
67 AP Hembra 05/01/2003
68 AP Hembra 05/01/2003
69 AP Hembra 06/01/2003
70 AP Macho 07/01/2003
71 AP Macho 11/03/2003
72 AP Macho 31/03/2003
73 AP Macho 30/07/2003
74 AP Macho 29/09/2003
75 AP Macho 29/09/2003
76 AP Macho 29/09/2003
77 AP Macho 30/09/2003
78 AP Macho 30/11/2003
79 AP Macho 30/11/2003
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Anexo 3 
Protocolo de extracción para tejido animal (cola de ratón, falanges) con el kit 

PROMEGA 

1. Para cada muestra a procesar, se agrega en un tubo 120 μl de EDTA a 0.5 M (pH 8.0) y 
500 μl de solución de lisis nuclear. Enfriar en hielo (la solución se pone turbia al 
enfriarse) 

2. Deshacer 0.5-1 cm de tejido en un mortero y ponerlo en un tubo de microcentrífuga de 
1.5 ml 

3. Agregar 600 μl de la solución de EDTA/solución de lisis nuclear al tubo del paso 2 

4. Agregar 5 μl de Proteinasa K (20mg/ml) 

5. Incubar toda la noche a 55°C. Asegurarse de que el tejido esté completamente digerido 

6. Agregar 3 μl de la solución de RNasa y mezclar la solución invirtiendo el tubo 2-5 veces. 
Incubar la mezcla durante 15-30 minutos a 37°C. Dejar enfriar la muestra a temperatura 
ambiente durante 5 minutos antes de continuar  

7. Cuando la muestra esté a temperatura ambiente, agregar 200 μl de solución de 
precipitación de proteínas. Vórtex durante 20 segundos. Enfriar en hielo durante 5 
minutos 

8. Centrifugar durante 4 minutos a 10, 000 rpm. Las proteínas precipitadas formarán un 
pellet blanco 

9. Con cuidado remover el sobrenadante que contiene el ADN (dejar el pellet de proteínas) 
y pasarlo a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml con 600 μl de isopropanol a 
temperatura ambiente 

10.  Mezclar cuidadosamente la solución invirtiendo el tubo hasta que las hebras blancas de 
ADN sean visibles 

11. Centrifugar durante 1 minuto a 10, 000 rpm a temperatura ambiente. El ADN será visible 
en forma de un pellet blanco. Con cuidado eliminar el sobrenadante 

12.  Agregar 600 μl de etanol al 70% al pellet del paso 11. Invertir con cuidado el tubo varias 
veces para lavar el DNA. Centrifugar durante 1 minuto a 10, 000 rpm a temperatura 
ambiente 

13. Aspirar con cuidado el etanol usando una pipeta Pasteur. El pellet de ADN está muy 
suelto en este punto por lo que se debe tener cuidado para no aspirarlo con la pipeta 

14. Invertir el tubo en papel absorbente para secarlo durante 10-15 minutos 

15. Agregar 50 μl de la solución de rehidratación de ADN, incubar el ADN durante 1 hora a 
65°C. Periódicamente mezclar la solución. 

16. Guardar el ADN a 2-8° C. 
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Anexo 4 

Elaboración de geles de agarosa al 1 y 1.5% para visualización de extracción de DNA y 
producto de PCR 
 
 

1. Pesar 0.45g (gel al 1%) o 0.64g (gel al 1.5%) de agarosa grado biología molecular y agregar en 

45mL de buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) 0.5X, pH 8.0, en matraz Erlenmeyer 

2. Calentar en microondas por periodos de 20s a potencia media, hasta que se disuelva por 

completo. Tener cuidado de que la agarosa no entre en ebullición y de que no se derrame o se 

evapore el buffer 

3. Dejar enfriar la mezcla hasta que se tolere tocarla con la mano 

4. Verterla sobre la charola de gel previamente limpia y nivelada, meter los peines para la formación 

de pozos después de vaciar la mezcla. Dejar que solidifique 

5. Preparar mezcla de DNA/buffer de carga de un frente, sobre papel parafilm de la siguiente manera: 

-3μL de loading de un frente (agua30%, glicerol30%, azul bromofenol 0.025%) 

-2μL de DNA, ya sea extracción o producto de PCR, esto por individuo o por muestra 

6. Cargar cuidadosamente cada mezcla de muestra sobre c/u de los pozos, cargar en un pozo de 

cada fila 2uL de marcador de peso molecular en el caso de producto de PCR, o marcador “lambda”  

para extracción 

7. Correr a 100V durante 45 minutos. Tener cuidado de que el buffer con el que se realizo el gel, 

tenga la misma concentración que el presenta la cámara de electroforesis 

8. Una vez terminada la electroforesis, se tiñe el gel en una solución de bromuro de etidio al 5%, 

dejándola en la misma por 20min 

9. Cuidadosamente, sumergir el gel en agua destilada para enjuagar el exceso de bromuro durante 

10 minutos 

10. Visualizar bajo luz ultravioleta de alta intensidad (480nm), para tomar la fotografía             

correspondiente 
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Anexo 5 
Condiciones de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

 
A continuación se muestran las condiciones de PCR así como las temperaturas y número 

de ciclos de amplificación utilizadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivos μL 
MgCl2 (50mM) 1.72 
Buffer 10X 2 
dNTP's (2mM) 2 
PR (MVZ45,10μM) 2 
PF (MVZ16,10μM) 2 
BSA  1 
Taq (5U/μL) 0.2 
H2O 8.08 
ADN 1 
Volumen final 20 

Paso Temperatura (ºC) Tiempo (min) 
Ciclo inicial 94 2 
Desnaturalización 94 1 
Alineación 50 1 
Extensión(polimeri
zación) 

72 
1 

35 veces 
Extensión final 72 5 
Final 4 hold 
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ANEXO 6 

Haplotipos compartidos  

h1  

AGTGTTGGGGTTTTCGCGGTGCCTCAGGGGTATGTTTCCTTCTTTCCCCATTCCCCTTGGGAGCGAT

GTCTCCCGGGCTCCTTAGGTTTTAAATTAGGGAAATATCACTCTGGCACTTTGATGTGTGGTGGGGT

GGGGGTTTGGGGGAAACGTTGGGCCCTTAGCGGTTGTAATTGTCCGGGGTCTCCAAGAATATGGAA

AGAATAAAACAAAAGAGATATAAGCCTAGGAGAACAAAATCCCCTAACAGATCCTCTACACTGTAGTA

GGGGTATCAAAGATTTTGTCACAGTTAGATGGATGCCTAGTGGGTTGTTAGACCTTTTCGTGTATAAA

TAGGATGCGAGACTATAGCTAGAGCCTTGAAAGAAGAAGTGAAATGCAAAGAAGCGTGTTAAAGTGG

CCTTGTCTACTGAGAATCCCCCTCAGATTCCTAAGTCTGGTCCGATGTATGGGATAGCTGAGAGATA

GTTATTTTGTAATTACAGTACTGCTCCTCCCACTACTCAAAATATATTCTGTCGATCACGTTGTAGGAC

ATAACCTACGT 

h2      

AGAGCTGTGAGGCATTCGGAAGTTGTGGAAAAAACATGTCAGGATCCTCGGGCCCCAAGGTAATTAA

GGGGGGAGATTTGGGTGTCCTTTTAAATAGGAATAGGTCACTCTGGCACTTTGATGTGTGGTGGGGG

TGATTCTTGAGTGGGTCATTGCAGCCTTAGCGGTTGTAATTGTCCGGGGTCTCCAAGAATATGGAAA

GAATAAAACAAAAGAGATATAAGCCTAGGAGAATGATAACCCCTAACAGATCCTCTACACTGTAGTAG

GGGTATCAAAGATTTTGTCACAGTTAGATGGATGCCTAGGGGGTTGTTAGACCTTTTCGTGTATAAAT

AGGATTCGAGACTATAGCTAGGGCCATGAGAGAAGAAGTGAAATGCAAAGAAGCGTGTTAAAGTGGC

TTTGTCTACTGAGAATCCCCCTCAGATTCCTAAGTCTGGTCCGATGTATGGGATAGCTGAGAGGTAGT

TAATTTGTAATTACAGTACTGCTCCTTCTCCTACTCAAAATATATTTGATCAGTCACGGGGTAGGACAT

AACCTACGT 

h3      

ACAATTCAGAGGAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCATTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTATCTTGGACCC

CCGACAATCATACCCCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACATCCTA

TTAATTAAAGCACTTCTTCGGCGTATCGTGTGAGAACTACAGACGGAGGGAGAGAAAACTTAACAATG

TGTGCCGCAAGCCCTAAACTCACTACTCAACACATATTTGATGTGAGGACTGGGACTATGACAAATCG

AT 

h4      

ATCATTTTGAGGAGCAACTGTAATTACAAATCTTCTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAGT

TGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTCA

TTCTTCCATTCATCATTGCAGCTCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAAAGGGTTCTAACA
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ACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTAT

TGGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTACTTAGGGACC

CCGACATTAACATACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGATTGATTCTTTCCA

CTAATTTAAAAGACCTTGTGATCTACCGCCAGCGAGCTGTACTAGATAGCTGCGTAAGTCTTACTGAC

CTTATTACTGATCGTGACTGGATGAATCCATGCGTCCTACGGGACAAGCGTAGCGCTTTGCCGCATG

CAC 

h5     

ACATTTGGGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCATTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTACCTTGGACCC

CCGACAATTACGCTCCCCTCAAACACCCCACCACACAACCACACATCAAACCAGAGTGATATATTCTA

TTATTAAAGTCACTGTCTGTGTCATTCTGGGAGGAAGGCTCGCCAGGATAAGGGATTATTTAGTAATG

GGATTTGAAAAAAGCTTCTTCACTATCATGGCAACAACCCAGGCCCAATGCGGAATCTCTCAAAAAAC

GT 

h6      

ACATTTTGGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCATTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTACCTTGGACCC

CCGACAATTACATCCCTCTAAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATCTATCCCA

CTAATAAAAGTCCCCCCCTGGTGGCAGCAGAGAGAAATATAGACGGAGGGAGAGAAAAATTAAAAAT

ATTTTTTACACACACCTACTTCACTATCAGCGCGGCAACCCTGACGAAATGTTGTGGTTTTATATATAT

GT 

h7      

ACATATTAGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAGT

TGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTCA

TTCTTCCATTCATCATTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAACA

ACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTAT

TAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTTTTTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTATTTTAGACCGAT

GAGAATTACACACCTCTAGACCCACTCAACACCCCACCACAAATGAAACCAGAGTGATACATTCCACT

ATTTAATGAGCCCCCCCGACTAATCTCGCGGGGGAAATCAACCACTCAGGGGAGACTTTACTCACAC

AGGGGGGGGAGGCCTATTACACTATCAAAAAACTATTCTGTCCTTAAATTTTTTTTATACACATTCCGT 
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h8      

CATACTACGAAGCGAACGGTTCGGTGGGTCTCAACCAGCGGGGTTCCCTTCCCTTTTTACAAACTGG

GCTCCTGTTTCCTGGGGGGAAAAAAAAGAAGAGGTGGTCCCAAGGACAAAAAGGGGGGCATTTCAC

TTTGTTCTTCCCCCCATCACTGCTGCTCTTGGTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAAAACCT

AACAACCCACTTTTTATATTATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATC

TATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGAC

CCCTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTTC

CACTATTTGCCAATACAGGAGGGCCGGCTTTGGAAGGAAAAAAAACAAAGGGGGTTTCCCTTTAAATT

AAAAAAGAGGGAGGGCCCCTTTAACTACTTGGGGGAAATTTGAAAAAAAAGGAGGGGGTCCCTTTTT

GAAGT 

h9      

ACATCTCCGAGGAGAAAGGGCTCGTGGGGAATCACCAGAGAGGGTCCCTTCCCTTTTTAAAAACGG

GGCCCGCTGCCGCTTGGGGGAACAAAAAGAGAAAATTTTCTCAAAAAAAAAAAGGGGGGGGTTTCTT

TGGGGTAAACCACCCAAAACTGTTTTTCTTTTTATAAAAAAAGGCCGATTTCTTCTGGAAACAAAAACA

AAAAACCCTTTTTTTTTTTTAAAAAAACTGGGGCCTGTTCCTGTGGACCCCAAAAAAACTTTCTAAGAT

CTATTAGGGGATATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGGGTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGG

ACCCCTGACAATTACATACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTT

TCCACTATTTACCAATCCGGGGGGGTCTTTTTGGAGAAAAAAAAAAAAAAAACCGGTATTTCGTTAAT

GTAAAAAAAAAGGAGGACGACTTTACTACTGCGGAGAAACTTTGAAAAAAAAAGAATAAGTCATGTTT

TAATGT 

h10     

ACCAAACGTAGCGACCGGGCTTGGTGGGGATAAACCAAAGGGGTTCCCTTTCTTTTTTAAAAAAAGG

GGCCCCCCTTTTTTGGGATCCAAACAAAAGTTTTTTTTTTTTTTTTAAAAATGCTTTGC-

TTTCACTTCATTCTTCCATTCATCACTGCAGCTCTTTTTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAG

GTTCTAACAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCA

AAGATCTATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAAC

TTGGACCCCTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGAT

ACTTTCCACTATTTACAAATATAGGAGGTCCGCTCTGGTTTAATGATCCCACCCACGCGCCGGCTTTT

TAATTGGGGAACCCGGATGGTTGGTCTACTACATCACAACAACCCGCCCGCCTCTCTCCTCTCCCTA

TCCCATCTTGT 

h11     

ACCAATTCGAGGCGACCCGTTCGGTTGGTCTCACCCCAAAATATACCCTTCCTTTTTTTCAAACTTAG

GGCCCCTTTCCTGAGGGGAACTCCCAGGAGACAAGTTTTTTTTAACAAAAAGCTGTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGCTATAGACCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGATCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACCC
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CTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTTCCA

CTATATCCCAATCTATAGCCcCCGGCTTTGGAAAGGAATACAACAAAAAGAGGAGTCCTTTAATGTAA

AAAAAAAAGAGGGCCCCCCTTACTACTCGGGGGAACCTTTGAACCCCCAACAGGTTTTTTGTGTTTTA

TT 

h12    

ATCCTTAACTGGCGAACCGTTCGGTTGGTCTCAACCCCCGGGGTTCCCTTTCTTTTTTAAAAACTTAG

GGCGCCTTTCCTTGAGGGGTACCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTGCTGTGCGTTTCACTT

CATTCTTCCATTCATCACTGCAGCTCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAA

CAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCT

ATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACC

CCTGACAATTACATACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACGTCCC

ACTATTTACCAATCCCCCCCCCCAGAATCTGGGAAGGAATTCACCCAGGGCCGGCGGGTGTTAAAAT

TAAAAAATTGTAGGGGCGAACCTACTACCACAGAGATATTTGACTCTAGCAGCGAGGGGGTGGCGTT

AAAGT 

h13     

TCATTTTCTCAGTAAATGTAAAAATTAAAGTCCTCCAACATAAACCCCACACAATAGACAAAATGAAGT

TAAAGAACGGCTGGGGAGAACCTCGAAAAAGGAGCCCCCCTTAATACCCATTCTCGTAATTAACCATT

ACTTTCCATAAATTACTACAACCATAGCTATAAGGAACATCGTATTTTTTTACAAAAGGGGTTAAAACC

CCCCGAAGAGAAATCCCTATTGTGGTAACAAAATTCGCTTAAACGCCTAATATTTTCTAAAAAATTTTT

TGGGGGGAGATTTTTCCGCAGTGTTGTATCCCCCTCTTATTTTATTTTCTCCTAACTCACTTAGAGGG

CGCGGCAAAGATTCACACACTAATGTCTTTGAATTACAATCACACATCAAACCAGAGTGATACATCCT

ATTAATTAAAGCACTTCTTCGGCGTATCGTGTGAGAACTAATGGGATAGCTGAGAGGTAGTTAATTTG

TAATTACAGTAGCTGCTCCTTTCCTACTCAAAATATATTTGATCAGTCACGGGGTAGGACATAACCTAC

GT 

h14     

ATTTTTTATGGGAGGAACGAGGGGCGTGTTAGTTTGTTATGCGGCGTGCGGTGGGTGCATAATAAAG

GACACTAGTGCGGGGATCCATTATTTTTTTGCGGTAGCAATGGAACCACGTTTCATGGTGATGATATT

CGATGTCGTAAGCATCCCTACAGGATGGCATCCGTTTATAGTAAAACTCCTCGTTGACATGTTTAGAA

GAGAGTCGATAGGTATGTAGCCTGGTCTGAATCAACTTACTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATT

GTGCGGAAACGTAAAGTGAAGTAAGAGGTAGTAGTAACGACGAGTCGTATCAGGTAAGGATAAATTT

GATGCTTTGTCCAAAATGATCGTGTAGATTGGCTCACTGTTTTAAGGGGAACAAAATTTTTTTTTTTGG

GTGGCGAGACCCCCCCTTTTTTTTTCCGTATCCCGGAAAAACAAAAATTTTTTTTTGGGGGGGATTAA

CCCCCCCTTGCGTTAGGCTCTCCCTACTACCTCGGAAGATGTTGTATGTAAGCGGGGGGGAAAAACA

ATCGATGT 

h15     

ATGGGCTGCGACAGGATCGAAGCGGGTGTTAGTTTTTTCTTTTATTTTCTATTGCTTTTTACAAAAAAA
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AACAAGCACTATATCATTAAATTTTTTGATAGTAGGAGCGATGCCACACCCTATGGTGATGATATTCGA

TGTCGTAAGCATCCCTACAGGATGGCATCCGTTTATAGTAAAACTCCTCGTTGACATGTTTAGAAGAG

AGTCGATAGGTATGTAGCCTGGTCTGAATCAACTTACTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATTGTG

CGGAAACGTAAAGTGAAGTAAGAGGTAGTAGTAAAGTCGAGTCGTATGATGTAAGGATAAATTTGATG

CTTTGTCCAAGAGGATCGTGTAGATTGACTCACTGTTTTAAGGAAAGTGGGAATGTGGTGAAAGTTTC

TCAGATAATCCCCAATAATGAGACTATTCCCGAATAAATAAAAAATTTAATTTGGAGGGGATTAAACCC

CCCATGTTTGAGGTCTCCCTAACTACCTCAGAAAATATTTTGTGTAAGGTTTGGTGGGGAAGCAACGA

TGT 

h16     

GGAGACTATTAAGTATGTTGAAGGATAGTCTTTTTTCATAAAAGCTCTAATCGTTGAGAAGTACTTGTG

ATTGAGAATCTGAGGGTAAAATTAGCAGGTCATTGGTATATTGGCACTATCGCATTTGATTCAATTCG

GATTCGTATATATCCCTGCAAGAATCCTTCCGTTTACATTTATACCCCTCGTTCACATATTTATAAATCA

GTTAACAGGTCCTTAGCCTGGGCCAAACCTACTTCCTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATTGTGC

GGGGTCGCAATTTTTTTTAACAAGTATTTGTAGCGTCGAGCCCTATCGTCTAAGTTTACTTTTAATGCT

TTGTCCAAGATTCTTGTGTCCGTGTACTCACTGTTTTAATTATTATGGGGAAGTTGTGAAAATTTCTCA

TTAAGTCCCCCGTAATGGGGTAAGTCCCGGATATATGAGCGACCCGACGTACAGAAAGTTAATCCCA

AAGGACATCAGGGGTCTATCAACTACTCCGCATAAATATTTTATATCGGGTGGGGGGAAACCCAACG

ATT 

h17     

ACATCTTTTCATGTAGCCCATCATTAATGAGCTATCCTATGCCAACTTTCTTTTCTCGGTGAATCCCTC

CTTTTGGACTGTTTGAGCGACGTCGTCGAGCGGTTCCGGCGGAAATCTACCCTTGTCGGTTGGTCTA

GAAGTCTATACCAATTCAATAAGGATGGACGAGCTCCAGTTGTAAGTCTTCGGGGACAAAGTTAGCT

GGGGGTTATAAGGCATTTCTCCACGTCTTGTTGCGATACCTTCGGCCCTTTGAAGGCCTTGCGCCCA

AGGGCGGAGGGTTGCGGTTCAACTCGCCTCCCGCGTTACAGCGAGTTGCCGTAGTCCGGGGGTCTT

ATGAGCCCGCGTTACACGCAAGCTTGTAAAGTCGTTAAGTGGAATAACGAACTTTGTCCAGAAGTTCT

GGGGTCTATTGGTCCTCTAGGCAGTCTGTTTAAAGTGGGACGAAGGGAAATTTTCAAGGTTATCCCC

CTTAGATCGGAACCAGCCAGGGTAGTATCCCCCACTTATTACGCCCCCAAAAAATTGTGTGTTTTACC

AAGCAATGAGT 

h18  

AGTCTCGTGAGGTTAAGGGGTTTTTGAAAAAAAATTTTCTTCGAACACATACCCCGCGCCCCGGAATC

CCCCCCGACCCCCAGGGATTTTAAAATGGGAAGACCTCACTCTGGCACTTTGATGTGTGGTGGGGTG

TTGAGCTGGGGGGTACGTTATGTACGGGTCGGTTGTAATTGTCCGGGGTCTCCAAGAATATGGAAAG

AATAAAACAAAAGAGATATAAGCCTAGGAGAATAATAACCCCTAACAGATCCTCTACACTGTAGTAGG

GGTATCAAAGATTTTGTCACAGTTAGATGGATGCCTAGTGGGTTGTTAGACCTTTTCGTGTATAAATA

GGATGCGAGACTATAGCTAGAGCCTTGAAAGAAGAAGTGAAATGCAAAGAAGCGTGTTAAAGTGGCC

TTGTCTACTGAGAATCCCCCTCAGATTCCTAAGTCTGGTCCGATGTATGGGATAGCTGAGAGAGAGTT
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ATTTTGTAATTACAGTACTGCTCCTCCCACTACTCAAAATATATTCTGTCGCTCACGTCGTAGGACATA

ACCTACGT 

h19   

AGAGCTGTGAGGCATTCGGAAGTTGTGGAAAAAACATGTCAGGATCCTCGGGCCCCAAGGTAATTAA

GGGGGGAGATTTGGGTGTCCTTTTAAATAGGAATAGGTCACTCTGGCACTTTGATGTGTGGTGGGGG

TGATTCTTGAGTGGGTCATTGCAGCCTTAGCGGTTGTAATTGTCCGGGGTCTCCAAGAATATGGAAA

GAATAAAACAAAAGAGATATAAGCCTAGGAGAATGATAACCCCTAACAGATCCTCTACACTGTAGTAG

GGGTATCAAAGATTTTGTCACAGTTAGATGGATGCCTAGGGGGTTGTTAGACCTTTTCGTGTATAAAT

AGGATTCGAGACTATAGCTAGGGCCATGAGAGAAGAAGTGAAATGCAAAGAAGCGTGTTAAAGTGGC

TTTGTCTACTGAGAATCCCCCTCAGATTCCTAAGTCTGGTCCGATGTATGGGATAGCTGAGAGGTAGT

TAATTTGTAATTACAGTACTGCTCCTTCTCCTACTCAAAATATATTTGATCAGTCACGGGGTAGGACAT

AACCTACGT 

h20   

ACATTTGGGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCATTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTACCTTGGACCC

CCGACAATTACGCTCCCCTCAAACACCCCACCACACAACCACACATCAAACCAGAGTGATATATTCTA

TTATTAAAGTCACTGTCTGTGTCATTCTGGGAGGAAGGCTCGCCAGGATAAGGGATTATTTAGTAATG

GGATTTGAAAAAAGCTTCTTCACTATCATGGCAACAACCCAGGCCCAATGCGGAATCTCTCAAAAAAC

GT 

h21   

ACATTTTGGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCATTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTACCTTGGACCC

CCGACAATTACATCCCTCTAAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATCTATCCCA

CTAATAAAAGTCCCCCCCTGGTGGCAGCAGAGAGAAATATAGACGGAGGGAGAGAAAAATTAAAAAT

ATTTTTTACACACACCTACTTCACTATCAGCGCGGCAACCCTGACGAAATGTTGTGGTTTTATATATAT

GT 

h22   

ACATTTGGGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCATTGCAGCTCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC
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AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTATCTTGGACCC

CAGACAATTCGCCACCTCTAACCCAGCTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATATATTTCA

CTATTTAAAGACTAGTCTTGATGGCCGTTGGGGGGGTCCCAGGGGGGGGGGGGGGCAAATTAAAAA

TTATGTCTACGAAGACACCCTCCACTATCACTGCCACAACCCAGCTAGCAAGTATGTTGTGTATATAA

ACGT 

h23   

ACATTTGGGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGAGGATTCTCAGTAGACAAAGCTACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTCA

TTCTCCCATTCATCATTGCAGCTCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTTTACACGAAACAGGCTGTAATA

ACCCCCTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTAT

TAGGGGTTATCATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTACCTTGGACCC

CCGACAATTACACCCTCGCTAACCCACTCAACACGCCACCACACATCAAACCAGAGTGATATATTCCA

CTATTTGAAGGGCGGCGCTAGCGTATCGTGTGAGAGTTAAAAACATCTTCTCAAAGACTTTATGCACA

CCCCCCTGAGACCTACCCCCCACTATCAAAAAAACAACCCATGCTTAAATTTGTGTTATATAAGATATG

T 

h24   

ACATTTGGGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCATTGCAGCCCTAACTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCCTATATCTCACTTGGGTTTTATTCTTTCCAGACTTATCTTGGACC

CCCGACAATTACTTACCCGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAATGATACATTCC

ACTATTTGAAAGTTCCCCCCgGCTGGCTCTGGGGCGATATAAAACCCTGTCGGAGGGGAGGTTACTA

TCCGAGCGGCGGCCCTATGTTTCACTATCAATAAAACAACCAGAAAAAAAATTTTTTTGAGCACCCAT

GAGT 

h25   

ACATTTGGGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCATTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCCCTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTGGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTATCTTGGATCC

CCGACAAGTTTCACATTCTTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACATTCCA

CTATTAGAAAGTTGAACCAGGTGGCcACTCGCGTGATATAAAACCCTGTGGACGTGCGAGTTAGGGT

GCTTGTGAGAAGAACCGACGGGACTATCAATGCAACAACCAGTAAAAAGACGTGAGCATGCTGATGT

AAGT 
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h26   

ACATTTCCGAGGCGAACCGTTCGGTGGGTCTCCTCCCCCGGTGGTCCCTTTCTTTTTTTAAAACTTAG

GTCCCTGTTCCTGAGGGGGATTCCCAGTAGACAAGGCCTCTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACCC

CTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACATTCCG

ATATTTGCCAATATAGGGGGCCTGCCTTCGGTTGGGAATACAACCAAAAAAGTATTTTTTTATTTTAAA

AAAAAAGCAGCCCGCCCCGCACTATCGGGGGAACCCGATAAAAAGAAAGAATTTCTTTTTTTTTTAAG

T 

h27   

ACCTTTACGAGGGCCCCCGTTCTTTGGGTCTCCTCCCCAGATGTCCCCTTCCTTTTTTCCAGACTTAG

GTGCTGTTTCCTGAGGGGAAAACTCAGTAGACAAGGTTACTTTAACAAGCTTCTGTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCACTGCAGCTCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACCC

CTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCAACACACATCAAACCAGAGTGATACATTCCG

ATATTTACAAATCAATAGCCTCCGCTTTCGGATGGGGATACAACCACAGAGGGATTCTCCTCTTTTAT

AAAAAAAGGAGGGGACCCCTTTCTATCGGGGGGGGCAACACACCAAAGGGAGTATTTCTTTTTTTTAT

GT 

h28   

ACTTTTACACGGCGCCCGGCTCGGTGTGGTATAACCAAAGGGGATCCCTCCCCCCTTAAAAAAAGGG

GCCGCGGTTTGCTGGGGGAGAAAAAAAAAAAAGAATTCCCCAAAACAACAAAAAGGGGGGGTTCCCT

GGGGGATTCCCCTCAAGACTTTTTTTTTTTTTATATAAAAAGGGCGATTTCTTCGGGGAATAAAACAAA

AAAGGTCTTCTTTTTTATAAAAAAAGGGGACCTCAATTCCTTTTTAACCCAAAAAAACTGTCTTTGATTT

TTTAGGGGAAATGATGCTCCTAGGCTTATATCTCACATAAGATTTATTCTTTCCAGACATAACTTGGAC

CCCTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACAACAAACCAGAGTGATACATTC

CGATATTATCCAATGCGGGGCGTTCGCTCGGGGGTGGAAAAAAAACCGAATGTTTTTTTTTTTATTAT

ATAAAAGGGGGAGCACTCCTGGCACTATGTTAAGGACCCTCCCGAAGAGAACAAGGGGCCCCCCGC

AAAAGT 

h29   

ACATTAGCGTGGCGAACGGTTTGGTAGATCTCCTCTCCCTATGCCCCCATCCCTCTTAACAAACTTAG

TTTGACGATCCTGAGGGGGACCTCAAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACCC
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CTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATATATCCCG

ATATTTTACAACCCTTGGCCCCCGGCTTCGGGTGGGATAAAAACCCAGGGGGGGGTCTTTTATCTTT

TTTTTTTACAAGGGCCCCCCCCCCCCCGGGGGGGGGCCTCCCAAAGGGGGGGGGGTTCGGAAAAA

AAAAGT 

h30   

ATCTTAAATGGAGGGCTGGGACCTACATTGCAATTGAAATGGAATGAATGACCGTTACTTATATTTTTT

ATTTAGTAAACCCAATCATTAATCTTCGGCCTTCCCGTCCGAACCACACTTCACAATGATGATAATCGA

TGTCGTAAGCATCCCTACAGGATGGCATCCGTTTATAGTAAAACTCCTCGTTGACATGTTTAGAGGAG

AGTCGATAGGTATGTAGCCTGGTCTGAATCAACTTACTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATTGTG

CGGAAACGTAAAGTGAAGTAAGAGGTAGTAGTAACGTCGGGTCGTATCAGGTAAGGATAAATTTGAT

GCTTTGTCCAAGATGATCGTGTAGATTGACTCACTGTTTTAAGGAAAGTGGGGATGATGTGAAAGTTT

CTCAGATAATCCCCAATAATAAGATCGCTCCCGAATAAAAAAAAAAATTATTTTGGGGAGGATTATACA

AAAAATTCTTTAGGCTCTCCCCACCTACTCTGAAGAACCGATATTTGTACGGTTGGCAAACCCCCTGT

AAGT 

h31   

ATCGTTGCCCGTACCTCCCTCTTGTCCGTCCGTCTTCACTGGACTTGTTGGTAGAGTCTTGAAATTTA

AATTCAGGGCGCGCCCGCACTAGTTGGTCTCGCCAGGGAGGGCACcACACTTCACCATGATGTTATT

CGGTGTCGTAAGCATCCCTACAGGATGGCATCCGTTTATAGTAAAACTCCTCGTTGACATGTTTAGAG

GAGAGTCGATAGGTATGTAGCCTGGTCTGAATCAACTTACTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGGTATT

GTGCGGAAACGTAAAGTGAAGTAAGAGGTAGTAGTTACGTCGAGTCGTATCAGGTAAGGTTAAATTT

GATGCGTTGTCCAAGATTATCGTGTACATTGACTCACTGTTTTAAGGATGATTAAAATTTTTGTTTTTTT

TTTCACCCCCCCCCCAATTTTGTCCCCGGCTCTGGAAGAAAAAAATTTTTTTTTTGGGGGGGATTATA

CCCCCCATACGTTAGGGTCTCCTTCACTACTCAAAAGAAAAGATGAATACGGGGTAGGGACCACCCC

TGTAAGT 

h32   

GATTTCTTTCTTTGGCGTTGTGGGGGCATCCTCTTTCCTAAAGAACCTGGTGATCTATACGAATTCAA

GATCGCGAATCTGAGGGTAAGGATGACTAGGCTCCAGTATGTAAGCACTCTTCGATGGGATGATATT

CGCATTCGGATACCTCCCTGCAGGCATCCTTCCGTCTGCGTTTCTACCTCTCGCACACATATATTTAG

GTCAGGTATCAGGTCCGCAGCCTGGGCCAAATTTACTCCGTTAGTTATCACACTGTCAATGTGGGGA

TGGAGAGGGTCGCAGTTTTTTGTCTCTAGTATTTGTTGCGTTGAGCTGAAACGTGTAAGTTTAAATTT

GATACGTAGTCCTAGATGCTTGCGTCCCTGCACTCGATGTTTCTATTATTATGGGGTAGTTGAAAGAA

GTTTTCATAAACTCCGCCGTAAAAGGGTCGCTCCCAGATCCAAGAATAACCCGCCGCAGAGAAAGTT

ATTGAAATGGAGTCCTATGTTGGTGCACACTACTCCGCGTATATATTGTTTATATCGGTGGGGGGGGA

GCACCCATG 

h33   

CTTTTTGATCGTAGTCAGCTTAGAGTCTGTTTAATTAATTAAGTCGTTGCTTACTATTGGAGGTACCGC
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ACTCAGAATCTGAGGGTTAACCTTACGAAGGTCGAGTACTCCAACACGCTTGGCAATGATGATATTCG

GAGTCGTAAATATCCCTGTAAGCATCCTTCCGTTTACGGTTCTACTCCTCGCACACATGTTTTTAGGT

CAGGTAACAGGTCCTTAGTCTGGGTCAAACTTACTTCGTTATTCCCCGCACTGTCACGGTGGTATTGG

AGGGGGTCGTAGTGTTTTTTCACTAGTATTTGTTGGGTGGGGCTCTATTGGGGAAGTTTAAATTTAAT

ATGTTGTTGTAGATTCTCGTGTCCGTGTACTCACTGTTTTAATTATAATGGGGTAGTTGAAAAAAGTTT

TCAGAAACTCCGCCGTAAAAGGGCCGGCTTCAGAAACAAGAATAAACCGCCCTAGAGAAAGTTATTC

CCAAAAAACTCGAGGGTTTATTTGACTACTCCAAATTTATATTTTTTATTGTGTAAAAGAACCCCCCCA

TGGT 

h34   

GATCGTGTTGCGGTGTTTGGATAATCATCTTATTTATGTTCGTACGACCTTTAAATTTTGGCTTCTTTTA

AGCTGAATCAAGTTAGCAATTGTTCTTCCCGTGAGTATAATCACACGCTTCTCCATGATGATATTCGG

AGTCGTAAACATCCCTGCAGGAAGGCATCCGTTTATGGTAAAACTCCTCGTTGACATGTTTTTAGGAG

AGTCGATAGGTCCGTAGCCTGGTCTGAATCAACTTACTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATTGTG

CGGGGTCGTAAAGTGTTGTAAGAGGTAGTAGTAACGTCGGGTTGTATCGGGTAAGGTTAAATTTGAT

GCTTTGTCCTAGATGATCGTGTACGTGGACTCACTGTTTTAATTAAAGTGGGGTAGTTGAGAAAGTTT

TTCAGAAAATCCCCCATAAATAGGTCGCTCCCAGTCGAAAGAATAACCCGCCTTTGAGGAAGTTATTC

CAAAAAAAAGTCAGGGGATCTTACACTATCACAAGTCGCCGGGGTTAGTCGGGTGGCGGGAACCCC

TGTAAGT 

h35   

GGGCGCTAGTAAGGCTCATATCGGAGGACGTCGCGCCAACGATGTGCGCTTACTGGAAGAAAACCC

GCCCCATCGACTCTCGTGAAGTCCCCCGTCTGGCAGAACTCCTTTGGCACGAGTCCtTGGGGTCTAG

TCGGGGGCCCGACGTCAAATCCCGGCCCTGACTATTACTATTTTTTTGTCCGTAGGGGGACAGGGTT

CTCGCGTTCCTTTAAGCACCTACCCTAACTGTGGCAAGGACGAGTTGGTGCCCTATTTTCTTTTAGGA

GCCCCCCCAGAAGTAGCTGCGGGCCGGGGCCCAAGAATTCCTTCTCTCTTGGACAACAAAGGGGGG

TTTCTAGGGGGGGGGGAAAATATTTTTGTTGAAACAAAAAAAGGGGGTTGGGGGGGGGGAAAATTAT

TTCTCTTTTTGGGGGAACAAAAAAAAAGGTTTTCCCCCCCGGGGAAAAAATTTTTTTTTTTTGTGGAAA

ATTATTCCAAAAAAAAGGTATGGTCCCCCCCACTACTCAATGCAAATTTGATCAGTCGGGGGAAAAAA

ATTTTTTTTGGT 

h36  

AGTGTTGGGGTTTTCGCGGTGCCTCAGGGGTATGTTTCCTTCTTTCCCCATTCCCCTTGGGAGCGAT

GTCTCCCGGGCTCCTTAGGTTTTAAATTAGGGAAATATCACTCTGGCACTTTGATGTGTGGTGGGGT

GGGGGTTTGGGGGAAACGTTGGGCCCTTAGCGGTTGTAATTGTCCGGGGTCTCCAAGAATATGGAA

AGAATAAAACAAAAGAGATATAAGCCTAGGAGAACAAAATCCCCTAACAGATCCTCTACACTGTAGTA

GGGGTATCAAAGATTTTGTCACAGTTAGATGGATGCCTAGTGGGTTGTTAGACCTTTTCGTGTATAAA

TAGGATGCGAGACTATAGCTAGAGCCTTGAAAGAAGAAGTGAAATGCAAAGAAGCGTGTTAAAGTGG

CCTTGTCTACTGAGAATCCCCCTCAGATTCCTAAGTCTGGTCCGATGTATGGGATAGCTGAGAGATA
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GTTATTTTGTAATTACAGTACTGCTCCTCCCACTACTCAAAATATATTCTGTCGATCACGTTGTAGGAC

ATAACCTACGT 

h37  

ATCATTTTGAGGAGCAACTGTAATTACAAATCTTCTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAGT

TGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTCA

TTCTTCCATTCATCATTGCAGCTCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAAAGGGTTCTAACA

ACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTAT

TGGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTACTTAGGGACC

CCGACATTAACATACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGATTGATTCTTTCCA

CTAATTTAAAAGACCTTGTGATCTACCGCCAGCGAGCTGTACTAGATAGCTGCGTAAGTCTTACTGAC

CTTATTACTGATCGTGACTGGATGAATCCATGCGTCCTACGGGACAAGCGTAGCGCTTTGCCGCATG

CAC 

h38   

ACATTTGGGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCATTGCAGCTCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTATCTTGGACCC

CAGACAATTCGCCACCTCTAACCCAGCTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATATATTTCA

CTATTTAAAGACTAGTCTTGATGGCCGTTGGGGGGGTCCCAGGGGGGGGGGGGGGCAAATTAAAAA

TTATGTCTACGAAGACACCCTCCACTATCACTGCCACAACCCAGCTAGCAAGTATGTTGTGTATATAA

ACGT 

h39   

ACATATTAGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAGT

TGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTCA

TTCTTCCATTCATCATTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAACA

ACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTAT

TAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTTTTTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTATTTTAGACCGAT

GAGAATTACACACCTCTAGACCCACTCAACACCCCACCACAAATGAAACCAGAGTGATACATTCCACT

ATTTAATGAGCCCCCCCGACTAATCTCGCGGGGGAAATCAACCACTCAGGGGAGACTTTACTCACAC

AGGGGGGGGAGGCCTATTACACTATCAAAAAACTATTCTGTCCTTAAATTTTTTTTATACACATTCCGT 

h40   

ATTACTTCGAGGCGAACCGTTCGGTGGATCTCCTCTCGCGATGCCCCCTTCCCTCTTAACAAACTTAG

GCCCCTGTTCCTGAGGGGGACTCTCAGTAGACAAGGTCCTTATTACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA
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TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACCC

CTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTTCCG

ATATTTGCCAATCTAGGGCGCCCCCCTTTGGATGGGAAATCAACACAAGCGGTATTTTTTTACTTTTTT

AAAAAAGGAGGCCGGCCTTAACTACTGGGGGGAACTAGAAAACAAAAGAAGTCTCTCTTTTTATTTAG

T 

h41   

ACTTTTACGAGGCGAACCGTTCGGCGGGTCTCCTCCAGCGGGGGTCCCTTCCTTCTTTACAAACTTA

GGCTGCTGTTCCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTT

CATTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAA

CAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCT

ATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACC

CCTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTTCC

GATATTTACCAATATAGGGCGCCCGCCTTCGGATGGGGATACAACCAAAGGGGGACTCCCTTACTAT

AAAAAAAAAGGAGGGGCCCCCCTTCTACGGGGGGGAACTAGAAAACCCAAGAGGGGTTTCCCCCTA

TAAAGT 

h42   

ATCTTTCCGTGGGACACGGTTCGGTGGGTCTCAACCCCAGGTGTTCCCTTCCTTTTTTTAAAACTTAG

GGCCTGGTTCCTGAGGGGGAAACTCAGTAGACAAGGTTACTTTAACTCGCTTCTGTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACCC

CTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTTCCG

ATATTTGCCAATCTAGGGCGCCCGCCTTTGGATGGGGATCCAACCGAAGGGGGGTTCCCTTATTTTA

AAAAAGGGGGAGGCCCCCTCTCTCTACTCGGGGGAACAAAAAAAAAAAAGGGGGGTTATCTTTTAAT

AAGT 

h43   

AATACTTCGAGGcAACGGTTCGGTGGGTCTCCTCAAGGGGGGACCCCGTCCCCCTTTCCAAACTGAG

GCGGGTGGGCCTGGGGGAAAAAAACGGAAGAGTGGGTTCCCAACTCACCCGGCGGGGCCTTTCAC

TTCGTTCTTCCCTTCATCACTGCAGCCCTAGTCTTAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAAGCCCT

AACAACCCACTAGTTATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACAACACTTTCAAAGAT

CTATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGA

CCCCTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTT

CCGATATATGCAAATATAGGGCTCCTGCCTTTGGATGGGAAAACAACCAAAAGAGAATCCCTTTACTT

TAAACAAGAAAGAGGTCGGGTTTAACTACCTGAAAGCACTAGAAGCGATGCCCAGTGTTTCCCTTACT

AAAGT 
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h44   

CATATTCCGAGGCGCACGGCTCGGTGGGTCTCCCCCCGCGGGGTTCCCTTCCCTTTTTACAAACTTG

GGCGCCCGTTCCTGAGGGGGAAACTCAGGAGATAGGTCCACTAAATTACACTTCTGTGCATTTCACT

TCATTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGTTATAGACCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGACCTA

ACAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATC

TATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGAC

CCCTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTTC

CGATATTATCCAATCCAGGGGCCCCGCCTTTGGATGGGAAAAACACAGAAAGGGAGCCTCCTTACAA

AAAAAAAAAAAGAGGGGCGGGCTTTCTACGGGGGGGGACTAGAGCACCCCCCCGGTGTGTTTTTTTT

TTAAGT 

h45   

CCTACTACTGGCGAAACCGCTCGGTGGGTCTCCACCAGCGGGATTCCCTTCCCTCTTAAAAAACTGG

GGCGGGGGTGCCTGGGGGGGAAACTCAGTAGAGTTGGTTACCAAATTACGCTTCTGTGCATTTCACT

TCGTTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGTTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGATCTA

ACAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATC

TATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGAC

CCCTGACAATTACACACCTGCAAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTTC

CGATATTTGCCAATACAGGGCGCCCGCCTTTGGATGGGAATAAAACCAGAGGGGTACCTCCTTACTT

TATAAACCAAGAAGGGCCCCCCCTCCTACCGGGGGGGACTAGAACCCCCCGAGGGGGTTTTTTTTTT

TTTAGT 

h46   

ACTTATACTAGCcGAAGGGCTCCCTTGGGTAAAACCAGGGGGAGTCCCTTCCCTTTTTACAAACTGG

GCCCCGGCTCCCTGGGGGGGAAAAAAAAAAGAAATTTTCCCTTTTTAATAAAAAGCCGCGCCCCCTC

GGGGGGTAAACCAAAAAAGGTTTCTCTTTTTTAAAAAAAGGGGCCGCTCTCTTGGGGAAACAAACCA

AAACAACCCTCTTTTTATTCTATCTAACCGCCCCCCCCTTCCTTTTCACCCCAACAACACTTTCAAAGA

TCTTTTAGGGGTGATCATCCTCCTAGGCTTATAACTCACAAAAGATTTATTCTTTCCAGACAAAACTGG

GACCCCTGACGATTACACACCTGCAAACCCACTCTACACTCTATCACACATCAAACCAGAGTGATATT

TTCCGAAATTAGCAAATCCCACGCCCCCCCTTCTGAATGAGAAAAAAAACGATTTGTTTTTTTTTTACT

TTAAAAAAAAAGAAGATCTTTTTTAACTACTTTGATAAACTAGAAAAAAAAAGGCGCGTTTTTTTTGTTT

GAGT 

h47   

ACCTATCCGGGGCGAAACGGCTCGTGGGGGTTAACCAAGGGGGGTCCCTCCCTTTTTAAAAACTGG

GGCCGCCTCCCTCTGGGGGGAAAAAAAAGGGGGGGGTTTTCTCATATAAAAAAAGGGCGGGCCTCC

TTGGGTCTTCCAACCAGAGGGGCCCCTcTTTTTTAGTAAAGGGGGCCGGTTTCTTCGGGAAAAAAAAA

CAAAAAACCCTTCTTTTTTTTTAAAAAAGGGGACCATAATTCCTTTTCACCCCAACAACACTTTCAATGA

TCTTTTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTAGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGG
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ACCCCTGACAATTACACACCTGCAAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGACACTT

TCCGATATTTACCAATCCAGGGCGCCCGCCCCCGGATGGAAAAAAAAACGGGAGGGGTTTCCTTTAC

TTTAAAAAAAAAAAACGACCCTTTTAACTACTTTGGAAAACTAGAAAAGAAGAGGGGTTTTTTCTTTTTA

AAAGT 

h48   

ATCCCCCGCGACGCGAAGGGTCTGTGGGGGAAAACCAAAGGGGGCCTCCCCCCCCAAAAAAAATTT

GGGCCCCCCTTTTTTAGGATCCAAAAACAAGGGGTTTTTTTTTTTTTTAAACTGCTTTGCCTTTCACTT

CATTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAA

CAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCT

ATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACC

CCTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAATGATACTTTCC

GATATTAACACATATAGGAAGTCCACTCTGGTTTGGTGATACCACCCAAGGGGTTTTTTTTTACTTAAT

AAAATTGGGACTTTCCCCTCAACTACTTCGAGATTCTGAATCCCCCTATCCTTCTCGTTTGTGATATTG

T 

h49   

ATATTACCGTGGCGCACCGCTCGGTGGGTCTCCTCCCCCGATGCTCTTTTCTTTTTTTACAAACTTAG

GTTGTCGGTCCTGAGGGGGACCTCAAGTAGACAAGGTTCCTTTAACACGCTTCTGTGCGTTTCACTT

CATTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAA

CAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCT

ATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACC

CCTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATATTTCCC

GATATTTGCCAATCTAGAGCCCCCGGTTCTGGATGGGATAAAACAGGGGGGCGGGAGTCTTTACTAT

AAACAAACAAAAGGCCCCCCCCCCCCCCGTGGGAGGTGTGGGCAAAAAAGAAAGGGTGTGTTTATA

TAATGT 

h50   

ATCTTCCCTGGTCGGCCTCGCTCTTCTCCCCCCCGCCGCCCCCCTCCCTCCCCCCCGCCCACATATT

TTCTTTCGTGGGCGCCCCCACTATAGTATGGTCTCCCATCAAGGACCACTCTTCACAATGATGATATT

CGTAGTCGTAAGCATCCCTACAGGATGGCATCCGTTTATAGTAAAACTCCTCGTTGACATGTTTAGAG

GAGAGTCGATAGGTATGTAGCCTGGTCTGAATCAACTTACTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATT

GTGCGGAAACGTAAAGTGAAGTAAGAGGTAGTAGTAACGTCGGGTCGTATCAGGTAAGGATAAATTT

GATGCTTTGTCCAAGATGATCGTGTAGATTGACTCACTGTTTTAAGGAAAGTGGGGATGATGTGAAAG

TTTCTCAGACAATCCCCAATAATAATCTTATTCCCGGGTAAAGAAAATTTTTTTTTTGTGGGGGATTAC

CCACCCAATGCGTTAGGGTCTCTCTAACTACCTTGGAGATATAGAATGCATTCGGTGGGGAAACCCC

GAATATTT 

h51   

AGGAACTTGTACGTGTACCGGGGGAAATTTCTCTATTGTTCGTTTTCTTtTCGTTTATGGATACGCTTG
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GTTTCGTTGATGTGGGCATAGGTCGCAGgTTAAAAGCCTAACGACACTCTTCAACATGATGGTATTCG

GAGTCGTATACATCCCTGCAAGAAGGCTTCCGTTTACGTTTATATTCCTCGTTGACATGTTTATAGAAC

AGTTAATAGGTCCGTAGCCTGGGTTAAATCTACTTCCTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATTGTG

CGGGGTCGTAGTGTTTTGTAACAGGTATTAGTAGCGTGGGGTCCTATCAGGTAAGTTTAAATTTAATG

CTTTGTCCAAGATGATCGTGTACGTGGACTCACTGTTTTAATTAAAGTGGGGAAGTTGTGAAAGTTTC

TCAGAAAATCCCCCGTAAAAAGGTTATTCCCAGATATAGGAGTAACCCGAACTAGAGAAAGTTACTCT

GAAAGGACCTCAGGGGGTTGTCAACTACTTCGCGTATGTGGGTTTTATAAGGAGGGGGGAAACCTAA

TAAGT 

h52   

AGACGTCACGTAAGGTATACTGTATAACAAAATATCTAATGGTATAGTATTAATTTCCTAACCCTCTTTT

GACTGAATCTATACAAGCAAGGTTAATCCTCGGGGGGGGCTCACACGCTTCTAAATGATGATATTCG

GTGTCGTAAGCATCCCTACAGGATGGCATCCGTTTATAGTAAAACTCCTCGTTGACATGTTTAGAGGA

GAGTCGATAGGTATGTAGCCTGGTCTGAATCAACTTACTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATTGT

GCGGAAACGTAAAGTGAAGTAAGAGGTAGTAGTAACGTCGGGTCGTATCAGGTAAGGATAAATTTGA

TGCTTTGTCCAAGATGATCGTGTAGATTGACTCACTGTTTTAAGGAAAGTGGGGATGATGTGAAAGTT

TCTCAGAATATCCCCAATAAGTAATTATTCTCCATGTCGAAAAGCATCCCGCACGTTGTTGGGTACTT

CCCAATGTATGTGAGGGGGTGGCGCACTATCATAAGCTATTTTATTCTAATAAATTTTAGTAATACACA

TACCT 

h53   

ATCTTTACACGGCGCCCGGCTCGGTGTGGTATAACCAAAGGGGATCCCTCCCCCCTTAAAAAAAGGG

GTTGAATGAATCCCGCGGTATTGTTTGGCAGGAGGACTTCCTTTTTGACACAAAGTTGTTTTTAGGCG

GGGTTTACTGTTCTCCACAGCTAAGTTGGGGGGGAAGAAGGGCGTCCATCCAAATTATGGGTGATCA

AACGCCAAGGTAAGCTCGCGGCAAGGAAAAAACAACGGTTCTTTATGCCTTTTTTTCGACGGAGGCG

GCGCGTCTGCGCCCTTCACTATGCATAAGAAAAAGCCAAAGCACCTTCTATTCAATCAGCACCACGG

AAAGGGTTCGGGTGATAAATAGACGGAACCTTCAACTGAGAACCGATTCCATTTAGGGTTCTGAAGT

GCCCTTGCGAAAAACGGCATTCTTACGGCCCATAATTGGTTTTAAAGATATGTTTGTTTAAATGGTTAA

TAGCCTTTCCAGAATTAATACCTTACTTTCCCCCTACTCGCTTTTTGGACTTGGTCGCCGGCTTGATG

ACCAATCAGT 

h54   

ATCTTTACACGGCGCCCGGCTCGGTGTGGTATAACCAAAGGGGATCCCTCCCCCCTTAAAAAAAGGG

GCCGCGGGATACCCCCAAAAAGGCGTGAAAAGAAAAACCCCCCTTGAACACCAAACGGATTTTAATT

CCCTTTTAAAGAAGGGGGCTGCCCCCCCCCCCCTAAACAACCCCCTATTTTTTTTTTAAATTTTTTTAA

ATTTTTTTTTATAACCCCCCCCTGAAAACCCGTTTTTTTTTTTTTAAATGGGTTTTATCAGCGGGAGTAT

ACCTGAGCTCATCATTCATTATAAGAAAAAATTAAATCCGCTTTCCCTCTATTATTACCATCATTAGGAT

TTTATTTTTCAATAGAATGAAGCATCATTTTATCTCAGATAGAATTTAGGGCTCCCGTAACTTTTTTTGT
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AGCAACAGGATTTCACGGACGAATTATTGGTTCTACGTTTCTTTACTTTTATATGTTTAATTGAATTATT

AACTACTTAAATCCTTTTTCCTCTACTCACATTTTGGATTTGAGCAGTAATATTCCGACCAATGAGT 

h55   

AGTGTTGGGGTTTTCGCGGTGCCTCAGGGGTATGTTTCCTTCTTTCCCCATTCCCCTTGGGAGCGAT

GTCTCCCGGGCTCCTTAGGTTTTAAATTAGGGAAATATCACTCTGGCACTTTGATGTGTGGTGGGGT

GGGGGTTTGGGGGAAACGTTGGGCCCTTAGCGGTTGTAATTGTCCGGGGTCTCCAAGAATATGGAA

AGAATAAAACAAAAGAGATATAAGCCTAGGAGAACAAAATCCCCTAACAGATCCTCTACACTGTAGTA

GGGGTATCAAAGATTTTGTCACAGTTAGATGGATGCCTAGTGGGTTGTTAGACCTTTTCGTGTATAAA

TAGGATGCGAGACTATAGCTAGAGCCTTGAAAGAAGAAGTGAAATGCAAAGAAGCGTGTTAAAGTGG

CCTTGTCTACTGAGAATCCCCCTCAGATTCCTAAGTCTGGTCCGATGTATGGGATAGCTGAGAGATA

GTTATTTTGTAATTACAGTACTGCTCCTCCCACTACTCAAAATATATTCTGTCGATCACGTTGTAGGAC

ATAACCTACGT 

h56   

AGTGTTGGGGTTTTCGCGGTGCCTCAGGGGTATGTTTCCTTCTTTCCCCATTCCCCTTGGGAGCGAT

GTCTCCCGGGCTCCTTAGGTTTTAAATTAGGGAAATATCACTCTGGCACTTTGATGTGTGGTGGGGT

GGGGGTTTGGGGGAAACGTTGGGCCCTTAGCGGTTGTAATTGTCCGGGGTCTCCAAGAATATGGAA

AGAATAAAACAAAAGAGATATAAGCCTAGGAGAACAAAATCCCCTAACAGATCCTCTACACTGTAGTA

GGGGTATCAAAGATTTTGTCACAGTTAGATGGATGCCTAGTGGGTTGTTAGACCTTTTCGTGTATAAA

TAGGATGCGAGACTATAGCTAGAGCCTTGAAAGAAGAAGTGAAATGCAAAGAAGCGTGTTAAAGTGG

CCTTGTCTACTGAGAATCCCCCTCAGATTCCTAAGTCTGGTCCGATGTATGGGATAGCTGAGAGATA

GTTATTTTGTAATTACAGTACTGCTCCTCCCACTACTCAAAATATATTCTGTCGATCACGTTGTAGGAC

ATAACCTACGT 

h57   

AGTCTCGTGAGGTTAAGGGGTTTTTGAAAAAAAATTTTCTTCGAACACATACCCCGCGCCCCGGAATC

CCCCCCGACCCCCAGGGATTTTAAAATGGGAAGACCTCACTCTGGCACTTTGATGTGTGGTGGGGTG

TTGAGCTGGGGGGTACGTTATGTACGGGTCGGTTGTAATTGTCCGGGGTCTCCAAGAATATGGAAAG

AATAAAACAAAAGAGATATAAGCCTAGGAGAATAATAACCCCTAACAGATCCTCTACACTGTAGTAGG

GGTATCAAAGATTTTGTCACAGTTAGATGGATGCCTAGTGGGTTGTTAGACCTTTTCGTGTATAAATA

GGATGCGAGACTATAGCTAGAGCCTTGAAAGAAGAAGTGAAATGCAAAGAAGCGTGTTAAAGTGGCC

TTGTCTACTGAGAATCCCCCTCAGATTCCTAAGTCTGGTCCGATGTATGGGATAGCTGAGAGAGAGTT

ATTTTGTAATTACAGTACTGCTCCTCCCACTACTCAAAATATATTCTGTCGCTCACGTCGTAGGACATA

ACCTACGT 

h58   

ATCATTTTGAGGAGCAACTGTAATTACAAATCTTCTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAGT

TGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTCA

TTCTTCCATTCATCATTGCAGCTCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAAAGGGTTCTAACA
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ACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTAT

TGGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTACTTAGGGACC

CCGACATTAACATACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGATTGATTCTTTCCA

CTAATTTAAAAGACCTTGTGATCTACCGCCAGCGAGCTGTACTAGATAGCTGCGTAAGTCTTACTGAC

CTTATTACTGATCGTGACTGGATGAATCCATGCGTCCTACGGGACAAGCGTAGCGCTTTGCCGCATG

CAC 

h59   

ACATTTGGGAGCAGCAACTGTAATTACAAATCTACTCTCAGCTATCCCATACATCGGACCAGACTTAG

TTGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAGGCCACTTTAACACGCTTCTTTGCATTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCATTGCAGCCCTAACTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCCTATATCTCACTTGGGTTTTATTCTTTCCAGACTTATCTTGGACC

CCCGACAATTACTTACCCGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAATGATACATTCC

ACTATTTGAAAGTTCCCCCCgGCTGGCTCTGGGGCGATATAAAACCCTGTCGGAGGGGAGGTTACTA

TCCGAGCGGCGGCCCTATGTTTCACTATCAATAAAACAACCAGAAAAAAAATTTTTTTGAGCACCCAT

GAGT 

h60   

ACCCATCTGTAGGGAAAGGCTCGGTGGGGTTAAACCAGGGGGGTTCTATTTCTTTTTTAAAAAATAGG

CCCCCCCTTCCCGGGGGGGGAAAAAAAAGGGGATTTTTTTTTTTAAATAAAAGGGGGGGGCTTTTGG

GGGGGTAACCCACACAGGAGTTTCTTTTTTTATAATCCATCTCCTATTTCTACGGGAAACACGCCCTA

ACAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATC

TATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGAC

CCCTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATATTTTC

CACTATTTGACCATCCGGGGCTTTGCGCTCCCAGAGGGAGACGCGGAGAATGTGTTTTTTTTTATTAT

AAAAAAAGCCCACCCCCCCCCCCACTACCGAGGGGACCTTTGAAGAGAGGGTTTGTTTTAATTTATAA

ACGT 

h61   

ACTCAAACGTCGGGAGGGGTTCGGTGGGTGTAAACCACAGGGGTTCTATTCCCTTTTTAAAAAATTG

GGGCGTGTTTGCCGAGGGGAAAAAAAAAGGGAGGTTTTTCTCTAAACAAAAAGCGGGGGGTTTCGTT

TGGTTATACCACACATCACTGCTGCTCTTGATATAGTCCATCTCCGATTTCTACGGGAAACAGGGTCA

AACAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGAT

CTATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGA

CCCCTGACAATTACATACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTT

CCACTATTAACAAATCGGGCCCGCGGGTTTGGGGGAGGGAAAAAAAACAGGGGGGGGGTTTTTTAA

AATAAAAAAATTGGAGGGCCCCGCGCACTACCGAGGGGGTCCAACAGTAAGGATTTTTTTTTTTTTAA

TAAATGT 
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h62  

ACCAACACTAGCGTCCGGGTTTGGTGGGATAAAACCAAAAGGGTTCTATTTTTTTTTAAAAAAAAAGG

GGCCCCCCTTTGTGAGGGGGAAACCACAGGGGTTTTTTTTTTTTTAACAATGCTTTGCCTTTCACTTC

ATTCTTCCATTCATCACTGCAGCTCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACCC

CTGACAATTACACACCCACTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAATGATACATTCCA

CTATTATAACATACAGGAACTTCGCTCTGGTTAGGTGATACCACACCAAGGCTTGGATGTTAATGGGG

GTAAGTGCAAGGCTGCCCCACACTACCGCGGCGTCCTGCTCCCCTAAATGCACTAGCGAGTTCATAC

TGT 

h63   

TTCCTTACTAGCcCCCCGGCTCGGTGGGTATCAACCAAAGGGGTTCTATTTCTTTTTTAAAAACTTGG

GGCCCCCTTTCTGAGGGGAAAAAAAAAGAGAGTTTTTTTTTTAAAAAAAATGGGGGGGGTTTCACTTC

ATTCTTCCAAACATCACTGCAGCCCTAATTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAAC

AACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCTA

TTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACCC

CTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTTCCA

CTATTAGCCAATCCCGGGCGCCGCCCTCCGGGAGGGAATACCCCCGCCGGGGGGGCCCTTTATTAT

TAAAATTCCCCACCCCCCTCTGCACTATCCCGGGGGTCCAACATCACCCCGAAGTGGGGGTTGGTTT

AATGT 

h64   

ACATTACCCAGGGGAACCGTTCGGTGGGTTTCACCCACCGGGGTTCTATTTCTTTTTTAAAAACTTGG

GCCCCCCTTCCTGGGGGGAAAAAAAAGGAGATTTTTTTCTTATAACAAAAAGCTGTGGGTTTCACTTC

ATTCTTCCCCCCAGGGCTGCTGCTTTTGTTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGCTCAAA

CAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCT

ATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACC

CCTGACAATTACACACCCACTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACATTCC

ACTATTTGCCAATCTAGGGCGTCCGCCTTGGGATAGGGATTCACCCCACGGGGGCACCCCTTATAAT

AAAAAACTTCGAGGGACCTCCTCACTACTGGGGGGGTCCAACAACCCCAAAGGGGGTTTTTTTATAT

AAAGT 

h65   

ACATCTACGTGGCGAACGGTTCGGTGGGTCTCCACACCCGGGGTTCTATTCCTTTTTTAAAAACTTAG

GGCCCCCTTCCTGAGGGGGACCTCAAGTAGACAAGGCCCCTTTAACACACTTCTTTGCGTTTCACTT

CATTCTTCCATTCATCACTGCAGCCCTAGCTATAGTCCATCTCCTATTTCTACACGAAACAGGTTCTAA

CAACCCACTAGGCATTCCATCTAACTGTGACAAAATTCCTTTTCACCCCTACTACACTTTCAAAGATCT

ATTAGGGGTTATTATTCTCCTAGGCTTATATCTCACTTTTGTTTTATTCTTTCCAGACTTAACTTGGACC
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CCTGACAATTACACACCTGCTAACCCACTCAACACCCCACCACACATCAAACCAGAGTGATACTTTCC

ACTATTAGCCAATCTAGGAGGCAGGGCTTTGGAAGGGAGCAAGCCCCGGGGCGAGTTCCTTTATTTT

AGAGAAGTGTGAGATACCTCTGCACTATCCGGGGTGTCTATTGAAAAAAGAAGAGGGGTGGCAAAAA

AAGGT 

h66   

ATCTTAGCTCCTTCGCTTTGACTTTAATTTCAAAGGAAATGGAATAACTACCTGTTACTTATAGTATTTA

GTTCGTCAACTAAATAAATACTCGGTGGTAGTCGGTTAAGGACCACTCTTCTTAAAGATGATATTCGAT

GTCGTAAGCATCCCTACAGGATGGCATCCGTTTATAGTAAAACTCCTCGTTGACATGTTTAGAAGAGA

GTCGATAGGTATGTAGCCTGGTCTGAATCAACTTACTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATTGTGC

GGAAACGTAAAGTGAAGTAAGAGGTAGTAGTAACGTCGAGTCGTATCAGGTAAGGATAAATTTGATG

CTTTGTCCAAGATGATCGTGTAGATTGACTCACTGTTTTAAGGAAAGAAAGGATTTTGTGAAAGTTTCT

CAGACAACCCCCAATATTTTTCTCGCTCCCGAATAAAAAAAAATTTTTTTTTGGGGGGGATTAACCCCC

CCATGTGTTAGGCTCTCCCGCACTACCCGGGAAATATGATATGAGTGCGGTTGAAAAACCCTCAATA

CTT 

h67   

ATCCTAGCTTGTGCACGTCATGTCTCCGTCCGTTATCACCGAACTTGTAGGTAGAGTCTTTTCGTCTT

AATTCCGGGCCGATTAGTACCAGTTTTGTTCGACCGGATTAGAACcACACTTCTTTATGTTTATATTCG

GTGTCGTAAGCATCCCTACAGGACGGCATCCGTTTATAGTAAAACTCCTCGTTGACATGTTTAGAGGA

GAGTCGATAGGTATGTAGCCTGGTCTGAATCAACTTACTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATTGT

GCGGAAACGTAAAGTGAAGTAAGAGGTAGTAGTTTCGTCGGGTCGCATCAGGTAAGGTTTAATTTGA

TGCCTGTATATATATTATAAAAAAGATGGGTTCTCCCCCCCCCGGTAAACAAAAATTTTTTTTTTTTGG

GGCAAAAACAACCAGGGGTGGCCCCCGCTCCCGGAAAAAAAAAAATTTTTTTTTGGGGGGGATTATA

CCACCCATGTGTTAGGCTCTCCTGCACTACTCGGAGAACCAGATGTAAACGTGGTCGGAACCCCCCT

CATACTT 

h68   

GTTTCCTTTTCAAGCCGCCGGGGGGGGGTCCCTTTTCGTAAAGCCTCTAGAAGTCTATATGAATCCA

AACTCCCGAATCCCCCCCTGGTGAAGGCTAAGCTGTAGGATCTTAACAGAACCCGATATGATGATATT

CGGATGCTGAAATATCTCTGTAAGAAGGCTTCCGTTTATAGTTATATTCCTCGTTCACATGTTTATAAA

ACAGGTAACAGGTCCGTAGTCTGGGTTGAATTTACTTCGTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATTG

TGCGGGGTAGTAGTGTTTTGTAACTGGTATATGTAGCGTGGAATTCTAATAGGTAAGTTTAAATTTAAT

GCTTTGTTGTAGATTCTTGTGTACGTGTACTCACTGTTTTAATTATAATGGGGTAGTTGAGAAAGTTTT

TCATAAAATCCCCCGTAATGGGGTTATTCCCAGATAAATGAGTGAACCGAAGTATAGAAAGTTATTCT

GAAAGAATTCGATGGTTTGTTACACTACCTCGCATATATAGTGTGTATATCGTTGGGGAAACCGCATG

CACT 

h69   

AAGTTGGAAGGTCGTCATGTTGGGGACTGATCCGTCCTCAAGACCCCTGTTTAGCGATACAAATTGG
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GACCTGGGAATCGTATGTTGAGTTTTTGGAAGGGGAGGCTCGGTGACAGGCGTCGAGGTGCTGTCA

TTTGGATTCGTATATATCCCTGCAAGCAGCCTTCCGTTCACGGTTCTACTCCTCGTTGACATGTTTTTA

GGACAGTTATCAGGTCCGTAGCCTGGGCTAAACCTACTTCCTTAGCTCCCACACTGTTCCGGTGGTA

TTGTGCGGGGTAGCAGTGTTTTGTCACTAGTATTTGTTGCGTGGAGCTCTATCGGGTAAGGTTAAATT

TAATACGTTGTTGTAGATTCTCGTGTCCGTGTACTCACTGTTTTAATTATTATGGGGTAGTTGAAAAAA

TTTCTCAGAAACTCCCCCGTAATGGGGATATTCACAGAAACATGAGAGAACCGCAGTAGAGAAAGTTA

TTCTGGAAAGGCCCCAGGGTTTATCCTACTACTCCGCGTGCATTGCGTGAGTGAGGTGTGGCGAACC

TAACCTACT 

h70   

AGAACGGATAGGAGATGTCTCAAGTGCGATTCCTCCCGGATGATAGTCGTCAGAGGCTTTCGAGTGT

GGGACCGGCGTATGAGTGAATGTGACAGATTGCATGGCTACAATTGCAGGCGTTGATCCTCTTcacTT

CTTTAAGGGAAAAAGAAAAAGACCACTACTCACCGGTGCGGGGGTAACACTATCCAGTTCTCAACCG

TGAAAAAGGCCAGGTTCTCAGCTCTGGCTGAACCAAGCAGGGCAGCACTACTACTGGGAAGCCTGC

GTTTCATCTACAGGTGATGCAATTGGAGCCCTGTGTCACGAGCAAGTGGTGGTGTGTGTGTGTGTGT

GTGTGTGTGTGTACGCCCGCCCGCGCGTCTCCCCCTTCAAGCGCACACGAAAGACTCAACCAGAGA

GATGTGTTCAAAAAATATTTTTTTATACACACCTTATTCTCACGCGCACCCACACGTGCTGTCTATATA

TTTATTGTATAATTACAGTACTGCTCCTCCCACTACTCCATACTCCAACCAACGAGCTTAATATTCCGA

CCAATCAGAGT 

h71   

ATTTTTTCCCGGAAGGACCGGTGGAGTTCTTCTTTCTATTCCTATTCAAGTCGCCCATAAGTATGACTT

CTGCTGAATCGTATGTTAGGGTTTACTAATAACAAGTCGCATAACAGGCGCTCTAATGATGTTATTCG

GTGTCGTAAGCATCCCTACAGGAAGGCATCCGTTTATAGTAAAACTCCTCGTTGACATGTTTAGAAGA

GAGTCGATAGGTATGTAGCCTGGTCTGAATCAACTTACTTAGCTCCCTCACTGTTCCGGTGAAATTGT

GCGGAAACGTAAAGTGATGTAAGAGGTAGTAGTAACGTCGAGTCGTATCAGGTAAGGTTAAATTGGA

TGCTTTGTCCAAGATGATCGTGTAGATTGACTCACTGTTTTAAGGAAAGTGGGGAAGATGTGAAAGTT

TCTCAGATAATCCCCCGTAATAAGATTATTCCCGGATATATGAGTGAACCGAAAATAAGAAAGTTATTC

TGAAAGAACCTCAGGGGTTGTTACACTACTCCGCATATATTGTGTGTAAGGTGTGTTAAAAAACCCCC

TACGT
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CONCLUSIÓN GENERAL 

 

En estudios de genética de poblaciones, la utilización del marcador molecular adecuado  

según el tipo estudio a realizar es un prerequsito importante para la obtención de resultados que 

resuelvan de manera precisa la pregunta que se hizo. Así, si se pretende realizar estudios para 

evaluar las consecuencias que la perturbación de un habitat tienen sobre la variabilidad 

genética de las poblaciones en un tiempo reciente (<200 años), los microsatélites representan 

una herramienta óptima. Sin embargo, con el ADN mitocondrial también se pueden evaluar 

esas consecuencias pero en un tiempo evolutivo mayor. El análisis e interpretación de los 

resultados con uno u otro marcador debe basarse en el poder de resolución de éstos. 

 

Las librerías de microsatélites, por su reciente auge, aún son caras para realizarlas y los 

cebadores deben ser específicos para la especie de estudio y se deben de utilizar varios pares 

de éstos para obtener mejores resultados (>10 pares), lo que limita su uso; aunque actualmente 

con mayor frecuencia se han estado describiendo librerías de microsatélites para diferentes 

organismos. Por el contrario, para el ADN mitocondrial existen cebadores universales, lo que 

permite utilizarlo en diferentes grupos taxonómicos y con un par de primers se pueden obtener 

buenos resultados, aunque la secuenciación es más delicada que para los microsatélites.  

Por la problemática biológica actual, es decir la amenaza de muchas especies del planeta, 

es necesario hacer estudios dirigidos a resolver de manera rápida y eficaz los problemas 

actuales de perturbación antropogénica del habitat. Por lo cual, se debieran conjuntar estudios 

tanto con marcadores mitocondriales como nucleares (i.e. microsatélites) para poder tener un 

panorama más amplio de toda la historia de la población. De esta manera, las acciones de 

conservación podrían estar dirigidas a proteger los remanentes de aquellas poblaciones que 

han sido ricas en diversidad genética, para tratar de recuperar esta diversidad o evitar que se 

pierda; y para las poblaciones genéticamente poco diversas, evitar que la perturbación afecte 

sus niveles de diversidad, porque podrían disminuirlos  a tal nivel que las lleven a la extinción. 

 

Finalmente, hay pocos estudios sobre genética de poblaciones de roedores, por lo que el 

presente estudio representa una gran contribución pues se realizo en sitios donde la 

fragmentación del habitat se sabe que ha afectado los niveles de abundancia de la especie. Por 
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lo que sería de gran interés evaluar el efecto de esta fragmentación en los niveles de 

diversdidad genética actuales 

Creemos que debido a que existen varias técnicas moleculares,, aunque ninguna de 

ellas es ideal (Müeller y Wolfenbarger 1999), es necesario tomar en cuenta la finalidad y la 

resolución genética deseada, así como los costos, antes de elegir una técnica.Pero esta 

argumentación sobre la selección de los marcadores molecualres no la has derivado de tu 

revisión. 

 

BIBLIOGRAFÍA 

Achard, F., Eva, H. D., Stibig, H. J., Mayaux, P., Gallego, J., Richards.,T. y J.P. 
Malingreau. 2002.  Determination of deforestation rates of the world’s humid tropical forest. 

Science 297: 999-1002. 

Ceballos, G. y G. Oliva. 2005. Los mamíferos silvestres de México. Comisión Nacional para 

el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. México. 985 Pp 

Dirzo, R. A. Aguirre y J.C. López. 2008. Diversidad florística de las selvas húmedas en 

paisajes antropizados. Investigación  1: 17-22- 

Eguiarte, L.E. V. Souza y X. Aguirre. 2007. Ecología molecular. Secretaría del 

medio ambiente. Instituto Nacional de Ecología. Universidad Nacional Autónoma de 

México. Comisión Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. México. 

592 pp.  

Fitzpatrick, B.M. y H.B. Shaffer. 2007. Introduction history and habitat variation explain 

the landscape genetics of hybrid tiger salamanders. Ecological Applications 17(2): 598-

608. 

Hurst, G.D. y F. Jiggins. 2005. Problems with mitochondrial DNA as a marker in 

population, phylogeographic and phylogenetic studies: the effects of inherited 

symbionts. Proceedings of the Royal Society: B. 272: 1525-1534. 

Masera, O.R., M.J. Ordoñez y R. Dirzo. 1997. Carbon emissions from Mexican forests: 

current situation and long-term scenarios. Climate Change 35: 265-295. 

Suunucks, P. 2000. Efficient genetics markers for population biology. TREE (15): 199-203. 



 

Genética de poblaciones de Liomys irroratus | 

 

96

Withmore, T.C. 1991. Invasive woody plants in perhumid tropical climates. In: Ecology of 

biological invasions in the tropics. ed Ramakrishnan, P.S. pp. 35-40. International Publications, 

New Delhi. 

 
 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción General
	Capítulo I. Estudios con Microsatélites en el Orden Rodentia
	Capítulo II. Relación entre la Perturbación de una Selva Seca y la Estructura Genética Poblacional de Liomys Irroratus
	Conclusión General
	Bibliografía

