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RESUMEN
La variacion en los caracteres puede ser un indicio de la presencia de mas de un linaje en una
especie. El uso de un enfoque integrativo permite la recopilacion de diferentes fuentes de
informacion para tener un panorama mas exacto de la historia evolutiva de los linajes. En el
roedor Osgoodomys banderanuta evidencia previa indica diferenciacion genética a nivel
cromosomico (citotipos) que sugiere la presencia de mas de un linaje evolutivo. El objetivo de
esta tesis fue evaluar si los patrones cariotipicos corresponden con historias evolutivas
independientes reflejadas a través de marcadores moleculares mitocondriales, asi como con
caracteristicas ambientales distinguibles a partir de Modelos de Nicho Ecolégico (MNE). Los
resultados indicaron que existe relacion entre los patrones cariotipicos y los grupos encontrados
en los analisis filogenéticos. Se encontraron tres grupos que corresponden a los citotipos A, D y
B—C, siendo el citotipo D el de divergencia mas antigua y los citotipos B y C los de mas reciente
divergencia. Los valores de distancia genética fueron altos para el citotipo D (10%) y A (5%) y
similares entre los citotipos B y C (1%). La evidencia aportada por los MNE apoya la integridad
de estos tres grupos, indicando distribuciones potenciales para el citotipo A en la region de la
costa del Pacifico, para el citotipo D en la cuenca del rio Balsas, y para citotipos By C en la
region central desde Jalisco hasta Guerrero. Los grupos reconocidos mantienen a su vez patrones
de similitud con las subespecies, siendo el citotipo A equivale@e a banderanuy los
citotipos B-C similares @. b. vicinior El citotipo D no se asocié a ninguna subespecie,
pudiendo representar una especie criptica. Los datos filogenéticos, genéticos, cariotipicos,
ambientales y morfologicos apoya la divergencia de los tres grupos, por lo que se propone la
reevaluacion del estatus taxonomico de éstos, asi como la busqueda de caracteres morfologicos

que permitan su diagnosis.



ABSTRACT
Variation in characters can be a sign of the presence of more than one evolutionary lineage.
Using an integrative approach allows the compilation of information from different sources to get
a more accurate overview of the evolutionary history of lineages. In the roGdgobdomys
banderanus previous evidence of genetic differentiation at the chromosomal level (cytotypes)
suggest the presence of more than one evolutionary lineage. The aim of this thesis is to evaluate
whether the karyotypic patterns correspond to independent evolutionary histories reflected by
mitochondrial molecular markers, and that are distinguishable using environmental
characteristics of Ecological Niche Models (ENM). A relationship was found between karyotypic
patterns and groups recovered in phylogenetic analyses. Three groups corresponding to cytotypes
A, D and B-C were found, cytotype D being the earliest diverging and cytotypes B and C the
most recently diverging. Genetic distance values were higher for the cytotype D (10%) and A
(5%), and similar between cytotypes B and C (1%). The evidence from the ENM supports the
integrity of these three mitochondrial DNA groups, indicating potential distributions of cytotype
A along the Pacific coast, of cytotype D in the Balsas River basin, and cytotypes B and C in
central Mexico from Jalisco to Guerrero. The three mitochondrial DNA groups correspond with
the subspecies, being the equivalent of cytotype @.tb. banderanuand cytotypes B-C tQ.
b. vicinior. Cytotype D was not associated with any subspecies, and may represent a cryptic
species. The phylogenetic, genetic, karyotypic, environmental and morphological data support
the divergence of the three groups, so that a reevaluation of the taxonomic status of these is

proposed, and the search for morphological characters that allow their diagnosis.



INTRODUCCION
El conocimiento de las relaciones filogenéticas entre grupos de organismos y su identificacion
correcta es un reto para la biologia. Un punto importante para esta identificacion es poder
diferenciar claramente poblaciones que presenten atributos biolégicos que las distingan y que
permitan determinar si estas poblaciones corresponden a una misma unidad evolutiva (Wiley y
Liberman, 2011).

Dada la alta diversidad y la complejidad de la historia evolutiva de las poblaciones de
organismos, y bajo un enfoque integrador, se puede reconocer la presencia de linajes entre las
poblaciones (en particular las que son reconocidas como subespecies o aquellas que presentan
diferencias en alguna caracteristica morfolégica, genética, ecoldgica, etc.; Krzywinski y
Besansky, 2003). Sin embargo, en el caso de los mamiferos, y en particular en los roedores,
existen pocos estudios que intentan esclarecer estas preguntas (Pifiero et al., 2008). Este es el
caso del raton endémico de Méxi@sgoodomys banderanupara el que existe evidencia
cariotipica y morfoldgica que indica diferencias entre las poblaciones, sugiriendo que en realidad
este pudiera representar un taxdn compuesto por varias especies cripticas. Sin embargo, no se ha
realizado ningun estudio que analice si estas diferencias entre poblaciones también se dan a nivel
de marcadores moleculares especificos que puedan indicar la presencia de diferentes linajes entre

estas poblaciones, indicando la presencia de un complejo de especies.



ANTECEDENTES
HISTORIA, TAXONOMIA Y SISTEMATICA DEL GENERO OSGOODOMYS
A pesar del avance en la sistematica de los roedores muridos, varios aspectos, desde la diagnosis
de especies hasta la determinacién de las relaciones filogenéticas de algunos grupos permanecen
poco entendidos (Jansa y Weksler 2003).

Osgoodomysanderanus(figura 1) es una especie endémica de México. Este roedor fue
descrito inicialmente dentro del géndteromyscugor Allen en 1897 (localidad tipo: Valle de
Banderas, Nayarit, México). Osgood (1904) reconocid la inclusion de dos subespecies:
Peromyscus banderanus banderanu®. b. vicinior Sin embargo, Hall y Kelson (1959) y
Ramirez-Pulido et al. (1982) reconocieron cinco subesp&ties:angelensi§Osgood, 1904F.

b. banderanugJ. A. Allen, 1897)P. b. coatlanensigGoodwin, 1956)P. b. vicinior (Osgood,

1904) yP. b. sloeopgGoodwin, 1956). Posteriorment®, b. angelensjs. b. coatlanensiy P.

b. sloeopsfueron reasignadas dentro & mexicanugMusser, 1969). Mas tarde Hooper y
Musser (1964) reconocieron el subgén@sgoodomyslebido a diferencias morfolégicas en el

glans penisFinalmente, se reconoce un género para esta especie en base a diferencias presentes
como la ausencia de glandulas mamarias postaxiales y cinco tubérculos plantares (Carleton,
1980). Todos estos reacomodos taxondémicos se basaron en aspectos morfométricos y en la

actualidad se considera al gén@sgoodomysomo monotipico.



Figura 1. El raton endémico de Méxi@sgoodomys banderanugista frontal y trasera (A), lateral (B) y ventral (D) del craneo
Vistas superior (E) y lateral (F) de la mandibula. Ejemplar de vida libre (G). Vistas dorsal létray (1) de la piel de t
ejemplar de museo.



Se puede reconocer fenotipicamentesgoodomys banderanpsr ser una especie de raton
de tamafio mediano de 216 a 245 mm, con un peso aproximado de 30 g. Dorsalmente tiene
coloracion café-canela a castafio-oscuro y blanco a cremoso ventralmente. La cola es desnuda
ventralmente, escamosa y larga, de mayor longitud que el cuerpo y ligeramente bicolor. La
superficie plantar es parcial o totalmente desnuda. Se distingue de otras especies, en particular del
géneroPeromyscuspor la presencia a nivel craneal de crestas supraorbitales bien desarrolladas
como caracter diagnéstico (Arroyo-Cabrales, 2005). Las vibrisas genales son ausentes asi como
el par postaxial de mamas. El falo es pequefio, con meato urinario terminal y baculo mas corto
que el pene (Hooper y Musser, 1964; Hall, 1981).

Las dos subespecies presentan diferencias distinguibles en las caracteristicas morfologicas de
tonalidad del pelaje, la cola, y en las proporciones del tamafio del craneo y la longitud total.
Osgoodomys banderanus banderaposee una coloracion mas clara y acanelada, longitud total
mayor y caja craneal ligeramente mas ancha; mientra®©qbe vicinior tiene una coloracion
café grisaceo oscuro, longitud total menor y caja craneal ligeramente mas angosta (Alvarez,
1968). Estas caracteristicas se asocian a determinadas poblaciones, que también se diferencian a
nivel genético y en las que se presenta variacion en las condiciones ambientales. Debido a la falta
de estudios, no se sabe si dicha variacion en la morfologia se debe a la plasticidad de los
caracteres (Rezende et, &009) por encontrarse en ambientes tan variados o esta correlacionada
con las caracteristicas genéticas de cada poblacion.

El géneroOsgoodomysse ha incluido en diversos trabajos de sisteméatica en los que se
analizan las relaciones filogenéticas al interior de la familia Muridae o de la subfamilia
Cricetidae. En estos estudios se establece que los grupos taxonomicos a nivel de familia o
subfamilia no son monofiléticos. Sin embargo, se reconocen relaciones de cercania entre el

géneroOsgoodomyy el génerd?eromyscugfigura 2; Miller y Engstrom, 2008). En un inicio se
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reconocié al géner@®sgoodomysomo posible relicto del géneReromyscugHooper, 1968;
Linzey y Layne, 1969; Carleton, 1980). En la mayoria de los trabajos de sistematica molecular
que se han realizado se ubica al gér@sgoodomyslentro de clados que contienen también al
géneroPeromyscuscomprobandose su cercania filogenética (Reeder et al., 2006; Bradley et al.,
2004; Bradley et al., 2007). En los trabajos mas recientes, Miller y Engstrom (2008) indican que
existen relaciones muy cercanas entre los géri@sgeodomyy Haplomylomysy también con

P. crinitus al utilizar secuencias de dos genes nucleares (Proteina de union retinoide del
interfotoreceptor, IRBP; receptor de la hormona de crecimiento, GHR) y de un gen mitocondrial
(Citocromo b). La estrecha relacion entre los gén@sgoodomyy Haplomylomygambién ha

sido apoyada por otros estudios (Bradley et al., 2004).



Figura 2. Arbol filogenético construido con el método de Inferencia Bayesiana a partir de datos moleculares de
nucleares (IRBP, GHR) y de un gen mitocondrial (Citocromo B) donde se reporta la posicion delOgpgoedomy
respecto a otros géneros de roedores Peromiscinos (tomado de Miller y Engstrom, 2008).



El estudio del géner@sgoodomyses importante porque al ser endémico de México tiene gran
relevancia tanto filogenética como ecoldgica (Hall, 1981) y evolutiva (Hooper, 1968). A pesar de
su importancia, esta especie no ha sido considerada dentro de ningun cuidado especial, por lo que
no se encuentra en la Norma Oficial Mexicana (NOM-ECOL-059-2010), ni en ninguna otra lista
de especies protegidas en México, siendo que se conoce que el impacto forestal y otras

actividades antropogénicas pudieran afectarla, por lo que son necesarios mas estudios.

AREA DE DISTRIBUCION Y COMPLEJIDAD GEOGRAFICA

Osgoodomys banderanuse distribuye en la zona del Pacifico mexicano (figura 3), desde
Guerrero hasta Nayarit, desde las zonas costeras hasta la parte media de estos territorios a lo largo
de un area con clima, vegetacién y orografia contrastantes y con amplia presencia de rios y
barreras climatolégicas naturales. A nivel de subespecie, se conoce una distribucion disyunta para
ambas subespecigdsgoodomys b. banderanses distribuye a partir del rio Balsas hacia el norte
llegando hasta el estado de Nayarit; mientras@ub. vicinior se distribuye hacia la parte sur,
llegando hasta los limites del estado de Guerrero, y adentrandose hacia los estados de Morelos y
México (Hall, 1981; Arroyo-Cabrales, 2005).

Dada la amplia distribucion d@. banderanugas condiciones ambientales son variables para
las diferentes poblaciones. La variacion climatica a lo largo de la distribucion de este raton
cambia entre ambientes con clima templado, célido, semicalido y semiarido con condiciones
hamedas y subhimedas. En cuanto a las condiciones altitudinales, su distribucion puede ir desde
el nivel del mar hasta los 1 400 msnm. Debido la orografia tan accidentada a lo largo del area de
distribucién deO. banderanusesta misma representa barreras geogréficas naturales que impiden
la interaccion entre las poblaciones. Es comun encontrar a esta especie en bosque tropical

subperennifolio, aunque también se le ha encontrado en ambientes con condiciones tan
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contrastantes como el matorral xerofilo, pastizales, bosque de pino-encino y en vegetacion riparia
y arbustiva a diferentes altitudes, generalmente en ambientes rocosos con hojarasca y ramas,

desde el nivel del suelo, hasta a 2.5 m, considerandose semi arboricola (Arroyo-Cabrales, 2005).

B 0. banderanus banderanus B Distribucion general de
B 0. banderanus vicinior Osgoodomys banderanus

Figura 3. Distribucion general (rojo) y de las subespecie@sipodomys banderan@gerde y azul). Se reconoce
distribucién actual d©. banderanuslesde el estado de Nayarit hasta Guerrero, adentrandose hasta llegar al Ic

de Morelos y México. La distribucion de las dos subespecies se ve separada por el rio Balsas, ukicdmdose
banderanusacia la parte norte del rio Balsa®yb. viciniorhacia la parte sur (modificado de Arroyo-Cabrales, 2005).

Las condiciones que se presentan en los diferentes sitios donde se distribuyen las poblaciones
de O. banderanuspodrian explicar la variacibn genética conocida para esta especie,
relacionandose, incluso, los diferentes patrones de variacion genética con linajes evolutivos en
funcion de las condiciones ambientales y las barreras geograficas naturales. Resulta necesario
tomar en cuenta la influencia que ha tenido el ambiente en las variaciones que se conocen para
ciertas poblaciones de@sgoodomys banderanus

La variabilidad en las condiciones climaticas a lo largo de la distribucion puede tener impacto
en el proceso evolutivo de una especie, derivando en el desarrollo de determinadas caracteristicas
fenotipicas o genotipicas. En el casoQiebanderanussu amplia distribucion y la cantidad de

ambientes pudieran estar relacionadas con la variedad de formas que se han encontrado para
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algunos caracteres como la tonalidad del color en el pelaje o el tamafio particular que se presenta
en algunas poblaciones (Nufiez, 2000).

Otra caracteristica ambiental de importancia para las especies de roedores es la altitud. Como
se expone en diversos trabajos sobre plasticidad fenotipica (Hammond et al.,, 2001 y 2002;
Angilleta et al., 2003; Rezende et, &009) la altitud puede tener gran influencia sobre caracteres
como el tamafio o la masa corporal. En el cas®.dbanderanusno se ha encontrado gran
distincion morfoldgica entre los individuos de diferentes poblaciones, a excepcion de las
poblaciones de las localidades de Infiernillo y Chorros del Varal distribuidas en el estado de
Michoacéan, en las que se reconocen diferencias en el tamafio corporal y craneal con sustento
estadistico suficiente para distinguir dichas poblaciones del resto (Nufiez, 2000). No se conoce Ssi
dichas caracteristicas que diferencian a las poblaciones de Chorros del varal e Infiernillo se deben
a componentes genéticos o a plasticidad fenotipica (cambio en los caracteres como respuesta al
cambio en las condiciones ambientales) derivada de la altitud o las condiciones climaticas. Sin
embargo, las diferencias en estas caracteristicas junto con otras evidencias genéticas hacen
suponer que pudiera haber una historia evolutiva particular para estas poblaciones que ha
favorecido la seleccion de dichas caracteristicas.

Asimismo, existe variacion en el tipo de vegetacion presente a lo largo de la distribucion de
esta especie. Esta caracteristica esta involucrada en los aspectos ecologicos, pues la diversidad de
vegetacion presente se puede relacionar con cantidad y tipos de recursos alimentarios diferentes
entre las poblaciones. Sin embargo, no existen datos acerca de los habitos alimen@urios de
banderanus aunque resulta evidente hipotétizar que esta especie puede tener requerimientos
ecologicos poco especificos dada la heterogeneidad de ambientes en los que se ha colectado.

La gran cantidad de rios (figura 4) que existen a lo largo de la distribuc@ntldaderanus

representa una de las principales barreras geograficas que impide la inter-conexion entre las
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diferentes poblaciones. De esta forma, para algunas poblaciones como la de Infiernillo en
Michoacan, se puede suponer un aislamiento geografico, pues en este caso la cantidad de

vertientes del Rio Balsas dificulta la conexién entre las poblaciones adyacentes.

= Rio Balsas

§%2  Indeterminado
O 0. b. vicinior
O O. b. banderanus

1:6.000.000 0 250

Figura 4. Hidrografia y localidades registradas en el area de distribucié®ggmadomys banderanu4ocalidades obtenid

de las bases de datos de CNMA, UAMI, UMSNH y MANIS mostrada sobre capa de Hidrografia modificada de Rladerey-
Torres-Ruata, 1990; ver anexo 1 para acrénimos).

A lo largo de la distribucién d®. banderanusse reconocen cinco regiones diferenciadas,
principalmente para Michoacan. la primera es Planicie costera del Pacifico, se presenta como una
franja estrecha delimitada por las costas, se extiende desde los 0 a los 200 msnm y se caracteriza
por tener un clima subhimedo y vegetacibn de selva baja caducifolia, selva mediana
subperenifolia, manglares y palmares. La segunda region, la sub provincia de cordilleras y

cuestas del Pacifico, tiene una anchura que no sobrepasa los 80 km y una altitud relativamente
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constante en sus partes mas altas de 2000 msnm, con cuestas inclinadas hacia el Pacifico; esta
surcada perpendicularmente con rios cortos, el clima es célido y templado subhumedo vy la
vegetacion es de selva baja caducifolia, bosque de encino y coniferas. La tercera region, la
depresion del rio Balsas, esta formada por las tierras bajas de la cuenca hidroldgica del rio Balsas;
tiene una altitud media de 500 msnm, excepto en su parte oeste donde tiene menos de 200 msnm;
su clima es célido subhumedo, seco y semicalido, y la vegetacion es selva baja caducifolia y
matorral espinoso y palmares. La cuarta region, la franja volcanica transmexicana, esta formada
por numerosos valles exorreicos y cuencas endorreicas, como las de Patzcuaro y Zirahuen; el
clima varia de semicalido subhimedo, templado subhimedo a templado semifrio; la vegetacion
en las pendientes surefias pertenece a selva baja caducifolia, y en las montafias a matorral
subtropical, bosque de encinos y coniferas. Finalmente, la altiplanicie mexicana, que esta
constituida por valles algunos de los cuales se encuentran separados por montafias de diversas
altitudes, aunque sin diferencias notables en estas; se caracteriza por que el clima es semicalido
subhumedo y la vegetacion es matorral subtropical.

La distribucion deD. banderanuse encuentra en una zona de alto endemismo (Escalante et
al., 2007) por lo que es compartida con otros muridos &ammys musculus, Hodomys alleni,
Megadontomys thomasi, Nelsonia goldmani, Neotoma leucodon, Neotoma mexicana,
Neotomodon alstoni, Nyctomys sumichasti, Oligoryzomys fulvencens, Oryzomys couesi, O.
melanotis, O. rostratus, Peromyscus aztecus, P. gratus, P. hylocetes, P. levipes, P. maniculatus
P. megalops, P. melanophrys, P. melanotis, P. perfuRusagax, P. simulus, P. spicilegus, P.
winkelmanni, Reithrodontomys bakeri, R. chrysopsis, R. fulvescens, R. hirsutus, R. megalotis, R.
mexicanus, R. sumichrasti, R. zacatecae, Sigmodon alleni, S. fulviventer, S. hispidus, S.

mascotensig Xenomys nelsoni (Hall, 1981; Ramirez, 2008).
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Toda la variedad de ambientes a lo largo de la distribucid@. denderanugpuede haber
influido en la variabilidad genética y morfologica en las poblaciones que hoy conocemos, siendo
que las condiciones ambientales contrastantes pueden servir como barreras naturales que aislen y
permitan el desarrollo de poblaciones de manera independiente. Desde este enfoque, el analisis
del nicho ecoldgico en relacion con la heterogeneidad ambiental que se presenta en el area de
distribucién de la especie, y en particular de las poblaciones genéticamente diferenciadas, podria
permitir identificar atributos ecolégicos que correspondan a poblaciones o grupos de estas que
también se distinguen en otros aspectos y que en realidad pudieran representar especies cripticas.

VARIACION CROMOSOMICAY MORFOLOGICA ENTRE POBLACIONES

A pesar de que existen pocos estudios enfoca@hsbanderanusse conocen algunos aspectos
basicos acerca de su genética. Nufiez (1999, 2000) encontré que a nivel genético existe diferencia
cariotipica entre las poblaciones @e banderanudistribuidas a lo largo de la cuenca del
Pacifico mexicano (figura 5), y que se distinguen cuatro citotipos entre las poblaciones, sirviendo
como evidencia de polimorfismo cromosémico y de que este taxon pudiera representar un
complejo de especies. Las diferencias entre los cuatro citotipos radican principalmente en el
namero fundamental (definido por el nimero de brazos cromosOmicos presentes en metafase),
esto debido a la adicibn o delecion de material genético en los brazos cromosomicos. La
distribucion de estos citotipos mantiene un patrén particular bien diferenciado, el citotipo A se
distribuye a lo lago de la costa del Pacifico; el citotipo B en la parte media de los estados de
Jalisco y Michoacan; el citotipo C en el poniente medio de Michoacan, en la region conocida
como Chorros del Varal; y por ultimo el citotipo D representado por la localidad de “Infiernillo”,
en Michoacén cerca de la desembocadura del rio Balsas. Nufiez (1999, 2000) indic6 que para
Guerrero el citotipo A se distribuye cerca de la linea de costa, mientras que el citotipo B se

distribuye hacia la zona interior del estado. Sin embargo, debido a que no hay una revision
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detallada de los citotipos para Guerrero, no existe certeza de que exista una distribucién espacial

acorde a lo mencionado por este autor.

m Citotipo A
M Citotipo B
m Citotipo C
m Citotipo D
M No descrito

1:6.000.000

[ e G

Figura 5. Distribucion geografica de los citotipos@sgoodomys banderanusa distribucion de dichos citotipos se encue
diferenciada. Geograficamentel citotipo A se encuentra en la parte costera de los estados de Nayarit, Jalisco,
Michoacén y Guerrero, el citotipo B se localiza en las partes medias de Jalisco, Michoacan, Guerrero y parte di
Morelos y los citotipos C y D se encuentran en el estado de Michoacén hacia la parte poniente y en las ddRtarBatsde
respectivamente (modificado de Nufiez, 2000).

La variacion en los citotipos (figura 6) esta caracterizada de la siguiente manera:

- Citotipo A. Namero cromosémico diploide (NC) 2n=48, numero fundamental (NF) =52;
los cromosomas 1, 22 y 23 birrameos, el resto son acrocéntricos y el cromosoma X es
subtelocéntrico de talla grande; esta modalidad de cariotipo es la que se report@da para

banderanus
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- Citotipo B. NC 2n=48, NF=52; los cromosomas 1, 2 y 23 son birrdmeos, el cromosoma X
es subtelocéntrico de talla media y el cromosoma Y es acrocéntricos de talla pequefa; no
existia registro para este citotipo.

- Citotipo C. NC 2n=48; NF=62. Los cromosomas birrameos son los pares 1, 11, 14-16, 20-
22 y el cromosoma X es subtelocéntrico de talla grande. Este citotipo también fue
reportado como nuevo pata banderanus

- Citotipo D. NC 2n=48; NF=78. Los cromosomas birrdmeos son los pares 1, 2, 4-9, 11-13,
16-20; el cromosoma X es subtelocéntrico grande y el cromosoma Y es acrocéntricos y

pequefio. Igualmente, se reportd como un nuevo citotipo (Nufez, 1999).

O 1 AT
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Figura 6. Idiograma de los cuatro citotipos encontrados para las poblacio@sgdedomys banderanusos cuatro citotipc
tienen un numero cromosémico 2N=48, variando en su numero fundamental en 52, 52, 62 y 78 respegi@ariente
citotipos A, B, C y D (tomado de Nufiez, 1999).
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El patron de bandas G difiere entre los citotipos, sugiriendo que desde su origen temprano, el
géneroOsgoodomysa tenido oportunidad de radiacion con una posible repercusion en el estatus
taxonomico de la especie (Nufez, 2000). El citotipo A es considerado en la literatura como el
estado plesiomorfico y el resto de los citotipos son considerados como derivados de este. La
proximidad entre las zonas de colecta para los especimenes caracterizados como citotipos By C
y la integridad de cada citotipo apoyan la idea de un aislamiento reproductivo entre estas
poblaciones (Nufiez, 1999). Como sucede en otros taxones el grado en los rearreglos en las
bandas cromosomicas y en los brazos cromosOmicos pueden estar correlacionados con la
presencia de distintas especies como sugiere la idea de la evolucion cariotipica (Bell, 2001),
siendo en algunos casos, que el grado de diferencias cromosdmicas refleje un polimorfismo
cromosdémico o una verdadera historia evolutiva diferente para cada linaje (Gémez-Laverde et al.,
1999). Asimismo, la diferencia en los rearreglos cromosémicos pueden ser, incluso, barreras
gaméticas que favorecen la especiacion en las poblaciones (Brown y O Neill, 2010).

Las diferencias a nivel genético también son sustentadas por evidencia morfométrica de 14
caracteristicas externas y craneales, las cuales mostraron diferencias entre los especimenes
colectados en las localidades de Chorros del Varal (localidad ubicada en el poniente medio de
Michoacéan) e Infiernillo (localidad cercana a la desembocadura del rio Balsas), donde también se
encontraron patrones de coloracion distintos en los ejemplares de cada localidad.

Por lo tanto la variacion en la morfometria@sgoodomys banderanestd asociada a los
citotipos, siendo que los especimenes de Chorros del Varal (citotipo C) son diferentes por
presentar medidas craneales mayores y no presentan coloracion ventral blanquecina en los
especimenes adultos. Mientras que los de la regiéon de Infiernillo (citotipo D) presentan medidas
corporales mayores. La cola ligeramente bicolor es la mas frecuente en el total de especimenes,

excepto en la Sierra de Coalcoman en donde la marcadamente bicolor es la mas comun. Sin
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embargo, en el resto de caracteres no se presenta un patron definido de variacion geografica
(Ndfez, 1999).

Asimismo, las condiciones ambientales tienen una correlacion con cada citotipo. El citotipo A
esta presente en selva baja caducifolia y selva mediana; el citotipo B en selva mediana lejana a la
linea de costa y en bosque de encino; el citotipo C en bosque de encino con mucha humedad y
vegetacion herbacea y arbustiva abundante; citotipo D en matorral espinoso y en pastizal con
abundantes cactaceas (Nufiez, 1999).

Las diferencias (cuadro 1) que existen entre los cuatro citotipos sugieren que las condiciones y
el grado de divergencia de las poblaciones varian de tal forma que las diferencias entre los
citotipos pudieran ser resultado de eventos evolutivos independientes. Por lo tanto, también se
esperaria encontrar diferencias en marcadores moleculares, y que estas diferencias muestren un
patron relacionado con los citotipos que permita inferir la historia evolutiva de la especie y los
eventos evolutivos en sus poblaciones. Asimismo, el analisis de los factores ambientales
permitiria distinguir y caracterizar estas poblaciones en funcién de sus patrones ecoldgicos,
sirviendo como evidencia para determinar la presencia de uno o mas linajes, como se ha
planteado en otros trabajos, en donde el uso del modelado de nicho ecolégico ha aportado
evidencia para la reevaluacion del estatus taxonomico de una especie (Bond y Stockman, 2008;

Hendrixson et al., 2013).
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Cuadro 1. Diferencias registradas entre las poblacion@sgeodomys banderanuSe describen cuatro aspectos marcados entre
las poblaciones: morfometria, cariotipo y habitad, ademas de la determinacion de las posibles subespecies presentes y la
proyeccién del tipo de clima para cada citotipo (modificado de Nufiez 1999).

Citotipo
A B C D
Subespecie O. b. banderanus O. b. banderanus Osgoodomys sp. O. banderanus ssp
Morfologia Coloracion café claro a Coloracién mas oscura Aspecto externoy Medidas corporales
café oscuro con vientre y mas grisdcea que coloracion dorsal mayores coloracion
blanco cafecina semejantes @. b. café claro a oscuro con
banderanusolo con vientre blanco
medidas craneales
mayores
Cariotipo Cromosomas 1, 22y 23 Cromosomas 1,2y 23 Cromosomas 1, 11, 14- Cromosomas 1, 2, 4-9,

birrdmeos, el resto (20) birrameos, el resto (20) 16, 20-22 birrameos, el 11, 13, 16-20

acrocéntricos acrocéntricos resto (15) acrocéntricos birrameos, el resto (7)
acrocéntricos
Habitad Selva baja y selva Selva mediana y Bosque de encino Matorral espinoso,
mediana bosque de encino himedo, vegetacion pastizales con

herbacea y arbustiva  abundantes cactaceas

abundante
Clima (Garcia, Calido subhiimedo, Aw1l, Semicalido subhimedo, Semicalido subhiimedo, Céalido subhiimedo,
1998) Aw2, Awo (A)C(wl) (A)C(wl), (A)C(w2) Awo
Semiarido calido, Caélido subhiimedo, Calido subhiimedo, Semiarido calido,
BS1(h")w Awl, Aw2, Awo Awl, Awo BS1(h")w
Semiéarido calido, Arido, célido
BS1(h)w BSo(h")w
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OBJETIVO GENERAL
Reconstruir la historia evolutiva de las poblaciones asociadas a los cuatro citotipos de

banderanug evaluar si dichos citotipos corresponden a linajes independientes.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la evidencia total para determina®sgoodomys banderanuspresenta un complejo
de especies y las caracteristicas asociadas a cada una de estas.

Caracterizar las condiciones ambientales asociadas a cada citotipo y su papel en la distincion
de linajes.

HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas morfolégicas y citogenéticas descritas para los cuatro cit@ipos de
banderanusse espera encontrar diferencias en las secuencias de los genes Citocromo Oxidasa |,
Citocromo B y Region Control entre las poblaciones, que permitan confirmar la presencia de mas

de un linaje evolutivo.
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MATERIALES Y METODO
Muestreo de ejemplareSe colectaron ejemplares en las localidades donde se distribuyen los
citotipos descritos por Nufiez (2000; figura 7), asi como de algunas localidades anexas. Se
obtuvieron muestras de tejido fresco de 26 ejemplares de 7 localidades. Como grupos externos, se
utilizaron secuencias nucleotidicas obtenidas a partir de ejemplares colect®Er®rdgscus
mexicanus y Reithrodontomys chrysopdies grupos externos se seleccionaron a fin de
representar los taxones hermanos a nivel de gér®emoriyscus y dentro de la tribu
(Reithrodontomy)s Todos los ejemplares colectados fueron preparados en taxidermia y se

depositaron en la Coleccion Nacional de Mamiferos del Instituto de Biologia, UNAM.

»
N
A Chamela
Pueblo Chorros del Jungapeo
Juaréz varal
Playa
de oro
Playa Santa Elena
¢ Localidad de colecta (Infiernillo)
m Citotipo A -
M Citotipo B ol
m Citotipo C Mochitlan
m Citotipo D
B No descrito
1:6.000.000
300
| e NG

Figura 7. Mapa de localidades muestreadas correspondiente a los citotipos. Se muestran la representacion de los citotipos en este
estudio segun la distribucién propuesta por Nufiez (1999, 2000).
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Extraccion, amplificacion y secuenciacion de material gené#tcADN total (ADNt) fue
obtenido a partir de muestras de tejido muscular reciente de cada ejemplar utilizando el Kit
DNAeasy Tissue (Axygen Inc.). EI ADN total fue cuantificado y se utilizé 100 ng por muestra de
ADNt para realizar la amplificacion de los genes mitocondriales. Los genes mitocondriales
(figura 8) Citocromo Oxidasa subunidadddl), Citocromo B Cyt B) y Region Control RC)
fueron amplificados utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés) empleando cebadorgsifery especificos. Para la amplificacion del gg@l se utilizé
un coéctel deprimers que contenia pares daimers en ambos sentidos 5" y 3. Para la
amplificacion del genCyt B se utilizaron diferentes parejas geimers para mejorar las
amplificaciones en las muestras mas dificiles. Para la amplificacion d&@see utiliz6 una
pareja deprimers en ambos sentidos (los parametros de los programas de amplificacién y los
primers utilizados se muestran en la cuadro 2). pamers se utilizaron a una concentracion
final de 10mM COIl y Cyt B y 0.025mM RQ) y el resto de los reactivos se utilizaron a
concentraciones de reaccion estandar (Buffer 1X, M§GmM, dNTPs 1.25mM cada uno, Taq
Polimerasa 1 U). Los fragmentos de los genes amplificados se visualizaron en geles de agarosa al
1.5%, tefiidos con SYBR®. Los productos de la amplificacion obtenidos se purificaron y se
cuantificaron. Todos los productos de PCR generados fueron enviados para su secuenciacion al
secuenciador del Instituto de Biologia, UNAM. Las secuencias se obtuvieron por ambos lados
utilizando una concentracion de 100 ng/pl de producto y los mipnioers con los que se

amplifico.
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Figura 8.Primersutilizados para la amplificacion de los genes mitocondriales y su sitio de reconocimiento en el genoma
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mitocondrial. Para la amplificacion del gen COI se utilizé un cOctelptamers Se utilizaron los oligonucleétidos MVZ05 o

MVZ03 en combinacion con MVZ14 6 H15915 para la amplificacion del gen Citocromo B (Smith y Patton, 1993), y CBT con

12ST para la amplificacion del gen Regién control (Murzunov et al., 1998).

Cuadro 2.Primersy programas de temperatura utilizados para la amplificacion de los genes mitocondriales Citocromo

Oxidasa Subunidad CQI), Citocromo B Cyt B) y Region ControlRQ). Se citan los primeferward (f) y reverse(r) utilizados.

Gen Primers Tamafio de Programa de amplificacion Referencia
(sentido) Amplificon

COl VF2_t1 (f) ~700 pb 942C 943C — 552C — 722C 723Canova et al.. 2007
FishF2_t1 (f) 4min 30s 40s  1min 10min
FishR2_t1 (r) 1ciclo 35ciclos 1ciclo
FR1d_t1 (1)

CytB  H15915() ~1000 pb 953C 953C — 513C — 723C 72%mith y Patton,
MVZ03 (f) 5min 30s 1min 1minl0s 4miri993
MVZ05 (f) 1ciclo 35ciclos 1ciclo
MVZ14 (r)

RC CBT (f) ~900 pb 95aC 953C — 54aC - 723C 723@orzunov et al.,
12ST (r) 5min 30s 1min 1minl0s 4mir1998

Iciclo 35ciclos Lciclo
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Edicion de secuencias, alineamientos y analisis filogenétloms electroferogramas de las
secuencias obtenidas en ambas direcciones fueron comparados usando el programa MEGA 5.2.2
(Tamura et al., 2011) y se generaron secuencias consenso a partir de ambos. Se comprobé la
correspondencia taxondmica de los ejemplares utilizando los caracteres morfolégicos
diagnosticos (cresta supraorbital pronunciada) y el alineamiento con la base de datos Genbank
(Benson et al., 2013). Las secuencias consenso fueron alineadas utilizando MUSCLE en MEGA
5.2 y el alineamiento se rectificO manualmente.

Se examind la compatibilidad entre los datos a fin de determinar si los arboles a construir
podrian ser construidos a partir de los datos concatenados. Para lo anterior se implementé el
analisis de congruencia ILD (incongruence length difference) que evalla la homoplasia generada
al combinar diferentes matrices de datos (Farris et al., 1994). La prueba de ILD se gener6 en
PAUP 4.0b empleando 500 repeticiones para el analisis. Los archivos de datos con los tres genes
concatenados y por separado se generaron en el programa Mesquite ver. 2.75 (Maddison y
Maddison, 2011).

La genealogia de las poblaciones se reconstruyo a través de arboles filogenéticos aplicando los
analisis de méaxima parsimonia con el programa PAUP 4.0b (Swofford, 2002), maxima
verosimilitud con el software RaxMLGUI ver. 1.3 (Silvestro y Michalak, 2012; Stamatakis,
2014) e inferencia Bayesiana usando el software MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2012). Los datos
se evaluaron de dos maneras, utilizando las secuencias de genes por separado o de manera
conjunta en archivos de secuencias concatenadas. Para el método de maxima parsimonia se
empled una busqueda heuristica mediante el métedobisection-reconnectiorse guardaron
los 500 arboles mas parsimoniosos y se utilizd un soporte de ramas basado en una busqueda con
el método bootstrap con 10,000 repeticiones. Para los métodos de maxima verosimilitud e

inferencia Bayesiana se estimaron los mejores modelos de sustitucion de bases utilizando el
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software jModeltest 2.1.3 (Darriba et al., 2012), utilizando el criterio de informacién de Akaike
para la seleccion del mejor modelo para cada gen (ver resultados). En el caso de los genes
codificantes de protein&30l y Cyt hh se evaluaron los modelos de sustitucion para cada una de
las tres posiciones codificantes. Para el método de maxima verosimilitud se empled un apoyo de
ramas con el método bootstrap con 30,000 repeticiones y la utilizacion del modelo evolutivo
GTR +l +G, ya que el software RaxMLGUI unicamente permite utilizar el modelo GTR en
combinacion con las variables | y G.

En el muestreo bajo el criterio de Inferencia Bayesiana se emplearon los modelos de
sustitucion nucleotidica para cada posicion de las bases en genes codificantes de proteinas y se
utilizé el método de cadenas de Markov-Montecarlo implementando 1gefi8raciones en dos
corridas paralelas de cuatro cadenas con un muestreo de arboles cada 1,000 generaciones. Las
cadenas de Markov-Montecarlo se estabilizaron después de ®lgeriEdaciones, por lo que se
tomo este criterioburn-in) para la obtencion del arbol de consenso de mayoria.

La construccion del reloj molecular se realiz6 en MrBayes. El reloj molecular se construyé de
manera relajada utilizando para la calibracién los tiempos de divergencia entre los géneros
Reithrodontomys Peromyscuscitados por Steppan y colaboradores (2004) estimados en 9.8
millones de afios. Los parametros utilizados para el analisis fueron los siguientes:
implementacion de modelos de sustitucién nucleotidica para cada posicion en genes codificantes
de proteinas, modelo de reloj uniforme y modelo de reloj relajado IGR (independent gamma
rates). El analisis se ejecuté implementando 1 g&feraciones.

Caracteristicas genéticas de los citotip&@e evaluaron diversas caracteristicas genéticas de
las poblaciones correspondientes a los citotipos a fin de poder comparar y evaluar si existen
diferencias a nivel genético entre éstas. Se evaluaron las distancias genéticas (cuadros anexos 2 a

4) a traves del método de Kimura de dos parametros y se construyeron matrices de distancia
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genética y arboles de distancia mediante el método de Neighbor-joining en MEGA 5.2 utilizando
10,000 réplicas de bootstrap. Se evalud la diversidad de haplotipos para cada gen mediante el
programa DnaSP ver. 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009). La estructura genética de las poblaciones
fue analizada mediante una prueba de AMOVA (Analisis de varianza molecular) en el programa
Arlequin ver. 3.11 (Excoffier et al., 1992), tomando en cuenta los clados obtenidos en los analisis
filogenéticos para definir los grupos de poblaciones. Asimismo, se aplico la prueba de Mantel en
el software Arlequin ver. 3.11 para comparar distancias geogréaficas y distancias genéticas a fin
de evaluar si estas estan correlacionadas. Se utilizd6 un valor de 1,000 permutaciones para la
prueba. La matriz de distancias geograficas fue construida en el programa Geographic Distance
Matrix Generator v1.2.3 a partir de las localidades georreferenciadas de cada muestra.

Sistemas de informacion geogréfica, caracterizacion ambiental y modelado de Rarao
evaluar la existencia de diferencias a nivel geogréfico entre los grupos correspondientes a los
citotipos, se emplearon herramientas de sistemas de informacion geogréfica (SIG). Los analisis se
obtuvieron a partir de la construccién de una base de datos donde se reunieron los registros de
localidades para la especie de estudio recopilados de diversas colecciones de mamiferos de
México de las principales universidades: UNAM (Coleccion Nacional de Mamiferos), UAMI
(Coleccion de Mamiferos) UMSNH (Coleccion de Mamiferos; cuadro 3). Adicionalmente, se
obtuvieron registros de diversas colecciones de Estados Unidos mediante el portal de informacion
MANIS. Los registros obtenidos corresponden a ejemplares identificados taxondmicamente por
expertos, sin embargo, algunos registros fueron eliminados ya que correspondian a subespecies
que tuvieron cambios taxondmicos y que no corresponden actualmente a la especie de estudio, asi
como los registros con localidades que no se pudieron georreferenciar. Las localidades sin datos
de coordenadas, pero con datos de localidad se georreferenciaron utilizando el registro de

localidades de INEGI y la aplicacion libre Geolocate.
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Cuadro 3. Datos consultados para la construccion de los andlisis geograficos y modelos de nicho ecolégico.

Origen de los datos Coleccion Registros Utilizados
MANIS Diversos museos de universidades 556

Universidad Nacional Autonoma de Coleccién Nacional de Mamiferos 127

México

Universidad Autbnoma Coleccién de Mamiferos 30

Metropolitana unidad Iztapalapa
Universidad Michoacana de San Coleccion de Mamiferos 96

Nicolas de Hidalgo

Se obtuvieron las localidades u(nicas, 169 en total, y se clasificaron los registros
correspondientes a las subespecies y a los citotipos. Para la clasificacion de las localidades en
funcion de la distribucion de citotipos dada por Nufiez (2000), los registros fueron analizados con
el SIG ArcMap 10 (ESRI, 2010) donde previamente se construyeron poligonos de distribucion de
los citotipos lo mas fielmente posible a lo descrito por este autor. Los registros de museo se
clasificaron segun los poligonos de distribucion de los citotipos para posteriormente generar
modelos de nicho ecolégico (MNE; Peterson, 2006; Warren y Seifert, 2011). Los registros
correspondientes al estado de Guerrero se consideraron como indeterminados para cualquier
citotipo por no considerarse para el trabajo original de este autor.

Los modelos de nicho ecoldgico fueron construidos con el software libre MaxEnt 3.3.3k
(Phillips, 2004) utilizando las 19 capas de variables bioclimaticas y un modelo digital de
elevacion (MDE; cuadro 4) obtenidos de Worldclim (Hijmans et al., 2005) a una resolucion de 30
segundos (~1 km) por tratarse del tipo de capa de datos con mayor resolucion disponible. La

construccion de los MNE se realiz6 de dos maneras segun el manejo de los datos: a) tratamiento
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relajado, donde se utilizo la clasificacion de los datos correspondiente a lo descrito por Nufez
(2000) para los citotipos; b) tratamiento estricto, donde se tomaron los valores climaticos exactos
para cada localidad a partir de las capas de 19 variables bioclimaticas y un MDE obtenidos de
Worldclim. Dichos valores se analizaron estadisticamente con los software Statistica 7.0
(StatSoft, 2004) y JMP 8.0 (SAS Institute, 2008), aplicando una prueba de normalidad para
posteriormente analizar la correlacion entre las variables. Las variables mas correlacionadas (con
valor de correlacion mayor del 80%) se evaluaron en un andlisis de componentes principales
(ACP). Los valores de cargas (loadings) obtenidos del ACP se utilizaron para construir un
analisis de agrupamientos (cluster). Los grupos obtenidos en el analisis de agrupamientos fueron
clasificados y proyectados geograficamente en ArcMap 10 y se construyeron MNE para estos
grupos. Los grupos con sobreposicién de localidades y MNE mayor a 50% se consideraron como
uno mismo Yy se reclasificaron. El proceso de reclasificacion se repitio de manera iterativa hasta
obtener un minimo de grupos a fin de reducir el numero de MNE finales para el tratamiento
estricto e identificar las zonas ambientales distintivas.

Los MNE correspondientes al tratamiento relajado, donde se incluyo la clasificacion de las dos
subespecies y a los cuatro citotipos se construyeron empleando un primer analisis con los
parametros estandar en MaxEnt (umbral de convergencidz ittfaciones méximas= 500,
multiplicador de regularizacion= 1, y seleccion de auto caracteristicas). A partir del primer
analisis se eligieron las variables mas explicativas (porcentaje de contribucion al modelo de 95%)
y se construyd un modelado definitivo. Para la obtencion de los MNE del tratamiento estricto se
utilizaron los mismos paradmetros en MaxEnt. Las variables climaticas que se utilizaron por tener

mayor correlacion en los andlisis estadisticos fueron Bio 1, 6, 9-11, 17 y MDE (cuadro 4).

Cuadro 4. Variables bioclimaticas utilizadas para construir los modelos de nicho ecolégico.

Variables bioclimaticas
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BIO1 = temperatura media anual

BIO2 = rango medio diurno (media del mes (temp max — temp min))
BIO3 = isotermalidad (BIO2/BIO7) (* 100)

BIO4 = temperatura estacional (desviacion estandar *100)
BIO5 = temperatura maxima del mes mas calido

BIO6 = temperatura minima del mes mas frio

BIO7 = rango de temperatura anual (BIO5-BIO6)

BIO8 = temperatura media del cuarto mas himedo

BIO9 = temperatura media del cuarto méas seco

BIO10 = temperatura media del cuarto méas calido

BIO11 = temperatura media del cuarto mas frio

BIO12 = precipitacién anual

BIO13 = precipitacion del mes méas humedo

BI1014 = precipitacion del mes més seco

BIO15 = precipitacion estacional (coeficiente de variacién)
BIO16 = precipitacion del cuarto mas himedo

BIO17 = precipitacion del cuarto méas seco

BIO18 = precipitacion del cuarto mas célido

BIO19 = precipitacion del cuarto mas frio

MDE = modelo digital de elevacién

Finalmente, se evalud la conectividad entre los MNE construidos con el fin de identificar barreras
geogréficas (climaticas o fisicas), a traves de la funcion de andlisis de distancia “corridor” (Beier
et al., 2009; ESRI, 2010) que evalla los costos de distancia y los caminos con menor costo. Para
dichas evaluaciones se emple6 el MDE de bioclim para calcular el menor costo de los caminos en

funcién de esta variable de elevacion.
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RESuULTADOS
Muestras procesadase incluyeron en total 29 ejemplares, 26 de los cuales correspofiden a
banderanug el resto a especies de los géneros de roe@eresnyscuy Reithrodontomysjue
fueron empleados como grupos externos. Se amplificaron fragmentos de tres genes
mitocondriales para todas las muestras: citocromo oxidasa subun@@adti~500pb), citocromo
B (Cyt h~1100pb) y regién controlRC,~ 800pb) para todas las muestras empleadas. Los
ejemplares colectados @ banderanugorresponden a siete localidades de las cuales se tienen

representados los cuatro citotipos descritos por Nufiez (2000)(cuadro 5).

Cuadro 5. Ejemplares utilizados en el estudio y representacion de éstos respecto a los citotipos. * El estado de Guerrero no fue
muestreado para el estudio original de los cariotipos, por lo que no se consideré el citotipo descrito por Nifiez (2000).

Localidad Muestra Localidad de Citotipo
correspondencia representante
(Nufez 2000)

Chamela, 5.5 Km SE de la Estacién 2583 A

bioloégica IBUNAM, Jalisco

Chamela, 7.13 Km SE de la Estacién 2589, 2593 A
bioloégica IBUNAM, Jalisco

Chorros del Varal, 3.37 km SSO Los CV01, CVvV02, CV09, CV14 Chorros del Varal C
Palillos, Municipio Los Reyes, Michoacén

Chorros del Varal, 2.75 km SW Los CV05, CV06 Chorros del Varal C
Palillos, Municipio Los Reyes, Michoacén

Playa Santa Elena, 4 km NNW Barranca INF25, INF26, INF27 e INF28 1km N el Infiernillo D
San Diego, Guerrero

1.25 km SSW de Jungapeo de Juarez,  JUN18, JUN19, JUN20, 3km E la Soledad, 9 B
Municipio Jungapeo, Michoacan JUN21, JUN22, JUN23 km SE Jungapeo
1150m

Playa de Oro, Municipio Manzanillo Mal0, Mal4 A
6 km E Pueblo Juarez, Municipio Ma55, Ma56 A
Coquimatlan
3.3 km SSE de Mochitlan MOCH30, MOCH31, *No descrito

MOCH32

30



Andlisis filogenéticasPrevio a la construccion de los arboles filogenéticos se evaluaron las
siguientes caracteristicas para cada marcador genético: niumero de posiciones, composicion
nucleotidica, tasas de transicion/transversion y modelos evolutivos por posicion nucleotidica en

el caso de genes codificantes de protei@& ¢ Cyt b, y para el gen region control (cuadro 6).

Cuadro 6. Cuadro comparativo de las caracteristicas de los genes utilizados. Se comparan el nimero de caracteres y de ellos
cuantos fueron informativos para el andlisis de parsimonia, los indices de consistencia (IC) y de retencion (IR) encontrados para
los arboles evaluados por este método, los modelos evolutivos evaluados para cada posicién del codon en genes codificantes de
proteinas y no codificantes bajo el criterio de informacion de Akaike, las frecuencias de bases en cada gen y la proporcion (R) de
transiciones/transversiones encontradas para cada gen.

Gen NUumero de Caracteres IC IR Modelo Frecuencias  Proporcion de
caracteres  informativos Evolutivo nucleotidicas transiciones /
para (-InL) transversiones
parsimonia (R)
COl 514 103 0.740 0.873 1lraposicion A =31.22%  4.88
TIM3ef+G T =31.48%
(373.5300) C =22.99%
2da posicion G =14.31%
F81
(221.4631)
3ra posicion
HKY+G
(697.6101)
Cytb 1139 260 lraposicion A =3224%  4.04
K80+l T =29.89%
(1434.5100) C=24.73%
2da posicion G =13.15%
F81+G
(1097.3444)
3ra posicion
TIM2+G
(2101.7942)
RC 841 163 HKY+1+G A =33.64% 1.75
(3034.6444) T =30.84%
C =23.59%
G =11.93%
Genes 2494 526
concatenados

La reconstruccién de los arboles evaluados por medio de los tres métodos filogenéticos

empleados (parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia Bayesiana) mostraron topologias
similares al analizar los datos de los tres genes por separado. Por lo tanto, se evalud la
concatenacién de los tres genes mediante la prueba de congruencia ILD. Los resultados de esta

prueba indicaron congruencia al usar los datos de los tres gex®65), pero indicaron
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incongruencia significativa al usar unicamente los datos de lo®@enCyt b (<0.05) Esto

indica que la homoplasia del arbol resultante de la combinacion de los datos es menor o igual a la
generada al usar los datos de los genes por separado, por lo que se apoya el uso de los datos
combinados (Mickevich and Farris, 1981; Wheeler, 1999).

El arbol de consenso estricto (figura 9) obtenido a partir de los datos concatenados con el
método de parsimonia tuvo una longitud de 1,279 pasos, y un indice de consistencia y de
retencion de 0.745 y 0.862, respectivamente. Se recuperaron los clados correspondientes a los
citotipos A, B, C y D con valores de soporte de bootstrap mayores al 70%, considerados como
adecuados (Hillis y Bull, 1993). El clado | corresponde al citotipo D, mientras el clado Il se
relaciond con las muestras correspondientes al citotipo A, y los clados Il y IV mantienen
relacion con los citotipos B y C, respectivamente. El clado | conformado por las muestras de
Infiernillo y Mochitlan representé el grupo hermano de los clados I, 11l y IV, conformados por
muestras de Chamela-Colima, Jungapeo y Chorros del Varal. Los valores de soporte mayores a

90% para los clados principales indican la valides de estos grupos.
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Ma55
{007TE e
Ma10
L o
—— | (0 / 69 I
100/10 JUN19
JUN21 Jungapeo
JUN22
B citotipo A JUNZ3
. _— R [ ()0 / 38 CVo1
Citotipo B 97/12 Vo2
. Citotipo C 98 /12 85/8 cV05 IV
= Citotipo D 92/9 CV06 Chorros del Varal
. No descrito YL CV14

Figura 9. Arbol de consenso estricto obtenido a partir de los arboles méas parsimoniosos resultardbsisleieaparsimon
construido con datos concatenados de los genes mitocon@fale€yt by RC. Los numeros en los nodos del arbol ind
valores de bootstrap / valores de soporte de Bremer. Los grupos externos incluyen secuencias de |Gegéngsossy
Reithrodontomy. Se indican en nimeros romanos los clados obtenidos y las localidades correspondientes.

En el método de maxima verosimilitud utilizado para los datos concatenados (figura 10) se
manejo un unico modelo evolutivo (GTR +I +G) debido a que el software RaxMLGUI (Silvestro
y Michalak, 2012), en el que se implementé el analisis, solo acepta un Unico modelo para
diferentes particiones o posiciones en un codon. El arbol recuperado por este método presento
una topologia muy similar al obtenido por el método de parsimonia. Se identificaron los cuatro
clados correspondientes a los citotipos: clado | que corresponde al citotipo D, clado Il que

corresponde al citotipo A, y clados Il y IV que corresponden a los citotipos B y C
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respectivamente. Los valores de soporte de ramas fueron adecuados, reafirmando la validez de la
topologia y la clara distincion entre los grupos obtenidos. La divergencia genética evaluada para
los tres genes (cuadro 7) fue alta en particular para el citotipo D (14-15%). Los valores mas bajos

de divergencia se obtuvieron entre los citotipo B 'y C (1%).

R. chryopsis
F .
L_100 P. mexicanus
| MOCH30
100 pLS8 MOCH32 [
100 MOCH31 Infiernillo
52 INF25 Mochitlan
= INF28
57 s INF26
INF27
2583
2593
2589 L0
Ma14 Chamela-Colima
Ma55
Ma56
Ma10
JUN18
100 £ JUN20 i

M Citotipo A 100 JUN21 Jungapeo

M Citotipo B jgm;g
M Citotipo C JUN22

. Ci[OtipO D 1% T CVO01
! No descrito CV02

i CV05 Iv

89 CV06 Chorros del Varal
Cv09
Sustituciones / sitio Cvi4
S 0.05
Figura 10.Arbol de méxima verosimilitud calculado a partir de caracteres obtenidos de secuencias de ADN mitocor

numeros de los nodos indican el valor de bootstrap. Los grupos externos incluyen secuencias de |d3egémystzis/
Reithrodontomy. Los niumeros romanos indican los clados obtenidos y sus localidades correspondientes.

100

Cuadro 7. Valores de divergencia genética obtenidos a partir de los datos concatenados de@ys$ ge@€3ly RC por
medio del analisis de maxima verosimilitud.

Citotipa A B C D
A -
B 0.083 -
C 0.08: 0.01: -
D 0.152 0.146 0.146 -
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Utilizando el método de inferencia Bayesiana se obtuvo el arbol de consenso de mayoria
(figura 11). En el filograma obtenido, nuevamente, el clado | conformado por las muestras de
Infiernillo y Mochitlan aparecen como el grupo hermano de las muestras correspondientes a
Chamela—Colima (I1), Jungapeo (lll) y Chorros del Varal (IV). Los valores de probabilidades
posteriores para los clados (100%) indican la validez de los grupos obtenidos (Huelsenbeck et al.,
2002; Alfaro et al., 2003). Los valores mas altos de divergencia genética (cuadro 8) obtenidos a
través de este método se presentaron en el citotipo D (10%). Los valores de divergencia mas

bajos se presentaron entre los citotipos B y C (0.9%).

R. chryopsis

P. mexicanus

MOCH30
MOCH32

1
| =

b 0.82

| ! MOCH31 L
INF25 Infiernillo
1 0.91 INF28 Mochitlan

091 N 60 INF26

INF27

2583

2593

2589 11

Ma14 Chamela-Colima

Ma55

Ma56

Ma10

| JUN18
JUN20

M Citotipo A
M Citotipo B
M Citotipo C
M Citotipo D
™ No descrito

JUN19
JUN21
JUN22
JUN23
Cvo1
Cvo2
CV05
CVvose
CVv09

111

Jungapeo

1Y
Chorros del Varal

Sustituciones / sitio Cvi4

0.03

Figura 11.Arbol de consenso de mayoria recuperado del anélisis de inferencia Bayesiana utilizando datos molecul
genesCOl, Cyt by RC con distintos modelos de evolucion molecular. Se muestran los valores de probabilidades p
sobre los nodos. Los grupos externos incluyen secuencias de los garerngscuy Reithrodontomyd_os clados reconocid
se marcan con himeros romanos y su correspondencia con las localidades.
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Cuadro 8. Valores de divergencia genética obtenidos a partir de los datos concatenados de@ys$ lge@€3ly RC por
medio del andlisis de inferencia Bayesiana.

Citotipo A B C D
A -
B 0.058 -
C 0.058 0.009 -
D 0.107 0.103 0.103 -

Las topologias obtenidas de los analisis con los tres métodos de reconstruccion filogenética
indican congruencia respecto a los citotipos reportados para la especie. Estas topologias presentan
tres clados principales que también son distinguibles geogréaficamente: el clado | que corresponde
a la zona de la cuenca del rio Balsas y al sur de Guerrero (poblaciones de Infiernillo y
Mochitlan); el clado Il correspondiente a la zona de la region costera de Jalisco y Colima
(poblaciones de Chamela y Manzanillo); y los clados hermanos Ill y IV que corresponden a la
zona central de Michoacan (poblaciones de Jungapeo y Chorros del Varal). A pesar de la clara
separacion de las muestras y su correspondencia con los cuatro citotipos descrito por Nufiez
(2000), también existe una separacion de los clados principales | respecto a Il, Ill y IV que se
asocia geograficamente a la cuenca del rio Balsas.

Los tiempos de divergencia calculados a través del andlisis de reloj molecular relajado (figura
12), calibrado mediante el uso de los tiempos de divergencia reportados por Steppan y
colaboradores para la divergencia de los gén&eghrodontomysy Peromyscus(2004),
indicaron divergencia de los grupos correspondientes a los citotipos a finales del mioceno. La
edad promedio de separacion del clado | correspondiente al citotipo D fue de 5.2 (con un limite
de confianza de 95% de +0.6) millones de afios (Mda), siendo el clado de divergencia mas
antigua. La edad promedio de divergencia del clado Il (citotipo A) se estim6 en 3.4 (+0.5) Mda.
En los clados Il y IV que corresponden a los citotipos B y C, respectivamente, se estimd un

tiempo de divergencia hace 1.8 (+0.3) Mda.
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Figura 12. Andlisis de reloj molecular relajado calibrado a partir de los tiempos de divergencia para lofgémescsuy
Reithrodontomy (9.8 Millones de afios; Steppan et al. 2004). Se muestraiergsos promedio de divergencia para los cl

principales | (5.2 Mda), Il (3.4 Mda), lll y IV (1.8 Mda) y el limite de confianza del 95% representado por las barras y entr
paréntesis.

Caracteristicas genéticas de los citotip& evalué la diversidad genética y de haplotipos
para cada gen mitocondrial (cuadro 7). Los haplotipos encontrados fueron Unicos para cada
grupo, repitiéndose Unicamente al interior de estos. La diversidad haplotipica fue alta en el caso

de los tres genes evaluados con valores de diversidad haplotipica de alrededor de 0.9.
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Cuadro 7. Caracteristicas genéticas encontradas para los genes Citocromo Oxidasa sub@iid&itb¢romo B Cyt B) y Regidon ControlRC). Las distancias genéticas se
implementaron utilizando el modelo de dos parametros de Kimura y 1000 réplicas de bootstrap. Los grupos utilizados para medir las distancias genéticas se construyeron en base a
los clados obtenidos en los andlisis filogenéticos.

Gen Numero de Haplotipos (h) Diversidad Haplotipica (Hd) Distancia genética por grupos
COl 13 0.9354 1 2 3 4 5

1. R. chrysops

2. P. mexicanus 0.203

3.1 0.189 0.164

4.1 0.195 0.185 0.066

5.1 0.202 0.175 0.066 0.049

6.1V 0.207 0.174 0.067 0.051 0.015
CytB 17 0.9631 1. R. chrysops

2. P. mexicanus 0.191

3.1 0.193 0.166

4.1 0.176 0.165 0.102

5.1 0.18¢ 0.16¢ 0.09t  0.04¢

6.1V 0.19C 0.17¢ 0.09¢ 0.051 0.01¢
RC 18 0.9538 1. R. crhysopsis

2. P. mexicanus 0.142

3.1 0.167 0.080

4.1 0.169 0.084 0.048

5.1 0.17¢ 0.087 0.05( 0.03(

6.1V 0.17¢ 0.091 0.05¢ 0.03¢ 0.01C
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Los arboles de distancias obtenidos a partir de los datos (figura 13) mostraron tendencias
similares a las obtenidas con los métodos filogenéticos. El grupo con mayor distancia genética
fue el conformado por las localidades de Mochitlan e Infiernillo con diferenciacion genética de
entre 4.8 y 10.2% (clado I). ElI segundo grupo que presento las distancias genéticas mayores fue
el conformado por las muestras de Chamela y Manzanillo, donde las distancias genéticas fueron
alrededor de 4.9 a 6.6% para el g=l, para el gerCyt B4.6 a 9.5%y para el gefRC3.0 a
4.8%. Las distancias genéticas menores se presentaron en las muestras de Jungapeo (clado Ill) y
Chorros del Varal (clado V), encontrandose distancias genéticas de aproximadamente 1% entre
ambos. No se encontraron sub grupos bien definidos dentro de este grupo, por lo que se puede
considerar que estas muestras pertenecen a un mismo grupo con caracteristicas genéticas
similares Las distancias genéticas respecto a los grupos externos variaron de 8 a 20% en funcion

del clado o el marcador molecular que se tome en cuenta.
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Distancia genética
Figura 13. Se muestran los dendogramas obtenidos a partir de las distancias genéticas de los genes mitocondriales Citocromo OxidagaGihtititacmo B (CytB)
Region Control (RC) mediante el método de Neighbor-joining utilizando el modelo Kimura de dos pardmetros. Las distancias genéticas se muestran en la barra horizontal.
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La prueba de AMOVA indico que existe estructura genética en los grupos correspondientes a
los citotipos (cuadro 8). Se utilizaron los clados principales (I-IV) obtenidos de los andlisis
filogenéticos para definir los grupos problema o regiones. Los valores del estadistico F de Wright
Fst Ft Y Fsc (definidos como la correlacion de los haplotipos entre poblaciones, dentro de las
poblaciones por grupos y entre grupos, respectivamente; Excoffier et al., 1992) demostraron
diferencias en los tres genes. En los tres genes se encontraron indices de fijacion bajos al
comparar los grupos (clados), siendo que para eC@drse encontré ungsk= 0.39, par&yt b=
0.19 y paraRC = 0.07, sin embargo, para los gei@g by RC no se encontrd significancia
estadistica (P>0.5). Estos resultados indican que los haplotipos entre los clados estan poco
correlacionados y se sustenta la hipotesis de independencia genética aportada por los andlisis

filogenéticos.

Cuadro 8. Resultados de la prueba de AMOVA realizada para los genes mitocondriales Citocromo Oxidasa subunidad I,
Citocromo B y Regi6n Control. g. |. grados de libertad, * valores de P no significativos estadisticamente.

Gen Variacion g.l. Sumade Componente Porcentaje de Indices de Valor de P

cuadrados de la varianza la varianza fijacion

COl Grupos 3 3.930 0.06236 12.48 Fsc=0.39453 <0.05
Poblaciones / grupos 5 3.264 0.17248 34.53 F=0.12484 0.05
Poblaciones 17 4.500 0.26471 52.99 F¢=0.47011 <0.001
Total 25 11.692 0.49955

Cytb  Grupos 3 2,943 0.04324 8.64 Fsc= 0.19597 *
Poblaciones / grupos 5 2.845 0.08961 17.90 Fe = 0.08639 <0.05
Poblaciones 17 6.250 0.36765 73.46 Fst=0.26543 <0.001
Total 25 12.038 0.50049

RC Grupos 3 3.399 0.10053 20.02 Fs.=0.07260 *
Poblaciones / grupos 5 2.190 0.02916 5.81 F.=0.20017 <0.001
Poblaciones 17 6.333 0.37255 74.18 Fs=0.25823 <0.001
Total 25 11.923 0.50225
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Para analizar la correlacion entre la distancia genética y la distancia geogréfica, se implemento
la prueba de Mantel. Para el caso de los tres genes se encontraron indices de correlacion bajos
(figura 14), indicando que el aislamiento por distancia no es el factor determinante de la
diferenciacién genética. Los valores décoeficiente de correlacién) para el caso del gén
fueron de 0.59, indicando baja correlacion entre la distancia geogréfica y genética; sin embargo,
en los genes restantes los valores fueron inferi@gs i{ = 0.53,RC = 0.49), por lo que en
conjunto se puede determinar que el aislamiento por distancia tiene poca correlaciéon con la

diversidad genética encontrada para las poblaciones.
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Andlisis ambiental y modelado de nicho ecologic€on la finalidad de analizar si se
presentan diferencias en cuanto a las condiciones ambientales y requerimientos de nicho
ecologico fundamental en los grupos correspondientes a los citotipos, se evaluaron variables
ambientales para los datos de registros obtenidos de diferentes museos y colecciones
mastozooldgicas. Los registros extrapolados a partir de los poligonos de los citotipos dieron un
total de 86 localidades para el citotipo A, 29 para el citotipo B, 6 para el citotipo C y 4 para el
citotipo D y 44 registros que no fueron determinados por distribuirse en Guerrero y no tener
descripcion del citotipo en esta area. En el caso de la clasificacion de los registros por subespecie
se obtuvieron un total de 108 registros correspondierdsg@domys banderanus banderagus
55 paraO. b. vicinior Seis registros adiciones permanecieron como indeterminados debido a la
falta de datos sobre subespecie y a que por encontrarse en la zona limite entre ambas subespecies
no fue clara su caracterizacion dentro de alguna de ellas.

El andlisis de agrupamiento se obtuvo 28 grupos iniciales (figura anexa 1), los cuales se
reclasificaron en funcion de su similitud ambiental. Se obtuvieron cuatro grupos finales con
distribucion espacial definida y poca sobreposicion. El grupo | corresponde a la zona costera que
abarca los estados de Colima, Jalisco y Nayarit. El grupo 1l se distribuye hacia el interior de la
cuenca del rio Balsas en los limites de los estados de Michoacan y Guerrero. El grupo lll tiene
una distribucién en la parte de la costa correspondiente a los limites sur de Michoacan y
Guerrero. Finalmente, el grupo IV corresponde a la zona de los estados de Guerrero, Michoacan

y Jalisco que circunda al grupo I, es decir adyacente a las cercanias del rio Balsas.
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Los modelos de nicho ecoldgico fueron implementados como una herramienta para comparar
los requerimientos ecoldgicos de la especie. En los modelos de nicho ecoldgico construidos para
los cuatro citotipos (figura 15 a-d) se encontré que el citotipo A presenta distribucién potencial
que lo ubica cerca de la linea de costa desde Michoacan y hasta Nayarit. El citotipo B 'y C
presentaron distribucién potencial asociada a la region centro de Jalisco, Guerrero y Michoacan.
Finalmente, para el citotipo D se encontré una distribucion potencial que lo ubica en la region de
la cuenca del rio Balsas hasta su desembocadura y hacia la region costera sur del Pacifico. Los
modelos de nicho construidos para las subespecies indican una distribucio®. para
banderanussimilar a la del citotipo A ubicada en la regién costera desde Michoacan hasta

Nayarit; mientras la distribucién d& b. viciniorse asemeja a la obtenida para el citotipo B.
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localidades.
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Los MNE construidos para los grupos resultantes del analisis de agrupamientos (figura 16)
presentaron una distribucién espacial separada. Los MNE fueron similares espacialmente a los
construidos a partir de la clasificacion de los registros en funcion de los citotipos. De esta
manera, el grupo | resulté equivalente al citotipo A, el grupo Il y Il al citotipo D, y el grupo IV
fue equivalente a los citotipos B y C. La distribucién potencial encontrada a partir de los MNE
indica una similitud con la distribucién potencial encontrada para las subespecies, siendo que en

el grupo | fue similar ®. b. banderanug en el grupo 1V fue similar @. b. viciniot.
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Figural6. Distribucion potencial obtenida a partir de los Modelos de Nicho Ecolégico (MNE) construidos para los cua
resultantes del analisis de agrupamiento a partir de la clasificacién de 169 registros de localidades. Los MNE seeattistinguen
cuatro regiones diferenciadas: costa norte del Pacifico (a), cuenca del rio Balsas (b), costa sur del Pacifico (c) y regén central d
Jalisco, Michoacan y Guerrero (d).
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Finalmente, se evalud la sobreposicion geogréfica y la conectividad de los MNE (figura 17)
construidos para determinar si los citotipos se encuentran separados e identificar barreras
geograficas, respectivamente. Los MNE construidos para los citotipos tuvieron gran
sobreposicion para los citotipos B y C, lo cual reafirma la poca diferenciacion entre estos
citotipos. La sobreposicién en los citotipos A y D fue baja en comparaciéon con el citotipo B, sin
embargo, fue afectada en gran medida por la distribucion potencial del citotipo C, pues el modelo
correspondiente a este citotipo ocup6 gran parte de la distribucién de la especie. La mayor
conectividad se obtuvo en la zona costera desde el estado de Nayarit hasta Guerrero y esta zona a
su vez con la cuenca del rio Balsas. La conectividad entre la region costera y la zona centro de
Jalisco, Michoacan y Guerrero fue baja, indicando que estas zonas probablemente se encuentran
separadas o Unicamente conectadas a través de la cuenca del rio Balsas. En los MNE construidos
para las subespecies se encontr sobreposicion para los registros indeterminados, pues estos
representan la zona donde se encuentran ambas subespecies. La conectividad en las subespecies
reflejo patrones similares, con mayor conectividad a lo largo de la costa, sirviendo la region de la
cuenca del rio Balsas como conexion entre las partes centrales de Jalisco, Michoacan y Guerrero
con la region de la costa. Finalmente, los modelos construidos para los grupos resultantes del
analisis de agrupamiento tuvieron poca sobreposicion, permitiendo diferenciar zonas con valores
ambientales caracteristicos, que nuevamente hacen relacion con los citotipos encontrados. La
conectividad entre los grupos del Claster nuevamente relaciond las zonas de la costa con la
cuenca del rio Balsas, siendo ésta la zona de conexion con la region central de Jalisco, Michoacan
y Guerrero. Sin embargo, en todos los andlisis de corredores se reconocié la presencia de la
Sierra Madre del Sur como una zona con baja o nula conectividad, lo que indica que pudiera
representar una barrera geografica que impide la conexion entre la region central y la costa de

Guerrero para esta especie.

48



Muestras colectadas Muestras colectadas

ee0®® (T XL L]

]\-'.{N(I_'_‘ o Corredor de Conectividad
itotipo Baja

I Citctipo B R

W Citotipo ©

W Ciwiipo D LA

Indeterminado

Interseccion de MNE +6:000.000 m“ 1:6.000.000 \"
0 300 L] a0
— — T — — 1T

Muestras colectadas Muestras coloctadas

eeeee eeee®
gN‘I;‘h ondirmms ks : Corredor de Conectividad
W . b vicinior i y i ; - Baja Ls o R
W Indeterminado < =3
Interseccion de MNE . i L™ it
1:6.000.000 \( 1:6.000.000 m
0 300 0 300
— — T — — T
c) d)

Muestiras colectadas Muestras colectadas

eeee® (TYIT]
MNI; Corredor de Conectividad
= :;rllpc }: m Baia
inupo
B Grupo 11l
W Grupo1v A

Interseccion de MNE

1:6.000.000 \!" 1:6.000.000 \‘.
] 300 [] 300
— — 1 — w— 1) f
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DiscusIiON

Variabilidad cariotipica y patrones filogenéticos

La evidencia proporcionada por los genes mitocondriales muestra diferenciacion filogenética
entre las poblaciones correspondientes a los citotipos. La consistencia entre los arboles obtenidos
por diferentes métodos es evidencia de diferencia en la historia evolutiva de los citotipos y de que
algunos de estos pueden en realidad representar especies cripticas. La variacion cromosomica
puede ser baja, como es el caso de varias especies de roedores muridos, los cuales pueden tener
morfologia similar y poseer poca variacion en el nimero fundamental (NF) o cromosomico (Hsu
y Benirschke, 1967; Lee y Elder, 1977; Yates et al., 1979; Rogers et al., 1984; Stangl y Baker,
1984; Ordofiez-Garza et al.,, 2013). Esta variacion en el NF es suficiente para considerar la
presencia de mas de un linaje, pues los cambios cromosémicos pueden servir como barrera
reproductiva (Patton y Sherwood, 1983), por lo que la variacion cromosOmica es un punto de
partida valido para intuir la presencia de linajes cripticos.

Los datos obtenidos indican que el grado de diferenciacion cromosOmica aparentemente no se
relaciona de manera directa con el grado de diferenciacion en los marcadores mitocondriales. Los
citotipos con NF mayores (citotipos C y D; NF= 62 y 78, respectivamente) estan menos
relacionados evolutivamente que los citotipos con menores cambios cromosomicos (citotipos Ay
B; NF= 52). La evolucién cromosomica conocida para los roedores no indica un patron claro,
pues en algunos grupos la tendencia es la reduccion del NF, mientras en otros no sucede asi. Sin
embargo, la posicion filogenética del citotipo D como grupo hermano del resto de los citotipos
puede indicar una tendencia a la reduccion del NF. Este supuesto es contrario a lo planteado por
Nufez (1999, 2000), quien indica que el citotipo que conserva la mayor similitud con el ancestro

es el A, bajo el argumento de que fue el primero en ser descrito.
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La presencia del citotipo C como un grupo mas reciente a pesar de tener un NF mayor (NF =
62) puede explicarse a través de los mecanismos de la variacion cromosomica. Los mecanismos
mas frecuentes pueden alterar el ndmero cromosomico mediante fisiones o fusiones
Robertsonianas o el NF por medio de inversiones pericéntricas y por la incorporacién de
heterocromatina (Patton y Sherwood, 1983). En el caso del citotipo C, los estudios previos no
dejan claro si la variacion tan alta en su NF esta relacionada a inversiones pericéntricas o a la
incorporacion de heterocromatina. Esto es de gran interés, pues se sabe que el cambio en el NF
derivado de inversiones pericéntricas sirve como una barrera reproductiva mas efectiva que la
adicion de heterocromatina (Patton y Sherwood, 1983). A pesar de las diferencias en el NF, los
citotipos B y C mantienen patrones que los asocian como la cercania filogenética, la distancia
genética (aproximadamente 1%), la cercania geografica y la similitud ambiental. Con base en
esto, se puede argumentar que la diferencia entre los NF pudiera deberse a la adicién de
heterocromatina, sin embargo es necesario comprobar el cariotipo de ambas localidades y otros
aspectos de los ejemplares como el aislamiento reproductivo.

La estructura de los arboles resultantes de los andlisis filogenéticos muestra un patron
principal que indica la separacion de los citotipos en tres grupos correspondientes a los citotipos
D, A, y B-C. Este patrén mantiene relacion con las subespecies descritas. El clado correlacionado
con el citotipo A representa a la subesp&zsgodomys banderanus bandergnogentras que
los clados correlacionados con los citotipos B y C se relacionan con la distribucion geografica de
O. b. vicinior. El citotipo D no se asocia de manera clara a ningun citotipo. Esta separacion de las
muestras en tres grupos principales se asocia a elementos geogréaficos como la cuenca del rio
Balsas. Se han encontrado patrones similares para filogrupos o linajes filogenéticamente

relacionados de diferente taxones que indican separacion entre las regiones norte y sur de la
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cuenca del rio Balsas (Amman y Bradley, 2004; Zaldivar-Riveron et al., 2004; Devitt, 2006;
Ortega et al., 2009).

Los ejemplares colectados en la localidad de Mochitlan en Guerrero, los cuales no tenian un
citotipo asociado, fueron analizados. Se encontré una similitud del cariotipo con el citotipo D,
indicando valores de NF similares al citotipo D (NF= 78), lo que queda conformado a través de
los analisis filogenéticos. Esto proporciona indicios de que probablemente la zona centro y quiza

sur de Guerrero tenga una distribucion del citotipo D.

Variabilidad y estructura genética

Los analisis genéticos de las poblaciones indican diferencias, principalmente entre las
muestras correspondientes al citotipo D y el resto de las muestras. Los valores de diferenciacion
genética de estas muestras y su relacion con los valores encontrados para los grupos externos
indican la presencia de linajes genéticamente diferentes (Baker y Bradley, 2006). En la
comparacion de las distancias genéticas por grupos correspondientes a los clados obtenidos se
presentan valores de distancia genética, con los datos de los genes separados, mas cercanos entre
el taxon hermano inmediato del géneReromyscus mexicanug el grupo correspondiente al
citotipo D (Infiernillo-Mochitlan), que entre dicho taxon y el resto de los grupos. Los valores de
divergencia genética del clado correspondiente al citotipo D (10% con datos concatenados bajo el
criterio de inferencia bayesiana) se relacionan con valores reportados para especies hermanas de
taxones filogenéticamente relacionados (Amman y Bradley, 2004; Durish et al., 2004; Arellano et
al., 2005; Ordoiez et al., 2010;).

Los patrones aportados por los analisis filogenéticos y la diversidad genética son congruentes
con los datos del AMOVA. Los valores Beencontrados en la comparacion entre grupos indican

estructuracion entre los clados encontrados.
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Estructura geografica y ambiental

La importancia de la distancia geografica en la diferenciacion genética entre los citotipos
indica que la distancia geografica no es un factor determinante en la variabilidad genética. Por lo
tanto, la presencia barreras geograficas (ambientales o fisicas) puede ser un factor importante que
ha permitido el desarrollo de la variabilidad genética. De esta manera, los modelos de nicho
ecoldgico permiten distinguir aspectos ambientales asociados a cada citotipo.

Los modelos de nicho construidos a partir de los métodos utilizados en este trabajo
presentaron similitud entre ellos, indicando patrones espaciales definidos. Sin embargo, la
clasificacion de los datos en funcion de los citotipos puede sobreestimar la distribucién espacial
real de cada citotipo (como puede suceder en el modelo correspondiente al citotipo C), pues la
clasificacion apriori de las localidades puede ser inexacta. Por otra parte, la construccién de
analisis de agrupamientos a partir de las variables climaticas exactas para cada localidad no
presenta este inconveniente, pues el andlisis no requiere suposicimm@s$ y los grupos se
forman a partir de los valores ambientales y la correlacion entre ellos.

La distincion de los patrones que indican areas no separadas geograficamente puede servir de
evidencia para apoyar un mismo linaje (Wiens y Graham, 2005), por otra parte, las areas aisladas
pueden ser indicativo de la presencia de mas de un linaje o incluso de divergencia de nicho
(Graham et al., 2004; Raxworthy et al., 2007; Rissler y Apodaca, 2007). En este caso, los datos
apoyan el aislamiento para los citotipos A y D, respecto a B. En los modelos correspondientes a
las subespecies pudiera presentarse el mismo caso, y se puede considerar que existe aislamiento
entre ellas. Finalmente, el andlisis de agrupamiento presenta poca sobreposicion, indicando,
nuevamente que las zonas identificadas pueden estar aisladas. En general, los modelos de nicho
presentan una separacion asociada a la presencia del rio Balsas, lo que indica que este funciona

como una barrera geografica. Otros elementos como la Sierra Madre del Sur y la complejidad
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orografica de la zona centro de Jalisco también se reconocen como barreras geograficas de

importancia a través del andlisis de conectividad.

Integracion de la evidencia y patron biogeografico
Los resultados obtenidos muestran diferencias genéticas, filogenéticas, ambientales y ecoldgicas
entre ciertas poblaciones @sgoodomys banderangsie se suman a las diferencias citotipicas y
morfolégicas descritas previamente (Nufiez, 2000). De esta manera, la evidencia total (figura 18)
permite distinguir el patron asociado a la historia evolutiva de esta especie.

Los datos indican la presencia de tres grupos altamente diferenciados. El primero corresponde
al citotipo D, que presentd numero fundamental alto en su cariotipo (NF=78), separacion
filogenética clara, divergencia genética alta (10%) y un modelo de nicho ecoldgico caracteristico
que lo ubica geogréaficamente desde la cuenca del rio Balsas hasta la parte media de Guerrero.
Este grupo aparentemente tiene relacion con la distribucion descrita por otros autores (Hall, 1981,
Arroyo-Cabrales, 2005) para la subespd@ieb. vicinior, sin embargo los modelos de nicho
ecologico construidos en este trabajo indican que la distribucion potencial de dicha subespecie
pudiera no ser exacta.

El segundo grupo, corresponde al citotipo A. Este grupo presenta NF=52 y divergencia
genética menor que el citotipo D (aproximadamente 5%). Sin embargo, el modelo de nicho
ecologico indica posible aislamiento geografico del resto, lo cual pudiera relacionarse con
divergencia de nicho ecoldgico, como se ha observado en otros taxones que tienen poca
divergencia genética y poca sobreposicion de nicho (Raxworthy et al., 2007). Sin embargo, son
necesarios analisis adicionales para determinar si este grupo presenta divergencia o
conservadurismo de nicho ecoldgico. Por otra parte, este grupo se relaciona con la distribucion

potencial construida y reportada (Hall, 1981) p@ab. banderanyspor lo que este grupo
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Correpondencia con las subespecies
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puede ser representante de dicha subespecie. Las diferencias morfologicas asociadas a esta
subespecie indican coloracion mas clara, longitud total mayor y caja craneal mas ancha (Alvarez,
1968).

El tercer grupo con diferencias marcadas corresponde a los citotipos B y C. Como se
menciond previamente, estos citotipos mantienen una estructura cromosémica diferente (NF=52
y 62, respectivamente), sin embargo, su posicién filogenética, la divergencia genética entre ellos
(aproximadamente 1%) y los modelos de distribucion espacial indican que este grupo conforma
un mismo linaje o un linaje en proceso de divergencia. Por otra parte, la similitud de la
distribucién potencial de este grupo y la subesp€cid. vicinior indica que este grupo es
representante de dicha subespecie. La subespecie, se caracteriza por tener coloracion café
grisaceo oscuro, longitud total menor y caja craneal méas angosta QueanderanugAlvarez,

1968).

La hipoétesis biogeogréafica que se propone para la divergencia de los tres grupos encontrados
supone eventos vicariantes entre las poblaciones correspondientes a los citotipos. El grupo
correspondiente al citotipo D mantiene gran relacion con la cuenca del rio Balsas.
Histéricamente, los tiempos de divergencia de este grupo (5.2 Mda.) coinciden con eventos
geoldgicos que aislaron las poblaciones de la cuenca respecto a otros sitios durante el plioceno-
pleistoceno, este patron también ha sido reportado para otros taxones como eBgé&szeo
(Becerra y Venable, 1999). La cuenca del rio Balsas ha sido reconocida como un elemento
importante para la diversificacion de varios taxones (Becerra y Venable, 1999; Amman y
Bradley, 2004; Becerra, 2005; Devitt, 2006; Espinosa et al., 2006; Sotuyo et al. 2010), por lo
tanto, se propone el proceso de vicarianza como la hipétesis que explica la diversificacion del
grupo correspondiente al citotipo D. En el caso del grupo correspondiente al citotipo A no se

relacionan patrones geologicos claros que pudieran explicar su origen biogeografico, pues

56



durante el Mioceno-Plioceno sucedieron varios eventos geologicos que generaron la complejidad
orografica que hoy conocemos. No es claro si la separacion de éste esta relacionada con la
complejidad orogréfica de la zona o con barreras climéaticas, o ambas, en cuyo caso también
puede relacionarse con procesos de vicarianza. Finalmente, el grupo correspondiente a los
citotipos B — C representa el grupo de mas reciente divergencia cuyo origen puede estar asociado
al aislamiento de la cuenca del rio Balsas.

Asimismo, el conservadurismo o la divergencia del nicho ecolégico son aspectos que pueden
ser de gran interés para determinar los mecanismos de divergencia (Weins, 2004; Wiens y
Graham, 2005; Losos, 2008). En particular, se ha asociado el conservadurismo de nicho en
linajes cercanamente relacionados con procesos de vicarianza (Weins, 2004; Wiens y Graham,
2005), aunque algunos autores indican que el proceso de divergencia en el nicho ecolégico
pudiera suceder incluso antes de la divergencia genética o morfologica y por lo tanto presentarse
en linajes cercanos filogenéticamente (Raxworthy et al., 2007; Rissler y Apodaca, 2007).

En funcién de los patrones mencionados anteriormente, se propone elevar a nivel de especie
las subespecig®sgoodomys banderanus banderag3. b. vicinior, asi como la integracion de
una tercer especie correspondiente al citotipo D. Finalmente, se propone la revision de caracteres
morfolégicos y la integracion de mas muestras para analizar los limites entre los linajes

propuestos.
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CONCLUSIONES

La estructura genética de las poblaciones, la historia evolutiva reconstruida a partir de
marcadores moleculares especificos y la distincién de los MNE estan correlacionadas con
los citotipos descritos por otros autores.

La historia evolutiva reconstruida a partir de marcadores moleculares mitocondriales
indico una relacion de los eventos evolutivos asociada a la presencia del rio Balsas como
principal elemento geogréfico, asi como la presencia de la Sierra Madre del Sur y de
algunas otras barreras climéticas de importancia.

La estructura filogenética, la divergencia genética, los patrones ambientales, la estructura
citotipica y las diferencias morfologicas indica al menos tres especies asociados a los
citotipos A, B-C y D, con correspondencias geogréficas diferenciadas para la region
costera de Michoacéan, Jalisco, Colima y Nayarit, zona centro de Jalisco, Michoacan y
Guerrero, y la cuenca del rio Balsas, por lo que se recomienda una revision taxondmica de
los caracteres morfologicos de los ejemplares de estas regiones y la busqueda de
caracteres morfolégicos diagnésticos que permitan definir morfotipos para ambas
regiones.

Se propone elevar a nivel de especie los grupos correspondiéhtés handerany<O.

b. viciniory el grupo correspondiente al citotipo D.
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5 Zawy "soweyy

Grupo I - Costa Norte del Pacifico Mexicano
Grupo 11 - Cucnca del Rio Balsas
Grupo 11 - Costa Sur del Pacifico Mexicano
I Grupo 1V - Region Central Michoacan - Guerrero - Jalisco

Figura anexa 1. Grupos finales obtenidos del andlisis de agrupamiento. Se muestran los cuatro grupos obtenidos del analisis de agrupamiento y del proceso iterativo para reducir

los grupos. Los grupos finales se clasificaron en los correspondientes a la costa Norte del Pacifico (localidades de Colima, Jalisco y Nayarit), la cuenca del Rio Balsas, la costa
sur del Pacifico (Michoacan y Guerrero) y la region central de Michoacan, Guerrero y Jalisco.
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Cuadro anexo 1. Muestras utilizadas para los analisis

Identificador ~ Voucher Localidad Estado Altitud  Coordenadas Coordenadas Citotipo Afiode Especie en
(m) Norte Oeste (equiva- la BLAST (COl)
lencia) muestra

2583 CNMA 42951 Chamela, Estacion biolégica IBUNAM, 5.5 Km SE Jalisco 66 19.49847222 -105.04188889 A 2000. banderanus

2589 CNMA 42976 Chamela, Estacion biolégica IBUNAM, 7.13 Km SE Jalisco 66 19.48944444 -105.03791667 A 2000. banderanus

2593 CNMA 42979 Chamela, Estacion biolégica IBUNAM, 7.13 Km SE Jalisco 66 19.48944444 -105.03791667 A 2000. banderanus

CVv0o1 Chorros del Varal, 3.37 km SSO Los Palillos, Municipio Michoacéan 991 19.51691667 -102.57088889 C 2012 O. banderanus
Los Reyes, Michoacan, 991m

CVv02 Chorros del Varal, 3.37 km SSO Los Palillos, Municipio Michoacan 991 19.51691667 -102.57088889 C 2012 O. banderanus
Los Reyes, Michoacan, 991m

CV05 Chorros del Varal, 2.75 km SW Los Palillos, Municipio LosMichoacan 1031 19.52252778 -102.57261111 C 2012 O. banderanus
Reyes, Michoacan, 1031m

CV06 Chorros del Varal, 2.75 km SW Los Palillos, Municipio LosMichoacan 1031 19.52252778 -102.57261111 C 2012 O. banderanus
Reyes, Michoacan, 1031m

CV09 Chorros del Varal, 3.37 km SSO Los Palillos, Municipio Michoacan 879 19.51758333 -102.56986111 C 2012 O. banderanus
Los Reyes, Michoacan, 991m

CVv14 Chorros del Varal, 3.37 km SSO Los Palillos, Municipio Michoacéan 892 19.51702778 -102.57166667 C 2012 O. banderanus
Los Reyes, Michoacan, 991m

INF25 Playa Santa Elena, 4 km NNW Barranca San Diego, 84m Michoacan 84 18.24328333 -101.90641944 D 20@3banderanus

INF26 Playa Santa Elena, 4 km NNW Barranca San Diego, 84m Michoacan 84 18.24328333 -101.90641944 D 20@3banderanus

INF27 Playa Santa Elena, 4 km NNW Barranca San Diego, 84m Michoacan 84 18.24328333 -101.90641944 D 20@3banderanus

INF28 Playa Santa Elena, 4 km NNW Barranca San Diego, 84m Michoacan 85 18.24328333 -101.90641944 D 20@3banderanus

JUN18 1.25 km SSW de Jungapeo de Juarez, Municipio Jungapeblichoacan 1230 19.44869722 -100.49954722 B 2013 O. banderanus
1230m

JUN19 1.25 km SSW de Jungapeo de Juarez, Municipio Jungapeblichoacan 1230 19.44869722 -100.49954722 B 2013 O. banderanus
1230m

JUN20 1.25 km SSW de Jungapeo de Juarez, Municipio Jungapeblichoacan 1230 19.44869722 -100.49954722 B 2013 O. banderanus
1230m

JUN21 1.25 km SSW de Jungapeo de Juarez, Municipio Jungapeblichoacan 1230 19.44869722 -100.49954722 B 2013 O. banderanus
1230m

JUN22 1.25 km SSW de Jungapeo de Juarez, Municipio Jungapeblichoacan 1241 19.44706389 -100.49935833 B 2013 O. banderanus
1230m

JUN23 1.25 km SSW de Jungapeo de Juarez, Municipio Jungapeblichoacan 1241 19.44706389 -100.49935833 B 2013 O. banderanus
1230m

Mal0 Playa de Oro, Municipio Manzanillo Colima 10 19.13216667 -104.51386111 A 2013 O. banderanus

Mal4 Playa de Oro, Municipio Manzanillo Colima 10 19.13216667 -104.51386111 A 2013  O. banderanus

Mab5 6 km E Pueblo Juarez, Mun. Coquimatlan Colima 245 19.16669444 -103.87522222 A 2013 O. banderanus
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Ma56

MOCH30
MOCH31
MOCH32

6 km E Pueblo Juarez, Mun. Coquimatlan

3.3 km SSE de Mochitlan
3.3 km SSE de Mochitlan
3.3 km SSE de Mochitlan

Colima
Guerrero
Guerrero

Guerrero

245
1158
1158
1158

19.16669444
17.44238000
17.44238000
17.44238000

-103.87522222
-99.36706000
-99.36706000
-99.36706000

A

2013
2013
2013
2013

O. banderanus
O. banderanus
O. banderanus

O. banderanus

Grupos externos
Identificador ~ Voucher

Especie

R. crhysopsi$

P. mexicanus
33
P. mexicanus
34

Reithrodontomys chrysopsis

Peromyscus mexicanus

Peromyscus mexicanus
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Cuadro Anexo 2. Matriz de distancias genéticas para el gen COI. La matriz se implementd con el método de Kimura de dos parametros aplicando 1000 réplicas de bootstrap
en el software Mega 5.2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
1R. chrysopsi8
2 P. mexicanus34 0.205
3 P. mexicanus33 0.205 0.002

4 MOCH32 0.190 0.163 0.163

5 MOCH31 0.190 0.163 0.163 0.000

6 MOCH30 0.190 0.163 0.163 0.000 0.000

7 Ma56 0.200 0.185 0.185 0.070 0.070 0.070

8 Ma55 0.195 0.183 0.183 0.065 0.065 0.065 0.002

9 Mal4 0.194 0.185 0.185 0.070 0.070 0.070 0.004 0.000

10 Ma10 0.196 0.179 0.179 0.070 0.070 0.070 0.004 0.002 0.004

11 JUN23 0.203 0.172 0.175 0.067 0.067 0.067 0.049 0.047 0.049 0.049

12 JUN22 0.203 0.172 0.175 0.067 0.067 0.067 0.049 0.047 0.049 0.049 0.000

13 JUN21 0.206 0.175 0.178 0.070 0.070 0.070 0.051 0.049 0.051 0.051 0.002 0.002

14 JUN20 0.200 0.175 0.178 0.070 0.070 0.070 0.051 0.047 0.046 0.051 0.002 0.002 0.004

15 JUN19 0.203 0.172 0.175 0.067 0.067 0.067 0.049 0.047 0.049 0.049 0.000 0.000 0.002 0.002

16 JUN18 0.206 0.171 0.175 0.067 0.067 0.067 0.053 0.051 0.053 0.053 0.004 0.004 0.002 0.006 0.004

17 INF28 0.196 0.169 0.169 0.012 0.012 0.012 0.070 0.065 0.070 0.067 0.067 0.067 0.070 0.070 0.067 0.067

18 INF27 0.196 0.169 0.169 0.012 0.012 0.012 0.070 0.065 0.070 0.067 0.067 0.067 0.070 0.070 0.067 0.067 0.000

19 INF26 0.196 0.169 0.169 0.012 0.012 0.012 0.070 0.065 0.070 0.067 0.067 0.067 0.070 0.070 0.067 0.067 0.000 0.000

20 INF25 0.196 0.169 0.169 0.012 0.012 0.012 0.070 0.065 0.070 0.067 0.067 0.067 0.070 0.070 0.067 0.067 0.000 0.000 0.000

21CvVi4 0.210 0.175 0.172 0.067 0.067 0.067 0.053 0.051 0.053 0.053 0.014 0.014 0.016 0.016 0.014 0.018 0.067 0.067 0.067 0.067

22 CV09 0.210 0.175 0.172 0.067 0.067 0.067 0.053 0.051 0.053 0.053 0.014 0.014 0.016 0.016 0.014 0.018 0.067 0.067 0.067 0.067 0.000

23 CV06 0.203 0.165 0.169 0.070 0.070 0.070 0.051 0.049 0.051 0.051 0.014 0.014 0.016 0.016 0.014 0.018 0.070 0.070 0.070 0.070 0.016 0.016

24 CV05 0.209 0.171 0.175 0.070 0.070 0.070 0.051 0.049 0.051 0.051 0.014 0.014 0.016 0.016 0.014 0.018 0.070 0.070 0.070 0.070 0.016 0.016 0.004

25 CV02 0.209 0.171 0.175 0.070 0.070 0.070 0.051 0.049 0.051 0.051 0.014 0.014 0.016 0.016 0.014 0.018 0.070 0.070 0.070 0.070 0.016 0.016 0.004 0.000

26 CVO1 0.209 0.171 0.175 0.070 0.070 0.070 0.051 0.049 0.051 0.051 0.014 0.014 0.016 0.016 0.014 0.018 0.070 0.070 0.070 0.070 0.016 0.016 0.004 0.000 0.000

27 2593 0.194 0.185 0.185 0.070 0.070 0.070 0.004 0.002 0.004 0.004 0.049 0.049 0.051 0.051 0.049 0.053 0.070 0.070 0.070 0.070 0.053 0.053 0.051 0.051 0.051 0.051
28 2589 0.200 0.185 0.185 0.065 0.065 0.065 0.004 0.002 0.004 0.004 0.049 0.049 0.051 0.051 0.049 0.053 0.065 0.065 0.065 0.065 0.053 0.053 0.051 0.051 0.051 0.051 0.004
29 2583 0.191 0.188 0.188 0.072 0.072 0.072 0.006 0.002 0.002 0.006 0.051 0.051 0.053 0.049 0.051 0.055 0.072 0.072 0.072 0.072 0.055 0.055 0.053 0.053 0.053 0.053 0.002 0.006
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Cuadro Anexo 3. Matriz de distancias genéticas para el gen Cyt B. La matriz se implement6 con el método de Kimura de dos pardmetros aplicando 1000 réplicas de bootstrap en el
software Mega 5.2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
1 R. chrysopsi8
2P.mexicanus34  0.174

3 P. mexicanus33 0.173 0.002

4 MOCH32 0.172 0.149 0.151

5 MOCH31 0.172 0.150 0.152 0.003

6 MOCH30 0.174 0.151 0.152 0.000 0.003

7 Ma56 0.159 0.147 0.145 0.066 0.069 0.067

8 Ma55 0.159 0.147 0.145 0.066 0.069 0.067 0.000

9 Mal4 0.155 0.142 0.140 0.058 0.062 0.059 0.007 0.007

10 Ma10 0.156 0.145 0.144 0.067 0.071 0.068 0.003 0.003 0.007

11 JUN23 0.162 0.148 0.148 0.063 0.066 0.064 0.035 0.035 0.027 0.034

12 JUN22 0.162 0.148 0.148 0.063 0.066 0.064 0.035 0.035 0.027 0.034 0.000

13 JUN21 0.162 0.148 0.148 0.063 0.066 0.064 0.035 0.035 0.027 0.034 0.000 0.000

14 JUN20 0.165 0.151 0.151 0.065 0.068 0.066 0.037 0.037 0.029 0.035 0.002 0.002 0.002

15 JUN19 0.162 0.148 0.148 0.063 0.066 0.064 0.035 0.035 0.027 0.034 0.000 0.000 0.000 0.002

16 JUN18 0.165 0.151 0.151 0.065 0.068 0.066 0.037 0.037 0.029 0.035 0.002 0.002 0.002 0.000 0.002

17 INF28 0.164 0.142 0.143 0.012 0.012 0.012 0.067 0.067 0.058 0.066 0.059 0.059 0.059 0.061 0.059 0.061

18 INF27 0.164 0.142 0.143 0.012 0.012 0.012 0.067 0.067 0.058 0.066 0.059 0.059 0.059 0.061 0.059 0.061 0.002

19 INF26 0.164 0.142 0.143 0.012 0.012 0.012 0.067 0.067 0.058 0.066 0.059 0.059 0.059 0.061 0.059 0.061 0.002 0.000

20 INF25 0.166 0.143 0.145 0.011 0.012 0.011 0.068 0.068 0.059 0.067 0.060 0.060 0.060 0.062 0.060 0.062 0.001 0.001 0.001

21CVi4 0.160 0.156 0.156 0.065 0.067 0.066 0.041 0.041 0.031 0.040 0.010 0.010 0.010 0.011 0.010 0.011 0.060 0.060 0.060 0.061

22 CV09 0.158 0.153 0.153 0.062 0.066 0.063 0.039 0.039 0.031 0.038 0.008 0.008 0.008 0.010 0.008 0.010 0.059 0.059 0.059 0.060 0.006

23 CV06 0.159 0.146 0.146 0.062 0.065 0.063 0.031 0.031 0.023 0.030 0.007 0.007 0.007 0.009 0.007 0.009 0.058 0.058 0.058 0.059 0.010 0.008

24 CV05 0.164 0.153 0.154 0.064 0.067 0.065 0.036 0.036 0.026 0.035 0.009 0.009 0.009 0.011 0.009 0.011 0.060 0.060 0.060 0.061 0.011 0.010 0.004

25 CV02 0.169 0.158 0.158 0.067 0.070 0.068 0.039 0.039 0.029 0.037 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.011 0.063 0.063 0.063 0.065 0.012 0.013 0.007 0.003

26 CVO1 0.164 0.153 0.154 0.064 0.067 0.065 0.036 0.036 0.026 0.035 0.009 0.009 0.009 0.011 0.009 0.011 0.060 0.060 0.060 0.061 0.011 0.010 0.004 0.000 0.003

27 2593 0.155 0.145 0.144 0.065 0.068 0.066 0.010 0.010 0.004 0.010 0.030 0.030 0.030 0.032 0.030 0.032 0.064 0.064 0.064 0.065 0.034 0.034 0.026 0.029 0.032 0.029
28 2589 0.154 0.145 0.144 0.064 0.067 0.065 0.010 0.010 0.003 0.009 0.028 0.028 0.028 0.031 0.028 0.031 0.062 0.062 0.062 0.064 0.033 0.033 0.023 0.027 0.031 0.027 0.002
29 2583 0.154 0.145 0.144 0.064 0.067 0.065 0.010 0.010 0.003 0.009 0.028 0.028 0.028 0.031 0.028 0.031 0.062 0.062 0.062 0.064 0.033 0.033 0.023 0.027 0.031 0.027 0.002 0.000
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Cuadro Anexo 4. Matriz de distancias genéticas para el gen RC. La matriz se implement6 con el método de Kimura de dos pardmetros aplicando 1000 réplicas de bootstrap en el software
Mega 5.2

1R. chrysopsis 8
2 P. mexicanus34 0.145

3 P. mexicanus33 0.168 0.032

4 MOCH32 0.193 0.100 0.088

5 MOCH31 0.188 0.100 0.088 0.003

6 MOCH30 0191 0109 0105 0019 0017

7 Ma56 0197 0120 0114 0078 0078 0.063

8 Ma55 0191 0119 0116 0079 0079 0070 0.008

9 Mal4 0.186 0101 0098 0065 0065 0065 0014 0.015

10 Ma10 0182 0105 0101 0068 0068 0068 0014 0015 0.003

11 JUN23 0188 0116 0101 0070 0070 0068 0.043 0.047 0035 0.035

12 JUN22 0.188 0.116 0.101 0.070 0.070 0.068 0.043 0.047 0.035 0.035 0.000

13 JUN21 0188 0116 0101 0070 0070 0068 0043 0047 0035 0035 0.00 0.000

14 JUN20 0.188 0.116 0.101 0.070 0.070 0.068 0.043 0.047 0.035 0.035 0.000 0.000 0.000

15 JUN19 0.188 0.116 0.101 0.070 0.070 0.068 0.043 0.047 0.035 0.035 0.000 0.000 0.000 0.000

16 JUN18 0.188 0.116 0.101 0.070 0.070 0.068 0.043 0.047 0.035 0035 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

17 INF28 0184 0113 0096 0032 0029 0040 0081 0.083 0068 0072 0.070 0070 0.070 0.070 0.070 0.070

18 INF27 0.182 0.105 0093 0.019 0017 0029 0.081 0.083 0.068 0071 0.071 0071 0071 0071 0.071 0071 0.017

19 INF26 0.182 0107 0094 0022 0019 0032 0083 008 0070 0073 0073 0073 0073 0073 0.073 0073 0014 0.003

20 INF25 0184 0105 0094 0022 0022 0032 0079 008l 0066 0070 0070 0070 0.070 0070 0070 0070 0011 0011 0.014

21 CVi4 0.186 0116 0.105 0070 0070 0071 0046 0050 0035 0035 0015 0015 0015 0015 0.015 0015 0075 0.071L 0.073 0.069

22 CV09 0.186 0116 0.105 0070 0070 0071 0046 0050 0035 0035 0015 0015 0015 0015 0.015 0015 0075 0.071 0.073 0069 0.000

23 CV06 0.190 0122 0108 0078 0078 0075 0047 0052 0040 0.040 0012 0012 0012 0012 0012 0012 0080 0080 008l 0078 0014 0.014

24 CV05 0193 0120 0107 0076 0076 0073 0049 0053 0041 0041 0011 0011 0011 0011 0011 0011 0078 0078 0080 0076 0.015 0.015 0.001

25 CV02 0.193 0120 0107 0076 0076 0073 0049 0053 0041 0041 0011 0011 0011 0011 0011 0011 0078 0.078 0080 0076 0.015 0.015 0001 0.000

26 CV01 0193 0120 0107 0076 0076 0073 0049 0053 0041 0041 0011 0011 0011 0011 0011 0011 0078 0078 0080 0076 0015 0.015 0.00L 0.000 0.000

27 2593 0186 0103 0101 0065 0065 0065 0014 0015 0003 0003 0038 0038 0038 0038 0038 0038 0072 0071 0073 0070 0.038 0.038 0043 0.044 0044 0.044
28 2589 0186 0103 0100 0065 0065 0065 0015 0016 0004 0004 0038 0038 0038 0038 0.038 0038 0072 0.071 0073 0070 0.038 0.038 0043 0.044 0.044 0.044 0.001
29 2583 0.186 0.103 0101 0.065 0065 0065 0014 0015 0003 0003 0038 0038 0038 0038 0038 0038 0072 007L 0073 0070 0038 0.038 0043 0044 0.044 0044 0000 0.001

76



Cuadro anexo 5. Caracteristicas ambientales de los registros de Osgoodomys banderanus obtenidas de colecciones y clasificados segun los citotipos conocidos (Nufiez 2000) y las
subespecies.

Citotipos  Tipo de % de  Altitud % de Clima % de Caracteristicas Climaticas Caracteristicas de precipitacion
vegetacion registr msnm  registros registros
0s
A Bosque de 21.3 0a200 46.6 (AC(wl) O Semicalido subhumedo del grupo C, temperatura media anual maydtrdeipitacion del mes méas seco menor de 40 mm; lluvias de verano con
coniferas 'y 18°C, temperatura del mes mas frio menor de 18°C, temperatura del medice P/T entre 43.2 y 55 y porcentaje de lluvia invernal del 5% al 10.2%
encinos maés caliente mayor de 22°C. anual.
Bosque 1.9 200a 29.1 (AC(w2) 2.9 Semicalido subhimedo del grupo C, temperatura media anual mayorRtecipitacion del mes mas seco menor a 40 mm; lluvias de verano con
espinoso 500 18°C, temperatura del mes mas frio menor de18°C, temperatura del nieslice P/T mayor de 55 y porcentaje de lluvia invernal del 5% al 10.2%
maés caliente mayor de 22°C. del total anual.
Bosque 50.4 500a 13.5 (A)C(wo) 0.9 Semicalido subhimedo del grupo C, temperatura media anual mayorRiecipitaciéon del mes mas seco menor de 40 mm; lluvias de verano con
tropical 1000 18°C, temperatura del mes mas frio menor de 18°C, temperatura del medice P/T menor de 43.2, y porcentaje de lluvia invernal del 5% al 10.2%
caducifolio maés caliente mayor de 22°C. del total anual.
Bosque 26.2 1000a 9.7 Awl 25.2 Céalido subhumedo, temperatura media anual mayor de 22°C y Precipitacion del mes mas seco menor de 60 mm; lluvias de verano con
tropical 1500 temperatura del mes mas frio mayor de 18°C. indice P/T entre 43.2 y 55.3 y porcentaje de lluvia invernal del 5% al
subcaducifolio 10.2% del total anual.
1500a 0.9 Aw2 23. Calido subhimedo, temperatura media anual mayor de 22°C y Precipitacion del mes mas seco entre 0 y 60 mm; lluvias de verano con
2000 temperatura del mes mas frio mayor de 18°C. indice P/T mayor de 55.3 y porcentaje de lluvia invernal del 5% al 10.2%
del total anual.

Awo 27.1 Calido subhimedo, temperatura media anual mayor de 22°C y Precipitacion del mes mas seco entre 0 y 60 mm; lluvias de verano con
temperatura del mes mas frio mayor de 18°C. indice P/T menor de 43.2 y porcentaje de lluvia invernal del 5% al 10.2%

del total anual.

BS1(h)w 19.4 Semiarido calido, temperatura media anual mayor de 22°C, temperatltavias de verano y porcentaje de lluvia invernal del 5% al 10.2% del
del mes mas frio mayor de 18°C. total anual.

BSo(h)w 0 Arido, célido, temperatura media anual mayor de 22°C, temperatura dddivias de verano y porcentaje de lluvia invernal del 5% al 10.2% del
mes mas frio mayor de 18°C. total anual.

C(w2) 0.9 Templado, subhimedo, temperatura media anual entre 12°C y 18°CPrecipitacion en el mes mas seco menor de 40 mm; lluvias de verano con
temperatura del mes mas frio entre -3°C y 18°C y temperatura del mes$ndice P/T mayor de 55 y porcentaje de lluvia invernal del 5 al 10.2% del
mas caliente bajo 22°C. total anual.

B bosque de 19.6 0a200 O (AC(wl) 21.4
coniferas 'y
encinos
bosque 8.9 200a 232 (A)C(w2) 5.3
espinoso 500
bosque 58.9 500a 17.8 (A)C(wo) O
tropical 1000
caducifolio
bosque 125 1000 a 44.6 Awl 19.6
tropical 1500
subcaducifolio
1500 a 14.2 Aw2 125
2000
Awo 125

BS1(h)w 26.7

BSo(h)w 1.7
C(w2) 0
C bosque de 0 0a200 O (A)C(wl) 14.2
coniferas y
encinos
bosque 0 200a O (A)C(w2) 14.2
espinoso 500
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bosque 100 500a 14.2 (A)C(wo) O
tropical 1000
caducifolio
bosque 0 1000a 714 Awl 285
tropical 1500
subcaducifolio
1500a 14.2 Aw2 0
2000
Awo 42.8
BS1(h)w 0
BSo(h)w 0
C(w2) 0
D bosque de 0 0a200 80 (A)C(wl) O
coniferas 'y
encinos
bosque 0 200a 20 (A)C(w2) 0
espinoso 500
bosque 100 500a O (A)C(wo) O
tropical 1000
caducifolio
bosque 0 1000a O Awl 0
tropical 1500
subcaducifolio
1500a O Aw2 0
2000
Awo 40
BS1(h)w 20
BSo(h)w 40
C(w2) 0
Indetermi  bosque de 0 0a200 O (A)C(wl) O
nados coniferas y
encinos
bosque 0 200a O (ACw2) 0
espinoso 500
bosque 100 500a O (A)C(wo) O
tropical 1000
caducifolio
bosque 0 1000a 100 Awl 0
tropical 1500
subcaducifolio
1500a O Aw2 0
2000
Awo 100
BS1(h)w 0
BSo(h)w 0
C(w2) 0
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O.b. bosque de 0a 200 A)C(wl
banderanus con?feras y 21.3 (WCw1) 2.9
encinos
bosque 48 200a 359 (A)C(w2) 4.9
espinoso 500
bosque 500 a (A)C(wo)
tropical 572 1000 30.1 10
caducifolio
bosque 1000 a Awl
tropical 16,5 1500 146 184
subcaducifolio
1500 a 16.5 Aw2 23.3
2000
Awo 24.3
BS1(h)w 24.3
BSo(h)w 0.0
C(w2) 1.0
O.b. bosque de 0a 200 (A)C(w1)
vicinior coniferas y 16.9 254 102
encinos
bosque 1.7 200a 16.9 (A)C(w2) 3.4
espinoso 500
bosque 500 a (A)C(wo)
tropical 52.5 1000 153 0.0
caducifolio
bosque 1000 a Awl
tropical 288 1500 33.9 32.2
subcaducifolio
1500 a 8.5 Aw2 11.9
2000
Awo 23.7
BS1(h)w 15.3
BSo(h)w 34
C(w2) 0.0
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