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Resumen 
 

Las poblaciones de vertebrados en islas se caracterizan, entre otras cosas, por presentar 

pérdida de diversidad genética, incremento de la endogamia, susceptibilidad a enfermedades y flujo 

génico reducido. Esto se debe a que en islas se presentan condiciones particulares de limitación de 

área, bajo número de especies, fragmentación del hábitat y poblaciones, extinciones locales, y eventos 

de dispersión y colonización. En este trabajo se analizó la diversidad y estructura genética de 

Oryzomys couesi cozumelae (sin. Oryzomys palustris cozumelae), una subespecie endémica de la isla 

de Cozumel clasificada como amenazada, por medio de 5 loci de microsatélites. También, se comparó 

filogeográficamente a la población isleña respecto a las poblaciones en la península de Yucatán y de 

Chiapas por medio de la secuenciación de una porción del gene mitocondrial citocromo b. Las 

muestras de ADN se obtuvieron de 228 individuos capturados en 8 sitios en el centro y 4 sitios 

ubicados en el N, NW, E y S de la isla de Cozumel. Además, se obtuvieron muestras de ADN de 5 

individuos provenientes de Campeche y 5 de Chiapas. Se presentaron altos valores de diversidad 

genética por locus y en todos los sitios de la isla (HNei= 0.689). La mayor parte de la variación se 

encontró distribuida dentro de los sitios (97.12%) según un análisis de varianza molecular, aunque un 

menor porcentaje, pero significativo, se encontró entre las subpoblaciones (2.88%, P< 0.001). El flujo 

génico estimado entre sitios fue alto, pero algunos de ellos presentaron diferenciación genética 

significativa. Incluso, se presentó una correlación significativa entre distancias genéticas y geográficas. 

Sin embargo, un análisis de agrupamiento bayesiano indicó que los individuos no pueden asignarse a 

una u otra población por su composición de alelos. A pesar de que Cozumel puede verse afectado por 

huracanes, introducción de especies exóticas, perturbación y fragmentación de hábitat, las 

subpoblaciones de O. c. cozumelae no se han visto genéticamente afectadas según lo esperado para 

especies isleñas. Por otro lado, el análisis filogeográfico mostró que la población de Cozumel presenta 

varios haplotipos y se encuentra más cercana genéticamente a las de Campeche, pero no forman un 

grupo monofilético, lo que puede indicar múltiples colonizaciones. Las muestras de Chiapas se 

separaron en dos grupos más distanciados: un grupo apareció más cercano a las muestras de 

Campeche y Cozumel, y otro grupo quedó más distanciado genéticamente y corresponde a las 

muestras más alejadas geográficamente en la costa del Pacífico e istmo de Tehuantepec. El origen de 

la población isleña se encuentra en la península de Yucatán, pero es necesario ampliar la muestra 

continental para dar una explicación más detallada. Finalmente, es indispensable considerar la 

información sobre la estructura y diversidad genética de esta especie en los esfuerzos de conservación 

de la biota de Cozumel. 

 

Palabras clave: Oryzomys couesi cozumelae, Cozumel, diversidad genética, estructura genética, 

filogeografía, microsatélites, Citocromo b. 

 



Abstract 
 

Island populations are characterized, among other things, by genetic diversity loss, inbreeding, 

susceptibility to diseases and reduced gene flow. This is related to area limitation, low number of 

species, habitat and population fragmentation, local extinctions, and events of dispersal and 

colonization. Here, the genetic diversity and population genetic structure of a threatened endemic 

subspecies from Cozumel Island, Oryzomys couesi cozumelae (sin. Oryzomys palustris cozumelae), 

were analyzed by 5 microsatellite loci. Also, a phylogeographical analysis of the island-continent 

populations was carried out by the sequencing of a portion of the mitochondrial gene cytochrome b. 

DNA was obtained from 228 individuals captured in 8 sites in central Cozumel Island, as well as in 4 

sites at the N, NW, E and S of the island. DNA was also obtained from another 5 individuals from 

Campeche and Chiapas. High genetic diversity was found in every locus as well as in every sampling 

site in Cozumel Island (HNei= 0.689). According to an analysis of molecular variance, most of the 

genetic variation (97.12%) was distributed within sites, although a smaller but significant percentage 

(2.88%, P< 0.001) was found among populations. Gene flow was high among sites, but some of them 

presented significant genetic differentiation, and there was a significant correlation between genetic and 

geographic distances. However, a Bayesian clustering analysis showed that individuals can not be 

assigned to the site where they were sampled using the allelic composition. Although Cozumel Island 

can be affected by hurricanes, introduction of exotic species, habitat perturbation and fragmentation, 

the subpopulations of O. c. cozumelae have not been genetically affected as expected for island 

species. The phylogeographical analysis showed that the island population has several haplotypes and 

is genetically closer to the samples from Campeche, but do not form a monophyletic group wich can 

indicate several colonization events. The samples from Chiapas formed two separated groups, one 

closer to the samples from Campeche and Cozumel, and a more differentiated one that corresponds to 

the more geographically remote samples from the Pacific coast and Isthmus of Tehuantepec. The 

origin of the island population can be found in Yucatan peninsula, but more samples from the continent 

are needed in order to give a more precise explanation. Finally, it is indispensable to consider the 

information about the genetic structure and diversity of O. c. cozumelae in the efforts for the 

conservation of the biota of Cozumel Island. 

 

Key words: Oryzomys couesi cozumelae, Cozumel Island, genetic diversity, genetic structure, 

phylogeography, microsatellites, Cytochrome b. 

 
 
 
 

 



 
I. Introducción 

1.1 Islas: aspectos ecológicos y fragmentación del hábitat 

 El estudio de especies de flora y fauna en islas ha sido importante para evaluar teorías 

evolutivas sobre los patrones y procesos relacionados con la diversidad genética en poblaciones 

naturales (Carlquist, 1974; Williamson, 1981). Asimismo, las poblaciones en islas se consideran 

modelos adecuados para estudiar problemas de conservación dadas las condiciones particulares de 

limitación de área, aislamiento, bajo número de especies, extinciones locales, dispersión y colonización 

(Carlquist, 1974; Avise, 1992). 

Las islas se caracterizan por altos niveles de endemismo de flora y fauna (Grant, 1998), 

resultado de la diferenciación genética de las poblaciones después de su establecimiento a partir de un 

número reducido de fundadores provenientes del continente (Mayr, 1954). A su vez, presentan altas 

tasas de extinción en comparación con las contrapartes continentales por diversas características, 

tales como tamaño poblacional pequeño, pérdida de variabilidad genética, incremento de la 

endogamia, susceptibilidad a enfermedades, poca o nula migración, perturbación del hábitat, e 

introducción de especies exóticas (Coblentz, 1990; Frankham, 1995; 1996; Alcover et al., 1998; 

Burbidge and Manly, 2002; Vázquez-Domínguez et al., 2004). Por supuesto, la magnitud de estos 

efectos puede variar dependiendo del tamaño de las islas (Hinten et al., 2003); en islas pequeñas se 

esperan valores menores de variabilidad genética y mayores niveles de endogamia que en islas de 

mayor tamaño o poblaciones continentales, dado que en general las islas pequeñas no pueden 

sostener tamaños poblacionales grandes y son más propensas a eventos de extinción o cuellos de 

botella (Frankham, 1997; 1998). 

Los parches o fragmentos de hábitat también suelen considerarse como “islas” en términos de 

flujo génico y diversidad genética (Kim et al., 1998). El estudio de las consecuencias genéticas en 

especies que habitan hábitat fragmentados es importante para la conservación. La reducción de la 

dispersión por barreras físicas y el aislamiento por distancia entre poblaciones reducen el flujo génico 

entre éstas, lo que puede resultar en un incremento de la endogamia y la deriva génica. En particular, 

la fragmentación del hábitat por la construcción de carreteras puede limitar el potencial de movimiento 

de las especies, disminuyendo la dispersión y colonización (Primack, 1993). La vagilidad de las 

especies también afecta la estructura genética de las poblaciones, ya que las especies con mayor 

capacidad de dispersión pueden ser menos afectadas genéticamente que especies con menor 

vagilidad (McDonald y St. Clair, 2004). 

A su vez, las islas pueden verse como sitios de protección a corto plazo para muchas especies 

endémicas y continentales debido a su parcial aislamiento. De hecho, sin esta protección muchas 

especies estarían extintas. Es por esto que se ha incrementado el uso de islas para la protección de 

 



especies en peligro o amenazadas, y se ha utilizado a las poblaciones isleñas para iniciativas de 

conservación (Burbidge and Morris, 2002; Eldridge et al., 2004). 

Se esperaría que las especies de pequeños mamíferos que habitan la Isla Cozumel estuvieran 

sujetas a procesos ecológicos similares a los determinados en otras especies de islas y hábitat 

fragmentados, por lo cual el estudio sobre su estructura y diversidad genética, así como su relación 

filogeográfica con su contraparte continental, es esencial para conocer su estado actual y para 

establecer medidas de protección para asegurar su permanencia en la isla.  

 

 
 

 



II. Antecedentes 
2.1 Marcadores moleculares, estructura genética y filogeografía de mamíferos pequeños y 

medianos  

En genética de poblaciones y estudios filogeográficos, la detección de diferencias genéticas 

entre individuos es esencial para conocer la estructura y diversidad de las poblaciones. Los 

patrones de estructura genética poblacional reflejan los niveles pasados y actuales de flujo génico. 

La estructura genética de una población se ve afectada por diferentes factores, entre ellos la 

presencia de barreras físicas para la dispersión, fluctuaciones en la densidad poblacional o 

variación en los patrones de dispersión y sistemas de apareamiento. El uso de marcadores 

moleculares ha permitido, entre muchos otros aspectos, evaluar la variabilidad genética de 

poblaciones y especies, conocer las relaciones filogenéticos e inferir su posible origen (Crozier, 

1997; Loxterman et al., 1998; Vázquez-Domínguez et al., 2001; Vázquez-Domínguez y Vega, 

2006), reconstruir la historia evolutiva (Avise, 1994; 2000), así como determinar poblaciones y 

especies prioritarias para la conservación (Ryder, 1986; Moritz, 1994; Smith y Wayne, 1996). Los 

microsatélites y la secuenciación de regiones particulares del genoma son algunos de los 

marcadores moleculares más populares por las ventajas que presentan frente a otras técnicas 

(Hillis et al., 1996). 

La complejidad de los procesos que han dado origen a la estructura y diversidad genética 

actual de mamíferos pequeños y medianos se refleja en la amplia variación de resultados que se 

han obtenido en diferentes estudios, algunos de los cuales se mencionan a continuación. En un 

estudio comparativo realizado por Loxterman y colaboradores (1998), Oryzomys palustris presentó 

mayores niveles de flujo génico y menor diferenciación genética entre subpoblaciones de islas que 

Peromyscus leucopus. Considerando la mayor densidad poblacional de O. palustris y su 

comportamiento semiacuático, los autores sugieren que su presencia en diferentes islas y su menor 

diferenciación  genética entre islas respecto a lo encontrado para P. leucopus fue resultado del 

movimiento de individuos entre islas cercanas por fluctuaciones de la marea e inundaciones en las 

islas de la barrera de Virginia y en la región sur de la península Delmarva (Loxterman et al., 1998). 

En un estudio utilizando la técnica de RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) como 

marcador molecular, P. maniculatus presentó una alta diferenciación genética entre islas del lago 

Duparquet, Québec y una diversidad genética significativamente mayor relacionada con la mayor 

accesibilidad a éstas desde el continente (Landry y Lapointe, 1999). En este caso, la distancia a la 

costa fue el factor más importante que afectó la diversidad genética dentro de las poblaciones, 

dado que entre más accesible fuera una isla recibiría más individuos. Hinten y colaboradores 

(2003) realizaron un estudio utilizando microsatélites y ADN mitocondrial (ADNmt) para evaluar la 

variación genética de Rattus fuscipes greyii en varias islas y regiones continentales de Australia. 

Encontraron que las islas de menor tamaño presentaron valores bajos de diversidad en 

comparación con las poblaciones continentales, mientras que la isla de mayor tamaño (400,000 



ha), mostró valores de diversidad similares a los continentales. Eldridge y colaboradores (1999) 

encontraron que el wallaby Petrogale lateralis presenta bajos niveles de diversidad genética en la 

población de la isla Barrow en Australia en comparación con sus contrapartes continentales, 

mostrando depresión endogámica por entrecruzamiento. También observaron valores de 

variabilidad bajos para otras islas, por lo que sugieren que es un fenómeno recurrente en la zona, 

cuya contribución a la extinción de poblaciones pequeñas aisladas debe tomarse en cuenta.  

Estudios en hábitat fragmentados y con especies que tienen poca vagilidad sugieren que el 

flujo génico debe ser bajo entre parches, lo que tiene como consecuencia una menor diversidad 

genética y mayor diferenciación entre éstos (Van de Zande et al., 2000; Mossman y Waser, 2001). 

Sin embargo, esto depende de las características de conducta y uso de hábitat de la especie en 

consideración. Las consecuencias de la fragmentación pueden variar dependiendo de ciertos 

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

parches (Goosem y Marsh, 1997; Goosem, 2001; McDonald y St. Clair, 2004). Los movimientos de 

individuos determinan la escala en la que la fragmentación y heterogeneidad espacial afectan la 

dinámica poblacional. Por ejemplo, en un estudio con poblaciones de P. leucopus en parches de 

vegetación rodeadas por matrices de agricultura, pastizales y carreteras (Mossman y Waser, 2001), 

no se encontró evidencia de que el aislamiento estuviera asociado con un decremento de la 

diversidad genética. Sin embargo, a escalas menores se encontró una estructuración genética 

significativa de las poblaciones relacionada con efectos de distancia, mientras que a escalas 

mayores ésta estuvo relacionada con deriva génica y mutación. 

Diversos factores antropogénicos pueden provocar la reducción y fragmentación del hábitat 

y consecuentemente el aislamiento y decremento de las poblaciones, lo que aumenta el riesgo de 

su extinción. Por ejemplo, la musaraña Microtus oeconomus en Holanda se encuentra distribuida 

en varias poblaciones fragmentadas y localmente amenazadas por factores antropogénicos (Van 

de Zande et al., 2000). El uso de microsatélites reveló que cada población cuenta con niveles 

relativamente altos de variabilidad y baja diferenciación genética. Sin embargo, la baja 

diferenciación entre poblaciones puede ser resultado de su reciente fragmentación, por lo que la 

continua destrucción del hábitat puede aislarlas completamente. De manera similar, el archipiélago 

Alexander en el sudeste de Alaska ha experimentado una intensa perturbación humana por la tala y 

construcción de carreteras, por lo que alrededor del 46% de los bosques originales han 

desaparecido. La ardilla voladora Glaucomys sabrinus está presente en 15 islas de este 

archipiélago. En un estudio con microsatélites se analizó su diversidad y diferenciación genética 

(Bidlack y Cook, 2002), y se demostró que las poblaciones isleñas presentan niveles promedio de 

variabilidad menores que las continentales y diferenciación genética significativa entre algunas de 

ellas. También se observó cierto patrón de aislamiento por distancia entre poblaciones isleñas, por 

lo que los autores concluyen que su origen no es reciente y hay poco flujo génico a larga distancia 

entre estas poblaciones. 



Los cambios ambientales a lo largo del año pueden afectar las densidades poblacionales. 

Éstas pueden aumentar o disminuir durante las épocas de lluvias y secas, respectivamente, debido 

a la disponibilidad de alimento, agua y temperatura, entre otros. La disminución de la densidad por 

eventos naturales o antropogénicos aumenta la consanguinidad de las poblaciones, lo que a su vez 

afecta los niveles de diversidad genética disminuyendo el número de heterocigotos y aumentando 

la endogamia (Vázquez-Domínguez et al., 1999). La endogamia es un fenómeno que no puede ser 

descartado como un factor en la extinción de especies isleñas dado que reduce el éxito 

reproductivo (Frankham, 1998). 

En estudios filogeográficos utilizando ADNmt también se han observado una gran diversidad 

de resultados para especies isleñas y en hábitat fragmentados. Pope y colaboradores (2000) 

estudiaron la estructura genética poblacional del marsupial Bettongia tropica, el cual presenta una 

distribución restringida a cuatro poblaciones del trópico húmedo del norte de Queensland, Australia, 

y encontraron dos clados claramente divergentes al norte y sur de su distribución, atribuido a 

barreras zoogeográficas, así como una alta diversidad genética de la población del norte. Algunos 

estudios con roedores han analizado los procesos que dieron origen a la diferenciación entre 

poblaciones y sus especies hermanas. Por ejemplo, Peromyscus eremicus tenía una distribución a 

lo largo de la franja costera de la península de Baja California, pero hace 3 millones de años (MA), 

durante la formación del Golfo de Cortés en el Plioceno, su rango de distribución fue fragmentado, 

con consecuente aislamiento por distancia, dando origen a dos especies hermanas, las cuales 

recobraron contacto en la región del norte del Golfo por la regresión de las aguas oceánicas hace 1 

MA (Riddle et al., 2000). Asimismo, Peromyscus furvus presenta una distribución alopátrica en tres 

unidades en la Sierra Madre Oriental aisladas unas de otras por valles, dentro de las cuales su 

hábitat es relativamente continuo. Existen tres subespecies, P. f. atirostris en el norte, P. f. 

angustirostris en el centro y P. f. furvus en la unidad del sur. Harris y colaboradores (2000) 

analizaron la filogeografía de este grupo utilizando el gene mitocondrial citocromo b (cyt b) y 

concluyeron que las poblaciones pueden ser agrupadas en cinco unidades evolutivamente 

significativas (ESU, por sus siglas en inglés) que divergieron en el Pleistoceno temprano. 

En este estudio se pretende determinar la estructura y diversidad genética de O. couesi de 

Isla Cozumel por medio de marcadores moleculares, así como la relación genética con su 

contraparte continental. Los resultados obtenidos serán de relevancia para un proyecto que 

contempla estimar la estructura genética de algunos vertebrados endémicos de Isla Cozumel, con 

el fin de proponer recomendaciones y líneas de acción concretas encaminadas hacia su 

conservación a largo plazo. 

 

2.2 Filogenia y paleobiogeografía de la subfamilia Sigmodintinae 

 Para comprender cómo y cuándo se originó la población de Oryzomys couesi en la Isla 

Cozumel, es importante conocer el origen y distribución histórica del grupo. 



  El origen de la diversidad de especies de la subfamilia Sigmodontinae es controversial 

debido a la falta de registro fósil y al gran número de especies existentes. La mayor diversidad se 

encuentra en la región andina en el norte de Sudamérica. Engel y colaboradores (1998) describen 

tres hipótesis que tratan de explicar el origen de la diversidad y paleobiogeografía de los 

sigmodontinos. Una de éstas, llamada hipótesis de arribo temprano, menciona que éstos se 

dispersaron hacia Sudamérica antes del Mioceno temprano (hace aproximadamente 20 MA) y 

antes de la formación del istmo de Panamá (hace 4 MA, aproximadamente), después divergieron 

en Sudamérica y algunos grupos fueron capaces de regresar a Norteamérica (e.g. Sigmodon y 

Oryzomys). Una segunda hipótesis, de arribo tardío, menciona que los sigmodontinos se 

dispersaron a Sudamérica después de formado el istmo de Panamá, seguido por una rápida 

diversificación en Sudamérica en el Plioceno-Pleistoceno y un movimiento posterior hacia el norte 

del continente. Existe una tercera hipótesis intermedia, la cual menciona que los sigmodontinos 

diversificaron en Norteamérica hace 7 MA y después se establecieron en Sudamérica, donde 

presentaron radiación adaptativa. Un estudio en el cual se utilizaron varios marcadores nucleares 

(Steppan et al., 2004) señala que Sigmodontinae se originó hace 12.3 y 13.1 MA, tras la 

divergencia de Neotominae hace 17.3 y 18.1 MA, y también que un reducido grupo de 

sigmodontinos debe haber arribado y divergido en Sudamérica hace 6 MA, antes de la formación 

de istmo de Panamá. Los datos de Steppan y colaboradores (2004) están en contra de la hipótesis 

de un centro de diversificación en Norte América y apoyan la hipótesis de un modelo de radiación 

sudamericana.  

 Se ha estimado que la divergencia de los sigmodontinos del linaje sudamericano ocurrió 

entre 7.6 y 12.5 MA. Posteriormente el linaje de orizominos emergió y divergió entre 5.1 y 8.4 MA, 

en Centroamérica, antes de cruzar hacia Sudamérica o después de cruzar a Sudamérica en la 

región Andina del norte (Engel et al., 1998). El registro fósil muestra que los sigmodontinos de 

Norteamérica descienden de Copemys, presente en América hace entre 9 y 16 MA (Mioceno 

tardío). Otros sigmodontinos, que también son ahora neotropicales, se establecieron en el sudeste 

de Estados Unidos y México hace 4 MA, representados por cinco géneros, entre ellos Oryzomys. 

 

2.3 Geología de la Isla Cozumel  

Las características geológicas de la Isla Cozumel se encuentran íntimamente ligadas a la 

historia geológica de la provincia fisiográfica de la península de Yucatán. Probablemente el origen 

de la isla corresponde a un desprendimiento del margen oriental de la península, durante la 

formación de la cuenca de Yucatán, entre el Mesozoico tardío y el Cenozoico temprano hace 

aproximadamente 65 MA (Uchupi, 1973). Las rocas sedimentarias marinas atestiguan un 

levantamiento gradual de la península, por lo menos desde el Oligoceno, hace aproximadamente 

38 MA. La porción septentrional de la península es una superficie nivelada de poca altitud, elevada 



sobre el nivel del mar durante el Cuaternario, hace aproximadamente 2 MA, por lo que ha estado 

sujeta a transgresiones y regresiones (Lugo-Hubp et al., 1992).  

La característica geomorfológica más notoria de Isla Cozumel es la presencia de una 

terraza submarina que en el margen occidental alcanza una profundidad de 20 a 30 m, y 

corresponde a una terraza de erosión, posiblemente originada por la exposición alternada a 

ambientes submarinos y subaéreos durante las transgresiones marinas del Pleistoceno, hace 2 MA 

(Jordán, 1987). La altura máxima de la isla no rebasa los 20 msnm, por lo que durante estos 

eventos la isla debe haber estado temporalmente sumergida. Isla Cozumel se encuentra separada 

del continente por el Canal de Cozumel, con un talud insular de más de 400 m de profundidad que 

elimina la posibilidad de un puente continental y justifica su clasificación de isla oceánica 

(Davidson, 1975).  

De acuerdo con la información geológica sobre el origen de la península de Yucatán e Isla 

Cozumel, su levantamiento sobre el nivel del mar durante el Pleistoceno, así como los datos fósiles 

del género Oryzomys en México, se puede suponer que éste se encontraba presente en la 

península desde hace al menos 4 MA. El levantamiento de la isla durante el Cuaternario y el efecto 

de las transgresiones y regresiones durante este periodo sugieren que la biota de Isla Cozumel se 

pudo haber originado por fenómenos de dispersión desde el continente a través del Canal de 

Cozumel desde el último periodo glacial, hace aproximadamente 15,000 años. La presencia de O. 

couesi en Isla Cozumel pudo ser resultado de la dispersión durante alguno de los repetidos 

descensos del nivel del mar durante el Cuaternario, facilitada por las características natatorias de 

esta especie. Otra posibilidad es que O. couesi haya arribado a la Isla Cozumel en embarcaciones 

con los primeros colonizadores, tal como se ha dado para otras especies de pequeños mamíferos 

(Gündüz et al., 2001; Haynes et al., 2003). El consecuente aislamiento de O. couesi en la isla y el 

tiempo transcurrido desde la colonización, pudieron haber sido suficientes para que las poblaciones 

continental e isleña hayan divergido genéticamente. 

 

 
 



III. Objetivos 
- Determinar la variación genética de Oryzomys couesi de Isla Cozumel. 

- Evaluar la estructura genética de los sitios de muestreo de O. couesi, así como el flujo 

génico y diferenciación entre sitios de muestreo de Isla Cozumel. 

- Comparar genéticamente a O. couesi de Isla Cozumel con su contraparte continental para 

evaluar el posible origen de la subespecie isleña. 

 

 

IV. Hipótesis 
- Dadas las características asociadas a poblaciones naturales en islas, O. couesi en Isla 

Cozumel presentará baja variabilidad genética y alta estructuración.  

- Las poblaciones de O. couesi en la isla presentarán diferenciación genética con bajos 

niveles de flujo génico por la fragmentación del hábitat por carreteras y por la distancia 

geográfica entre ellas. 

- Las poblaciones de O. couesi de Isla Cozumel estarán genéticamente diferenciadas, pero 

más cercanamente relacionadas a las de la península de Yucatán que a las poblaciones 

más alejadas y externas a la península. 

 

 
 



V. Métodos 
5.1 Área de estudio: descripción de Isla Cozumel 

La Isla Cozumel, Quintana Roo, se localiza a los N 20° 28' y W 86° 55' a 17 km de la costa 

oriental de la península de Yucatán, presenta una extensión de 486 km2 (Martínez-Morales, 1996). 

Esta isla alargada, con su eje mayor en sentido sur-norte, es una de las de mayor tamaño en aguas 

mexicanas (Jordán, 1987) y la de mayor tamaño en el Caribe mexicano (Fig. 1). El ambiente es 

netamente marino y se encuentra determinado por el flujo permanente de la corriente de Yucatán, 

que a lo largo del margen de sotavento alcanza velocidades mayores a tres o cuatro nudos en el 

verano (Wust, 1964). 
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    a         b 
Figura 1: Ubicación de Isla Cozumel. a: península de Yucatán. b: Isla Cozumel, Quintana Roo, está ubicada 

a 17 km de la costa oriental de la península de Yucatán. 

 

La actividad hotelera y turística de la isla se ha concentrado principalmente en las zonas 

aledañas a la playa occidental. El crecimiento poblacional y turístico incrementa la demanda de 

suelos urbanos dándose un aumento de la macha urbana de 38 ha por año (Diario Oficial de la 

Federación, 2001). Con poco más de 60,000 habitantes, Isla Cozumel presenta un área destinada 

al cultivo y ganadería pequeña y alcanza 1,200 ha en el año 2002 (datos INEGI). 

Más del 75% de Isla Cozumel presenta vegetación consistente en selva mediana 

perennifolia y subperenifolia, y manglar en zonas inundables y línea de costa (Martínez-Morales, 

1996; Martínez-Morales y Cuarón, 1999). Cuenta con dos áreas naturales protegidas, el Refugio de 

Flora y Fauna Laguna Colombia con 1,114 ha y el Parque Nacional Arrecifes de Cozumel con 



11,988 ha. En el 2001 se decretó un programa de ordenamiento ecológico territorial para la isla y la 

zona de influencia marina. Se distribuyen 26 taxa de vertebrados endémicos, muchos de ellos en 

condición de amenazados o en peligro de extinción según la normatividad mexicana y los listados 

internacionales, de los cuales existe poco conocimiento sobre sus características ecológicas y 

genéticas (Taylor y Cooley, 1995; Martínez-Morales, 1996; Martínez-Morales, 1999; Martínez-

Morales y Cuarón, 1999; Zink et al., 1999, Macouzet y Escalante-Pliego, 2000).  

 

5.2 Sujeto de estudio: características ecológicas de Oryzomys couesi 

Oryzomys couesi (Sigmodontinae; Musser y Carleton, 1993), conocido como rata arrocera 

de pantano, es un roedor con hábitos terrestres y semiacuáticos. Presenta una amplia distribución, 

desde el sur de Texas hasta el noreste de Colombia. En la península de Yucatán, se distribuye en 

los estados de Yucatán, Campeche y Quintana Roo, así como en Belice y el Noroeste de 

Guatemala. O. couesi está presente en otros estados de la República Mexicana con excepción de 

la región centro-norte del altiplano. En la Isla Cozumel ocurre la subespecie O. c. cozumelae y se 

encuentra clasificada según la normatividad mexicana como amenazada (SEMARNAT, 2002).  

La población de la península de Yucatán fue considerada por un tiempo como la subespecie 

O. palustris couesi, ello con base en tres caracteres craneales cualitativos y color del pelaje, 

mientras que la población de Isla Cozumel se consideraba otra especie, O. cozumelae (Merriam, 

1901), o subespecie, O. p. cozumelae (Jones y Lawlor, 1965), por su aislamiento geográfico de la 

contraparte continental (Hall, 1981). Posteriormente, se determinó a O. couesi como una especie 

genéticamente distinta de O. palustris, porque no se encontró evidencia de hibridación en la zona 

de simpatría en el sur del estado de Texas (Schmidt y Engstrom, 1994). Por ello, se determinó que 

estas especies se encontraban aisladas reproductivamente y representaban especies biológicas y 

evolutivas distintas. Por lo mismo, el nombre de la subespecie de la isla se cambió a O. c. 

cozumelae. O. c. cozumelae difiere significativamente de O. couesi de la península en que es más 

grande externamente, el cráneo es ligeramente mayor, menos arqueado en las órbitas, tiene 

dientes más pesados y nasales más largos, y el color es ligeramente más obscuro (Sánchez-

Cordero, 2003). 

O. couesi es considerada buena dispersora en agua y puede cruzar grandes expansiones 

de aguas abiertas. Es común en marismas y zonas inundables, incluyendo deslaves flotantes en 

aguas profundas. Es menos común en matorrales espinosos, bosques y límites de éstos. En 

ocasiones puede invadir campos de arroz y azúcar. Si se le molesta en la noche, puede sumergirse 

en el agua y nadar, deteniéndose para descansar a una distancia prudente lejos del peligro. Se 

alimenta de vegetales verdes, insectos (hormigas, escarabajos y larvas) y semillas (Reid, 1997). 

Se ha demostrado que O. palustris es capaz de nadar más tiempo en una prueba realizada 

en un lago y más veces en una prueba realizada en una cámara de nado en comparación con 

Sigmodon hispidus (Esher et al., 1978). Además, el pelaje de O. palustris no absorbe tanta agua 



como el de Sigmodon, permitiéndole mantener por más tiempo su temperatura corporal. Estas 

características también pueden presentarse en O. couesi, dado que antiguamente fue considerada 

como una subespecie de O. palustris y se le asocia a ambientes con mayor disponibilidad de agua. 

 

5.3 Trabajo de campo y muestras 

De septiembre de 2001 a enero de 2005 se obtuvieron muestras de tejido de O. c. 

cozumelae de distintas localidades de Isla Cozumel, las cuales fueron utilizadas para el análisis 

genético de este roedor (Fig. 2a). Se colocaron gradillas de 4 líneas por 10 trampas separadas ≈10 

m o trayectos de 300 m con 25 trampas cada ≈12.5 m al NW, E, N y S de Cozumel (Fig. 2a) para 

obtener una muestra representativa de toda la isla. El sitio de estudio principal se ubicó en el área 

de captación y extracción de agua de Cozumel, a cargo de la Comisión de Agua Potable y 

Alcantarillado (CAPA). La zona de captación de agua se ubica en la región central de la isla, 

cubierta por vegetación de selva mediana subperennifolia (Romero-Nájera, 2004). Existen dos 

caminos o ejes principales en el lado sur de la zona de captación de agua, en los kilómetros 6 y 8 

de la carretera transversal de la isla (llamados eje 6 y eje 8, respectivamente; Fig. 2b). 
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Figura 2: Sitios de muestreo en la Isla Cozumel. a: sitios de muestreo al NW, E, N y S de Isla Cozumel y 

área de captación y extracción de agua potable (CAPA); b: sitios de muestreo dentro de CAPA en los ejes 6 y 

8. N= tamaño de muestra para cada sitio. 

 



En cada eje o camino se habían seleccionado previamente 4 sitios de trampeo para un 

estudio ecológico, poblacional y conductual de roedores (Gutiérrez-Granados, 2003; Fortes-

Corona, 2004). Estos sitios se denominaron sitios 3, 5, 7 y 9 para el eje 6, y sitios 2, 4, 6 y 8 para el 

eje 8. Cada sitio está compuesto por una parcela de 0.5 ha (71 X 71 m) al norte y al sur de un 

cruce, que lleva a los pozos de captación de agua, perpendicular a los ejes (Fig. 2b). En cada 

parcela se colocó una gradilla de 7 líneas por 7 trampas separadas entre sí ≈8.5 m (49 trampas). 

Los individuos fueron atrapados utilizando trampas Sherman, cebadas con avena mezclada con 

crema de cacahuate y vainilla. Las muestras de tejido se obtuvieron por ectomización de falanges. 

Para el análisis filogeográfico se incorporaron al análisis varias muestras de Cozumel 

(CAPA= 5, NW= 3, E= 3, N= 5, S= 2). Se obtuvieron muestras de O. couesi de diferentes sitios de 

Campeche (Fig. 3). Estas muestras provienen de la Colección Nacional de Mamíferos (CNMA) del 

Instituto de Biología, UNAM. También, se obtuvieron muestras provenientes de Chiapas de la 

colección de mamíferos de El Colegio de la Frontera Sur (EcoSur; Fig. 3).  
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Figura 3: Ubicación geográfica de los sitios de colecta de las muestras de tejido de Oryzomys couesi 

obtenidas de colecciones científicas y utilizadas para el análisis filogeográfico. El número corresponde al 

número de registro del ejemplar; CAM CNMA: muestras de Campeche obtenidas de la Colección Nacional de 

Mamíferos, Instituto de Biología, UNAM; CHI EcoSur: muestras de Chiapas obtenidas de la Colección de 

Mamíferos de El Colegio de la Frontera Sur. 

 

5.4 Extracción de ADN 

 La extracción de ADN de todos los individuos muestreados en Isla Cozumel se realizó 

utilizando el kit comercial AquaPure Genomic DNA (Biorad, California), siguiendo las instrucciones 

del proveedor. La concentración (ng/µl) de ADN se cuantificó por medio de espectrofotometría. El 



ADN de muestras obtenidas de museos fue extraído por medio de la técnica de fenol-cloroformo 

dado que esta técnica es más adecuada cuando se tiene ADN degradado o en poca cantidad. La 

descripción detallada del método de extracción de ADN por fenol-cloroformo se presenta en el 

Anexo 1. 

La integridad del ADN se observó por medio de geles de agarosa al 1% teñidos con 

bromuro de etidio a 0.5 µg/ml y visualizados con luz UV. 

 

5.5 Microsatélites y electroforesis en geles de poliacrilamida 

 Se estandarizaron cinco pares de oligonucleótidos para la amplificación de cinco loci de 

microsatélites de O. c. cozumelae (Cuadro 1), desarrollados previamente para la amplificación de 

microsatélites de O. palustris (Wang et al., 2000). Se realizaron controles negativos durante la 

estandarización de cada par de oligonucleótidos para asegurar que no hubiera contaminación 

durante la amplificación y de que las bandas obtenidas fueran propias del microsatélite. Además, 

se realizaron controles positivos cuando la técnica se estandarizó para asegurarse de que las 

condiciones de amplificación se mantuvieran entre experimentos. Las condiciones estandarizadas 

para cada microsatélite se presentan en el Anexo 2. Los productos de PCR se observaron en geles 

de agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio a 0.5 µg/ml y visualizados bajo luz UV. El PCR se 

repitió cuando en el control negativo aparecía algún producto de amplificación. 

 
Cuadro 1. Cinco loci de microsatélites amplificados por cinco pares de oligonucleótidos 
(Wang et al., 2000) estandarizados para la amplificación de microsatélites de O. c. cozumelae. 

Locus Temperatura 
de alineación  

(ºC) 

Número de 
acceso de 
GeneBank 

Número de 
repeticiones AAT

Tamaño del rango de 
alelos (pb) 

OryAAT16 50 AF259065 11 94-125 
OryAAT21 55 AF259066 16 184-199 
OryAAT26 50 AF259067 13 97-141 
OryAAT40 55 AF259068 13 148-175 
OryAAT60 53 AF259069 11 130-181 

 

 La separación de los productos de amplificación de microsatélites se llevó a cabo por medio 

de electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% durante 2 horas a 500 V (Anexo 3). Los geles 

fueron teñidos por medio de la técnica de tinción con plata utilizando el kit comercial GelCode Color 

Silver Stain Kit (Pierce, Illinois), siguiendo las especificaciones del proveedor, o por medio de una 

técnica similar estandarizada en el laboratorio (Anexo 3). Los geles teñidos fueron fotografiados 

digitalmente y la presencia de microsatélites se estimó visualmente comparando el peso molecular 

de las bandas obtenidas con el marcador de pesos moleculares (Escalera de 10 pb, Invitrogen). La 

lectura de los geles y el análisis de las bandas para estimar genotipos homócigos y heterócigos se 

realizó por medio del programa LabWorks v. 4.5 (UVP, California). 

 



5.6 Diversidad genética 

 Se estimó la desviación del equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) de los 5 loci para los sitios 

de CAPA y las otras zonas muestreadas de la isla utilizando el programa GenePop v. 3.4 

(Raymond y Rousset, 1995). El equilibro de H-W es un modelo teórico para genética de 

poblaciones en el que se establece que bajo ciertas condiciones, después de una generación de 

apareamientos al azar, las frecuencias genotípicas de un locus permanecerán constantes o en 

equilibrio, y que las frecuencias genotípicas en equilibrio pueden ser representadas como una 

función de las frecuencias alélicas de ese locus. Las pruebas de probabilidad se llevaron a cabo 

mediante cadenas de Markov utilizando los siguientes criterios del programa: 1000 

dememorizations, 200 batches y 1000 iterations per batch. También, se obtuvieron los coeficientes 

de endogamia (FIS) para cada población por locus con el fin de determinar la deficiencia o exceso 

de heterócigos y su significancia estadística con la corrección Bonferroni estándar (Miller, 1981; 

Rice, 1989). Se estimó el desequilibrio de ligamiento de todos los pares de loci para ver si estos se 

encontraban o no ligados genéticamente y se estimó su probabilidad con una prueba exacta de 

Fisher utilizando cadenas de Markov (1000 dememorizations, 200 batches, 1000 iterations per 

batch). Además, se calcularon los índices de fijación de Wright de los individuos respecto a las 

subpoblaciones (FIS), de las subpoblaciones respecto al total (FST) y de los individuos respecto al 

total (FIT) por locus para todas las poblaciones según Weir y Cockerham (1984). Los índices de 

fijación determinan la reducción de la heterocigosidad esperada bajo el supuesto de apareamientos 

al azar en cada nivel de jerarquía poblacional respecto a un nivel más inclusivo, por lo que permiten 

comparar los efectos de la subestructuración de las poblaciones (Hartl y Clark, 1997). 

 Utilizando el programa PopGene v. 1.31 (Yeh et al., 1997) se determinó el número 

observado (na) y efectivo de alelos (ne) igualmente frecuentes, calculado como el recíproco de la 

homocigosidad (Hom), siendo  

ne= 1/Hom 

También, se calculó la heterocigosidad observada (HO) y esperada (HE) según Levene (1949) como  

HO= (Σ h/N) / m 

         m     k 

HE= 1-(1/m) Σ Σ pri
2

             r=1  i=1

donde h es el número de heterocigotos por locus, N es el número de individuos y m es el número 

de locus. Además, se calculó la heterocigosidad o diversidad genética de Nei (1973) para cada 

locus y promediada entre loci, tomando toda la muestra de CAPA junta o separándola por sitios y 

para las poblaciones fuera de CAPA (NW, E, N y S de Cozumel). Para documentar la cantidad de 

variación genética de una manera estandarizada se requieren medidas que permitan cuantificar la 

información, y la cantidad de heterocigosidad es la medida de variación genética de una población 

más utilizada (Hedrick, 2000). Se calculó la distancia genética sin sesgo de Nei (1978) y las 

distancias geográficas (en km) entre todos los sitios de CAPA y al NW, E, N y S de Cozumel.  



 

5.7 Estructura genética  

Con el programa Arlequin v. 2.00 (Schneider et al., 2000) se realizó una prueba de Mantel 

con 100,000 permutaciones utilizando las distancias genéticas y geográficas (en km) entre los sitios 

de muestreo (medidas utilizando la opción Measure de programa Google Earth). También, se 

calculó la diferenciación genética entre poblaciones (RST) según Slatkin (1995), siendo 

RST= (Ŝ – SW) / Ŝ 

donde Ŝ es el promedio de la diferencia cuadrada entre todos los pares de copias de alelos y SW es 

el promedio de la suma de cuadrados de las diferencias de los tamaños de los alelos. Este es un 

índice más adecuado para microsatélites que la FST de Wright (1951) dado que los microsatélites 

no se asemejan al modelo de alelos infinitos por presentar una mayor tasa de mutación por 

generación y por mantener cierta “memoria” del estado alélico previo, asemejándose al proceso de 

mutación paso a paso (Slatkin, 1995). Además, se calculó el número absoluto de migrantes 

intercambiados entre pares de poblaciones (M) calculado a partir de RST, considerando que los 

individuos son diploides, siendo 

M= (1 - RST) / 2 RST

Se estimó el número de mutaciones por generación Theta (θH) a partir de la homocigosidad 

esperada (HomE) en una población en equilibrio entre deriva y mutación según Zouros (1979) y 

Chakraborty y Weiss (1991) para Cozumel y para CAPA, donde 

E(θH)=  [1 + (2(1 + θ) / (2 + θ)(3 + θ))] 

y 

θ = (1 – HomE) / HomE

partiendo de que  

HomE= 1 – HEsp

Utilizando los valores de θ se estimaron los tamaños efectivos poblacionales (Ne) para Cozumel 

y CAPA por medio de la relación 

θ = 4Neµ 

donde µ es la tasa de mutación para microsatélites, la cual se ha estimado que varía entre 1X10-3 y 

1X10-5 para humanos, ratones y ratas (Schug et al., 1997). 

Para determinar la fuente de la variación se realizó un análisis de varianza molecular (AMOVA; 

Excoffier et al., 1992) de todas las poblaciones de Isla Cozumel o sólo para los sitios de CAPA. 

Este análisis realiza una partición de la varianza total en componentes de covarianza dados por las 

diferencias entre poblaciones (ya sea Cozumel o CAPA) y entre individuos dentro de las 

poblaciones. Los componentes de varianza se utilizan para calcular el índice de fijación RST 

(Wright, 1951; Slatkin, 1995) y su significancia se obtiene utilizando una prueba no paramétrica de 

permutación de genotipos entre poblaciones (P< 0.05; 20,000 permutaciones).  



Se construyó un árbol de distancias de Neighbor-Joining (NJ), utilizando el programa Mega v. 

3.1 (Kumar et al., 2004), con base en la matriz de distancias genéticas. Con este método se 

encuentran pares de unidades taxonómicas operacionales (en este caso las distancias pareadas 

entre los sitios de muestreo de Cozumel) que minimizan las distancias de las ramas totales durante 

cada paso del agrupamiento, empezando con una topología en forma de estrella y finalizando en 

un solo árbol más parsimonioso (Saitou y Nei, 1987). Se realizó una búsqueda heurística sin límite 

de número máximo de árboles en PAUP v. 4.0b10 (Swofford, 2002) para obtener un árbol 

consenso. 

Se utilizó el programa Structure v. 2.1 (Pritchard et al., 2000) para estimar la probabilidad de la 

distribución de los individuos en diferentes números de poblaciones. Este programa utiliza un 

método de agrupamiento basado en un modelo Bayesiano derivado de pruebas de asignación y no 

considera ningún modelo de mutación. A diferencia de otros métodos, el número de poblaciones y 

sus probabilidades se asignan a posteriori. Se consideró que el número máximo de posibles 

poblaciones fueran 12, correspondientes a los 8 sitios de CAPA y a los 4 sitios fuera de CAPA (NW, 

E, N y S). El número estimado de poblaciones es el valor de K donde se obtiene la mayor 

probabilidad logarítmica posterior [Ln P(K)] y/o donde se presente el menor valor de admixia α 

(Small et al., 2003; Jones et al., 2004). Valores de α >1 significan que cada individuo presenta 

copias de alelos que se originaron de K poblaciones en proporciones iguales (Pritchard et al., 

2000). Si el valor de K donde se presenta la mayor probabilidad logarítmica posterior no es 

equivalente al valor de K con el menor valor de admixia, entonces el número de poblaciones 

estimado corresponde al rango entre el valor de K con la mayor probabilidad logarítmica posterior y 

el valor K con el menor valor de admixia. Esto significa que no siempre conoceremos el verdadero 

número de poblaciones, pero hay que tomar los valores que capturen la mayor estructura 

poblacional (Pritchard et al., 2000). De esta manera, las probabilidades posteriores de los datos 

que encajan en todas las posibilidades de número de poblaciones (K1, K2... K12) fueron calculadas 

utilizando el modelo de admixia con frecuencias alélicas correlacionadas (100,000 iterations for 

length of burning period, 10,000 MCMC repetitions and 100 simulations per K). 

 Asimismo, se realizó un análisis de asignación utilizando el algoritmo de Paetkau et al. 

(1995) con el que se puede asignar a un individuo a una población simplemente por su genotipo. 

Esto se realizó con el programa Doh Assignment Test Calculator 

(http://www.Biology.ualberta.ca/jbrzusto/Doh.php) el cual toma genotipos de individuos de varias 

poblaciones y determina de cuál población es más probable que el individuo haya provenido 

utilizando un índice de asignación determinado por la mayor probabilidad del genotipo de un 

individuo en cualquiera de las poblaciones (Brzustowski, 2002). 

 Por último, se utilizó el programa Bottleneck (Cornuet y Luikart, 1996) para detectar cuellos 

de botella en los sitios de muestreo de Cozumel. Cuando ocurre un cuello de botella el tamaño 

efectivo poblacional se reduce y provoca una reducción progresiva del número de alelos y la 

http://www.biology.ualberta.ca/jbrzusto/Doh.php


heterocigosidad, sin embargo la diversidad alélica se pierde más rápido que la heterocigosidad. 

Este programa prueba la diferencia entre la heterocigosidad observada y la heterocigosidad 

esperada con el número de alelos observados. Si se encuentra un exceso de heterocigosidad 

observada respecto a la heterocigosidad esperada se puede considerar que la población sufrió un 

cuello de botella reciente. Esto se ha probado para loci que evolucionan siguiendo el modelo de 

alelos infinitos (IAM, por sus siglas en inglés) y no para el modelo de evolución paso a paso (SMM, 

por sus siglas en inglés). Sin embargo, se puede detectar un exceso de heterocigosidad bajo el 

modelo de mutación de dos fases (two phased model of mutation, TPM), el cual es intermedio al 

IAM y al SMM, y es más recomendable para microsatélites (Cornuet y Luikart, 1996). Para 

determinar si las poblaciones exhibieron cuellos de botella se estimó la heterocigosidad observada 

y esperada bajo el modelo de TPM con 90% SMM, 10% IAM y varianza= 10 (porque se ha 

observado que los microsatélites no se comportan 100% siguiendo el SMM), y con 70% SMM, 30% 

IAM y varianza= 10 (valores default). Para determinar si la población presentó un exceso 

significativo de heterocigosidad se realizó una prueba de Wilcoxon (con un valor de significancia P< 

0.05) ya que puede usarse para pocos loci con cualquier tamaño de muestra. 

 

5.8 Secuenciación de Citocromo b  

 Para el análisis filogeográfico, se amplificó una porción del ADNmt de las muestras 

continentales e insulares de O. couesi. La región amplificada fue una poción de 884 pb del gene 

mitocondrial citocromo b (cyt b), en la que se utilizaron los pares de oligos MVZ 05-04 y MVZ 45-16 

(Cuadro 2; Smith y Patton, 1993).  

Las condiciones utilizadas para la amplificación se presentan en el Anexo 4. Los productos 

de amplificación fueron observados en geles de agarosa al 0.8% y teñidos con bromuro de etidio a 

0.5 µg/ml y visualizados bajo luz UV. Después, el PCR se limpió por el procedimiento de PEG 

(polietilenglicol; Anexo 5) y nuevamente se visualizó en geles de agarosa para asegurarse de que 

el producto de PCR no se hubiese perdido. A continuación se realizó el PCR de secuenciación 

(Anexo 4) utilizando el kit comercial BigDye Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems, California). Las 

muestras se limpiaron nuevamente con un procedimiento basado en Sephadex G-50 (Anexo 6) y 

se enviaron a secuenciar en secuenciadores automáticos Applied Biosystems 373 y 3100 DNA. 

 
Cuadro 2. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de cyt b (Smith y Patton, 1993) 
Cadena Forward o light Secuencia (5’-3’) 
MVZ05 CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG 
MVZ45 ACNACHATAGCNACAGCATTCGTAGG 
Cadena Reverse o heavy  
MVZ04 GCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC 
MVZ16 AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT 

 

 



5.9 Análisis filogeográfico 

Se secuenciaron 28 individuos, de los cuales 5 provinieron de Campeche, 5 de Chiapas y 

18 de Cozumel (Fig. 3). Las secuencias de cyt b de O. couesi se alinearon utilizando el programa 

BioEdit v. 7.0.1 (Hall, 1999), incorporando además una secuencia de GeneBank de O. 

megacephalus (AY275124.1) y de Calomys callosus (AY439002.1) como grupos externos. Con el 

programa DnaSP v. 4.0 (Rozas et al., 2003) se calculó el número de sitios polimórficos, sitios 

parsimoniosamente informativos, la diversidad haplotípica de Nei (Hd; 1987), la diversidad 

nucleotídica (π) como el número promedio de diferencias nucleotídicas entre dos secuencias, el 

número promedio de substituciones nucleotídicas por sitio entre poblaciones (Da) y el número 

promedio de substituciones netas por sitio entre poblaciones (Dxy). 

Posteriormente, las secuencias se incorporaron al programa ModelTest v. 3.06 (Posada y 

Crandall, 1998) para ver el modelo de substitución de ADN.  Se encontró que el modelo de 

evolución de ADN más apropiado es el de Hasegawa, Kishino y Yano (HKY; 1985), el cual es 

similar al modelo de Tamura-Nei. Bajo el modelo HKY, un sitio que contenga una purina (A o G) 

tiene una cierta probabilidad de substitución por otra purina y una cierta probabilidad de 

substitución por otra base al azar de un pool con las cuatro bases. También, una pirimidina (T o C) 

tiene cierta probabilidad de substitución por otra pirimidina y por otra base al azar de un pool con 

las cuatro bases. Además, la tasa substitución de transversiones sobre transiciones (αR/αY) es igual 

a la frecuencia de purinas sobre pirimidinas (πR/πY) en un pool con las cuatro bases (Felsenstein, 

2004). Se utilizó el programa PAUP v. 4.0b10 (Swofford, 2002) para calcular árboles de NJ con 

1000 bootstrap utilizando el modelo de substitución HKY. 

 Por otro lado, el método de Templeton (TCS; 1992) se ha usado con datos de secuencia 

para inferir genealogías a nivel de poblaciones cuando hay poca divergencia. Se utilizó el programa 

TCS (Clement et al., 2000) para estimar las relaciones genealógicas entre las secuencias de cyt b 

de O. couesi de Cozumel, de la península de Yucatán y de Chiapas. Este programa obtiene las 

frecuencias de los haplotipos y las utiliza para estimar las probabilidades del haplotipo del grupo 

externo, las cuales deben correlacionar con la edad del haplotipo. Después, el programa calcula 

una matriz de distancias absolutas entre pares de haplotipos y construye una red de haplotipos por 

parsimonia conectados por el número máximo de mutaciones (Clement et al., 2000). 

 Finalmente, con el programa DnaSP v. 4.10.4 (Rozas et al., 2003) se utilizó un 

procedimiento basado en distancias (distribución “mismatch”) para probar las firmas demográficas 

de expansión poblacional comparando la distribución observada con la esperada asumiendo un 

modelo de expansión (Rogers y Harpending, 1992), utilizando las muestras de Cozumel. Se utilizó 

la prueba estadística de Ramos-Onsins y Rozas porque el comportamiento de esta prueba es 

mejor para tamaños pequeños de muestra (Ramos-Onsins y Rozas, 2002), con 1000 simulaciones. 
 



 

VI. Resultados 
6.1 Diversidad y estructura genética 

 Se muestreó y amplificó el ADN de 228 individuos de O. c. cozumelae provenientes de 

diferentes regiones de Cozumel con 5 oligos para microsatélites. De éstos, 202 provinieron de CAPA y 

26 se obtuvieron en las zonas al NW, E, N y S de la isla (Fig. 2). 

Se presentaron 54 alelos para los 5 loci utilizados en este estudio; las frecuencias alélicas 

dentro de cada sitio de muestreo se presentan en el Anexo 7. Se encontraron pocos alelos exclusivos, 

es decir, aquellos que se observan en un sitio de muestreo y no en los otros: en los sitios 5 y 6 de 

CAPA para Ory16 (2 alelos, uno en cada uno), sitio 4 para Ory26 (1 alelo) y sitio 5 para Ory40 (1 

alelo). En ningún sitio de muestreo se presentaron alelos exclusivos para los loci Ory21 y Ory60. 

Hubieron algunos alelos que se presentaron exclusivamente en sitios del eje 8 y no en los del eje 6 

(Ory21, 1 alelo) y en sitios fuera de CAPA (Ory40, 2 alelos). Para cada locus hay uno o dos alelos con 

alta frecuencia en todos los sitios y varios alelos poco frecuentes. 

La mayoría de los sitios de CAPA se encontraron en equilibrio de H-W para cada locus (Cuadro 

3), aunque el locus Ory26 presentó 3 sitios en desequilibrio por una deficiencia de heterócigos (sitios 5, 

4 y 6), y el locus Ory21 presentó dos sitios en desequilibrio por una deficiencia de heterócigos (sitios 7 

y 8). No se presentaron sitios con un exceso de heterócigos significativo. No se calculó la significancia 

para aquellos sitios con una N< 10 (sitios NW, E, N y S). 

 

 

 

Cuadro 3. Valores de FIS de Weir y Cockerham (1984) y equilibrio de H-W. 
 N Ory16 Ory21 Ory26 Ory40 Ory60 Total 
sitio 3 26 0.065 0.095 0.234 0.117 0.301 0.160 
sitio 5 34 0.074 0.025 0.496 0.049 0.047 0.087 
sitio 7 26 -0.002 0.254 -0.097 0.049 0.116 0.098 
sitio 9 10 -0.014 0.232 0.000 -0.248 -0.208 -0.035 
sitio 2 18 0.114 0.147 0.213 -0.066 -0.131 0.037 
sitio 4 23 0.051 0.198 0.537 0.106 0.039 0.035 
sitio 6 27 -0.091 0.106 0.743 -0.134 -0.014 0.012 
sitio 8 38 0.079 0.245 0.317 -0.022 0.077 0.125 
NW* 7 -0.263 0.200 0.647 0.040 -0.029 0.074 
E* 8 -0.140 -0.143 -0.296 0.167 -0.043 -0.077 
N* 9 -0.067 0.344 0.455 0.226 0.226 0.225 
S* 2 -0.333 -0.333 1.000 0.000 0.000 0.111 
Valores significativos con corrección Bonferroni estándar 
*No se calculó la significancia porque N< 10 

 

 



 

Con la prueba de desequilibrio de ligamiento se observó que sólo el par de loci Ory40-Ory60 

estaban en desequilibrio con un valor de P= 0.033 (Cuadro 4). 

 
Cuadro 4. Desequilibrio de ligamiento para todos los pares de 
loci (Prueba de Fisher). 

Par de loci Χ2 g. l. P 
Ory16 Ory21 0 2 1 
Ory16 Ory26 0.352 2 0.838 
Ory16 Ory40 2.822 2 0.244 
Ory16 Ory60 0.984 2 0.611 
Ory21 Ory26 1.783 2 0.41 
Ory21 Ory40 1.742 2 0.418 
Ory21 Ory60 0.61 2 0.737 
Ory26 Ory40 1.216 2 0.545 
Ory26 Ory60 1.751 2 0.417 
Ory40 Ory60 6.816 2 0.033 

Valores significativos en negritas (P< 0.05)   
  

 Los índices de fijación de Wright de los individuos respecto a las subpoblaciones (FIS), de las 

subpoblaciones respecto al total (FST) y de los individuos respecto al total (FIT) se presentan en el 

Cuadro 5. El locus Ory26 presentó el mayor valor de fijación de los individuos dentro de todos los 

sitios, mostrando una deficiencia de heterócigos. Por otro lado, se presentaron valores bajos de FST en 

todos los loci analizados, lo que indica que no existen muchos alelos fijos en los sitios muestreados 

respecto a la muestra total. 

 

 

 
Cuadro 5. Índices de fijación según Weir y 
Cockerham (1984) 
 FIS FST FIT

Ory16 0.015 0.005 0.020 
Ory21 0.163 0.001 0.163 
Ory26 0.366 0.016 0.376 
Ory40 0.032 0.020 0.051 
Ory60 0.083 0.004 0.086 
Total 0.107 0.008 0.113 

 

En general, se encontró un alto número de alelos por locus excepto para Ory26 (Cuadro 6). El 

locus Ory26 fue el que presentó el menor número de alelos (7 alelos), seguido por Ory60. Ory21 fue el 

locus con el mayor número de alelos (15 alelos), seguido por Ory16 y Ory40. Los valores de 

heterocigosidad observada por locus fueron altos (Cuadro 6), donde Ory26 fue el locus con menor 

diversidad, debido a la deficiencia de heterócigos, el bajo número de alelos y a que uno de ellos se 

 



 

presentó con una frecuencia mayor al 50% en todos los sitios. Los demás loci presentaron valores de 

heterocigosidad de Nei mayores que 0.6, siendo Ory60 el locus con mayor diversidad. La diversidad 

genética de Nei promediada entre los 5 loci también fue alta. 

  

Cuadro 6. Diversidad genética por locus de Oryzomys couesi de Cozumel 
Locus N na ne* HO* HE* HNei** 
Ory16 228 13 3.726 0.719 0.733 0.732 
Ory21 228 15 7.096 0.728 0.861 0.859 
Ory26 228 7 1.473 0.215 0.322 0.321 
Ory40 228 10 3.027 0.645 0.671 0.670 
Ory60 228 9 7.234 0.811 0.864 0.862 
Media    0.624 0.690 0.689 
D. S.       0.236 0.222 0.222 
na= número observado de alelos 
ne= número efectivo de alelos 
* Levene, 1949. ** Nei, 1973 

 

Todos los sitios dentro de CAPA presentaron valores de diversidad de Nei promediada entre 

loci que varían entre 0.6 y 0.7. Los sitios de muestreo fuera de CAPA presentaron valores ligeramente 

mayores (HNei= 0.65-0.75), incluso el sitio S en el cual únicamente se muestrearon dos individuos. El 

valor de heterocigosidad promediado para todo CAPA fue similar al encontrado para toda la Isla 

Cozumel (HNei= 0.67 vs. 0.68; Cuadro 7). 

 

 

Cuadro 7. Diversidad genética de Oryzomys couesi 
Sitio N HO* HE* HNei** 
sitio 3 26 0.600 0.712 0.699 
sitio 5 34 0.629 0.688 0.678 
sitio 7 26 0.608 0.672 0.659 
sitio 9 10 0.660 0.639 0.607 
sitio 2 18 0.644 0.669 0.650 
sitio 4 23 0.591 0.682 0.667 
sitio 6 27 0.644 0.652 0.640 
sitio 8 38 0.574 0.655 0.646 
NW 7 0.686 0.736 0.684 
E 8 0.800 0.747 0.700 
N 9 0.622 0.792 0.748 
S 2 0.800 0.867 0.650 
CAPA 202 0.613 0.677 0.675 
Cozumel 228 0.624 0.690 0.689 
* Levene, 1949 
** Nei 1973 

 

 



 

Las distancias genéticas entre los sitios de CAPA son menores que entre los sitios de CAPA y 

los sitios al E y N de la isla (Cuadro 8). Dentro de CAPA las distancias genéticas oscilaron entre 0.01 y 

0.07, mientras que entre los sitios de CAPA y los sitios E y N los valores de distancias genéticas 

oscilaron  entre  0.07 y  0.17. El sitio al NW de la  isla fue el más similar genéticamente a los de CAPA 

ya que presentó distancias genéticas entre 0.020 y 0.071, valores similares a los encontrados entre 

sitios dentro de CAPA. Las distancias genéticas de cualquier sitio fuera o dentro de CAPA con el sitio 

al S de la isla fueron mayores (oscilaron entre 0.06-0.42), pero es necesario confirmarlo aumentando el 

tamaño de muestra en este sitio (N= 2). La prueba de Mantel indicó que existe una correlación 

estadísticamente significativa de las distancias genéticas y las distancias geográficas entre sitios 

(coeficiente de correlación= 0.702, P= 0.007). Esta correlación se mantiene incluso si se omite el sitio 

S del análisis (coeficiente de correlación= 0.650, P= 0.019). Por lo tanto, existe una relación entre la 

distancia genética y la geográfica en los sitios muestreados. 

La diferenciación genética entre sitios basada en RST, así como el número absoluto de migrantes (M) 

se presentan en el Cuadro 9. Varios sitios dentro y fuera de CAPA mostraron diferencias significativas 

(P< 0.05). Los sitios 3, 5 y E fueron los que presentaron un mayor número de diferencias significativas 

con el resto de los sitios. Curiosamente, el sitio 3 se diferenció de sitios de CAPA y no de las 

poblaciones más alejadas al NW, E, N y S de Cozumel. Algunos valores pareados de RST resultaron 

negativos, debido a que la suma de cuadrados promedio de las diferencias en el tamaño de alelos 

dentro de los sitios (SW) fue mayor que la diferencia cuadrada promedio entre los pares de copias (Ŝ). 

Esto significa que no hay diferenciación genética entre poblaciones. El número de migrantes 

intercambiados entre sitios significativamente diferenciados alcanzó los 20 individuos, mientras que 

entre otros sitios los valores de M fueron mayores. Algunos valores de M entre sitios no pudieron 

calcularse debido a que los valores de RST fueron negativos o equivalentes a cero, por lo que no hay 

diferenciación entre los sitios y el número de migrantes estimado es infinito. 

Los valores de θH para Cozumel y CAPA fueron similares (Cozumel: θH= 2.876; CAPA:  θH= 

2.718 mutaciones por generación). El tamaño efectivo poblacional (Ne) para Cozumel varió entre 720 y 

72,000 individuos, y para CAPA varió entre 680 y 68,000 individuos, considerando tasas de mutación 

de 1X10-3 y 1X10-5, respectivamente. 

El análisis de varianza molecular (AMOVA) para todas las muestras de Cozumel y para 

únicamente las muestras de CAPA, mostró que la variación entre sitios fue baja pero estadísticamente 

significativa (Cozumel: 2.88%, PRST< 0.001; CAPA: 1.71%, PRST= 0.011), y que el mayor porcentaje de 

la variación se encontró dentro de los sitios (Cozumel: 97.12%; CAPA: 98.29%). Pensando que el 

tamaño de muestra del sitio S (N= 2) pudiera estar sesgando el análisis, se realizó un AMOVA sin este 

sitio y los resultados fueron similares (los datos no se muestran). Estos resultados apoyan lo 

 



 

observado con la prueba de Mantel y de diferenciación genética significativa entre sitios dentro y fuera 

de CAPA, donde se observó que hay cierta estructuración poblacional en Isla Cozumel.  

En el análisis de estructuración de las poblaciones basado en su perfil genotípico y sin utilizar 

información previa, se encontró que la máxima probabilidad del número de poblaciones fue para K= 1 

[Ln P(K)= -3801.4, α= 0.66], pero el menor valor de admixia fue para un grupo de K= 5 [Ln P(K)= -

4300.4, α= 0.148]. Como el valor de K donde se presenta la mayor probabilidad logarítmica posterior 

no es equivalente al valor de K con el menor valor de admixia, entonces el número de poblaciones 

estimado corresponde a un rango entre estos dos valores de K (Pritchard et al., 2000). Esto significa 

que los genotipos con los 5 loci son muy similares entre sitios y que los grupos o poblaciones definidos 

por las frecuencias alélicas son mayores o iguales que 1 pero menores o iguales que 5.  

Los resultados del análisis de asignación mostraron que los individuos fueron generalmente 

asignados por su genotipo a un sitio diferente de donde fueron muestreados, lo que está relacionado 

con el alto número de migrantes encontrado entre sitios y a la distribución de los alelos en todo lo largo 

y ancho de la isla. Las mayores probabilidades de asignación se obtuvieron para los sitios 9 y NW, 

donde entre el 30 y 37% de los individuos fueron asignados correctamente por su genotipo al sitio de 

muestreo. En otros sitios no se pudieron asignar individuos basándose en su genotipo (sitios 7, N y S). 

En los demás sitios se obtuvieron entre 5 y 20% de individuos correctamente asignados. 

 



 

 

Cuadro 8. Distancia genética de Nei (debajo de la diagonal) y distancias geográficas (arriba de la diagonal) entre sitios 
 sitio 3 sitio 5 sitio 7 sitio 9 sitio 2 sitio 4 sitio 6 sitio 8 NW E N S 
sitio 3 - 1.246 2.406 3.614 2.083 2.218       

       
             
             

       
       

      
      

          
       
       
       

           

2.886 3.802 8.777 7.533 9.602 17.455
sitio 5 0.048 - 1.167 

 
2.373 2.716 2.184 2.269 2.878 9.892 8.033 10.733 16.455

sitio 7 0.023 0.009 - 1.208
 

3.513 2.596 2.071 2.154 11.014 8.497 11.745 15.454
sitio 9 0.031 0.055 0.035 - 4.556 3.471 2.579 2.026 12.160 9.188 12.858 14.501
sitio 2 0.036 0.040 0.025 0.046 - 1.286 2.503 3.703 9.418 5.454 8.324 16.902
sitio 4 0.068 0.031 0.025 0.069 0.040 - 1.218 2.419 10.490 5.923 9.536 15.732
sitio 6 0.046 0.024 0.013 0.035 0.028 0.042 - 1.201

 
11.523 6.609 10.713 14.664

sitio 8 0.026 0.045 0.019 0.031 0.029 0.049 0.023 - 12.558
 

7.443 11.888 13.653
NW 0.020 0.035 0.050 0.065 0.057 0.071 0.053 0.035 - 12.417

 
8.448 26.186

E 0.078 0.132 0.082 0.129 0.124 0.124 0.107 0.112 0.157 - 6.747
 

16.996
N 0.126 0.088 0.142 0.170 0.169 0.157 0.144 0.144 0.081 0.126 - 23.580

 S 0.320 0.258 0.336 0.419
 

 0.312
 

 0.391 0.323 0.314 0.180 0.337 0.067 -

             
             

Cuadro 9. Valores de RST (debajo de la diagonal) y de M (arriba de la diagonal) entre sitios 
 sitio 3 sitio 5 sitio 7 sitio 9 sitio 2 sitio 4 sitio 6 sitio 8 NW E N S 
sitio 3 - 9.001 48.866 7.227 51.818 11.330

 
       

     
          

          
       

        
        

         
         

         
       
         

6.541 158.223 39.871
 

10.717 46.432 3.621
sitio 5 0.053 - X 9.119 75.304

  
X 591.832 19.967

  
X 2.314 11.571 2.365

sitio 7 0.010 -0.002 - 14.487
 

X X 133.054
 

X X 3.980 25.853 3.297
sitio 9 0.065 0.052 0.033 - 5.020 51.300 38.818 29.953 7.629 5.508 14.489 3.635
sitio 2 0.010 0.007 -0.007 0.091 - 20.213

 
12.580

 
 32.302 X 3.470 19.987 3.135

sitio 4 0.042 -0.004 -0.008 0.010 0.024 - X 1046.366 X 2.586 9.971 1.860
sitio 6 0.071 0.001 0.004 0.013 0.038 -0.012 - 24.975 162.870

 
 2.294 9.163 2.408

sitio 8 0.003 0.024 -0.006 0.016 0.015 0.000 0.020 - X 5.423 25.109 3.159
NW 0.012 -0.009

 
 -0.021 0.062 -0.031 -0.008 0.003 -0.010 - 2.991

 
14.138 1.648

 E 0.045 0.178 0.112 0.083 0.126 0.162 0.179 0.084 0.143 - 600.412
 

X
N 0.011 0.041 0.019 0.033 0.024 0.048 0.052 0.020 0.034 0.001 - X
S 0.121 0.175 0.132 0.121 0.138 0.212 0.172 0.137 0.233 -0.015 -0.007 -
Valores significativos en negritas (P< 0.05) 
Las X’s representan valores de M que no se pueden calcular porque RST≤ 0. 
 



 

 

Se obtuvo un solo árbol de NJ (Fig. 4), a pesar de que la búsqueda heurística se realizó sin 

un límite máximo de árboles, por lo tanto, este árbol de distancias es el único posible. Los sitios de 

CAPA formaron un agrupamiento distanciado genéticamente de los sitios NW, N y S. El sitio 5 se 

alejó de los demás sitios de CAPA, mientras que el sitio E quedó agrupado con el sitio 3 ya que su 

distancia genética pareada fue menor que con el resto de los sitios. Los dos sitios más sureños de 

CAPA, sitios 9 y 8, formaron un grupo poco distanciado del sitio 6, y a su vez estuvieron más 

cercanos con el grupo de los sitios 2 y 4. 
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Figura 4: Árbol construido por el método de NJ utilizando distancias genéticas de Nei (1978) entre sitios de 

Cozumel. Una búsqueda heurística encontró sólo esta topología. 

 

No se encontró evidencia de cuellos de botella en ninguna de las poblaciones de CAPA, 

asociados a un exceso de heterocigosidad significativo. Bajo el modelo de dos fases, TPM (90% 

SMM y 10% IAM, varianza= 10), se encontraron 5 sitios de CAPA (sitios 3, 5, 9, 2 y 6) con una 

deficiencia de heterocigosidad significativa (P< 0.05). Al hacer el TPM más semejante al modelo de 

alelos infinitos (70% SMM y 30% IAM, varianza= 10), sólo una población presentó deficiencia de 

heterocigosidad significativa (sitio 9, P< 0.05). Se realizó el mismo análisis pero aumentando la 

varianza a 30 y los resultados fueron similares (los datos no se muestran) indicando que no hay 

evidencias de cuellos de botella.  

 

 



 

6.2 Filogeografía de Oryzomys couesi 

De los 884 pb de cyt b secuenciados, 47 sitios fueron variables y 27 fueron 

pasimoniosamente informativos. Para la muestra total (península de Yucatán, Chiapas y Cozumel) 

se encontraron 18 haplotipos. Se encontró un valor alto de diversidad genética Hd= 0.939, y se 

encontraron valores de diversidad nucleotídica π= 0.01010 +- 0.00202. El número promedio de 

diferencias nucleotídicas fue k= 8.019. La mayor diversidad nucleotídica por población se encontró 

en Chiapas y la menor en Cozumel (Cuadro 10). La diversidad nucleotídica de Cozumel fue 

significativamente 2.2 veces menor que la de Campeche y 3.4 veces menor que la de Chiapas (P< 

0.05). 

 

Cuadro 10. Diversidad nucleotídica por población 
 N π d. s. k 
Cozumel 18 0.005 0.001 3.954 
Campeche 5 0.011 0.002 9.1 
Chiapas 5 0.017 0.005 14.8 
P< 0.05     

 

Los valores de divergencia Da y Dxy se presentan en el Cuadro 11. Las poblaciones de 

Cozumel y Campeche fueron las más similares, mientras que ambas presentaron una mayor 

divergencia respecto a la de Chiapas. 

 
Cuadro 11. Valores de Da (debajo de la diagonal) y 
Dxy (arriba de la diagonal) entre poblaciones 
 Cozumel Campeche Chiapas 
Cozumel - 0.00889 0.01508 
Campeche 0.00067 - 0.01932 
Chiapas 0.00417 0.00429 - 

 

En el árbol de NJ se observó que los valores de bootstrap fueron bajos en general y las 

distancias  genéticas  entre  muestras  fueron  pequeñas, incluso muchos haplotipos  fueron  

idénticos. Cozumel presentó varios haplotipos, pero con un bajo número de substituciones 

nucleotídicas y poca distancia entre ellos (Fig. 5 a y b). Dentro de Cozumel varios haplotipos fueron 

idénticos, pero nunca fueron idénticos a los encontrados en Campeche y Chiapas. Las muestras de 

Chiapas fueron las más distanciadas y con valores más altos de bootstrap. Las muestras de 

Cozumel no formaron un grupo monofilético; 5 muestras de Cozumel se encontraron distanciadas 

del resto, mientras que 13 se ubicaron en un solo clado. Este clado estuvo cercanamente 

relacionado con una muestra de Campeche (31708) con un valor de bootstrap de 56. Las muestras 

de Campeche tampoco formaron un grupo monofilético y se encontraron cercanas a muestras de 

Cozumel o de Chiapas. Por otro lado, las muestras de Chiapas formaron dos clados separados, 

uno de ellos relacionado con una muestra de Campeche (30753), y a su vez externo respecto al 

 



 

primer grupo de Cozumel, y otro clado con dos individuos más distanciados. Los grupos externos, 

representados por O. megacephalus y C. callosus, quedaron muy distanciados genéticamente de 

las muestras continentales e insulares de O. couesi. 
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Figura 5: Árbol de NJ de muestras de Cozumel (CZM), Campeche (CAM) y Chiapas (CHI). a: filograma; b: 

cladograma rectangular. Valores de boostrap (> 50%) sobre las ramas.  

 

En la red mínima de haplotipos se observó algo similar (Fig. 6). Las muestras de Cozumel 

se distribuyeron  en  varios  sitios de  la red,  lo  que  resalta  nuevamente la diversidad  haplotípica  

de  la población isleña. Sin embargo, se presentaron 6 muestras de Cozumel idénticas entre sí 

formando un grupo central del cual se prolongaron varios haplotipos separados por uno o dos 

pasos mutacionales. Otras muestras de Cozumel quedaron más alejadas y formaron un segundo 

grupo con 4 muestras con haplotipos idénticos. Todas las muestras de Campeche quedaron más 

cercanas a las muestras isleñas que a las de Chiapas, pero generalmente separadas por varios 

pasos mutacionales. En particular, sólo una muestra de Campeche (31708) quedó unida al resto de 

 



 

las de Cozumel por un paso mutacional y corresponde a la que geográficamente está más cercana 

a la isla (Fig. 3). Tres muestras de Chiapas (1319, 223 y 493) quedaron unidas por 5 pasos 

mutacionales al grupo central de Cozumel. Estas muestras de Chiapas son las que en el árbol de 

NJ formaron un clado distanciado pero unido a una muestra de Campeche (30753) y a muestras de 

Cozumel. Otras dos muestras de Chiapas (975 y 231) formaron una red separada y aislada del 

resto (> 12 pasos mutacionales), y son las mismas que en el árbol de NJ formaron un clado más 

distanciado y separado del resto de las muestras de Cozumel y Campeche. Además, son éstas las 

que geográficamente se encuentran más distantes a Cozumel (ver Fig. 3). 
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Figura 6: Red mínima de haplotipos de muestras de Cozumel (CZM), Campeche (CAM) y Chiapas (CHI). 

Cada segmento corresponde a un paso mutacional. 

 

 Finalmente, la distribución de las frecuencias pareadas (distribución “mismatch”) mostró una 

distribución bimodal de las muestras de Cozumel, la cual se presenta cuando las poblaciones están 

geográficamente subdivididas o son resultado de varios eventos de colonización. También, se 

presentó una firma demográfica de expansión poblacional estadísticamente significativa bajo la 

prueba de Ramos-Onsins y Rozas comparando la distribución observada con la esperada 

asumiendo un modelo de expansión (R2= 0.1055; Fig. 7).  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

0

0.1

0.2

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Fr
ec

ue
nc

ia
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Número de diferencias pareadas 

 
Figura 7: Distribución de diferencias pareadas (distribución “mismatch”) para las muestras de Isla Cozumel. 

La línea punteada corresponde a la distribución esperada y las barras a la observada. La distribución 

observada corresponde a una firma demográfica de expansión poblacional y el patrón bimodal corresponde a 

poblaciones geográficamente subdivididas o varios eventos de colonización. 

 

 

VII. Discusión 
Se encontró una alta diversidad genética para la población de la isla y dentro de cada sitio 

de muestreo en Cozumel, que contrasta con lo esperado bajo la teoría de genética de poblaciones 

en islas (Kilpatrick, 1981; Frankham, 1996; 1997; 1998). En varios trabajos con mamíferos 

pequeños y medianos en islas se han encontrado valores de diversidad genética observada y 

esperada menores a los encontrados en O. c. cozumelae (Cuadro 12). Los bajos valores de 

diversidad genética en el demonio de tasmania Sarcophilus laniarius (Jones et al., 2004), por 

ejemplo, pudieron ser resultado de un efecto fundador y posterior aislamiento en la isla de 

Tasmania desde hace 10,000 a 12,000 años, así como por un efecto del sesgo reproductivo en 

donde sólo unos cuantos machos dominan la paternidad. El wallaby Petrogale lateralis (Eldridge et 

al., 1999), presenta también bajos valores de diversidad genética relacionados con el aislamiento 

en la isla Barrow por cientos de generaciones dada su baja capacidad de dispersión por el agua, 

además de presentar una población poco numerosa (aproximadamente 150 individuos) sujeta a 

endogamia. En los trabajos de Rattus fuscipes greyii (Hinten et al., 2003) la mayor diversidad 

genética se encontró en la isla Kangaroo, la de mayor tamaño con 400,000 ha, así como una mayor 

 



 

diversidad genética en islas de menor tamaño cercanas al continente respecto a islas de menor 

tamaño lejanas al continente.  

 

Cuadro 12. Valores de heterocigosidad con microsatélites para mamíferos pequeños y medianos  
Especie N HObs HEsp HNei # Loci Referencia 
Oryzomys couesi 
cozumelae1 228 0.574-0.686 0.639-0.792 0.607-0.750 5 Este trabajo 

Rattus rattus1 266 0.43-0.68 0.42-0.69 - 8 Abdelkrim et al., 2005 
Glaucomys sabrinus  
griseifrons1 233 0.128-0.644 0.247-0.624 - 6 Bidlack y Cook, 2002 

Petrogale lateralis1 29 - 0.05-0.27 0.053 10 Eldridge et al., 1999; 2004
Lagorchestes hirsutus1 25 - 0.25 - 8 Eldridge et al., 2004 
Macropus eugenii1 29 - 0.44 - 7 Eldridge et al., 2004 
Rattus fuscipes greyii1 81 - 0.03-0.83 - 6 Hinten et al., 2003 
Sarcophilus laniarius1 262 0.399-0.475 0.386-0.419 - 11 Jones et al., 2004 
Sorex araneus2 49 0.64 0.702 - 12 Lugon-Moulin, 2000 
Marmota marmota2 588 0.58 0.74 - 6 Goossens et al., 2001 
Microtus oeconomus3 182 0.61-0.82 0.57-0.76 - 8 Van de Zande et al., 2000
Arvicola terrestris3 628 0.73-0.85 0.80-0.85 - 8 Berthier et al., 2005 
1 Isla 
2 Valle 
3 Área no fragmentada 

 

Los niveles de diversidad genética en poblaciones isleñas están relacionados, entre otras 

cosas, con el área o tamaño de la isla, debido a que islas de mayor tamaño pueden albergar 

mayores tamaños poblacionales, evitándose así la endogamia y la deriva genética que pueden 

disminuir la variabilidad y en ciertos casos ocasionar la extinción de las poblaciones. Asimismo, se 

ha reportado que en islas puede darse el “efecto cerca” (fence effect) que provoca un aumento de 

las densidades poblacionales por la prevención y selección en contra de la migración (Adler et al., 

1986). Cozumel es una de las islas de mayor tamaño de México y la de mayor tamaño en el Caribe 

mexicano, con aproximadamente 486 km2, y alrededor del 75% de la isla está cubierta por 

vegetación de selva mediana subperenifolia y en el 2000 el 90% estaba cubierta por vegetación 

nativa (Cuarón et al., 2004; Romero-Nájera y Cuarón, datos sin publicar). Estos factores, entre 

otros, pueden estar promoviendo que O c. cozumelae presente densidades poblacionales 

suficientemente altas como para evitar la endogamia y deriva génica, y permitiendo a su vez que se 

mantengan altos niveles de diversidad genética en comparación con los encontrados en otras 

especies isleñas. 

Los datos sugieren que varias poblaciones no se encuentran en equilibrio de mutación-

deriva y han experimentado una reciente expansión en el tamaño poblacional o una introducción de 

alelos raros a partir de inmigrantes genéticamente distintos. La expansión poblacional evita que 

alelos raros se pierdan y la introducción de alelos por inmigrantes provocan que el número de 

alelos raros se incremente y que la heterocigosidad esperada sea significativamente mayor que la 

 



 

observada, por lo que no hay una deficiencia de alelos ni un exceso de heterocigosidad observada 

respecto a la esperada, características de un cuello de botella poblacional. 

Los cambios estacionales (temporada seca y de lluvias), las especies introducidas como 

serpientes, ratas, ratones, perros y gatos, los depredadores y competidores naturales, los 

huracanes y la actividad antropogénica comúnmente afectan la estructura y diversidad genética de 

las poblaciones isleñas (Frankham, 1996; 1997; 1998; Alcover et al., 1998; Álvarez-Castañeda y 

Ortega-Rubio, 2003). El que se haya encontrado evidencia de expansión poblacional, como la 

deficiencia de heterocigosidad en varias poblaciones y una firma demográfica de expansión a partir 

de las diferencias pareadas para Cozumel, así como altos valores de diversidad genética y alélica, 

sugiere que estos factores de perturbación en islas no han afectado, a nivel genético, a las 

poblaciones de O. c. cozumelae.  

Se ha observado que los tamaños poblacionales de O. c. cozumelae cambian 

estacionalmente (Gutiérrez-Granados, 2003; Fortes-Corona, 2004), sin embargo, los resultados 

sugieren que la reducción anual en el tamaño poblacional no es lo suficientemente drástica como 

para producir un cuello de botella o endogamia detectable. Además, durante un muestreo de 7 

meses se observó que no hay diferencias estacionales significativas entre la actividad e inactividad 

reproductiva de los individuos, donde se encontraron individuos en estado reproductivo todo el año 

(Fortes-Corona, 2004). También, las poblaciones naturales de roedores de la isla han estado 

sometidas históricamente a perturbaciones por huracanes, por lo que los efectos sobre la dinámica 

poblacional pudieran no ser tan drásticos como para las especies de roedores introducidas. Si la 

población disminuye su tamaño durante la época seca y/o después de un huracán (aumentando 

nuevamente durante la época de lluvias) sin llegar a un cuello de botella y además existe la 

posibilidad de reproducirse todo el año o durante varios meses, puede estarse evitando la pérdida 

de alelos y aquellos alelos raros pueden pasar a las siguientes generaciones. Sin embargo, es 

importante mencionar que en 2005 se presentaron dos huracanes que afectaron notablemente a la 

isla: Emily (17 de julio de 2005) y Wilma (21-24 de octubre de 2005). Sería interesante evaluar la 

diversidad genética post-huracán y contrastarla con los valores obtenidos en este estudio realizado 

antes de estos huracanes, así como darle un seguimiento en términos poblacional y genético. 

Los depredadores introducidos como perros y gatos se distribuyen en toda la isla, pero 

presentan una mayor abundancia cerca de las poblaciones humanas que en sitios más alejados 

(Bautista-Denis, 2006). Esto puede estar ligado a una menor probabilidad de ser depredado en la 

selva por estas especies introducidas. La boa, Boa constrictor, fue introducida en la isla en 1971 

(Martínez-Morales y Cuarón, 1999) y es un depredador de ratas y ratones endémicos (González-

Baca, 2006), así como de otros vertebrados. El hecho de que, aún en presencia de la boa, las 

poblaciones de O. c. cozumelae sean abundantes puede estar relacionado con el hecho de que en 

la isla se distribuyen dos especies de colúbridos como la serpiente lagartijera olivácea (Dryadophis 

melanomulus; A. D. Cuarón, datos no publicados) y el bejuquillo (Oxybelis fulgidus), y que este 

 



 

roedor no sea tan ingenuo (i. e. naiveté) para evadir depredadores como otras especies isleñas 

(Williamson, 1981; Mellink et al., 2002). Otros posibles depredadores naturales como las aves de 

presa diurnas (Falco columbarius, F. peregrinus, F. rufigularis, Buteo brachyurus fuliginosus, 

Elanoides forficatus) no se distribuyen comúnmente en selva mediana subcaducifolia (Fortes-

Corona, 2004). Otros depredadores potenciales para O. c. cozumelae son el tejón de Cozumel 

(Nasua nelsoni) y la zorra gris (Urocyon cinereoargenteus), pero el estado de sus poblaciones es 

crítico y con seguridad se encuentran en muy bajas densidades (Cuarón et al., 2004). El efecto de 

la depredación de estas especies sobre O. c. cozumelae puede ser no tan drástico, por lo que 

podrían mantenerse mayores densidades poblacionales en comparación con otras especies de 

roedores de la isla y no la está empujando hacia cuellos de botella. 

Las ratas y ratones introducidos (Rattus spp. y Mus musculus) son posibles competidores y 

especies exitosas en otros ambientes isleños (Alcover et al., 1998; Álvarez-Castañeda y Ortega-

Rubio, 2003). Sin embargo, a pesar de que estas especies eran comunes en la década de los 

1980, sólo se ha atrapado una rata durante cuatro años y medio (2001 al presente) de trabajo de 

captura-recaptura en la zona rural de la isla (A. D. Cuarón, com. pers.). Por el contrario, se han 

atrapado individuos de estas especies en restaurantes de playa, en el basurero municipal, así como 

en la zona urbana, por lo que se puede pensar que su presencia en la isla está estrechamente 

ligada a los asentamientos humanos. Por esto, puede sugerirse que actualmente las especies de 

ratas y ratones introducidas no excluyen competitivamente a O. c. cozumelae en la selva de Isla 

Cozumel como se ha dado en otras islas. La competencia interespecífica puede afectar a algunos 

de los componentes más importantes de la adecuación, como son la supervivencia, la reproducción 

y el uso del espacio (Eccard y Ylönen, 2002). Además de O. c. cozumelae, existen registrados en la 

isla otros dos taxa de roedores nativos (ambos endémicos), Reithrodontomys spectabilis y 

Peromyscus leucopus cozumelae, quienes podrían competir interespecíficamente a nivel individual 

y poblacional con O. c. cozumelae. La primera es una especie de ratón de menor tamaño que 

Oryzomys, con hábitos semiarborícolas y con menor densidad poblacional (Gutiérrez-Granados, 

2003; Fortes-Corona, 2004), por lo que el uso del espacio y supervivencia pueden diferir. Por 

ejemplo, se ha observado que el uso de hábitat de O. palustris difiere y es más variable entre 

estaciones que la de R. fulvescens en una pradera costera en Texas, EU (Kincaid et al., 1983). 

También, el uso diferencial del hábitat puede ser resultado de las diferencias entre especies para 

cosechar y defender los recursos, susceptibilidad a depredadores y parásitos, y en sus historias de 

vida. La selección del hábitat por denso-dependencia puede ser un mecanismo para mitigar los 

efectos negativos de la competencia, tal como se ha probado para Dicrostonyx y Lemmus (Morris 

et al., 2000). Si en Cozumel se estuviera presentando un fenómeno similar, pudiera darse una 

coexistencia de estas especies disminuyéndose la competencia por una distribución diferencial del 

hábitat. P. l. cozumelae es una subespecie que presentaba una mayor densidad poblacional que O. 

c. cozumelae (Engstrom et al., 1989) pero que se cree que está extinta dado que no se ha 

 



 

capturado desde 1989 (Fortes-Corona, 2004); si este es el caso, entonces en la isla hay un posible 

competidor menos y una liberación de recursos que pueden ser utilizados por O. c. cozumelae. 

Podría suponerse que el efecto de la competencia interespecífica sobre la adecuación de O. c. 

cozumelae no es tan drástica, por lo que sus densidades no son tan bajas evitándose así la 

endogamia y la pérdida de alelos raros.  

La población isleña presentó una clara estructuración y una correlación significativa con la 

distancia geográfica, lo que sugiere que está conformada por varias subpoblaciones. Con el 

análisis de varianza tomando todas las muestras de la isla o únicamente a las de CAPA, un 

pequeño porcentaje de la variación entre los sitios resultó ser significativo, lo que está de acuerdo 

con la correlación genética y geográfica. Sin embargo, la distribución de la variación se concentró 

principalmente dentro de las poblaciones debido a que por su genotipo casi no se encontraron 

individuos idénticos. De hecho, la diversidad de genotipos fue tal que el análisis de asignación no 

puedo asignar a los individuos a los sitios donde fueron capturados, y el análisis de estructuración 

poblacional basado en genotipos determinó que en la isla se presentan entre 1 y 5 poblaciones 

dependiendo de si se toma el valor de mayor probabilidad logarítmica posterior para un cierto 

número de poblaciones (K= 1) o si se toma el menor valor de admixia (K= 5). Los resultados 

contrastantes sobre estructura genética se pueden deber a la diferente sensibilidad de los métodos 

utilizados; por un lado están las comparaciones pareadas y el análisis de varianza molecular que 

utilizan valores de diferenciación genética entre sitios, y por otro lado los métodos de asignación 

genética y estructuración bayesiana que utilizan directamente a los genotipos. 

Se ha documentado que los caminos pueden interrumpir o disminuir el movimiento de 

individuos de un sitio a otro (McDonald y St. Clair, 2004; Goosem y Marsh, 1997; Goosem, 2001); 

en el caso de Cozumel el número de migrantes por generación estimado de manera indirecta a 

partir de RST entre los sitios fue alto en la mayoría de los casos. Estos datos contrastan con lo 

encontrado en trabajos de captura-recaptura en la isla en donde pocos individuos capturados en un 

sitio fueron recapturados en otro (Fortes-Corona, 2004). El poco movimiento de individuos que 

pudiera darse ocasionalmente entre sitios puede estar evitando la diferenciación genética. Sin 

embargo, los caminos de la zona de captación de agua no están fragmentando la isla dado que no 

la cruzan en su totalidad, por lo que si los roedores no cruzan frecuentemente los caminos o evitan 

acercarse a los bordes, pueden rodearlos. Al contrario, la carretera transversal sí fragmenta a la 

isla en norte y sur, por lo que puede tener un efecto sobre la estructuración genética observada. 

Por otro lado, los altos valores de flujo génico pueden ser resultado de la distribución histórica casi 

equitativa de las frecuencias alélicas entre sitios y no necesariamente al movimiento de individuos 

de un sitio a otro. Si efectivamente los roedores se ven afectados en cierta medida por los caminos, 

tal vez el tiempo desde su construcción en de la isla no ha sido suficiente para diferenciar a las 

poblaciones. 

 



 

Pueden considerarse varios escenarios que expliquen la alta diversidad alélica y genética 

de O. couesi en la isla: 1) si la población isleña proviene de un solo evento de colonización, los 

migrantes deben haber sufrido un cuello de botella, pero al encontrarse en un ambiente adecuado 

sin depredadores y competidores la población se expandió y actualmente hay frecuencias alélicas 

similares entre sitios por migración y expansión poblacional, pocos alelos exclusivos para un sitio o 

área particular, así como una gran diversidad de alelos debido a la alta tasa de mutación en 

microsatélites; 2) si la población isleña proviene de varios eventos de migración continente-isla 

propiciados por huracanes, lluvias e inundaciones, o movimientos humanos, ello podría explicar la 

alta diversidad de alelos, dada la introducción de alelos diferentes a la isla en momentos distintos 

desde la formación de la misma. Ambos escenarios son factibles, pero dado el tiempo, el tamaño y 

la distancia de la isla al continente (MacArthur y Wilson, 1967) es más probable que hayan ocurrido 

varios eventos de colonización de Isla Cozumel. 

En el árbol de NJ se puede observar que no se forman grupos monofiléticos exclusivos para 

las muestras de Cozumel, Campeche o Chiapas. En la red mínima de haplotipos también se 

observa que las muestras de Cozumel no forman una red separada de las muestras de Campeche 

y de Chiapas, aunque sí respecto a las muestras de Chiapas provenientes de la costa del Pacífico 

e istmo de Tehuantepec. Dentro de la isla se presentaron varios haplotipos, en particular dos de 

ellos muy frecuentes y a su vez cercanos a los de Campeche. Es interesante resaltar que la 

muestra de Campeche genéticamente más cercana a las de Cozumel es la que geográficamente 

también se encuentra más cercana. Los haplotipos de Chiapas quedaron siempre más 

distanciados, en especial las dos muestras de la costa Pacífica e istmo de Tehuantepec que 

formaron una red separada, y esto puede deberse a la mayor distancia y aislamiento geográfico 

respecto a Campeche y Cozumel. En la red mínima de haplotipos se observa una distribución en 

forma de estrella a partir del genotipo más común de Cozumel y que se asocia a otros haplotipos 

de la isla, y que generalmente se relaciona a eventos de rápida expansión. Esto está de acuerdo 

con los resultados obtenidos y discutidos anteriormente sobre posible expansión poblacional. Estos 

datos sugieren, como era de esperarse, que el origen de la población de la isla ocurrió a partir de la 

migración de O. couesi proveniente de la península de Yucatán. También, la presencia de dos 

grupos separados de muestras de Cozumel en la red de haplotipos y la distribución bimodal de las 

diferencias pareadas sugieren la posibilidad de varios eventos de colonización continente-isla 

(Rowe et al., 2004). Es necesario ampliar la muestra de O. couesi peninsular y continental para 

determinar el patrón filogeográfico de la isla y evaluar más precisamente su origen. 

En los últimos dos años (2004-2006) el éxito de captura de O. couesi en la península de 

Yucatán ha sido muy bajo a pesar de un gran esfuerzo de muestreo (observación personal). La 

falta de un mayor número de muestras de O. couesi continentales hace imposible señalar 

exactamente el lugar de origen de la población isleña y presentar un análisis filogeográfico más 

completo. Seguramente el menor éxito de captura de O. couesi en la península de Yucatán 

 



 

significa que esta especie se encuentra en densidades poblacionales menores que en la isla y le da 

una mayor importancia, en términos de biodiversidad y conservación, a la población de Cozumel. 

La Isla Cozumel presenta menores niveles de presión de cambio de uso de suelo en 

comparación con la Riviera Maya y el resto de la península (G. Pasquetti, com. pers.). Sin 

embargo, la introducción de especies exóticas y el incremento notable de la demanda por la 

construcción hotelera y de infraestructura portuaria en los últimos años (Estadísticas del Medio 

Ambiente, INEGI-SEMARNAP, México, 1999), trae consigo un aumento de las presiones sobre el 

ecosistema isleño. En esta isla se distribuyen varias especies endémicas, morfológica y 

genéticamente distintas a las continentales (Martínez-Morales, 1999; Zink et al., 1999; Cuarón et 

al., 2004; McFadden, 2004), por lo que es necesario implementar medidas de conservación a corto 

y largo plazo para evitar la pérdida de diversidad biológica. También, es necesario que se 

desarrollen más estudios ecológicos, filogeográficos y genéticos de otras especies endémicas para 

dar mayor robustez a las propuestas de manejo o conservación que se planteen para la Isla 

Cozumel. Sin embargo, cualquier estrategia de conservación o manejo debe considerar la realidad 

política y económica del país y de la región. En este estudio se ha demostrado que la población 

isleña de O. c. cozumelae presenta una rica diversidad genética y alélica, así como una 

estructuración significativa a lo largo de Isla Cozumel, que le da una gran importancia en el ámbito 

de la conservación de la biodiversidad. 

 

 
 

 



VIII. Conclusión 
O. c. cozumelae presenta niveles significativamente altos de diversidad genética y alélica, a 

pesar de ser una subespecie isleña sujeta al efecto de depredadores naturales e introducidos, 

competencia interespecífica, cambios estacionales y huracanes, que podrían llevar a las 

poblaciones a cuellos de botella. La población isleña se encontró estructurada y diferenciada a 

pesar de haberse estimado altos valores de flujo génico, por lo que no debe considerarse como una 

única población continua. Tomando en cuenta el bajo número de muestras para el análisis 

filogeográfico, la población isleña no se ha diferenciado de la peninsular, pero sí se observa que 

hay una clara estructuración isla-península versus continente (muestras de Chiapas), que pueden 

representar diferentes unidades evolutivamente significativas. La alta diversidad genética en 

comparación con otras especies isleñas, la estructuración genética y las firmas demográficas de 

expansión poblacional a pesar de la presencia de especies introducidas, cambios estacionales y 

otras perturbaciones ecológicas como huracanes, así como el menor éxito de captura de O. couesi 

en la península vuelve a la población o poblaciones isleñas más importantes en términos de 

conservación. 
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Anexo 1. Extracción de ADN por el método de Fenol-Cloroformo 

Las muestras son pequeños pedazos de piel sin pelo de ejemplares de colecciones 

mastozoológicas o fragmentos de tejido que se han conservado en congelación a –70º C o en alcohol 

al 90%. 

Día 1. - Las muestras se colocan en un tubo Ependorf etiquetado y se cortan con tijeras en pequeños 

trozos. Se agregan 300 µl de solución de lisis (EDTA 0.1 M, NaCl 0.15 M) y 17 µl de SDS. Se mezcla 

utilizando un vortex. Se agregan 30 µl de Proteinasa K y se mezcla utilizando un vortex. Se coloca en 

baño María a 60º C por toda la noche. 

Día 2.- A cada muestra se le agrega un volumen de Fenol, se mezcla (vortex), se centrifuga 10 

minutos a 12,000 RPM. Se recoge el sobrenadante (colocándolo en un nuevo tubo etiquetado), éste se 

mezcla con un volumen de fenol-cloroformo-alcohol-isoamílico (25:24:1). Se mezcla (vortex), se 

centrifuga 10 minutos a 12,000 RPM. Se recoge el sobrenadante y se mezcla con un volumen de 

cloroformo alcohol-isoamílico (24:1) y se homogeneiza (vortex). Se centrifuga 10 minutos a 12,000 

RPM. Se recoge el sobrenadante y se agrega un volumen de éter etílico, se mezcla (vortex) y se 

centrifuga tres minutos a 12,000 RPM. Se retira el sobrenadante (es el éter) y la muestra queda abajo. 

Las muestras se colocan en baño María de 3 a 5 minutos con los tubos abiertos para que se evapore 

el éter. Se añade 0.1 volumen de Acetato de Sodio y 2.5 volumen de alcohol etílico absoluto frío (el 

alcohol se agrega lentamente) y después se mezcla de manera suave. Refrigeración a –20º C durante 

12 horas. Para muestras antiguas dejar tres días. 

Día 3.- Centrifugar 30 minutos a 12,000 RPM. Se extrae el alcohol y se deja el botón de ADN. Se 

añaden 100 µl de alcohol etílico al 80% y no se resuspende. Centrifugar 5 minutos a 12,000 RPM. Se 

extrae el alcohol. Las muestras se colocan en una centrífuga al vacío entre 3 a 5 minutos. Se añaden 

100 µl de TE (Tris HCl 10mM EDTA 1mM) al botón. Se resuspende el botón. Para bajar las gotitas de 

las paredes del tubo se colocan las muestras en la nanofuga por algunos segundos (2-3). Se añaden 

11.1 µl de ARNasa (200 µg/ml). Se incuba a 37º C durante una hora. Se añade un volumen de fenol-

cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) se homogeneiza y se centrifuga durante 5 minutos. Se 

recupera el sobrenadante y se agrega 0.1 volumen de Na Ac (Acetato de Sodio) más 2.5 volumen de 

etanol absoluto frío, éste último se resbala suavemente por las paredes del tubo. Se mezcla 

suavemente. Se colocan los tubos a –20 º C hasta el siguiente día. 

Día 4.- Centrifugar de 20 a 30 minutos a 12,000 RPM. Eliminar el alcohol. Agregar 100 µl de etanol al 

80% sin resuspender. Centrifugar 5 minutos a 12,000 RPM. Se extrae el etanol. Se colocan las 

muestras en la centrífuga de vacío entre 3 a 5 minutos. Se agregan 50 µl de agua bidestilada (libre de 

ARNasa y ADNasa) y se resuspende el botón de ADN. Las muestras se colocan en refrigeración a –

20º C. Nota. Un volumen es de 350 µl (Darbre, 1999; Surzycki, 2000). 

 



Anexo 2. Condiciones de amplificación de microsatélites de Oryzomys couesi cozumelae. 

 

Ory16 Reactivo µl Concent. 
Final 

Temp. 
Alin. 

 Ory26 Reactivo µl Concent. 
Final 

Temp. 
Alin. 

 MgCl2 1.05 3.5 mM 50ºC   MgCl2 1.2 4mM 50ºC 
 dNTPs 1.5 2 mM    dNTPs 1.5 2 mM  
 F 0.9 0.6 µM    F 0.9 0.6 µM  
 R 0.9 0.6 µM    R 0.9 0.6 µM  
 Buffer 10X 1.5 1X    Buffer 10X 1.5 1X  
 Taq 

Platinum 
0.15 0.75 u/µl    Taq 

Platinum 
0.15 0.75 u/µl  

 DNA 1     DNA 1   
 H20 8     H20 7.85   
 Total 15     Total 15   
           
Ory21 Reactivo µl Concent. 

Final 
Temp. 
Alin. 

 Ory40 Reactivo µl Concent. 
Final 

Temp. 
Alin. 

 MgCl2 0.9 3.0 mM 55ºC   MgCl2 1.05 3.5 mM 55ºC 
 dNTPs 1.5 2.0 mM    dNTPs 1.5 2.0 mM  
 F 1.5 1.0 µM    F 1.5 1.0 µM  
 R 1.5 1.0 µM    R 1.5 1.0 µM  
 Buffer 10X 1.5 1X    Buffer 10X 1.5 1X  
 Taq 

Platinum 
0.15 0.75 u/µl    Taq 

Platinum 
0.15 0.75 u/µl  

 DNA 1     DNA 1   
 H20 6.95     H20 6.8   
 Total 15     Total 15   
           
Ory60 Reactivo µl Concent. 

Final 
Temp. 
Alin. 

      

 MgCl2 1.05 3.5 mM 53ºC       
 dNTPs 1.5 2.0 mM        
 F 1.5 1.0 µM        
 R 1.5 1.0 µM        
 Buffer 10X 1.5 1X        
 Taq 

Platinum 
0.15 0.75 u/µl        

 DNA 1         
 H20 6.8         
 Total 15         
 

 

 

 

 



Anexo 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida 6% y tinción con plata. 

Primero se debe preparar la poliacrilamida al 40% (debe tenerse mucho cuidado porque la 

poliacrilamida es altamente tóxica): 

- 38 g de Acrilamida 

- 2 g de Bis-Acrilamida 

- 100 ml de H2O 

Posteriormente se hace un stock de poliacrilamida al 6%. Preferentemente, puede usarse la 

poliacrilamida comercial RAPID GEL 40% y de ahí preparar el stock a 6%. El stock puede prepararse 

siguiendo las especificaciones siguientes: 

 

Preparación de 250 ml de stock de poliacrilamida 6%: 

- 37.5 ml de poliacrilamida 40% o de RAPID GEL 40%. 

- 105 g de Urea 

- 25 ml TBE 10X pH 8.3 

Agregar a un vaso de precipitado 100 ml de H2O y la urea. Colocar un agitador y disolver. Calentar 

levemente para acelerar la disolución de la urea (puede tardar varios minutos). Agregar el TBE 10X pH 

8.3. Agregar la poliacrilamida 40% (preparada o de RAPID GEL) y revolver bien. Aforar a 250 ml y 

guardar en refrigeración (4ºC). 

 

Preparación del gel: 

Se deben usar dos vidrios, uno donde se va a pegar el gel (chico) y otro donde no se debe pegar 

(grande). Ambos vidrios deben lavarse cuidadosamente primero con jabón, después con agua 

destilada y al final con alcohol de tal manera de que no queden residuos sobre su superficie. Secarlos 

y colocarlos de manera horizontal sobre algún tipo de soporte o base. De vez en cuando dejarlos 

enjuagando con NaOH 1M 20 min-toda la noche. 

En un tubo Ependorf de 1.5 ml agregar 1.25 µl de Bind Silane, 83 µl de ácido acético al 10% y 333 

µl de Etanol al 100% a 4ºC (puede usarse alcohol del 96). Tirar esta solución sobre una cara del vidrio 

donde se pegará el gel (vidrio chico) y con una sanita extender sobre toda la superficie 

homogéneamente. Al vidrio grande (donde no se pega el gel), se le moja con unas gotas de Rain Anti-

Fog (repelente de agua para parabrisas de coche, de uso comercial) o con Repel Silane. Extender 

homogéneamente y dejar secar unos 10-15 min. Es importante que ambos vidrios se dejen secar bien 

antes de seguir con el protocolo. 

Colocar los separadores de 0.4 mm en los extremos del vidrio chico y colocar el vidrio grande 

encima. Las caras de los vidrios que fueron mojadas con las soluciones deben quedar aproximadas 

 



pero no deben tocarse. Colocar broches en los extremos de los dos vidrios para que estos no se 

separen. Además se requiere para polimerizar la acrilamida, Persulfato de Amonio (APS) al 10% y 

TEMED (BioRad). 

En otro recipiente (ya sea una jeringa sin aguja o algo que sirva para verter poco a poco) colocar 

dependiendo del tamaño del vidrio a utilizar: 

 
Poliacrilamida 6% (ml) APS (ml) TEMED (ml) 

15 (vidrio chico) 45 12.5 
20 60 16.6 
25 75 20.75 

30 (vidrio grande) 90 24.9 
 

Revolver y verter la solución de poliacrilamida entre los dos vidrios de tal manera que se cubra todo y 

no queden burbujas en medio. Colocar el peine pero en posición invertida para que quede una 

superficie plana donde luego se harán los pozos donde se colocarán las muestras a analizar. Colocar 

uno o dos broches sobre el peine y dejar polimerizar al menos 35 min. 

 Una vez polimerizado, retirar el peine, colocar el gel en una cámara de electroforesis vertical, 

llenar con TBE 1X pH 8.3, limpiar los excesos de poliacrilamida y colocar nuevamente el peine pero 

esta vez insertando los dientes en la poliacrilamida (entre 2-5 mm, aproximadamente). Limpiar cada 

pozo con el mismo buffer de la cámara de electroforesis y usando una pipeta (los pozos tienen urea y 

restos de gel). Ponerlo a precorrer unos 15 min antes de cargar las muestras. 

 Colocar ½ volumen de buffer de carga a cada muestra. Desnaturalizar por 7 min a 94ºC. 

Colocar 7 ml de muestra en cada pozo. Correr a 500 V por 2:10 horas o hasta que el frente del buffer 

de carga llegue a 5 cm del final del gel. El gel se calentará para mantener las muestras 

desnaturalizadas, pero no demasiado. 

 Al terminar, sacar el gel de la cámara y con una espátula separar ambos vidrios. El gel queda 

pegado en el vidrio chico (donde se colocó el Bind Silane). El vidrio grande debe quedar limpio, sin 

pedazos de gel adheridos. 

 

Tinción con Plata: Siempre se debe usar agua fría. 

- Colocar el vidrio con el gel en una charola con ácido acético al 10% frío y dejar agitando 35 

min. 

- Pasar el ácido acético a otro recipiente (se utilizará posteriormente). Agregar agua fría 

(suficiente para que cubra al gel) y dejar 5 min. 

- Agregar la solución de plata (0.3 g de Nitrato de Plata, 300 ml H2Od a 4ºC y 450 ml de 

Formaldehído al 37%. Dejar 25-30 min. 

 



- Retirar la solución de plata (es tóxica, ver tratamiento para su desecho). Agregar agua fría y 

rápidamente tirarla (3-5 seg). 

- Agregar la solución reveladora (9 g de Acetato de Calcio, 300 ml H2Od a 4ºC, 450 ml de 

Formaldehído al 37% y 500 ml de Tiosulfato de Sodio 0.1 N). Agitar hasta que se vean las 

bandas. 

- Una vez que se vean las bandas, tirar la solución reveladora y rápidamente colocar el ácido 

acético que se usó en el primer paso. Dejar 10 min. Al terminar, tirar el ácido acético, colocar 

un poco de agua destilada, y dejar secar el gel una noche. 

- Leer las bandas. 

 

 

 

 



Anexo 4. Condiciones de amplificación y secuenciación de citocromo b de Oryzomys couesi. 

 

Condiciones de amplificación de cyt b para Oryzomys couesi     

Reactivos µl  Paso 
Temperatura 

(ºC) 
Tiempo 

(min) 
Buffer 10X 2  Ciclo inicial 94 4 
MgCl2 25 mM 2.4  Desnaturalización 94 1 
dNTP's 10 mM 4  Alineación 50-52 1 
Primer Forward 10 µM 0.8  Extensión 72 1 
Primer Reverse 10 µM 0.8  35 veces   
Taq 5 U/µl 0.2  Extensión Final 72 5 
H2O dd 8.8  Final 4 24 hrs 
ADN 1     
Vol. Final 20     

 

 

Condiciones de secuenciación de cyt b para Oryzomys couesi     

Reactivos µl  Paso 
Temperatura 

(ºC) Tiempo 
ADN 5  Ciclo inicial 96 1 min 
Primer Forward (o reverse) 1  Desnaturalización 96 10 seg 
Prism 2  Alineación 50 5 seg 
Buffer de reacción 3  Extensión 60 4 min 
Vol. Final 11  25 veces   
   Final 4 24 hrs 

 

 



Anexo 5. Precipitación por Polietilenglicol (PEG-3350) para la limpieza de productos de PCR. 

Para la purificación de productos de PCR mayores que 300 pb. 

1) Transferir los productos de PCR a un tubo nuevo de 1.5 ml etiquetado. 

2) Adicionar ½ volumen de 30% PEG-3350 (en 1.5 M NaCl) a la reacción de PCR (por ejemplo, 25 µl 

de solución de PEG a 50 µl de reacción de PCR). 

3) Agitar gentilmente (ya sea golpeando el tubo con el dedo o usando la micropipeta levantando y 

soltando el líquido varias veces) y dejar reposar por 10-15 min a temperatura ambiente. Productos 

cercanos a 300 pb necesitan entre 15 y 30 min. 

4) Centrifugar 8 min a 13,200 RPM. Los productos más grandes que 300 pb formarán un botón. Los 

productos menores que 300 pb (dNTP´s, oligos) quedarán en el sobrenadante. 

5) Cuidadosamente, remover el sobrenadante con una pipeta sin tocar el botón. 

6) Cuidadosamente (sin mezclar), adicionar 300 µl de 75% etanol para lavar el botón de PEG. 

7) Centrifugar 4 min a 13,200 RPM. 

8) Cuidadosamente sacar el etanol sin tocar o mover el botón. 

9) Repetir los pasos 5-8 (opcional pero no recomendado). 

10) Secar el etanol restante del botón en una centrífuga de vacío a temperatura media (30 min). 

Asegurarse que el tubo quede seco. También pueden dejarse las muestras secando al aire libre. 

11) Resuspender el botón de ADN en un volumen de 12-25 µl de 10 mM Tris. Agitar bien por 15 seg y 

colocar a 37º C por 15 min o hasta que se resuspenda el botón, después agitar nuevamente. Para 

el procedimiento de secuenciación (donde se requieran 10 µl), resuspender en 15 µl (o en 16 µl si 

el pipeteo no es exacto). 

Visualizar en gel de agarosa para asegurar que hubo recuperación de ADN. 

 



 Anexo 6. Limpieza de productos de secuenciación con Sephadex G-50. 

Se utilizan las columnas de Centri-Sep (Princeton Separations) y se pueden rehusar varias 

veces. Para preparar el Sephadex o resina, se pesan 5 g de polvo Sephadex G-50 y se coloca en un 

matraz Erlenmeyer de 250 ml. Se agregan 75 ml de agua bidestilada, se tapa el matraz y se calienta 

por 10 min a bajo poder sin dejar que el agua hierva. Después se lleva la solución al nivel original si se 

evaporó mucha agua. Se coloca una mosca (para agitar la solución), se tapa con Parafilm y se coloca 

a 4 ºC para evitar evaporación. No se debe utilizar el Sephadex caliente. 

 Pasos a seguir para la limpieza de la reacción de secuenciación: 

1) Colocar el matraz Erlenmeyer con el Sephadex G-50 en agitación. Evitar que la solución se 

asiente. 

2) Asegurarse de que el tubo de Centri- Sep esté limpio y seco. 

3) Colocar 650 µl de Sephadex G-50 en la columna de Centri-Sep evitando de que queden 

burbujas y añadiendo desde el fondo. 

4) Orientar las columnas hacia fuera en la microcentrífuga. Centrifugar por 3 min a 2400 RPM. 

5) Sacar la columna del tubo de recolección y colocarla en un tubo Ependorf de 1.5 ml etiquetado. 

6) Adicionar 10 µl de H2O a cada producto de reacción (dando un total de 21 µl). El agua facilita el 

movimiento de los productos de secuenciación a través de la columna de Sephadex. 

7) Adicionar los productos de secuenciación al centro de la resina de Sephadex G-50, no a los 

lados. No tocar la resina con la punta de la pipeta. 

8) Centrifugar nuevamente por 3 min a 2400 RPM. Orientar los tubos en el mismo sentido. Al final 

de la centrifugada se debe observar el mismo volumen que se adicionó a la columna. 

9) Secar los productos en una centrífuga al vacío o a temperatura ambiente si sobre secar. 

10) Se tira la resina de Sephadex G-50 y las columnas Centri-Sep se lavan con agua destilada y se 

dejan secar. No se debe utilizar jabón. 

11) Las muestras se pueden colocar en refrigeración a 4 ºC hasta que se envíen a secuenciar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Columna Centri-Sep

Sephadex G-50

Tubo Ependorf 1.5 ml

Productos de Secuenciación
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Sephadex G-50

Tubo Ependorf 1.5 ml

Productos de Secuenciación

Tubo de recolección

 



Anexo 7. Frecuencias alélicas para CAPA y otras regiones de la isla. 

Sitio 3 Ory16

0.2115

0.5

0.0192

0.0577

0.0962

0.0769
0.0385

Sitio 5 Ory16

0.2059

0.3529

0.0294

0.0441

0.2059

0.0294

0.01470.0294
0.0294
0.0588

Sitio 7 Ory16

0.1923

0.40380.0577

0.0577

0.1923

0.0385

0.0385 0.0192

Sitio 9 Ory16

0.05 0.05

0.45

0.15

0.05

0.05

0.1

0.05 0.05

Sitio 2 Ory16

0.2222

0.5

0.0556

0.0278

0.1667
0.0278

Sitio 4 Ory16

0.173913

0.347826

0.021739

0.130435

0.26087

0.043478

0.021739

Sitio 6 Ory16

0.1111

0.4444

0.0556

0.0185

0.2037

0.0926

0.0185

0.037

0.0185

Sitio 8 Ory16

0.1184

0.6053

0.0263

0.0263

0.1579

0.0132
0.0263

0.0263

NO Ory16

0.2857

0.5

0.0714

0.1429

E Ory16

0.125

0.3125

0.06250

0.375

0.125

N Ory16

0.1111

0.0556

0.3333

0.2222

0.1667

0.0556

0.0556

S Ory16

0.5

0.25

0.25

85
91
94
97
100
103
106
109
112
115
118
121
127

 

 



NO Ory21

0.0714

0.1429

0.2143

0.0714

0.2857

0.0714

0.1429

Sitio 3 Ory21

0.057692
0.019231

0.153846

0.038462

0.076923

0.019231
0.057692

0.019231

0.153846

0.0384620.057692

0.230769

0.076923

Sitio 5 Ory21

0.0294

0.0588

0.1176

0.0294

0.0735

0.4265

0.0882

0.1029
0.0294

0.0441

Sitio 7 Ory21

0.0962

0.1538

0.0577

0.0577

0.2885

0.0769

0.0385

0.0769

0.0192
0.01920.0385

0.0769

Sitio 9 Ory21

0.1

0.05

0.15

0.15

0.1
0.05

0.1

0.25

0.05

Sitio 2 Ory21

0.02780.0556

0.1389

0.0556

0.0278

0.0833

0.3611

0.0556

0.0556

0.0833

0.0556

Sitio 4 Ory21

0.065217

0.043478

0.021739

0.108696

0.043478

0.152174

0.108696

0.304348

0.0217390.043478

0.021739
0.065217

Sitio 6 Ory21

0.055556

0.092593

0.074074

0.12963

0.055556

0.277778

0.166667

0.018519

0.055556
0.018519
0.018519

0.037037

Sitio 8 Ory21

0.1447

0.0263

0.1053

0.05260.1316

0.0789

0.0263

0.0263
0.0526

0.0132

0.0132

0.0526

0.2763

E Ory21

0.125

0.0625

0.0625

0.25

0.125

0.25

0.0625
0.0625

N Ory21

0.0556
0.0556

0.0556

0.1111

0.2778

0.3333

0.0556

0.0556

S Ory21

0.25

0.25

0.5

151
154
157
160
163
166
169
172
175
178
181
184
187
190
193

 
 



Sitio 3 Ory26

0.038462

0.692308

0.019231

0.153846

0.057692

0.038462

Sitio 5 Ory26

0.8382

0.1029

0.0147

0.0294

0.0147

Sitio 7 Ory26

0.8654

0.0192

0.0192

0.0962

Sitio 9 Ory26

0.95

0.05

Sitio 2 Ory26

0.0556

0.0278

0.0556 0.0556

0.8056

Sitio 4 Ory26
0.021739

0.021739
0.021739

0.086957

0.847826

Sitio 6 Ory26

0.9259

0.0556
0.0185

Sitio 8 Ory26

0.8289

0.0263

0.0526

0.0789 0.0132

NO Ory26

0.7857

0.1429

0.0714

E Ory26

0.0625

0.25

0.6875

N Ory26

0.2222

0.1111

0.0556

0.6111

S Ory26

0.5

0.5
97
100
118
121
124
127
130

 
 



Sitio 2 Ory40

0.0833

0.0556

0.0556

0.6389

0.0278

0.1389
Sitio 6 Ory40

0.1296

0.5926

0.1111

0.0185

0.0556
0.0741

0.0185

Sitio 4 Ory40

0.021739

0.26087

0.130435

0.043478

0.543478

Sitio 3 Ory40

0.0577
0.0962

0.5577

0.0192

0.1154

0.1538

Sitio 5 Ory40

0.0294
0.1029

0.4706

0.0882

0.0147

0.0588

0.2353

Sitio 7 Ory40

0.0192

0.25

0.5769

0.0769

0.0192 0.0577

Sitio 9 Ory40
0.1

0.15

0.65

0.05
0.05

NO Ory40

0.0714

0.1429

0.2857

0.1429

0.1429

0.0714

0.1429

E Ory40

0.125

0.125

0.125

0.0625
0.0625

0.5

N Ory40

0.2222

0.1667

0.2778

0.1111

0.0556

0.1667

S Ory40

0.25

0.250.25

0.25

127
130
133
136
139
142
145
148
151
154

Sitio 8 Ory40
0.0789

0.0526

0.5658

0.0789
0.0658

0.1579

 
 



Sitio 3 Ory60

0.0577
0.1154

0.1731

0.1154
0.3462

0.0962

0.0769

0.0192

Sitio 5 Ory60

0.0588

0.1765

0.2059

0.1471

0.1765

0.0588

0.1176
0.0294

0.0294

Sitio 7 Ory60

0.057692

0.173077

0.173077
0.211538

0.096154

0.153846

0.0384620.019231

0.076923

Sitio 9 Ory60

0.05

0.15

0.2

0.10.05

0.35

0.05
0.05

Sitio 2 Ory60
0.0278

0.1111

0.0556

0.1111
0.1111

0.2222

0.1111

0.0833
0.1667

Sitio 4 Ory60
0.065217

0.173913

0.021739

0.217391

0.152174

0.108696

0.195652

0.065217

Sitio 6 Ory60

0.0741

0.0185

0.1852

0.1667

0.1667

0.1296

0.1296

0.0926
0.037

Sitio 8 Ory60

0.1447

0.0658

0.1447

0.2237

0.2237

0.0658

0.0658
0.0395 0.0263

NO Ory60

0.1429

0.1429

0.0714

0.2143

0.3571

0.0714

E Ory60

0.3125

0.125

0.25

0.125

0.125

0.0625

N Ory60

0.2222

0.1667

0.1667

0.2778

0.1111

0.0556

S Ory60

0.25

0.250.25

0.25

129
132
135
138
141
144
147
150
153
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