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Marines-Macias, T. (2017). Diversidad genética y estado de conservacion de
Reithrodontomys microdon. Tesis de Maestria. Facultad de Ciencias. Universidad
Nacional Auténoma de México. México D.F. 32 pp.

RESUMEN

La supervivencia de las especies esta influenciada por factores tanto genéticos
como ecoldgicos Y las interacciones de ambos deben ser tomadas en cuenta para
su conocimiento integral y conservacion. Reithrodontomys microdon es una especie
amenazada de roedor arboricola, asociada a fragmentos remanentes de bosque
mesofilo de montana, un ecosistema que se encuentra bajo riesgo, en el centro de
México. Mediante el método de genotipificacion por secuenciacion (GBS) realizado
a partir de diez individuos de R. microdon provenientes de Taxco, Guerrero y once
de Zacualpan, Estado de México, se obtuvieron 1871 SNPs. Con el uso de dichos
marcadores, se encontré que, a pesar de tener baja diversidad genética, ambas
poblaciones estan bajo equilibrio de Hardy-Weinberg, presentan un tamafno
poblacional efectivo y un coeficiente de endogamia bajos, ademas de mantener baja
distancia genética entre poblaciones y un bajo indice de migracion. Ambas
poblaciones fueron asignadas a un mismo cluster, con la excepcién de algunos
individuos de Zacualpan. Se calcul6 también el ambito hogarefo de la especie, por
medio de telemetria. El tamafio promedio del ambito obtenido en Zacualpan es de
4737.2 m? y no difiere del area registrada en un estudio previo para la poblacion de
Taxco. Reithrodontomys microdon no se encuentra en un estado de riesgo critico,
pero, con base en los resultados obtenidos, podria estar en camino a ello. Es por
esto que deben realizarse acciones para su conservacion, ya que con ello, a su vez,
se estarian llevando a cabo acciones para la conservacion del ambiente en que
habita. El estado de R. microdon podria estar reflejando la situacion de otras
especies habitantes de ecosistemas similares.



ABSTRACT

Biodiversity is currently passing through a crisis state, with many threatened species,
owing mainly to anthropogenic pressures. Since species survival is influenced by
genetic and ecological factors, their relationships must be taken into account in order
to ensure their integral knowledge and conservation. Reithrodontomys microdon is
a threatened species of arboreal rodent, associated to some remaining fragments of
an equally threatened ecosystem, the cloud forest, at central Mexico. Using the
Genotyping-by-Sequencing technique, a total of 1871 SNPs were obtained from ten
R. microdon individuals from Taxco, Guerrero, and eleven form Zacualpan, Estado
de Mexico. With the use of those markers, a low genetic diversity was found, but
both populations are under Hardy-Weinberg equilibrium. They also have a low
effective population size and inbreeding coefficient, besides of having low genetic
distance and migration rate between populations. Both populations were assigned
to the same cluster, except for some individuals from Zacualpan. The home range
of the species was calculated too, by the use of telemetry. Home range size from
Zacualpan is 4737.2 m? and no significant differences were found with the previously
known area for Taxco’s population. Reithrodontomys microdon is not under critical
danger, but, based on the results, it is maybe on the way to it. Actions must be done
for the species’ conservation, and with that, actions for the conservation of the
environment in which R. microdon lives will be performed. Likewise, the situation of
Reithrodontomys microdon could be reflecting the situation of some other species
that inhabit similar ecosystems.



INTRODUCCION

En la actualidad, la biodiversidad esta en un estado de crisis ya que muchas
especies se encuentran amenazadas o0 en peligro de extincidon debido
principalmente a actividades humanas que han provocado una gran fragmentacion
en ambientes naturales (Hunter y Gibbs, 2007; Rocha y Gasca, 2007; Lindenmayer
y Fischer, 2013). La fragmentacion de habitat provoca la disminucién en el tamafo
poblacional y efectivo de las poblaciones, ya que se impide el movimiento de
individuos entre remanentes y se produce una interrupcion en el flujo génico
(Vitousek et al.,, 1997; Moilanen y Hanski, 1998; Lindenmayer y Fischer, 2013).
Ademas, provoca la disminucion de la diversidad genética debido a deriva génica y
efectos de endogamia, conlleva a una reduccion en la adecuacién al afectar la
supervivencia, el potencial reproductivo y la tasa de crecimiento, asi como a
disminuir la capacidad de adaptacion a cambios ambientales a largo plazo
(Frankham et al., 2002; Garner et al., 2005; Rocha y Gasca, 2007; Castafieda-Rico
et al., 2011; Shafer et al.,, 2015; Vega et al., 2017). Asi, en casos extremos, el
decremento en la diversidad genética puede llevar a la extincién de las especies
(Vitousek et al., 1997; Sachaccheri et al., 1998; Bijlsma et al., 2000).

Los efectos de la deriva génica y la endogamia en la diversidad genética de las
especies se ven afectados también por factores ecoldgicos inherentes a las mismas
(Rochay Gasca, 2007; Castafeda-Rico, 2008; Hamilton, 2009; Arenas et al., 2014).
La probabilidad de que se produzca apareamiento entre individuos lejanos esta
relacionada tanto con la disponibilidad de parejas cercanas, como con la distancia
que una especie puede recorrer (Hamilton, 2009). De esta manera, el ambito
hogarefio, definido como el area ocupada por un animal para realizar sus
actividades diarias tales como alimentacion, busqueda de pareja y reproduccion
(Burt, 1943) juega un papel importante en la diversidad genética de las especies.
Por otro lado, a nivel ecolégico, el ambito hogarefio es de utilidad para conocer el
area aproximada necesaria para mantener una poblacion viable (Gautestad y
Mysterud, 1995; Powell, 2000), ademas de brindar conocimiento acerca de la
dinamica y estado de las poblaciones, su susceptibilidad a la fragmentacion y
reduccion del habitat y la influencia de estos factores sobre el éxito individual
(Ribble et al., 2002; Wood et al., 2010).

La supervivencia de las especies, entonces, esta influenciada tanto por factores
genéticos como ecoldgicos, y las interacciones de ambos deben ser tomadas en
cuenta para su conocimiento integral y conservacion (Rocha y Gasca, 2007,
Hamilton, 2009). Actualmente, la diversidad biolégica es entendida desde el nivel
de genes hasta el de ecosistemas y se reconoce que debe ser conservada en todos
los niveles (Rocha y Gasca, 2007). Es sabido que el mantenimiento de los
ecosistemas es importante para la supervivencia de las especies, pero la
conservacion de las especies y de su diversidad genética podria ser un asunto
primordial, ya que de ellas depende la funcionalidad de los ecosistemas (Hunter y
Gibbs, 2007).



Debido a su gran abundancia y diversidad, los roedores tienen una fuerte influencia
sobre los ecosistemas terrestres (Hafner et al., 1998), pues juegan un papel
importante como dispersores de semillas, polinizadores, en el establecimiento de
plantulas y como consumidores primarios (LoGiudice y Ostfeld, 2002; Paine y Beck,
2007; Cole, 2009). Aunado a esto, los roedores arboricolas tienen una funcion
importante en los ecosistemas al iniciar el flujo de alimento desde el dosel, lo cual
permite a las comunidades terrestres alimentarse (Fleming, 1979; August, 1983;
Wells et al., 2004).

Reithrodontomys microdon (Cricetidae: Neotominae) es un roedor arboricola con
una distribucion fragmentada, presente unicamente en zonas montanosas de
Guatemala, Chiapas, Oaxaca y el centro de México (Figura 1); ademas se
distribucion esta restringida a las zonas boscosas altas, humedas y frias de esta
region (Hooper, 1952; Musser y Carleton, 2005; Gonzalez-Ruiz et al., 2007; Reid y
Vazquez, 2010). Es una de las especies mas raras de su género, pues e€s poco
abundante aun en su ambiente preferido (Hooper, 1952); ademas, se encuentra en
estado de “Amenaza” (A) segun la Norma Oficial Mexicana (NOM- 59-ECOL-2010),
aunque en la lista roja de especies amenazadas de la IUCN (International Union for
Conservation and Nature) es reportada como una especie de preocupacion menor
(least concern, LC; Reid y Vazquez, 2010).

Recientemente, se report6 que Reithrodontomys microdon prefiere habitar en
bosque mesdfilo de montafia por encima del ambiente que se habia reportado como
su preferido con anterioridad (Marines-Macias, 2014). El bosque mesdfilo de
montafa es un ecosistema de follaje denso, con vegetacion comunmente de entre
15 a 35 m de altura, distribuido en zonas de relieve accidentado con laderas de
pendiente pronunciada. Se puede encontrar en altitudes desde los 400 y hasta los
2700 m, siempre y cuando existan condiciones de mucha humedad con
precipitaciones que van desde los 1500 a los 3000 mm, temperaturas de los 12 a
los 23°C y baja luminosidad causada por la presencia frecuente de neblina
(Rzedowski, 2006). Es un ambiente de gran importancia dada la enorme cantidad
de servicios ecosistémicos que aporta, tales como su elevada captacién de carbono,
la gran efectividad en filtracion de agua, la aportacion de recursos maderables y la
enorme cantidad de especies vegetales y animales endémicas y amenazadas que
alberga (Sanchez-Ramos y Dirzo, 2014). Es uno de los ecosistemas mas
amenazados a nivel global, pues actualmente, su cobertura en México ha
disminuido al 55% de la original, que era del 1.55% del territorio nacional, y su
distribucion se encuentra altamente fragmentada (Bubb, 1991; Hamilton et al., 1995;
Rzedowski, 1996, 2006; Sanchez-Ramos y Dirzo, 2014).

ANTECEDENTES
Diversidad genética
La diversidad genética, definida como la variacion de alelos y genotipos presentes

en una poblacién (Frankham et al., 2002), puede verse influenciada por muchos
factores, tanto intrinsecos como extrinsecos, entre los que se encuentran los cuellos
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de botella, el sistema reproductivo, la seleccion natural, las distintas tasas de
mutacion, la inmigracion y emigracion entre poblaciones, asi como todo tipo de
combinaciones entre estos factores (England et al., 2003; Frankham et al., 2002;
Gibbs, 2001; Rocha y Gasca, 2007). Por su parte, el tamafo poblacional es también
de gran importancia, ya que todos estos elementos tienen mayor efecto en
poblaciones pequefias, debido al efecto del “muestreo” de los alelos de una
generacion a otra: mientras mas pequefa la poblacion, mayor sera el cambio en el
pool genético entre los progenitores y su descendencia (Frankham et al., 2002;
Garner et al., 2005).

La pérdida de la diversidad genética trae graves consecuencias a las poblaciones,
al afectar el potencial de evolucidon adaptativa. Todas las especies se enfrentan a
ambientes cambiantes, ya sea por calentamiento global, contaminacion, ciclos
climaticos, nuevos competidores o depredadores, cambios en enfermedades,
pestes o parasitos y, para enfrentarse a ello, deben evolucionar o extinguirse: las
especies que cuentan con diversidad genética son capaces de evolucionar en
respuesta a los cambios ambientales (Frankham et al., 2002; Hoffman y Parsons,
1997; Lavergne y Molofsky, 2007).

Si bien es de gran importancia para la prevalencia de las especies, la diversidad
genética no es la unica que juega un papel en este sentido: existen pruebas de que
la endogamia, que generalmente viene con la pérdida de la diversidad, aumenta el
riesgo de extincion en poblaciones naturales. Asi, la combinacién de baja diversidad
geneética y presencia de endogamia, es la que mas compromete la salud de las
poblaciones al reducir la reproduccion y sobrevivencia de las especies (Coltman et
al., 1999; Frankham et al.,, 2002; Lacy, 1997; Mills y Smouse, 1994; Reed y
Frankham, 2003). De manera especifica, la endogamia reduce los nacimientos,
aumenta las muertes y puede distorsionar la proporcion de sexos, lo que interfiere
con los parametros que determinan la viabilidad poblacional, como es la tasa de
crecimiento y variacion en el tamafo de la misma (Frankham et al., 2002).

Todos estos factores, desde los que alteran los niveles de diversidad genética, hasta
los que se generan como consecuencia, interactuan generando un llamado vortice
de extincion: si por cualquier razon (pérdida de habitat, contaminacion, sobre
explotacion, etc.) una poblacion sufre fragmentacion o disminucién, entonces
aumenta la endogamia y disminuye la diversidad genética, lo que conlleva a una
reduccion en la adaptabilidad, sobrevivencia y reproduccién, por lo que el tamano
poblacional se reduce, aumenta la endogamia y comienza de nuevo el ciclo, hasta
que las especies llegan a la extincion (Frankham et al., 2002; Gilpin y Soulé, 1986).

Se han realizado estudios, tanto para todos los vertebrados como para mamiferos
en especifico, para conocer si existen patrones de diversidad genética a nivel
mundial. En cuanto a vertebrados, Adams y Hadly (2013) encontraron una mayor
diversidad genética presente en anfibios y reptiles en comparacion con peces, aves
y mamiferos. En cuanto a variacion intraespecifica, el unico patron que encontraron
es que es mayor en poblaciones de peces, aves y mamiferos que habitan en
latitudes bajas del planeta, pero es probablemente debido a que las tasas de
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especiacion suelen ser mayores en los tropicos, y no por motivos inherentes a las
especies. Por su parte, Wooten y Smith (1985) tomaron todos los datos genéticos
de mamiferos disponibles y buscaron una relacién entre la diversidad genética de
las especies y su tamano corporal. Al realizar un analisis general, encontraron que
si existe una relacion en la que la diversidad genética es menor en especies de
mayor tamafo. Cuando realizaron el analisis solamente para roedores, que incluia
a las familias Geomyidae, Heteromyidae y Muridae (actualmente Cricetidae), no
encontraron ninguna relacion entre diversidad genética y masa corporal. Lo que los
autores concluyeron con los resultados divergentes es que talvez sea necesario
examinar las relaciones a niveles mas bajos de organizacion biolégica, como a nivel
poblacional, por ejemplo. Posteriormente, Makarieva (2001) realizé un estudio
comparativo similar, pero tomando en cuenta unicamente la heterocigosidad en
proteinas de 321 especies de mamiferos y el unico patréon que encontré fue con
respecto al numero de loci utilizado en cada estudio, asi que no discutié con
respecto a nada que tuviera que ver con las especies o su ambiente. Por su parte,
Garner y colaboradores (2005) realizaron un estudio similar al de Wooten y Smith
(1985), en el que pretendian encontrar si existe un patron entre la diversidad
genética de los mamiferos, su masa corporal y el grupo taxonémico, tomando en
cuenta, ademas, las amenazas que pudieran tener las poblaciones a analizar. El
autor encontré que no existe una relacion entre la heterocigosidad y el tamano
corporal de los mamiferos. Encontré diferencias en la diversidad genética entre
mamiferos marsupiales y placentarios, pero ninguna diferencia dentro de estos taxa.
Una asociacion importante que si reportd es la que existe entre las poblaciones que
se han encontrado demograficamente susceptibles, sin importar si son especies
raras o comunes, y una notable disminucién en su diversidad genética. Finalmente,
Gillman y colaboradores (2009) intentaron describir patrones de evolucién molecular
en mamiferos de todo el mundo y, mientras lo hacia, descubrié que las variaciones
en diversidad genética con respecto al gradiente latitudinal de sus distribuciones
estaban relacionadas con cuellos de botella que habian sufrido las especies, mas
que con el tamano de las poblaciones. De manera general, todos los autores en los
estudios mencionados concluyeron que es muy dificil mencionar un factor general
que sea el que esta influyendo en la diversidad genética de las especies, sino que
es la historia y las caracteristicas particulares de la especie y su ambiente lo que
debe ser tomado en cuenta para conocer el porqué de su situacion genética. Otra
conclusion a la que llegaron todos los autores es que es importante enfocar los
esfuerzos de conocimiento y conservacion a niveles taxondmicos mas bajos que las
especies, es decir, a nivel poblacional, ya que las caracteristicas ambientales y
presiones ecoldgicas varian espacialmente y esto puede llevar a cambios a nivel
genético en la misma especie.

De manera especifica, existen diversos estudios acerca de roedores, en los que se
ha intentado conocer la razon del nivel de diversidad genética de cada uno de ellos.
Solamente se han reportado dos especies que cuentan con diversidad genética
baja: Baiomys musculus y Peromyscus melanophrys. En ambos casos, a pesar de
que los valores de diversidad genética son bajos, los autores encontraron que éstos
se mantienen en el tiempo, lo que les lleva a la conclusion de que son suficientes
para mantener la prevalencia de las poblaciones (Vargas et al., 2012; Vega et al.,
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2017). De manera contraria, se han reportado valores altos de diversidad genética
en otras especies de roedores, como Peromyscus leucopus, P. maniculatus,
Mastomys natalensis y M. erythroleucus, especies para las que podria parecer mas
evidente que cuenten con heterocigosidades altas, ya que son ratones comunes, de
distribucion amplia, no fragmentada y con flujo génico a lo largo de la misma
(Mossman y Waser, 2001; Chirhart et al., 2005; Brouat et al., 2007). Sin embargo,
existen también especies cuya distribucion no es amplia y se encuentra
fragmentada, o han pasado por mas de un cuello de botella recientemente y
mantienen niveles altos de diversidad genética, como es el caso de dos especies
de rata canguro (Dipodomys spectabilis y D. ingens; (Busch et al., 2007; Loew et
al., 2005, respectivamente) y el raton de Xico (Habromys simulatus; Castafieda-Rico
et al., 2011). En estos casos, es posible que la diversidad genética se mantenga
alta debido a que aun existe flujo génico entre las poblaciones. Se reportaron
también los casos de Reithrodontomys spectabilis y Oryzomys couesi cozumelae,
los cuales, a pesar de ser endémicos a una isla, mantienen altos valores de
diversidad genética, probablemente debido a que ambas especies cuentan con
varias poblaciones distribuidas en toda la extensién de una isla que es de gran
tamafo, ademas de tener alta diversidad en los individuos (Espindola et al., 2014;
Vega et al., 2017).

Existe una gran variedad en los trabajos realizados hasta el momento acerca de
diversidad genética, no solamente por las especies o por el enfoque con el que se
realizan los estudios, sino también debido a que es un atributo de las poblaciones
qgue ha sido medido para una gran cantidad de rasgos en las especies, incluyendo
caracteres cuantitativos, alelos deletéreos, proteinas, loci de ADN nuclear, ADN
mitocondrial y para cromosomas. De todos estos métodos, la medicion por medio
de la variacion en el ADN ofrece las ventajas de poder realizarse de manera no
invasiva y requerir muestras pequefias (Frankham et al., 2002).

Uno de los marcadores moleculares que ofrecen la estimacion de la diversidad
genética poblacional son los SNPs (single nucleotide polymorphism). Como su
nombre lo indica, un SNP es un cambio de un solo nucleétido en la secuencia de
ADN y comunmente se encuentran cada 300—1000 pares de bases (pb) en la
mayoria de los genomas (Brouillette et al.,, 2000; Sachidanandam et al., 2001;
Shubitowski et al., 2001; Golubov y Ortega, 2007). Este marcador ofrece la ventaja
de ser abundante y encontrarse distribuido ampliamente a lo largo del genoma, con
lo cual se evita el sesgo producido por llevar a cabo analisis con un solo locus
(Aitken et al., 2004).

A pesar de que el uso de SNPs ofrece ventajas sobre otros marcadores y se ha
utilizado en el estudio del genoma humano y otros mamiferos modelo (e. g. Mus
musculus), se ha usado poco en organismos no modelo, principalmente debido a
limitaciones técnicas a la hora de encontrar dichos marcadores en genomas
relativamente desconocidos, asi como al producir genotipos de manera eficiente y
de costos rentables (Aitken et al., 2004). Una técnica mediante la cual se puede
eliminar dicha problematica es la denominada “genctipificacién por secuenciacion”
(Genotyping-by-Sequencing, GBS) que ha hecho posible la secuenciacion de ADN
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para especies altamente diversas y con grandes genomas, sin la necesidad de tener
un genoma de referencia (Elshire et al., 2011).

Se han realizado anteriormente hallazgos y descripciones de SNPs en el genoma
de algunas especies. Una de ellas es el ser humano, para el cual se realizé un mapa
incluyendo 1.42 millones de SNPs. Dicho trabajo es una recopilacion utilizando toda
la informacion que ha sido publicada del genoma completo o partes del mismo, lo
cual implica que se han incluido diversos métodos para generarlo (Sachidanandam
et al., 2001). Otra especie que cuenta con un mapa de SNPs es el ratén doméstico
(Mus musculus). Dicho mapa cuenta con 10,350 SNPs y fue construido con el
proposito de encontrar genes relacionados con niveles de colesterol en el humano.
Un mapa tan completo del genoma de dicha especie fue construido utilizando
estudios anteriores en los que se tenian propdésitos similares relacionados con
enfermedades en el humano (Cervino et al., 2005; Wade y Daly, 2005). Existen otras
especies de las que, si bien no se cuenta con mapas completos de SNPs, existe al
menos el conocimiento de SNPs para ciertos genes. Una de estas especies es el
caballo (Equus caballus), para el cual se analizaron 50 genes, en los que se
encontraron 36 SNP’s, mediante los cuales se encontré6 que tres de 16 razas
analizadas se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (Shubitowski et al.,
2001). En el trabajo de Brouillette et al. (2000) con especies domésticas, se
analizaron 12 genes del perro (Canis lupus familiaris), en los que encontraron 20
SNPs. El perro comparte cuatro de esos 12 genes con el cerdo (Sus scrofa), caballo,
oveja (Ovis aries) y gato (Felis catus), y en dichos genes, se encontraron 13 SNPs.
En tres de los 12 genes y cuatro de las 10 razas de perros utilizadas en el estudio,
se encontro desviacion al equilibrio de Hardy-Weinberg.

Entre los mamiferos no modelo para los que se han construido mapas de SNPs se
encuentra el chimpancé (Pan troglodytes). Esto se logré6 en un esfuerzo por
identificar dichos marcadores en un gran numero de especies de mamiferos, que
incluyen a la oveja, vaca (Bos taurus), cerdo, perro rojo (Cuon alpinus), topo
(Asioscalops altaica), raton doméstico, hamster (Mesocricetus auratus), conejo
(Orycytolagus cuni), gato, babuino (Papio hamadryas), murciélago orejon dorado
(Plecotus auritus), titi (Saguinus oedipus), armadillo (Chaetophractus villosus),
elefante africano (Loxodonta africana) y tlacuache (Didelphis virginiana). No
obstante los esfuerzos en un numero tan amplio de especies, solamente se tuvo
éxito con el chimpancé y pudieron identificarse 26 SNPs en seis de 11 loci utilizados
(Aitken et al., 2004). Por otro lado, se han utilizado SNPs como marcadores en
poblaciones con baja diversidad genética para analisis de paternidad, diversidad
genética e identidad en el caso de Bisonte Europeo (Bison bonasus) y los resultados
fueron comparados con los obtenidos mediante el uso de microsatélites como un
segundo marcador. Se encontraron 960 SNPs en una muestra de 50 bisontes de
una poblacion que pocos afos antes pasé por un cuello de botella y que se ha
recuperado con el tiempo en cuanto a numero de individuos, pero no completamente
respecto a tamano efectivo. Los analisis revelaron que los SNPs son mucho mas
efectivos que los microsatélites, al menos en este caso de estudio (Tokarska et al.,
2009).



Actualmente, existen dos estudios acerca de roedores silvestres para los que se
han utilizado SNPs como marcadores moleculares. El primero fue realizado con la
finalidad de encontrar cambios en la diversidad genética del topillo rojo (Myodes
glareolus) durante el proceso de expansién de su territorio en Irlanda (White et al.,
2013). Para ello se usé GBS como técnica. Se describieron 266 SNPs génicos y
5713 SNPs no génicos y se encontr6 que ha habido adaptacion durante la
expansion, asi como la pérdida de diversidad genética conforme el avance del
roedor a partir de su punto de origen hacia el borde de su distribucion. El segundo
estudio, fue acerca de la diversidad genética del raton de meseta (Peromyscus
melanophrys) con la finalidad de comparar la diversidad genética de individuos que
habitan en zonas con vegetacion perturbada contra individuos de zonas con
vegetacion mas conservada (Vega et al., 2017). En éste se encontraron 8035 SNPs
mediante la técnica GBS y concluyeron que no existen diferencias significativas en
la diversidad genética con respecto al tipo de ambiente. En ambos estudios se utiliza
informacion complementaria a los datos gendmicos, como es el origen de la
distribucion de la especie o caracteristicas del ambiente en que habita. La inclusién
de informacién adicional resulta ventajosa y puede volver un estudio mucho mas
completo y efectivo, dependiendo de lo que se busca conocer. Si de conservacion
se trata, el conocimiento de aspectos ecoldgicos de las especies resulta de gran
utilidad (Rocha y Gasca, 2007); especificamente, se sabe que el ambito hogarefo
tiene influencia en la estructura y diversidad genética de los organismos (Hamilton,
2009; Vazquez-Dominguez et al., 2013).

Ambito hogarefio

La estimacion del tamafio del ambito hogarefio es un prerrequisito importante para
entender mejor el comportamiento y poder llevar a cabo un mejor manejo ecolégico
de una especie (Sanderson, 1966; Bekoff y Mech, 1984). Harris et al. (1990)
mencionan que el analisis del ambito hogarefio es una parte importante del
conocimiento ecoldgico y etologico de las especies. El tamafio del ambito hogarefio
dentro de una misma especie puede variar de acuerdo a factores como el sexo,
peso, edad y estado reproductivo, asi como por el tipo de habitat, disponibilidad de
alimento, densidad poblacional y estacion del afo (Burt, 1943; Stickel, 1968; Loretto
y Vieira, 2005). EI ambito hogarefio de distintos individuos puede traslaparse, y
generalmente lo hace, aunque esta area de superposicion es neutral, y no forma
parte de la zona defendida por los animales (accién definida como territorialidad),
ademas de que éstos pueden ocasionalmente usar zonas fuera de sus areas
“normales” de actividad de manera exploratoria (Burt, 1943).

A pesar de que el ambito hogarefio es importante para conocer la ecologia animal,
asi como la dinamica de sus poblaciones, la informacién acerca del ambito
hogarefio aun no esta estudiada para muchas especies (Ribble et al., 2002; Wood
et al., 2010). En el caso particular de los roedores, se sabe que sus ambitos van
desde areas muy pequefias, como es el caso de Peromyscus maniculatus cuyo
ambito es de 556 m? (Wood et al., 2010), hasta ambitos grandes como el de
Thallomys nigricauda que es de 20976.6 m? (Coleman y Downs, 2010). Se sabe
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también que factores inherentes a los individuos pueden tener influencia sobre el
tamano de su ambito, como es el sexo de los individuos. En la mayoria de los casos,
son los machos quienes tienen un ambito mayor (Packard, 1968; Coleman y Downs,
2010; Wood et al., 2010; De Almeida et al., 2013), aunque se ha reportado también
la situacién contraria (Spencer y Cameron, 1988), asi como especies para las que
no existen diferencias entre sexos (Cawthorn y Rose, 1989; Morzillo et al., 2003;
Schradin y Pillay, 2005). Relacionado con el sexo se encuentra el sistema
reproductivo: los machos de especies poligamas suelen tener ambitos mayores que
las hembras (Clutton-Brock, 1989; Ostfeld, 1990; Fisher y Lara, 1999).

El tamano de los individuos es también importante al definir el tamafo del ambito
hogarefio. Existe una tendencia de los individuos grandes a ocupar ambitos
mayores, aunque no siempre sucede (Spencer y Cameron, 1988). La época
reproductiva y la densidad poblacional tienen también influencia sobre el ambito
hogarefo (Erlinge et al., 1990; Priotto et al., 2002; Ribble et al., 2002; Coleman vy
Downs, 2010), ademas de algunos factores ambientales, como la productividad
primaria y la estacionalidad (Morzillo et al., 2003; Coleman y Downs, 2010). Se ha
observado ademas que el tamafio del ambito en el mismo individuo puede variar en
ambientes distintos (Schradin y Pillay, 2005), o con el paso del tiempo (Coleman y
Downs, 2010; Wood et al., 2010).

Los pocos estudios realizados acerca del ambito hogarefio de ratones arboricolas
se han utilizado para conocer diferentes aspectos tanto de la especie de estudio
como aspectos de patrones mas generales. En el caso de McNab (1963), se
utilizaron los ambitos de distintas especies con la finalidad de conocer la relacion
entre las necesidades energéticas de los animales, el tamafo corporal y el tamafo
del ambito hogarefio. Para ello, el autor calculé el ambito hogarefio de
Reithrodontomys megalotis (2347 m?) y lo comparé con el de otras especies, con lo
que concluyd que si existe una relacion entre el tamafio del ambito hogarefio y la
tasa metabdlica, ya que un animal mas grande necesita mas energia y, por lo tanto,
un mayor espacio para recabar los recursos que le permitiran obtenerla

Se ha utilizado también el ambito hogarefio para conocer si una especie es
especialista en cuanto a su habitat y si es que le afectan los ambientes perturbados.
Morzillo et al. (2003) calcularon el ambito hogarefio de Ochrotomys nutalli (hembras
11100 m? y machos 13400 m?) y lo compararon entre zonas perturbadas y no
perturbadas. Al no encontrar diferencias, concluyeron que la especie no se ve
afectada por ambientes perturbados vy, al capturar individuos de la especie en todas
las zonas de su estudio, concluyeron también que no es una especie especialista
de habitat.

Se utilizé la estimacion del ambito hogarefio de otro roedor arboricola con la
finalidad de encontrar patrones de interaccién entre la productividad del habitat, la
temporada del afio y la época reproductiva de la especie. Coleman y Downs (2010)
encontraron que efectivamente existen dichos patrones para Thallomys nigricauda,
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ya que los ambitos hogarefios de los individuos estudiados no fueron constantes
con el paso del tiempo, y fueron mayores en invierno, ademas de que el ambito fue
mayor en individuos que se encontraban en época de reproduccion. Se encontro
también que los ambitos de los machos fueron mayores que los de las hembras, por
lo que se sabe que es una especie poligama.

De esta manera, el ambito hogarefio no es una estimacion meramente del area
que utiliza un animal en sus actividades diarias, si no que permite realizar una
gran cantidad de inferencias acerca de distintas caracteristicas intrinsecas y
extrinsecas de las especies.

JUSTIFICACION

Debido a que es muy poco lo que se conoce acerca de la biologia y ecologia de
Reithrodontomys microdon, una especie en estado de amenaza, con habitos
estrictamente arboricolas y que se encuentra asociado a algunos de los pocos
fragmentos restantes de bosque mesdfilo de montafa en el centro de México, se
vuelve fundamental el conocer aspectos tan importantes de la especie como son su
estructura y diversidad genética, ya que son el reflejo a nivel molecular del estado
de las poblaciones, asi como conocer su ambito hogarefio, que es uno de los
aspectos ecologicos que tiene influencia en los mismos. Este trabajo, ademas,
representa un avance en cuanto al uso de nuevas tecnologias para la obtencion de
datos genomicos de organismos silvestres, utilizando un marcador que no limita la
informacion a unos cuantos loci, en un estudio integral que resulta novedoso al
incluir aspectos tanto genéticos como ecoldgicos. La informacidén obtenida podria
servir como un reflejo del estado de otras poblaciones con caracteristicas similares
en ambientes que se encuentran bajo enormes presiones ecoldgicas y a causa del
hombre, como es el bosque mesdfilo de montana. La informacion recabada,
entonces, servira como respaldo para la elaboracion de programas con bases
cientificas para el manejo y conservacion de dicho ambiente tan amenazado en
México.

OBJETIVOS

Dada la situacion de Reithrodontomys microdon y su importancia como especie
arbdrea y potencialmente indicadora del ambiente que habita, el objetivo general de
este estudio es conocer aspectos tanto genéticos como ecoldgicos que tienen
influencia en el estado de conservacion de dos poblaciones de la especie.

Los objetivos particulares incluyen:
e Calcular el area del ambito hogarefio de R. microdon en la localidad de
Zacualpan, Estado de México.

e Conocer la variacidén genética dentro y entre dos de las poblaciones de R.
microdon y evaluar si existe algun tipo de deterioro genético.
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e Conocer la manera en que influye el ambito hogarefio en la diversidad
genética de R. microdon.

e Dar a conocer alguno de los aspectos criticos a considerar para la toma de
decisiones respecto a la conservacion de R. microdon.

METODO
Trabajo de campo

Para realizar la captura de los individuos de Reithrodontomys microdon, se llevo a
cabo una salida a Zacualpan, Estado de México, del 27 de marzo al 24 de abril de
2015. Se colocaron 160 trampas tipo Sherman distribuidas tanto en piso como en
arboles a una altura no mayor a 1.5 metros. Ademas, se colocaron trampas en otros
15 arboles con ayuda de equipo de escalada en alturas desde 1.5 hasta 18 m. En
cada arbol se pusieron entre 4 y 7 trampas, dependiendo del tamano y estructura
del mismo, con ayuda de repisas que se clavaron al tronco. Todas las trampas
fueron cebadas con una mezcla de avena, vainilla y manzana.

Lo necesario para llevar a cabo los analisis y comparaciones de la segunda
poblacion se extrajo de lo recabado en el estudio realizado previamente acerca del
ambito hogarefio y seleccion de habitat de Reithrodontomys microdon en Taxco,
Guerrero (Marines-Macias, 2014). El trabajo de campo de dicho estudio se llevé a
cabo en el parque “Cerro del Huixteco” durante diez dias en julio de 2012 y durante
30 dias en los meses de abril y mayo de 2013. Se colocaron 273 trampas tipo
Sherman en total en ambos muestreos, tanto en piso como en 20 arboles y se siguié
el mismo método, alturas y cebo que en el descrito anteriormente para Zacualpan.

Diversidad genética

Se seleccionaron SNPs como marcadores para estimar la diversidad genética de R.
microdon, ya que dada su abundancia en el genoma de los mamiferos y su baja
tasa de mutaciéon que los hace estables, se pueden realizar estudios poblacionales
con mayor precisiébn y con menor sesgo que con otros marcadores moleculares
(Sachidanandam et al., 2001; Aitken et al., 2004). La identificacién de los SNPs en
el genoma de esta especie fue llevada a cabo mediante genotipificacion por
secuenciacion (“Genotyping-by-Sequencing”, GBS). Este método es una de las
técnicas de “Next Generation Sequencing” (NGS) y es una técnica simple, rapida,
extremadamente especifica y altamente reproducible, con la cual, regiones
repetitivas del genoma pueden ser eliminadas, mientras que las regiones con pocas
copias pueden ser secuenciadas con mayor eficiencia (Elshire et al., 2011). Al llevar
a cabo GBS se construyen pequefias librerias que pueden ser secuenciadas
posteriormente mediante una plataforma de secuenciacién. El procedimiento se
basa en la secuenciacion de regiones genomicas obtenidas por medio de enzimas
de restriccion especificas para el taxén de interés (ER’s) (Lyons et al., 1997; Aitken
et al., 2004; Elshire et al., 2011).
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A todos los individuos de R. microdon capturados durante la salida a campo se les
tomd una muestra de tejido (aprox. 0.5 mm de oreja) que fue depositada en el Museo
de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la Facultad de Ciencias, UNAM. Las muestras
de tejido de la poblacion de Taxco se encontraban ya depositadas en dicha
coleccion. Todas las muestras se encuentran conservadas en criotubos a una
temperatura de -70°C. Se realizé la extraccién de ADN de cada uno de los individuos
de ambas poblaciones utilizando el kit de extraccion E. Z. N. A. Tissue DNA Kit de
Omega, con su posterior cuantificaciéon con la ayuda del kit dsDNA BR (Broad-
Range) de Qubit en un fluorémetro de la misma marca. El kit de cuantificacion de
ADN fue combinado con el kit RNA BR de Qubit para determinar la pureza de las
muestras.

Las extracciones de ADN fueron enviadas al Cornell Institute for Genomic Diversity
en donde cada muestra fue digerida por separado utilizando la enzima de restriccién
Pstl (CTGCAG) en una placa de 96 pozos. Una vez fragmentado el ADN, se ligo a
un adaptador de “cédigo de barras” y un adaptador “comun”. El primero es un
adaptador que termina con 4-8 pb sobresalientes en la cola 3’ del ADN, mientras
que el segundo termina con 3 pb sobresalientes en la cola 5’ del mismo (Elshire et
al.,, 2011; White et al., 2013). Posterior al ligamiento, el contenido de los pozos se
deposité en tubos Eppendorf y se limpié con la ayuda de un kit de purificacion de
PCR de Qiagen para formar una libreria, misma que se sometié a una PCR con
primers que embonan con los sobresalientes de los adaptadores. Gracias a esa
PCR, se amplificaron los fragmentos de una longitud ideal para ser secuenciadas.
Una vez terminada la PCR, las librerias se limpiaron una vez mas con el kit de
purificacion de PCR de Qiagen y posteriormente se diluyeron y se enviaron para su
secuenciacion en un lllumina HiSeq 2000 en “Cornell Core Laboratories Center”
(Elshire et al., 2011; White et al., 2013).

Una vez obtenidos los archivos de secuencias del lllumina, fueron convertidos en
genotipos individuales con el programa UNEAK que es parte del software TASSEL
3.0 (Bradbury et al., 2007). Con este programa se agruparon lecturas idénticas y se
almacenaron las cuentas de dichos grupos presentes en cada individuo. Todos los
grupos unicos fueron juntados y sus cuentas en toda la muestra de individuos fueron
almacenadas. Posteriormente, se realizo el alineamiento en parejas de los grupos
y los pares con un par de base diferente se consideraron como SNPs candidatos.
Tomando un 0.03 de rango de tolerancia de error, solamente los pares reciprocos
de grupos fueron retenidos como SNPs (White et al., 2013). Posteriormente, con
ayuda del software Perl (Wall, 2015), se revisé que no existieran duplicados y se
filtr6 el numero de loci con base en datos faltantes (20%) y heterocigosidad
observada (0.75) en las secuencias obtenidas, con lo cual se cre6 un archivo listo
para realizar los analisis de diversidad genética.

La diversidad genética se evalué mediante el analisis de la desviacion del equilibrio
Hardy-Weinberg, el cual es uno de los modelos mas simples en genética de
poblaciones. Este supone que, con reproduccion aleatoria, las frecuencias tanto
alélicas como genotipicas se mantienen en equilibrio de una generacién a otra
siempre y cuando la mutacion sea inexistente, no exista deriva génica y no actue la
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seleccion natural. Bajo el modelo de H-W, las frecuencias alélicas pueden
predecirse dadas las frecuencias genotipicas y viceversa (Hamilton, 2009).

Con la ayuda de los programas Genepop 4.4 (Rousset, 2008), Arlequin 3.5
(Excoffier y Lischer, 2010), LDNe 1.31 (Waples y Do, 2008) y GeneticDistances
(Kallinowski, 2005) se calcularon diversos indices a nivel intra- e inter-poblacional
para conocer si existe o no una desviacion al equilibrio de H-W. Las pruebas
realizadas a nivel intra-poblacional incluyen heterocigosidad observada (Ho) vy
esperada (He), diversidad genética, coeficiente de endogamia (Fis), tamafo
poblacional efectivo (Ne) y deficiencia de heterécigos. A nivel inter-poblacional, los
indices calculados son el indice de distancia genética de Nei (D), el numero efectivo
de migrantes (Nm) y los indices de fijacion, utilizados para medir patrones de
estructura genética, que incluyen Fis (comparacioén de la heterocigosidad observada
promedio de los individuos en cada subpoblacién con la heterocigosidad esperada
de H-W para las subpoblaciones), Fs: (la heterocigosidad esperada promedio para
subpoblaciones comparada con la heterocigosidad esperada para la poblacion total)
y Fit (comparacion de la heterocigosidad observada promedio en subpoblaciones
con la heterocigosidad esperada para la poblacion total) (Hamilton, 2009). Ademas,
se llevd a cabo un analisis de estructura genética mediante el uso del programa
Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000).

Ambito hogarefio

Los datos recabados para la estimacion del ambito hogarefio fueron obtenidos
mediante telemetria, técnica util para proveer el tipo de informacion adecuada, con
un mejor y mas exacto entendimiento del ambito hogarefio y su dinamica (Cranford,
1977; Harris et al., 1990; Frank y Heske, 1992; Tew y MacDonald, 1994).

Los radiotransmisores utilizados fueron de la marca Telenax, modelo TXB-003G. El
peso de los transmisores es de 0.6 g, el cual equivale aproximadamente al 3% del
peso total del animal, y que esta dentro del limite de peso tolerable para aves y
mamiferos, ya que éste debe ser de maximo 5% (White y Garrot, 1990; Millspaugh
y Marzluff, 2001). Para el seguimiento y localizacion de los animales se utilizd una
antena Yagui de tres elementos y un receptor Telenax modelo RX-TLNX, con
frecuencia de 148 a 174 MHz. Para la localizacion, que fue de tipo manual, se coloca
en el receptor la misma frecuencia del radio que se pretende encontrar, y con la
ayuda de un indicador de intensidad de sefial con que cuenta la antena, tanto visual
como sonoro, es posible llegar al sitio en que se encuentra posicionado el
transmisor.

Los transmisores fueron colocados en los animales con ayuda de pegamento
instantaneo, justo entre los omoplatos, en donde se habia recortado previamente el
pelaje para que se sujetaran con mas firmeza. Una vez colocados los transmisores,
se liberaron los ratones en el sitio de su captura, y se dejé pasar un lapso minimo
de 12 h para que los animales se acostumbraran al transmisor (Springer, 2003). Los
individuos fueron localizados durante la noche, a partir de las 20:00 h y hasta la 1:00
a.m. Las localizaciones fueron tomadas con un tiempo aproximado de 15 min entre
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cada una. Se tomaron las coordenadas de cada localizaciéon con un GPS de la
marca Garmin Map, en UTM.

Con las coordenadas obtenidas, se estimo6 el ambito hogarefio de cada uno de los
individuos en el programa R, usando el paquete adehabitatHR (Calenge, 2006). El
método utilizado fue kernel, el cual es una funcion de densidad probabilistica en la
que se incluyen las coordenadas en el plano, el numero de localizaciones y una
funcion kernel bivariada. Esta funcion se calcula para cada uno de los puntos en el
plano, ya que son parte de una muestra total y por ello cuentan con una distribucion
de probabilidad. Finalmente, tomando en cuenta cada uno de los resultados se
obtiene el area de ambito hogarefio (Harris et al., 1990; Kernohan et al., 2001). El
meétodo de kernel aporta ventajas como el asumir independencia en los datos, ser
poco sensible a datos correlacionados, no requerir de un tamafo grande de muestra
(30-50 localizaciones), ser poco sensible a puntos externos, y calcular centros de
actividad (Kernohan et al., 2001).

Para calcular el ambito hogarefo, el método kernel requiere de un parametro h que
determina el grado de suavidad que sera dado a los datos. Si el valor del parametro
suavizador es muy bajo, la funcion de densidad de kernel se rompe parcialmente,
generando areas pequefas e independientes alrededor de los conjuntos de puntos.
Si el parametro es muy alto, entonces se genera un area unica en la cual se incluyen
todos los puntos, a menos que existan puntos extremos, los cuales quedan
excluidos (Kernohan et al., 2001). El método kernel se enfoca en dos tipos distintos
de parametro suavizador: hcv (validacion por minimos cuadrados cruzados) y href
(de referencia) (Seaman et al., 1999; Seaman y Powell, 1996; Worton, 1995). href
es un estimado del parametro suavizador ideal, si la distribucion real es una normal
bivariada, mientras que hcv no asume ninguna distribucién particular y estima un
parametro suavizador que minimiza la medida de la diferencia entre la densidad
estimada y la verdadera. Sin embargo, simulaciones indican que, a diferencia de
href, hcv generalmente usa valores demasiado pequefios que no suavizan por
completo las areas, sobre todo cuando los puntos de localizaciones del animal estan
cerca o en el mismo punto, llegando incluso a arrojar un valor de cero (Silverman,
1986), por lo que en el presente estudio se utiliza href como parametro suavizador.

Se realizaron pruebas de U de Mann-Whitney para conocer si existen diferencias
significativas entre el tamafo del ambito hogarefio obtenido para Zacualpan con
respecto al obtenido para Taxco en 2014 (Marines-Macias, 2014), trabajo en el cual
el ambito hogareino fue obtenido utilizando los mismos métodos y parametros que
se describen para este estudio.
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Figura 1 Distribucién de Reithrodontomys microdon (IUCN, 2012) y ubicacion de sitios de
colecta.

RESULTADOS

En Zacualpan, Edo. de México se capturaron 11 individuos en total: seis machos y
cinco hembras, todos en arboles. De esos 11 individuos, nueve fueron capturados
en una misma zonay los otros dos en zonas separadas, cada uno apartado del otro,
es decir, que se tienen individuos de tres zonas distintas. Se contd con individuos
pertenecientes a la poblacién de Taxco, Guerrero: cinco machos y cinco hembras,
de los cuales, ocho se encontraron en una zona apartada de la zona en donde se
encontraron los dos restantes (Marines-Macias, 2014).

Diversidad genética

Se llevdo a cabo Genotyping-by-Sequencing de los 21 individuos de ambas
poblaciones. El total de SNPs encontrados para R. microdon antes de su filtro en
Strawberry Perl fue de 48,611. Posterior a su procesamiento, se obtuvieron 1,871
loci para realizar los analisis.

- Equilibrio de Hardy-Weinberg

Intra-poblacional. La heterocigosidad observada (Ho) para la poblacién de Taxco fue
de 0.3411 y la heterocigosidad esperada (He) fue de 0.3447. La diversidad genética
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en la poblacion fue de 0.29, con un coeficiente de endogamia (Fis) de 0.009 (p>0.05)
y un Ne=29.8. Para la poblacion de Zacualpan, la H, fue de 0.3274 y la He fue de
0.3308. Su diversidad genética fue de 0.30, con un Fis de 0.01 (p>0.05) y un
Ne=12.9. No se encontro deficiencia de heterécigos en ninguna de las poblaciones.
En un test global (todos los loci, ambas poblaciones) se encontraron solamente 55
loci con deficiencia de heterdeigos (p < 0.05).

Inter-poblacional. El valor del indice de distancia genética de Nei (D) fue de 0.028.
Los indices de fijacion para todos los loci fueron: Fis=0.01; Fs=0.06; Fi=0.07. El
numero efectivo de migrantes (Nm) fue de 0.42.

- Estructura genética

Por medio del programa Structure se obtuvieron unicamente dos clusters (Figura 2).
Uno de ellos se encontrd casi por completo en la poblacién de Zacualpan, mientras
que el restante estuvo representado en ambas poblaciones. La proporcién de
pertenencia a cada uno de los clusters con respecto a las poblaciones originales se
muestra en la Tabla 1, al igual que sus valores de Fs;. La divergencia en frecuencias
alélicas entre clusters fue de 0.0433.

Tabla 1. Proporcion de pertenencia de las poblaciones originales a las poblaciones
inferidas.

Poblacion Cluster 1 Cluster 2
Zacualpan 0.672 0.328
Taxco 0.994 0.006

Fst 0.0138 0.3803

Figura 2 Proporcion de pertenencia de los individuos de las poblaciones originales
(Zacualpan=(1); Taxco=(2)) a las poblaciones inferidas (cluster 1= rojo; cluster 2=
verde).
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Ambito hogarefio

Se colocaron radiotransmisores a seis individuos: cinco hembras y un macho. Dos
de las hembras se arrancaron el radiotransmisor, ya que no fue registrado
movimiento en ningun momento, y la sefial indicaba que el transmisor se encontraba
en la copa de los arboles, asi que tampoco pudo ser recuperado. Una de las
hembras lo arrancé después de dos noches, por lo que fue posible obtener seis
localizaciones, con lo que se estimé el ambito hogarefio. La otra hembra lo arranco
de inmediato, por lo que no fue posible obtener localizaciones, y por lo tanto,
tampoco estimar el ambito hogarefo. Esta ultima es una de las que se capturaron
apartadas de los otros nueve individuos. Los demas individuos fueron localizados
durante un periodo aproximado de 14 noches, con lo que se obtuvo un promedio de
19 localizaciones por individuo.

El tamano promedio del ambito hogarefio de R. microdon obtenido en Zacualpan
fue de (medias + D. E.) 4737.2 + 3011.2 m? (Tabla 2). No hubo diferencias
significativas entre este ambito hogarefio con respecto al calculado previamente
para Taxco (8994 + 6051 m?) (U=9, p=0.193). Tanto en la poblacién de Taxco como
en Zacualpan, los ambitos hogarefios de todos los individuos se traslaparon a
excepcion de los individuos que fueron capturados en zonas apartadas de los
demas (uno en Taxco y uno en Zacualpan).

Tabla 2 Tamafo del ambito hogarefio de los individuos de Reithrodontomys
microdon.

Individuo 1 2 3 4 5 6
Ambito 2328.0 9370.2 5027.6 1783.9 5178.2 No
hogarefio calculado
(m?)

18



Figura 3 Ambito hogarefio de los cinco individuos de Reithrodontomys microdon, de
manera individual y en conjunto.

DISCUSION

De manera general, es importante resaltar que los estudios gendmicos en
organismos no modelo son de gran ayuda para explicar patrones ecoldgicos vy
evolutivos de manera mas clara (Allendorf et al., 2010; Kettle, 2014; Shafer et al.,
2015). Dicho ambito se encuentra aun poco desarrollado para los mamiferos en
general y su uso es aun menor en estudios enfocados a la conservacion de
mamiferos no modelo. Acerca de este tema, existe el estudio de Sabury et al.,
(2011), en el cual, los autores obtuvieron un mapa de 5710 SNPs y con su uso
discuten las ventajas que aportan los datos gendmicos a los esfuerzos de
conservacion de las especies. En lo que respecta a ratones silvestres, existe el
conocimiento del genoma de Myodes glareolus y Peromyscus melanophrys, para
los cuales se encontraron 5979 y 8035 SNPs, respectivamente (White et al., 2013;
Vega et al.,, 2017). En ambos casos, la cantidad de SNP’s es mucho mayor al
encontrado aqui para Reithrodontomys microdon (1871 SNPs). Sin embargo, debe
tomarse en cuenta que, tanto M. glareolus como P. melanophrys son especies no
completamene arboricolas, abundantes y de amplia distribucion (Hutterer et al.,
2016; Vazquez-Dominguez y Alvarez-Castafieda, 2016), lo cual hace mas facil su
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captura y por lo que los autores obtuvieron un tamafo de muestra mucho mayor al
del presente estudio (281 y 135 individuos, respectivamente). No obstante, la
cantidad recabada de SNPs es suficiente para realizar un buen estudio genético,
como se ha observado con anterioridad (Nielsen, 2000; Fries y Durstewitz, 2001;
Wakeley et al., 2001; Glaubitz et al., 2003), ademas de representar un gran avance
con respecto al uso de SNPs como marcadores para estudios genéticos, debido a
la dificultad y costo que representaba el obtenerlos.

En los resultados de diversidad genética obtenidos para ambas poblaciones de
Reithrodontomys microdon, se encontré que la heterocigosidad esperada no difiere
de la observada, lo cual indicaria que ambas poblaciones estan dentro del equilibrio
de H-W. De la misma manera, aunque el valor de Fis no llego a ser significativo, es
muy cercano a cero para ambas poblaciones, mostrando que el apareamiento se
lleva a cabo de manera azarosa. Ambas caracteristicas de las poblaciones pueden
confirmarse con el conocimiento de que no existe una deficiencia de heterécigos
(Frankham et al., 2002; Aguirre-Planter, 2007; Hamilton, 2009).

El valor de diversidad genética para ambas poblaciones (0.29 y 0.30) es
considerado bajo. Un nivel similar de diversidad se observa en otras dos especies
de roedores silvestres para las que se utilizaron SNPs como marcadores.
Peromyscus melanophrys, un roedor considerado semi-arboricola y cuya
distribucion se ve restringida por ambientes poco conservados o urbanizados,
cuenta con una diversidad de entre 0.24 y 0.30 (Vega et al., 2017), mientras que
Myodes glareolus tiene una diversidad de entre 0.23 y 0.35 (White et al., 2013) en
Irlanda y la ha ido perdiendo conforme su distribucién se aleja del punto en que la
especie fue introducida en Europa.

Ademas de tener baja diversidad genética, ambas poblaciones de R. microdon
mostraron tener un tamafo efectivo igualmente bajo (Taxco =29.8 y Zacualpan
=12.9), aunque es similar al encontrado para otros roedores, como por ejemplo, tres
poblaciones de Mus musculus en Europa, para los cuales el tamafio efectivo es de
34, 36 y 12 en cada una de sus poblaciones, a pesar de ser una especie oportunista
(Dallas et al., 1995). En el caso opuesto, Reithrodontomys spectabilis, habitante de
la isla de Cozumel, presenta Ne mayores en sus poblaciones, a excepciéon de una
de ellas (70.2, 11, 84, 178.7, Espindola et al., 2014). Sin embargo, en ninguno de
los casos Ne es suficientemente alto como para contrarrestar los efectos negativos
que un tamafo efectivo pequefio genera: se ha sugerido como una regla general
que se requiere un Ne de 50 para minimizar efectos de consanguinidad y de 500
para retener variacion genética adaptativa (Frankham, 1998; Eldridge et al., 1999;
Allendorf y Ryman, 2002).

En cuanto a los estimadores inter-poblacionales, el valor de Fis y Fit para todos los
individuos es bajo y concuerda con el indice de endogamia para cada poblacion. Al
ser cercanos a cero, indican que la heterocigosidad, tanto con respecto a lo
esperado en ambas poblaciones, como con respecto a una poblacion panmitica
ideal, se encuentran dentro de lo esperado para el equilibrio de H-W. (Hamilton,
2009; Eguiarte et al., 2010). El ultimo de los estadisticos F (Fst) mide la variacion de
las frecuencias alélicas entre poblaciones y, por tanto, la diferenciacion génica entre
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ellas. Una manera de verlo, es como un balance entre deriva génica vy flujo génico,
en el que valores muy pequenos de flujo génico pueden acercar Fs a cero. El valor
de Fst para R. microdon (0.06) concuerda con el de Ny, (0.42) que es considerado
bajo por ser menor a 1. El valor de Fst es también un indicador de la situacion de las
frecuencias alélicas entre poblaciones: un valor cercano a 1 expresa que dichas
frecuencias son divergentes, mientras que un valor cercano a cero, como el
observado para R. microdon, indica lo opuesto. Esta situacion es confirmada
mediante el indice de distancia genética, en el que un valor igual a cero nos dice
que las poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas. El valor de dicho indice,
al ser tan cercano a cero (D = 0.02), indica entonces que la poblacion de Taxcoy la
de Zacualpan tienen frecuencias alélicas similares (Aguirre-Planter, 2007; Hamilton,
2009; Eguiarte et al., 2010).

En cuanto a la estructura poblacional, ambas poblaciones fueron asignadas casi por
completo a una sola poblacién (Zacualpan = 0.672, Taxco = 0.994). Sin embargo,
en la poblacién de Zacualpan se encontré que todos los individuos tienen, en mayor
0 menor proporcidn, pertenencia a un segundo cluster. En otros organismos se ha
encontrado algo parecido a un “gradiente espacial”’, en el cual se encuentra un
cluster representado por todos los organismos de la poblacion mas cercana al borde
de su distribucion, mientras que en la poblacion siguiente se encuentra una
poblacién perteneciente en mayor medida a ese primer cluster, pero con un
porcentaje de un segundo cluster. Asi, conforme se va avanzando hacia el centro
de la distribucion, se van mezclando un poco mas y el primero va disminuyendo su
frecuencia, mientras que el segundo la va aumentando, hasta que al llegar al otro
borde de la distribucion, se encuentra representado unicamente el segundo cluster
(Poulakakis et al., 2008). Esta podria ser una explicacion para el caso de R.
microdon: al ser la poblacion de Taxco la que se encuentra al borde oeste de la
distribucion, todos sus individuos forman parte de un solo cluster y al ir avanzando
hacia el centro de la distribucion, los individuos de la poblacion de Zacualpan
comienzan a pertenecer a un cluster distinto, el cual, tal vez, se encuentre mejor
representado hacia el otro extremo de su distribucion. Si lo pensamos de esta
manera, es posible también que exista una o mas poblaciones entre Taxco y
Zacualpan, dado que el Nm es bajo y aun asi sus frecuencias alélicas no se
encuentran fuertemente diferenciadas, como se menciond anteriormente con los
valores de D y Fst.

Podria ser también que no existan poblaciones entre Taxco y Zacualpan, y que haya
dejado de haber intercambio genético entre las poblaciones hace poco tiempo, por
lo cual, las frecuencias alélicas no se han diferenciado por completo. Dado que
Taxco se encuentra en la orilla de la distribucion, no tiene intercambio genético con
otra poblacion, por lo que solo se encuentra un cluster representado. Por su parte,
Zacualpan puede tener algun tipo de intercambio genético con otras poblaciones
hacia el centro de la distribucidn, por lo que presenta frecuencias alélicas distintas,
ademas de tener un Ne de menos de la mitad que el de Taxco, lo que facilita que se
fijen los alelos con mayor rapidez y, aunque sea poco el tiempo de divergencia entre
las poblaciones, se vea ya reflejado en las frecuencias alélicas (e. g. Adams y Hadly,
2010). Es el indice de migracion lo que podria contrarrestar la tasa de fijacion de un
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alelo (la cual es inversamente proporcional a Ne) (Aguirre-Planter, 2007; Hamilton,
2009). Sin embargo, la tasa de migracion no es lo suficientemente fuerte, lo cual
hace también muy probable que ambas poblaciones diverjan por completo en
cuanto a sus frecuencias alélicas con el tiempo (Haldane, 1930; Wright, 1931;
Kimura y Maruyama, 1971; Slatkin, 1985), ademas de poder perder diversidad
genética e incrementar los niveles de endogamia (Allendorf y Ryman, 2002).

Al interpretar los indices de diversidad genética deben tomarse en cuenta también
caracteristicas de la especie, tales como atributos reproductivos, demografia,
factores ecoldgicos, entre otros (Rocha y Gasca, 2007; Arenas et al., 2014). En
estudios anteriores, se ha observado que especies que tienen mayor capacidad de
movimiento, tienen una mayor diversidad genética (Rossiter et al., 2000; Vazquez-
Dominguez et al., 2013). El ambito hogarefo de Reithrodontomys microdon (8,994
m? en Taxco; 4,737 m? en Zacualpan) es menor en comparacion con otros roedores
arboricolas, como Ochrotomys nutalli (12,250 m?, Morzillo et al., 2003), Thallomys
nigricauda (11,503 m?, Coleman y Downs, 2010) y, en el caso de Zacualpan,
Ototylomys phyllotis (5,779 m?, Saenz y Rica, 1999), ademas de utilizar pocos
arboles para moverse (nueve, en promedio), reflejando que el espacio que utilizan
para vivir es pequefo, lo cual concuerda con la baja diversidad genética que
presenta la especie.

El ambito hogarefio puede dar indicios acerca de otros aspectos de la biologia de
las especies, como por ejemplo, la estructura social y el sistema reproductivo. La
falta de diferencias significativas en el tamafio del &mbito de machos y hembras
indica que es una especie mondgama Yy el solapamiento en el ambito de distintos
individuos es indicio de una especie no territorial (Burt, 1943; Clutton-Brock, 1989;
Ostfeld, 1990; Fisher y Lara, 1999; Ribble et al., 2002). Es sabido que diferencias
en sistemas reproductivos afecta la diversidad genética y la forma en que ésta se
estructura (Bevill y Louda, 1999; Rocha y Gasca, 2007). Se ha reportado que
especies territoriales tienden a presentar mayor variacion genética a lo largo de la
poblacién, debido a la formacion de un tipo de “barrera” no fisica que no permite el
intercambio genético. Si a esto se le aumenta un sistema de reproduccion poligamo,
es aun mas certera la existencia de heterogeneidad en las frecuencias alélicas
(Selander, 1970; Tsutsui et al., 2000). El caso de R. microdon es el opuesto y, de
esta forma, presenta una alta homogeneidad en sus frecuencias alélicas.

De manera general, estudios ecolégicos como el ambito hogarefio, resulta de
utilidad en cuestiones de conservacion, ya que proporciona informacion del area
aproximada necesaria para mantener una poblacion viable, ademas de que puede
ser utilizado como indice de densidad poblacional (White y Garrot, 1990; Gautestad
y Mysterud, 1993, 1995; Powell, 2000). Con los datos recabados acerca de la
geneética y ecologia de R. es posible tener una idea mas completa de los aspectos
que requieren de mayor atencidén en cuanto a su conservacion se refiere. Uno de
ellos es el tamano efectivo, ya que puede tener muchos efectos negativos: en
poblaciones con Ne pequefios actua mas la deriva génica, lo que puede causar
deficiencia de heterécigos; se puede acumular un mayor numero de mutaciones
deletéreas y la seleccién es menos €ficiente y, si Ne se mantiene bajo por mucho
tiempo, puede causar cuellos de botella, lo que repercutiria en los niveles de
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variacion genética (Rocha y Gasca, 2007). En todo caso, las fluctuaciones en los
niveles de Ne pueden suceder en poco tiempo (ya sea aumentando o
disminuyendo), pero pueden tener consecuencias a largo plazo, como la
disminucion en la diversidad genética y aumento de endogamia. De manera general,
poblaciones pequefias son mas propensas a la extincion (Moritz et al., 1993;
Primack, 2001; Frankham et al., 2002; Rocha y Gasca, 2007). De los efectos
negativos a largo plazo, la diversidad genética, que es baja de por si, es la que
confiere a las poblaciones la habilidad para evolucionar en respuesta a factores
como enfermedades, parasitos, depredadores y cambios ambientales. Tanto la
pérdida de diversidad genética y la depresion por endogamia son los dos factores
gue se han reconocido como los mayores causantes de extincion o disminucion
drastica en tamafnos poblacionales (Hedrick, 2001; Rocha y Gasca, 2007).

Con todo lo anterior, puede observarse que, aunque existan aun indicios positivos
de la salud genética de las poblaciones en cuestion de R. microdon (bajo indice de
endogamia y ausencia de deficiencia de heterdcigos), es posible que con el paso
del tiempo estos indices declinen también y una o ambas poblaciones se dirijan a la
extincion. Keller y Waller (2002) mencionan que es importante mantener flujo génico
entre poblaciones y asi prevenir la depresion por endogamia y su consecuente
extinciéon. En el caso de R. microdon, incluso si una de las dos poblaciones se
mantiene, la posibilidad de que la otra se recupere se ve también disminuida dada
la baja tasa de migracion.

Conocer el estado genético y cuestiones ecoldgicas de R. microdon es de gran
utilidad, no solamente parala especie, sino también para el ambiente en que habita.
Anteriormente, fue reportado que el raton es habitante de bosque mesdfilo de
montafa (Marines-Macias, 2014), ambiente que se encuentra altamente
amenazado en México, ya que son pocos los sitios que cuentan con las condiciones
apropiadas para su existencia, situacion aun mas critica en la regién oeste del pais.
Su distribucion es de entre 0.5 y 1% de la superficie total de México (entre 10,000 y
20,000 km?), misma que contintia disminuyendo debido a diversas presiones por
parte del hombre. Este ecosistema, ademas, alberga una enorme cantidad de
especies endémicas y amenazadas, tanto animales como vegetales y aporta una
enorme cantidad de servicios ecosistémicos (Rzedowski, 1996, 2006). De manera
general, la Sierra de Taxco, a la cual pertenece también Zacualpan, es una zona
con una alta riqueza biologica, tanto a nivel de especies como de ecosistemas
(Arriaga et al., 2000), por lo que es importante aportar conocimiento que ayude a su
conservacion. Dado que los roedores son conocidos como excelentes dispersores
de semillas y polinizadores (LoGiudice y Ostfeld, 2002; Paine y Beck, 2007; Cole,
2009), se hace vital preservar las comunidades de roedores asociadas a
ecosistemas amenazados. Durante el tiempo de muestreo en este estudio, se
encontraron solamente cuatro especies de ratones en Zacualpan y tres en Taxco,
de las cuales dos son estrictamente arboricolas. Tomando en cuenta que el tiempo
de muestreo fue largo, esto nos indica que la comunidad de ratones es pobre en
ambas zonas, por lo que es muy probable que esas pocas especies de roedores
jueguen un papel importante en el mantenimiento y regeneracion del bosque y su
extincion podria tener consecuencias fatales para la conservacion del ecosistema.
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Los habitos arboricolas de R. microdon confieren ventajas a la comunidad terrestre
al iniciar el flujo de alimento desde el dosel, permitiendo asi que roedores no
arboricolas cumplan con su papel de dispersion (Fleming, 1979; August, 1983; Wells
et al, 2004). Sin embargo, se sabe que mamiferos que tienen habitos
especializados son mas propensos a padecer a causa de la pérdida de habitat y
fragmentacion (Vega et al., 2017). En la Sierra de Taxco existen ya problemas de
fragmentacion y pérdida de superficie debido en gran medida a la extraccion de
especies maderables para la industria local y a la limpieza de zonas para pastoreo
(Arriaga et al., 2000), lo cual representa un problema especifico para R. microdon,
ya que es particularmente susceptible a la tala y deforestacion y, dado que utiliza
pocos arboles para vivir, es probable que la pérdida de incluso unos cuantos,
represente un decremento significativo en su adecuacion. Si bien en ambas zonas
de este estudio se encontro la especie en parques recreativos (“Cerro del Huixteco”
en Taxco y “Picacho de Oro y Plata” en Zacualpan, con algunos individuos
capturados fuera del ultimo) en los que se procura conservar la vegetacién con fines
ecoturisticos, existen muchas otras zonas, al menos en la Sierra de Taxco, en las
que no existe ningun tipo de manejo o proteccion (Arriaga et al., 2000), haciendo a
R. microdon mas proclive a la extincion causada por la pérdida de su habitat
(Hooper, 1952; Gonzalez-Ruiz et al., 2007).

Independientemente de la situacion de fragmentacién en la zona centro de México
donde habita R. microdon, es importante resaltar que su distribucion entera se
encuentra fragmentada (Figura 1) y no existe ningun modo natural de que haya
intercambio genético entre dichos fragmentos debido al gran espacio entre ellos. Es
por eso, que los esfuerzos por su conservacion deberan ser mayores en cada uno
de los parches en que habita la especie. Para ello, es necesario tomar en cuenta la
informacion ecoldgica y genética aqui presente, ademas de llevar a cabo estudios
de este tipo, tanto en un mayor numero de poblaciones del centro del pais, como en
las zonas restantes de su distribucién, con la finalidad de tener un conocimiento de
su estado de conservacion a mayor escala.

Sin embargo, para especies raras o poco comunes, como es el caso de R. microdon,
resulta complicado analizar la diversidad y estructura genética de manera eficaz
(Vega et al., 2017). Dada la dificultad para llevar a cabo dichos analisis, y tomando
en cuenta el estado actual de crisis de la biodiversidad, no se debe demorar en la
toma de decisiones con respecto a temas de conservacidén que puedan apoyarse
en dichos topicos. Es por ello que los resultados que ha sido posible obtener hasta
ahora, como en el presente estudio, deben ser tomados en cuenta y aprovecharse
al maximo, ya que podrian estar reflejando el estado en que se encuentran las
poblaciones restantes de R. microdon e incluso de muchas otras especies que
habitan ecosistemas similares, de las que no se tiene informacién. De esta forma,
estudios integrales, como el que aqui se presenta, son los que ayudan a formar las
bases para el monitoreo de poblaciones silvestres, las cuales mantienen en
funcionamiento a los ecosistemas, que a su vez deben ser conservados para
mantener suficiente habitat apropiado y conectividad entre las poblaciones para
sostener la dinamica natural de las mismas y asi asegurar su supervivencia a largo
plazo (Espindola et al., 2014; Vega et al., 2017).
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