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RESUMEN

Neotoma leucodon es una especie que en México se distribuye al sur del Rio Bravo y al
este del Rio Conchos, desde Chihuahua hasta el centro del Altiplano en Aguascalientes.
Hasta hace algunos afios ésta especie fue considerada como parte de la especie Neotoma
albigula distintos estudios con marcadores moleculares permitieron separarlas en distintos
taxa. Con el fin de conocer més acerca de N. leucodon se analizaron sus relaciones
filogeograficas en México con base en la variacion nucleotidica de 57 secuencias
mitocondriales de los genes ND3, RNA-Arginina, ND4L y un fragmento de ND4 (1302pb)
generadas durante el estudio. Se llevaron a cabo andlisis filogenéticos de Maxima
Verosimilitud (MV) y de Inferencia Bayesiana (IB), con los que se confirm¢é la monofila de
la especie. La red de haplotipos y la SAMOVA no recuperaron estructura geografica. Se
obtuvo una diversidad haplotidica alta y una diversidad nucleotidica baja en N. leucodon.

Los estadisticos demograficos dieron indicios de expansiones poblacionales recientes.

ABSTRAC

Neotoma leucodon is a species which distribution in Mexico comprises from the South of
Rio Grande to the East of the Rio Conchos, from Chihuahua to the Center of the Altiplano
in Aguascalientes. Until a few years ago, this species was considered as a subspecies of the
Neotoma albigula, but now, molecular studies allowed their separation in two different
species. In order to evaluate the role of geographic barriers into the genetic structure of N.
leucodon populations, a phylogeographic analysis including 57 mitochondrial sequences of
the ND3, tRNA-Arginine, ND4L and a fragment of ND4 (1302bp) were generated. For
these, phylogenetic analyzes of Maximum likelihood and Bayesian Inference were
performed to confirm the monophyly of the species. The haplotype network and SAMOVA
did not show geographically structured groups. Neotoma leucodon shows a high haplotype
diversity and low nucleotide diversity. Demographic statistics gave evidence of recent

population expansion.



INTRODUCCION

Filogeografia

El estudio de las diferencias fenotipicas y/o genotipicas en poblaciones de una misma
especie a lo largo de su éarea de distribucion es conocido como variacion geografica
(Futuyma, 1998). A  partir de esta se puede identificar patrones espaciales de
diferenciacion, examinar la concordancia o discordancia entre patrones de variacion de
diferentes tipos de caracteres, determinar el grado de subdivision entre poblaciones y
generar hipotesis de mecanismos y procesos que expliquen su evolucion (Zink, 1986;
Futuyma, 2005). La variacion geografica puede originarse por la accion de la seleccion
natural, debido a que este mecanismo aumenta el grado al cual las poblaciones estan
adaptadas a las condiciones locales. Por lo tanto, presiones selectivas que varien
espacialmente pueden generar respuestas adaptativas que resulten en un patréon de
diferenciacion geografica. Sin embargo, mecanismos aleatorios como la deriva génica o
patrones diferenciales de flujo genético también pueden causar la aparicion de variabilidad
(Zink, 1986). Los caracteres morfologicos y los patrones de variacion de estos han sido
protagonistas en el analisis de la variacion geografica, aunque en algunos casos esta
variacion puede ser dificil de percibir o simplemente no existir. Es por ello que se ha
intensificado el uso de técnicas o métodos moleculares que pueden demostrar la asociacion
entre la geografia y la variacion genética. Con los patrones de variacion genética se pueden
hacer inferencias sobre diversos procesos evolutivos como la fragmentacion de poblaciones

o el papel de flujo génico en poblaciones estructuradas (Zink, 1994).

La filogeografia es el campo de estudio relacionado con los principios y procesos
que gobiernan la distribucion geografica de linajes de genes, sobre todo aquellos entre y
dentro de especies cercanamente relacionadas, teniendo como ejes principales el tiempo y
el espacio (Avise, 2000). Es considerada una subdisciplina de la biogeografia (Avise, 1998,

2000), y de la ecologia molecular (Vazquez-Dominguez, 2007) e integra conceptos y



técnicas de genética molecular, genética de poblaciones, demografia, sistematica
filogenética, etologia y paleontologia (Avise, 1994, 2000), permitiendo inferir procesos
demograficos historicos como flujo génico, tamafio poblacional efectivo, secuencias de
colonizacidn, cuellos de botella y también para determinar limites entre especies e
identificar unidades de conservacion (Avise et al, 1987; Avise, 2000, 2008; Freeland,
2005; Vazquez—Dominguez, 2002, 2007). Ademds, ha permitido hacer propuestas de
nuevas especies y grupos intraespecificos (subespecies, poblaciones, ecotipos), estimar
tiempos de divergencia, eventos de vicarianza y dispersion en un contexto historico
(geoldgicos y evolutivos). Por ejemplo, destacan algunos trabajos en el grupo de los
roedores en los cuales se han descubierto al menos 15 nuevas especies en los tltimos afos.
Por otro lado, algunos mostraron resultados interesantes en cuanto a la designacion de
limites de especies en entidades taxondmicas supuestamente conocidas (Engstrom et al,.
1981; Arellano, 1999; Harris y Rogers. 1999; Harris et al., 2000; Sullivan et al., 2000;
Edwards y Bradley, 2002; Arellano et al., 2003; Amman y Bradley, 2004; Bradley et al.,
2004; Arellano, 2005; Bradley y Mauldin, 2016).

Parte de la historia del surgimiento de la filogeografia est4 entrelazada no sélo con
el desarrollo de técnicas moleculares, sino del conocimiento de la molécula de DNA
mitocondrial (mtDNA), a mediados de la década de los 70. En su trabajo de 1987, Avise y
colaboradores describen las caracteristicas que idealmente deberia tener una molécula para
analisis filogenéticos, y reconocen que las propiedades moleculares del DNA mitocondrial

de los animales se acercan bastante a la molécula ideal (Avise et al., 1987).

El mtDNA es una molécula circular covalentemente cerrada, de tamafio pequefio
(ca.16-20 kilobases), conformada por un total de 37 genes (13 RNA mensajeros, 2 RNA
ribosomales y 22 RNA de transferencia), ademas de una region conocida, en vertebrados y
equinodermos, como region control, que controla la replicacion y transcripcion en la
molécula. EI mtDNA se ha utilizado como base en la mayoria de los estudios
filogeograficos ya que en animales tiene una rapida tasa de evolucion (sustitucion) a nivel

de secuencias de nucledtidos y usualmente es transmitido de forma materna sin



recombinacion (Avise, 1998), lo que permite hallar una gran variacion intraespecifica y

realizar reconstrucciones filogenéticas.

Dentro del mtDNA se encuentran genes que codifican para diversos complejos y
que intervienen en la fosforilacion oxidativa. Uno de los mas importantes es el complejo I
donde se encuentran los genes que codifican para la nicoatinamida adenina dinucleotidico
de hidrégeno (NADH). Estos genes (ND1-ND6) son considerados genes poco cambiantes,
lo que permite, en cierta medida, hacer comparaciones entre organismos del mismo género.
Una de las regiones mas estudiadas dentro de este complejo I es la comprendida por los
genes ND3, RNAt-Arginina, ND4L y ND4, los cuales han sido utilizados en diversos
estudios sobre relaciones filogenéticas de un gran nimero de vertebrados a nivel especifico
o de género (Dutton et al., 1996; Sites et al., 1996; Hogan et al., 1997; Engel et al., 1998;
Tiemann-Boege et al., 2000; Le6én-Paniagua et al., 2007; Avila-Valle et al., 2012).

Neotoma

Entre la gran diversidad de formas de vida que habitan sobre la Tierra se encuentran los
roedores, los cuales han sido foco de atencion debido a que practicamente se distribuyen en
todo el mundo y que presentan una gran variedad de formas (Ceballos y Oliva, 2005). Una
de las familias pertenecientes a los roedores es la de los Cricétidos, la cual es la mas diversa
de los mamiferos mexicanos, asi como la de mayor distribucion geografica dentro de los
roedores. Esta familia estd formada por 16 géneros (Musser y Carleton, 2005), dentro de los
cuales esta el género Neotoma, el cual estd representado por roedores de tamafio medio los
que se distribuyen en partes del sur de Canadd, la mayor parte del territorio continental de

Estados Unidos, México y el norte de América Central (Hall, 1981).

El género Neotoma fue compuesto por Say y Ord (1825) con una revision
preliminar de Merriam (1894). En 1910 Goldman publico la revision més amplia de este
género hasta la fecha, donde analiz6 mas de 70 especies y subespecies y propuso tres

subgéneros (Neotoma, seis grupos de especies; Homodontomys y Teonoma monotipicos).



Ademas, coloco a Neotoma alleni en un género separado (Hodomys), sin embargo, Burt y
Barkalow (1942) relegaron a Hodomys alleni a un subgénero dentro de Neotoma. Carleton
(1980) recomend6 que Hodomys debia ser elevado a su estado anterior genérico y sugirid
que estd mas relacionado con Xenomys nelsoni. Hall (1981) propuso que el género Neotoma
estaba conformado por 22 especies divididas en cuatro subgéneros (Hodomys Neotoma,
Teonoma 'y Teonopus). Posteriormente Musser y Carleton (1993) realizan un trabajo en el
que los subgéneros Neotoma, Teonoma, Teonopus y Hodomys fueron reconocidos como
géneros separados. La propuesta mas reciente del género Neotoma, es de Edwards y
Bradley (2001, 2002) los cuales utilizaron secuencias de DNA mitocondrial (Cit b) para
evaluar las relaciones filogenéticas dentro del género, obteniendo como resultado el
reconocimiento de 24 especies, ademas de que elevaron cuatro subespecies (N. albigula
leucodon, N. floridana magister, N. mexicana isthmica y N. picta mexicana) a una posicion

especifica.

Neotoma leucodon (Rata magueyera)

Dentro del género Neotoma se incluye a la rata magueyera (Neotoma leucodon) la cual es
una rata de tamafio grande de color café¢ grisiceo, con tonalidades cafés claras y
anaranjadas. Los pelos de su garganta son blancos en su base, la cola es bicolor y con pelo
escaso. Las patas son blancas y estan cubiertas de pelo con excepcion de las plantas que son
desnudas. (Hall 1981; Villa-R y Cervantes 2003; Ceballos y Mellink 2005). La especie no
se encuentra bajo proteccion legal en México, y no fue considerada como una especie bajo

proteccion de la NOM- 059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT 2010).

N. leucodon se distribuye en el sureste de Estados Unidos y norte de México (Fig.
2). En la Republica Mexicana se distribuye al sur del Rio Bravo y al este del Rio Conchos,
desde Chihuahua hasta el centro del Altiplano en Aguascalientes (Ceballos y Mellink 2005;
Ceballos y Oliva, 2005). Esta especie se ha registrado en altitudes de 1 000 a 2 700 msnm,
en gran parte de la provincia floristica de la Altiplanicie, cuya vegetacion predominante

consiste en matorral xerofilo (Rzedowski, 2006).



En general su distribucion se asocia gran parte del Altiplano de México, el cual se
extiende entre la Sierra Madre Occidental y Oriental, el limite fisico al sur del altiplano lo
constituye el Eje Neovolcénico y al norte el punto donde concluye la cadena de las
montafias Rocallosas (Sanchez, 1974). Aproximadamente a la altura del Tropico de Céncer,
la planicie de la meseta es interrumpida por un sistema de pequenas cadenas montafosas
que se llaman Sierras Transverasales porque recorren el altiplano de este a oeste
dividiendo la meseta en dos secciones (norte y sur). La porcion norte se caracteriza por
tener una mayor aridez y uniformidad del relieve. Ademas de las sierras en el altiplano
también se encuentra algunas barreras fisiograficas como el Rio Bravo y el Rio Conchos,
pero la que es de gran interés en este caso es la denominada Barrera-filtro del sur de
Coahuila (BFSC), la cual es una barrera fisica que ha ejercido influencia diferencial en
especies variadamente adaptadas a sustratos rocosos contra arenosos o a situaciones aridas

frente a riberenas.

La BFSC consta de tres partes (Fig.1), una parte occidental donde el Rio Nazas y el
Rio Aguanaval se aproximan uno al otro desde el oeste y el sur respectivamente; otra parte
que corresponde a la cuenca central de Mayran, la cual alterna temporalmente entre
planicies alcalinas y una laguna superficial alimentada por aguas periddicas de los dos rios
y la tercera parte formada por las cadenas montafiosas orientales que se rompen
intermitentemente por pasos bajos (Backer, 1956; Baker y Greer, 1962; Peterson, 1976;
Schmidly, 1977).
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Figura 1. Componentes de la Barrera-Filtro del Sur de Coahuila (Tomado de Hafner et al,.

2008)

Antecedentes en el conocimiento de V. leucodon

Es importante sefialar que hasta hace algunos afios N. leucodon se consideraba como una
subespecie de N. albigula, sin embargo, en 2001 Edwards y Bradley confirmaron que se

trata de taxones diferentes a nivel especifico, los cuales divergieron debido probablemente

a la presencia de los rios Bravo y Conchos (Fig. 2).
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Figura 2. Distribucion de Neotoma albigula y N. leucodon. Se muestran los rios que
sirvieron como barrera para la separacion de las especies (Tomado de Edwards y Bradley,

2001). Las figuras indican las localidades de las muestras que usaron para ese estudio.

En la actualidad se reconocen ocho subespecies, de las cuales Neotoma leucodon
mearnsi, N. l. melas, N. |. robusta y N. |. warreni se encuentras distribuidas en Estados
Unidos, mientras que N. [. durangae, N. L. latifrons, N. l. leucodon y N. l. subsolana se
distribuyen en México (Ceballos y Oliva, 2005; Wilson y Reeder, 2005). Estas subespecies
fueron separadas por pequeiias diferencias en medidas craneales y coloracion del pelaje y
labios (Merriam, 1894, 1908; Allen, 1903; Goldman, 1905; Dice, 1929; Blair, 1939 y
Alvarez, 1962).

Esta especie tiene una gran importancia ecoldgica, debido a las condiciones que
generan las madrigueras de las ratas del género Neofoma en los ambientes donde se
distribuyen son de gran importancia, ya que existe un incremento de materia organica y

nitrégeno en el suelo en las dreas contiguas a las madrigueras y proporciona refugio a otras



especies (Whitford y Steinberger, 2010). Ademas de su importancia ecoldgica, la rata
magueyera es considerada un manjar en algunos lugares, siendo un aporte importante de
proteina para los habitantes locales y una fuente de ingreso para comerciantes locales

(Mellink et al., 1986).

Pese a esto, los trabajos realizados sobre esta especie son minimos; entre estos se
encuentran: el de Mellink et al. (1986), sobre el uso de la fauna silvestre en el Altiplano
Potosino-Zacatecano; el de Marquez-Olivas (2003), sobre el peso de neonatos en cautiverio
y el de Martinez-Calderas et al. (2015), sobre su distribucion potencial y la densidad de
madrigueras en el sur del desierto chihuahuense. En lo que respecta a analisis moleculares
N. leucodon se ha incluido en trabajos que intentan esclarecer las relaciones filogenéticas
dentro del género Neotoma (Edwards y Bradley, 2002; Longhofer y Bradley, 2006),
utilizando secuencias de genes mitocondriales como el citocromo b (Cit b) y secuencias del
gen nuclear alcohol deshidrogenasa (4dhi-12). Sin embargo, en la actualidad no existen
estudios que traten particularmente sobre las poblaciones de N. leucodon, por lo que la
informacion sobre esta especie contintia siendo escasa. Esta razon aunada al conocimiento
de posibles barreras fisicas que subdividen efectivamente algunas especies de mamiferos en
el Altiplano, son los motivos por los cuales se realiza el presente trabajo, con la intencién
de colaborar en el conocimiento evolutivo de esta especie y de los posibles patrones y

procesos que actian en el area geografica donde se distribuye.



OBJETIVOS

General

Analizar la variacion genética y geografica, de Neotoma leucodon en México empleando

los genes mitocondriales ND3, tRNA-Arginina, ND4 y parcialmente ND4.

Particulares

- Corroborar la monofilia y estatus especifico de Neotoma leucodon.

- Determinar la estructura genética en las poblaciones de Neotoma leucodon.

- Analizar los procesos involucrados en la historia evolutiva de esta especie



METODOS

Obtencion de muestras

Las muestras (tejido y piel) se obtuvieron de material depositado en la coleccion de
mamiferos del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera” de la Facultad de Ciencias
UNAM. (MZFC-M), del Laboratorio de Vida Silvestre del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, unidad Durango, IPN. (CIIDIR-D) y del
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste S.C. (CIBNOR). De igual forma se
realizaron tres salidas a campo (15 dias cada salida) para obtener muestras de Neotoma
leucodon en localidades de los estados de Chihuahua, Durango, Guanajuato, Michoacén y
San Luis Potosi. El material fue colectado con trampas tipo Sherman, se taxidermiz6 y se
extrajeron muestras de tejido (higado, rifidén y corazén). Todo el material fue depositado en
la colecciéon de Mamiferos del Museo de Zoologia (MZFC-M) de la Facultad de Ciencias,
UNAM.

Extraccion de ADN y obtencion de secuencias

La extraccion de DNA gendémico de tejido fresco se realizd utilizando el protocolo
modificado de extraccion basado en la técnica de NaCl Cloroformo: alcohol isoamilico
(Miilenbanch, et al., 1989; Apéndice A) y para las pieles se utilizo el kit comercial DNeasy

Blood & Tissue, siguiendo los protocolos recomendados por el fabricante.

La amplificacion de los genes ND3, tRNA-Arginina, ND4L y parcialmente ND4 se
realiz6 mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) descrito en detalle por
Palumbi (1996), utilizando los oligos propuestos por Engel et al. (1998) y Castafieda-Rico
et al. (2014) (Cuadro 1). La amplificacion se realizd en un volumen total de reaccion de

12.5 wl (Cuadro 2), para cada PCR siempre se us6é un control negativo para descartar
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contaminaciones. El programa para la amplificacion se muestra en el cuadro 3. Los
productos de PCR fueron verificados en geles de agarosa preparados con solucion TAE 1x
y bromuro de etidio, posteriormente los productos amplificados fueron enviados a High-
Troughput Genomics Center, Department of Genome Science- University of Washington
en donde fueron purificados con Exo-Sap y posteriormente preparados para ser leidos por

un secuenciador automatico ABI 3730x1.

Cuadro 1. Oligonucle6tidos utilizados para la amplificar los genes ND3, tRNA-Arginina
NDA4L y parcialmente ND4.

Primer Secuencia Referencia
GLY 5'-TAACTAGTACAAGTGACTTCC-3" Engel et al., 1998
ND4L 5'-GCATGCGAAGCAGCCATCGG-3" Engel et al., 1998

NDA4Lrev 5"-TAGCAGGTTTAAGTTTTGTACATAGTC-3" | Engel et al., 1998

1Pmlp F 5- CAGCTTTCATCCTAGTYTCAGTCC -3’ Castafieda-Rico et al., 2014
9Pmlp F 5’- GAAGCAGCCATTGGATTAGC -3° Castafieda-Rico et al., 2014
NAP2 5-TGGAGCTTCTACGTGGGCTTT-3" Engel et al., 1998

Cuadro 2. Condiciones utilizadas por reaccion de PCR.

Reactivo Cantidad
H>0 7.325 ul
Buffer A 1.25 ul
MgCl, [25mM] 0.75 ul

Primer Forward [10 pl] 0.625 ul
Primer Revers [10 pl] 0.625 ul

dNTPs [2mM] 1.5l
Polimerasa taq [Su/pl] 0.1l
ADN gendémico 1.0 ul
Total 12.5 ul
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Cuadro 3. Programa para la amplificacién de los genes ND3, tRNA-Arginina, ND4L y

parcialmente ND4.

Ciclos Temperatura tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 94° 1:00
Desnaturalizacion 94° 1:00
Alineamiento 40 48° 6 53° 1:00
Extension 72° 1:00
Extension final 1 72° 7:00

Para la edicion y alineamiento de las secuencias obtenidas, se utilizd el programa
Bioedit. 7.0.9.0 (Hall, 1999) mediante una revision visual de estas, ademas los

alineamientos se corroboraron mediante su conversion a aminoacidos con el software Mega

5.05 (Tamura et al.,, 2011)

Analisis Filogenéticos

Se utilizd el programa JModelTest 0.1.1 (Posada 2008) para determinar el modelo
evolutivo que mejor se acopla a los resultados, utilizando el Criterio de Informacion

Bayesiano.

Para analizar las relaciones filogenéticas se emplearon métodos de Maxima
Verosimilitud (MV) y de inferencia Bayesiana (IB). El analisis de MV se llevo a cabo con
5,000 replicas rapidas de bootstrap y una busqueda minuciosa posterior de la topologia con
la mayor verosimilitud utilizando el modelo GTR+I+G mediante el software RaxML 8§
(Stamatakis, 2014). El andlisis de IB se realiz6 en el programa MrBayes 3.2.2 (Ronquist et
al., 2012) en el cual se emplearon tres cadenas calientes y una fria en el analisis de Monte

Carlo Markov Metropolis (MCMC) en dos corridas de 10,000,000 generaciones,
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muestreando arboles cada 1,000 generaciones, el 25% de los arboles iniciales fue tomado
como burn-in; para obtener la topologia final se hizo un consenso de mayoria de 50%. El
soporte de los nodos fue determinado por la probabilidad posterior. Adicionalmente se
construyd una matriz de distancias genéticas en el Software Mega 5.05 (Tamura et al.,
2011) con 1,000 réplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985) empleando el modelo de

sustitucion nucleotidica Kimura 2-parametros (Kimura, 1980).

Estructura filogeografica

Para explorar la estructura filogeografica de N. leucodon se construy6 una red de haplotipos

utilizando el algoritmo Median-Joining implementado en el software Network 4.6.1.1.

(Bandelt et al., 1999).

Para identificar posibles unidades poblacionales o subpoblaciones se implemento el
algoritmo SAMOVA (Analisis Espacial de Varianza Molecular) en el Sofware SAMOVA
1.0 (Dupanloup et al 2002). El método implementado en este programa detecta
indirectamente barreras genéticas y define grupos de poblaciones geograficamente
adyacentes y genéticamente homogéneas. Para esto se usaron valores de K desde 2 al0 con
100 permutaciones. Para probar la existencia de estructura filogeografica, se calcularon los
valores de diferenciacion genética (Gsr), asi como los valores de diferenciacion
considerando la distancia genética (Nsr) con una prueba tipo Pons y Petit, para lo cual se
utiliz6 el programa Permut CpSSR v.2.0  (Pons y Petit, 1996) con 10,000 permutaciones.
Los valores de Ngr significativamente mayores que los valores de Gsr fueron tomados para

corroborar una estructura filogeografica.

Para saber como se divide la variacion genética entre grupos de poblaciones, entre
poblaciones y entre individuos dentro de las poblaciones se realizé un Andlisis de Varianza
Molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992) en el programa ARLEQUIN versiéon 3.5.1.3
(Schneider et al., 2000).
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Diversidad genética

Para realizar los andlisis de diversidad genética se empled el Software DNASP 5.10
(Librado y Rozas, 2009) en el cual se calcularon valores de nimero de haplotipos (h),
diversidad nucleotidica (m), diversidad haplotidica (Hd), sitios invariables (Si), sitios
segregantes (Ss), sitios segregantes unicos (Ssu), sitios parsimoniosamente informativos
(Spi) y mutaciones totales (M), asi como los estadisticos Fs de Fu (Fu, 1997) y R2 (Ramos-
Onsins y Rozas, 2002) para detectar fluctuaciones demograficas en la especie, y en las
subespecies reconocidas. Se realizé la prueba de neutralidad D de Tajima (Tajima, 1989)
pata cada uno de los grupos conformados, donde valores negativos estadisticamente
significativo indican una sefial de expansion poblacional reciente. Con ayuda del programa
ARLEQUIN version 3.5.1.3 (Schneider et al., 2000), se implementd un andlisis de las
diferencias pareadas de las secuencias (Mismatch) de todos los individuos de Neotoma
leucodon, asi como de las tres subespecies analizadas. Estas distribuciones permiten hacer
inferencias de eventos demograficos antiguos (Rogers y Harpending, 1992). También se
calcul6 el indice de raggedness (Harpending, 1994), el cual toma altos valores cuando las
poblaciones son constantes con distribuciones multimodales. Cabe mencionar que aunque
existen cuatro subespecies en México, N. [. latrifons no se incluy6 en los andlisis, debido a

que no se obtuvo ninguna muestra.
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RESULTADOS

Analisis de los datos

Se obtuvieron 28 muestras de N. leucodon depositados en colecciones cientificas, de los
cuales 21 estan en el Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias (MZFC), UNAM;
cuatro en el Centro de Investigaciones Biologicas del Norte (CIBNOR); y tres en el Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, Unidad Durango,
(CIIDIR), IPN. Las 29 muestras restantes se obtuvieron en salidas de campo (Apéndice B),
realizadas en los estados de Chihuahua, Durango, Guanajuato y San Luis Potosi. Cabe

senalar que no se encontraron ejemplares de N. leucodon en Michoacan.

El nimero de muestras analizadas por estados es el siguiente: Chihuahua (10),
Coahuila (9), Durango (12), Guanajuato (3), Querétaro (1) San Luis Potosi (13) y Zacatecas
(9) (Apéndice B, Fig. 3). De estos nueve pertenecen a la subespecie N. [. subsolana; 22 a N.
[ durangae y 26 a N. I. leucodon. A pesar de que se intento tener representadas a las cuatro

subespecies en México, no fue posible encontrar muestras de N. /. latifrons.

Se generaron 68 secuencias (1302 pb) de los genes mitocondriales ND3, tRNA-
Arginina, ND4L y un fragmento de ND4, de las cuales 57 corresponden a ejemplares de
Neotoma leucodon y 11 de Neotoma albigula. Estas ultimas, se afadieron a dos mas
obtenidas del portal GenBank, una de Neotoma floridana y otra mas de Neotoma lepida

(Apéndice c) para utilizarlas como grupo externo en los analisis filogenéticos.

15



110w 100°W
1 1

30°NA [F30°N

25°N+

F25°N

20°N+ F20°N

T T
ow 100°W

Figura 3. Localizacion geografica de las muestras utilizadas para los estudios y area de

distribucion de N. leucodon en México.

Relaciones Filogenéticas

Siguiendo el Criterio de Informacién Bayesiano, el modelo de sustitucion nucleotidica
HYK+G fue el que mas se ajustd a la evolucion de las secuencias (Hasegawa et al., 1985),
con una forma de distribucién gamma de 0.3030; una tasa de transiciones/transversiones de
3.6685 y una frecuencia nucleotidica de A=0.3508, C=0.2743, G=0.0969 y T=0.2780. Los
resultados obtenidos con los métodos de MV e IB muestran topologias muy similares, pero
con distintos soportes de rama, siendo los de la Inferencia Bayesiana los mas altos (Fig. 4).
Ambos métodos apoyan la monofilia de N. leucodon, ya que en ambos casos se recupera un

solo clado con altos valores de soporte para todas las muestras incluidas. Las ramas de los
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arboles muestran poca resolucion, debido a que los clados que se forman pueden o no

contener secuencias de diferentes localidades, por lo cual estos grupos no reflejan

estructura geografica. Por otra parte, las relaciones filogenéticas sefalan que las

subespecies representan entidades polifiléticas.
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Figura 4. Relaciones filogenéticas entre haplotipos de N. leucodon de los genes ND3,

tRNA-Arginina, ND4L y parcialmente ND4. Se muestra el consenso de mayoria (50%)

obtenido mediante 1B, similar a la topologia de MV. Los soportes de los clados estan

indicados por la probabilidad posterior (IB > 70) y en caso de que el valor bootstrap (MV

>70%) se muestra después de la diagonal. Los colores de la barra A representan a la

subespecie a la que la muestra corresponde (amarillo= N. ldurangae; azules= N.I

subsolana 'y verdes= N. I. leucodon) y en la barra B se muestran los clados formados.
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También cabe destacar que se obtuvieron pequefios valores de distancia genética
entre las subespecies asi como entre los grupos formados (Apéndice d), las cuales podrian
sugerir que ha pasado poco tiempo desde que se llevo a cabo su diversificacion, esto se
debe a que los valores de distancias genéticas en ocasiones se van incrementando con el

tiempo (Baker y Bradley, 2006).

Estructura Filogeografica

Las redes de haplotipos de Neofoma leucodon obtenidas con los genes ND3, tRNA-
Arginina, ND4L y un fragmento de ND4 (1302 pb) se muestra en la figura 5. Se
identificaron 57 haplotipos de los cuales 54 son unicos y 3 son compartidos. La estructura
que se obtuvo muestra una relacion compleja de los haplotipos, en el caso “A” se observa
como todas las subespecies comparten haplotipos entre si, por lo que no existe una
segregacion clara de los haplotipos entre las tres subespecies analizadas de México. En el
caso “B” ocurre algo similar, ya que tampoco existe una segregacion en la distribucion de
los haplotipos cundo en la red se usan a los haplogrupos formados con los clados obtenidos
en las filogenias. En cuanto a los pasos mutacionales estos son muy variables ya que

pueden observarse haplotipos que van desde un paso mutacional hasta 29.
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Figura 5. Red de haplotipos: “A” para las subespecies de Neotoma. La linea roja muestra
los limites entre las subespecies. En verde se muestran los haplotipos correspondientes a N.
l. leucodon; en azul los pertenecientes a N. [. subsolana y en amarillo a N. I durangae; “B”
para los clados formados con las relaciones filogenéticas, la linea roja representa la Barrera-

filtro del sur de Coahuila.
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Los resultados que se obtuvieron mediante el algoritmo SAMOVA (57 secuencias,
1302 pb), indican que el valor més alto de ®@cr se obtiene con K=2 (Cuadro 4) en el cual se
forman dos grupos uno con la muestras de la localidad denominada como Gto 2 y el
segundo con el resto de las muestras, a pesar de esto en ninguno de los casos (K=2 a K=9)

se pudo observar una asociacion entre las poblaciones.

Por el contrario, y de acuerdo con los resultados de la prueba Pons y Petit, el valor
de Ngr (0.321) fue significativamente mayor que el valor de Ggsr (0.052), lo que indica

diferenciacion en la estructura geografica entre las poblaciones de N. leucodon.

Cuadro 4. Resultados obtenidos mediante el SAMOVA. La localidad correspondiente a

cada poblacion se muestra en el apéndice b.

K Fer Poblaciones
2 0.51071 | (Chihl, Chih2, Coahl, Coah2, Durl, Dur2, Dur3, Gtol, Quer, SLP1,
SLP2, SLP3, Zacl, Zac2) + (Gto2)

3 0.43599 | (Chihl, Chih2, Coahl, Coah2, Durl, Dur2, Dur3, Gtol, SLP1, SLP2,
SLP3, Zacl, Zac2) + (Gto2) + (Quer)

4 0.35498 | (Chih1, Chih2, Coahl, Coah2, Durl, Dur2, Dur3, Gtol, SLP2, SLP3,
Zacl, Zac2)+ (Gto2) + (Quer) + (SLP1)

5 0.27928 | (Chihl, Chih2, Coahl, Coah2, Durl, Dur2, Dur3, Gtol, SLP3, Zacl,
Zac2) + (Gto2) + (Quer) + (SLP1) + (SLP2)

6 0.32677 | (Chihl, Chih2) + (Dur2, SLP1) + (Coahl, Quer, SLP2, Zacl) + (Gto2)
+ (Gto1,SLP3) + (Coah2, Durl, Dur3, Zac2)

7 0.35494 | (Chihl, Chih2) + (Quer) + (Coah2, Durl, Dur3, SLP1,Zac2) + (Coahl,
SLP2, Zacl) + (Gto2) + (Gtol, SLP3) + (Dur2)

8 0.37878 | (Chihl, Chih2) + (Quer) + (Coah2, Durl, Dur3, Zac2) + (Coahl,
SLP2, Zacl) + (Gto2) + (Gtol, SLP3) + (Dur2) + (SLP1)

9 0.40583 | (Chihl) + (Chih2) + (Quer) + (Coah2, Durl, Dur3, Zac2) + (Coahl,
SLP2, Zacl) + (Gto2) + (Gtol, SLP3) + (Dur2) + (SLP1)

Los valores de ®@¢t fueron significativos (p<0.05)
Los resultados del AMOVA se observan en el cuadro 5. La parte superior del

cuadro fue realizado con las 3 subespecies en México (N. [. durangae, N. l. leucodon y N. |

subsolana), en este caso se puede observar que el mayor porcentaje de variacion estd
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presente dentro de las poblaciones, lo que indica que las subespecies de N. leucodon

reconocidas actualmente en México no son genéticamente distintas.

El mismo caso se da cuando se realizé el AMOVA utilizando grupos formados con
los andlisis filogenéticos (grupo amarillo y gris vs otros), ya que nuevamente el porcentaje
mas elevado de variacion ocurre dentro de las poblaciones y el mas bajo entre las

agrupaciones.

Cuadro 5. Valores obtenidos por el AMOVA.

Componentes de variacion Porcentaje de Indice de fijacion
variacion

Subespecies de N. leucodon

Entre Agrupaciones -1.15 b 0.38107
Entre poblaciones de las agrupaciones 38.54 dgr: 0.37398
Dentro de las poblaciones 62.60 *®er : -0.01146

Grupos amarillo y gris vs otros

Entre Agrupaciones 12.38 d,.: 0.32796
Entre poblaciones de las agrupaciones 28.73 Ogr: 041117
Dentro de las poblaciones 58.88 Oy : 0.12384

Todos los de valores fueron significativos (p<0.05), excepto *

Diversidad Genética e Historia Demografica

Los andlisis de diversidad genética se corrieron con todas las muestras y con los grupos
antes definidos que corresponden a 3 de las 4 subespecies presentes en México (cuadro 6).
Para N. leucodon se observa que las posiciones nucleotidicas se han conservado en su

mayoria y solo 203 pb son sitios segregantes, de los cuales 119 son sustituciones Unicas y
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84 son sitios parsimoniosamente informativos, registrandose 214 mutaciones. Estos valores
de diversidad genética son similares dentro de cada subespecie. En todos los casos, se
mostraron niveles altos de diversidad haplotidica y bajos valores de diversidad nucleotidica,
los cuales sugieren expansiones demograficas. En lo que respecta a los estadisticos Fis de
Fu y R2, estos dieron valores negativos y valores positivos pequefios respectivamente,
aunque para la Fs de Fu solo fueron significativos para N. /. durangae y para las muestras

en su totalidad (N. leucodon),

Cuadro 6. Valores de diversidad genética y fluctuaciones demograficas de los genes
mitocondriales ND3, tRNA-Arginina, ND4y parcialmente ND4 obtenidos para N. leucodon

y las subespecies en México.

n |h |Si Ss Ssu [ Spi | M dH n Fs R2

N. I durangae 22 122 | 1209 |93 52 41 94 1.000 | 0.01344 | -9.750* 0.0730*

N. I leucodon 26 | 24 | 1161 | 141 | 83 58 149 | 0.993 | 0.01901 -5.514 0.0743*

N. I subsolana | 9 |8 | 1266 | 36 26 10 36 0.972 1 0.00760 | -1.066 0.0855*

N. leucodon 57 |54 11099 203 [ 119 | 84 214 1 0.998 | 0.01637 | -33.309* | 0.0454*

n= tamafo poblacional, h= numero de haplotipos, Si= sitios invariables, Ss=sitios
segregantes, Ssu= sitios segregantes unicos, Spi= sitios parsimoniosamente informativos,
M= mutaciones totales, Hd= diversidad haplotidica, - = diversidad nucleotidica. * muestra

los valores de Fs y R2 que son significativos.

El andlisis de distribucion Mismatch (Fig. 6) para Neotoma leucodon reveld una
distribucion unimodal con una D de Tajima negativa y estadisticamente significativa, como
se espera en poblaciones que tuvieron una expansion poblacional reciente. Por otro lado las
pruebas Mismatch por subespecies presentaron distribuciones multimodales ademés de que
todas presentan D de Tajima negativas y estadisticamente no significativas, lo que podria
concordar con una estabilidad demografica, sin embargo, todos los grupos mostraron
valores estadisticamente no significativos para el indice de raggedness indicando que la

hipotesis de expansion poblacional no puede rechazarse.
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modelo de crecimiento poblacional. Se muestra también el resultado de la D de Tajima y del indice
de raggedness (r).
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DISCUSION

Monofilia de Neotoma leucodon

Se realizaron andlisis para comprobar si las muestras que se obtuvieron de Neotoma
leucodon corresponden a una sola entidad taxondomica en México. Las filogenias que se
obtuvieron con muestras de mtDNA presentaron topologias similares, en donde se
confirm6d que todas las muestras obtenidas en este estudio conformaron un grupo
monofilético en relacion con el grupo externo incluido (N. albigula, N. floridana y N.
lepida). Sin embargo al tener solo muestras de México, es necesario que se lleve a cabo una
corroboracion definitiva de la monofilia de N. leucodon con andlisis que incluyan muestras
del resto de la distribucion de la especie (sur de los Estados Unidos). Cabe senalar que estos
resultados coinciden con lo encontrado por Edwards et al. 2001; Edwards y Bradley, 2001;
Edwards y Bradley, 2002; Longhofer y Bradley, 2006 y Bradley y Mauldini, 2016, los

cuales realizaron filogenias del género Neotoma.

Relaciones intraespecificas

Las relaciones filogenéticas obtenidas en este trabajo mostraron arboles filogenéticos poco
resueltos, en donde los clados que se forman y los grupos dentro de estos muestran poca
concordancia geografica ya que en las terminales se presentan secuencias de distintas
localidades. Ademas de que éstas tampoco corresponden geograficamente a la distribucion
de las diferentes subespecies que habitan en México. Algo similar a esto se puede observar
en algunas otras especies de roedores, tal es el caso de Peromyscus melanophys, donde
Castafieda-Rico et al. (2014) analizan las relaciones filogenéticas entre las especies del
grupo Melanophrys, para el caso especifico de las muestras de P. Melanophrys dentro del
Altiplano Mexicano, encuentran que no existe una estructuracion geografica de esta region,
salvo una diferenciaciéon en la parte de Durango. De igual forma concluyen que las

subespecies descritas no corresponden a los linaje genéticos encontrados.
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Otro punto que se puede observar, es que a pesar de que N. leucodon y N. albigula
formaban parte de una sola entidad taxonomica hasta hace poco tiempo, éstas no se
presentaron como especies hermanas en las filogenias, ya que las topologias obtenidas tanto
con MV como con IB el grupo hermano de N. albigula es N. floridana y no N. leucodon,
este resultado concuerda con lo encontrado previamente (Edwards et al., 2001; Edwards y
Bradley, 2002 y Longhofer y Bradley, 2006). Por otro lado en los trabajos mencionados se
incluye a la especie N. micropus y estd siempre aparece como la especie hermana de N.

leucodon con la cual tiene una distancia genética de 9.18%.

Un parametro importante que permite entender, a grandes rasgos, la diferencia entre
géneros y especies son las distancias genéticas. En nuestro caso, con los genes ND3, tRNA-
Arginina, ND4L y parcialmente ND4 encontramos una distancia genética de 15 % entre N.
leucodon y N. albigula, mismo porcentaje que se presenta entre N. leucodon y N. floridana,
por el contrario, el porcentaje mas bajo estd entre N. albigula y N. floridana con un 13 %
(Apéndice d). Estos resultados son similares a los que se han publicado en otros estudios
(Edwards et al., 2001; Edwards y Bradley, 2002; Longhofer y Bradley, 2006; Bradley y
Mauldin, 2016) en los cuales han utilizando el gen mitocondrial Citocromo b. En estos
trabajos se reportan distancias genéticas de 11.9 % entre las especies N. albigula y N.
leucodon, un 11.7 % entre N. leucodon y N. floridana y un 10 % entre N. floridana y N.
albigula. Los valores de distancias gencticas entre las subespecies (1.0 %) y entre los
clados (2.0 %) de N. leucodon son similares a lo documentado para otros roedores dentro
del género, como es el caso de N. albigula (2.7 %; Bradley y Mauldin, 2016), lo que

muestra que a nivel intraespecifico la divergencia genetica es similar a la ya descrita.

Estructura filogeografica y diversidad genética

Al realizar la red de haplotipos se esperaba encontrar una similitud entre la distribucion
geografica a la que pertenecian los haplotipos y los grupos que se formaran en la red o que
hubiera una concordancia entre éstos y la distribucion geografica de las subespecies de M.

leucodon. Sin embargo en ninguno de los casos la red defini6 grupos geograficamente

25



estructurados con respecto a la distribucion geografica de las muestras o de las subespecies,
solo se obtuvieron redes en donde los grupos se conformaron por haplotipos pertenecientes
a distintas areas de colecta o a distintas subespecies, la misma situacion se observo con los
arboles filogenéticos. Ademds esta falta de estructura también se observd cuando se
intentaron definir los grupos utilizando el algoritmo SAMOVA, ya que en ninguno de los
casos probados (K =2 - 9), se llevd a cabo alguna posible asociacion de las poblaciones. En
cambio la prueba de Pons y Petin mostro un valor de N, significativamente mayor que
Gy, indicando que existe estructura filogeografica a lo largo de la distribucion de N.

leucodon.

En todos los casos analizados con los genes mitocondrial ND3, tRNA-Arginina,
NDA4L y parcialmente ND4 se mostraron niveles altos de diversidad haplotidica y bajos
valores de diversidad nucleotidica, es decir que la posibilidad de que dos haplotipos
escogidos al azar sean diferentes es alta, con lo cual la probabilidad de que dos nucle6tidos
homologos elegidos al azar sean distintos es muy baja, esto da un indicio de que
probablemente se pudo producir un rapido crecimiento poblacional a partir de una
poblacion ancestral pequefia. Esta etapa de crecimiento demografico tal vez fue
suficientemente larga para recuperar la variacion haplotidica via mutacion, pero demasiado

breve como para acumular grandes divergencias en las secuencias (Avise, 2000).

La teoria de una expansion poblacional también se ve apoyada con los resultados
estadisticamente significativos de los estadisticos Fs de Fu el cual muestra valores
negativos cuando hay mutaciones recientes en exceso (Fu, 1997) y el estadistico R2 que
bajo un escenario de crecimiento poblacional da como resultado pequefios valores (Ramos-
Onsins y Rozas, 2002). Ademéas de los resultados de la D de Tajima, las distribuciones

Mismatch y el indice de raggedness que también concuerdan con los resultados anteriores.

Es importante mencionar que no existe una revision reciente sobre las diferencias
morfologicas y la distribucion geografica de las subespecies de N leucodon. Merriam
(1894), Allen (1903) y Alvarez (1962), describieron las subespecies mencionadas en este

estudio, basados en morfometria y patrones de coloracion. Sin embargo estas descripciones
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se realizaron cuando N. leucodon representaba una subespecie de N. albigula, por lo que en
algunos casos las comparaciones que se hicieron para la diferenciacion de las subespecies
se realizaron con ejemplares pertenecientes a subespecies que hoy pertenecen a N. leucodon
y en otros a N. albigula. Es por lo anterior que resulta indispensable una revision actual
sobre las diferencias morfolégicas entre las subespecies de N. leucodon, ya que la
informacion genética recabada en este estudio descartaria su existencia, ademas se ha
observado que por lo menos en las muestras de las subespecies que se registraron en este
estudio, las diferencias morfologicas y de coloracién son poco evidentes (obs. pers.).
Ademas de que es posible que las diferencias en la coloracion descritas entre estas
subespecies se relacionen con adaptaciones locales a los ambientes donde viven las ratas,
por ejemplo se ha observado que en ambientes como campos de lava éstas pueden llegar a

ser mas obscuras que en otros ambientes (Hall, 1981; Hoffmeister, 1986).

Barrera-filtro del sur de Coahuila (BFSC)

La BFSC ha sido reconocida durante mucho tiempo como una importante discontinuidad
dentro del Desierto Chihuahuense. La importancia de la BFSC ha sido enfatizada en los
trabajos de Baker (1956), Baker y Greer (1962), Peterson (1976) y Schmidly (1977), ya que
ha influido en la distribucion de mamiferos en el Desierto Chihuahuense. Un ejemplo de
esto es el trabajo de Haffner ez al. (2008) en donde se reconocen de manera informal como
dos especies distintas a las tuzas del género Crateogeomys al norte (C. castanops) y al sur
(C. goldmani) de esta barrera. Ademas se sabe que al menos 14 especies de roedores se
encuentran en las proximidades de la BFSC (Hall, 1981). De estas cuatro especies estan
generalmente al norte (Amospermophilus interpres, Dipodomys nelsoni) o al sur (D.
spectabilis 'y D. phillipsi) de esta barrera. Otra especie Neotoma goldmani tiene una
distribucion continua a través del borde de la BFSC, sin diferenciacion subespecifica
reconocida (especie monotipica). Las ocho especies restantes (Chaetodipus eremicus, C.
hispidus, C. nelsoni, D. merriami, D. ordii, Perognatus flavus, Onychomys arenicola y
Peromyscus arenicola) son politipicas y se distribuyen de manera continua a través de la
BFSC, asi como ocurre con N. leucodon, ya que al igual que las especies anteriormente

mencionadas presenta una distribucion continua por el Altiplano.
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Andersen y Ligth (2012), investigaron la estructura filogeografica de Chaetodipus
hispidus con mtDNA encontrando 4 nuevos clados que no correspondian con las
subespecies reconocidas en ese entonces, pero cuyos limites geograficos coincidian con
grandes rasgos geograficos entre los cuales esta la BFSC. Cabe mencionar que ademas de
C. hispidus las otras especies que se distribuyen de manera continua por la BFSC con
excepcion de C. eremicus tienen subespecies cuyos limites de distribucion coinciden con la
BFSC (Hafner et al,. 2008). En cuanto a N. leucodon la BFSC seria el limite de distribucién
entre las subespecies N. L leucodon y N. l. durangae pero con la evidencia genética
recabada en este estudio no solo no se pudo reconocer esta barrera como el limite entre
estas subespecies sino que como ya se menciond con anterioridad los resultados indican

que las subespecies reconocidas actualmente en México no son genéticamente distintas.

Por otro lado hay que mencionar que la presencia de los Rios Conchos y Bravo
funcionaron como barreras para que N. albigula y N. leucodon divergieran de forma
individual como dos entidades taxondmicas separadas, ante esta premisa se creia que podria
pasar lo mismo con las poblaciones de N. leucodon al sur y norte de la BFSC, sin embargo
se pudo observar con nuestros resultados que la presencia de la BFSC en el area de
distribucion de la ésta especie no implica una barrera fisiografica que interrumpa el flujo

genético entre poblaciones de la especie al sur y norte de la misma.

Aspectos biogeograficos

En América hay cinco subfamilias, de acuerdo con el registro fosil y de diversos trabajos de
ADN se ha podido estimar que la formacion de estas subfamilias fue a finales del Mioceno,
en un intervalo de entre 4.5 a 15 millones de afios (Smith y Paton, 1999). Hibard (1967)
sugiri6 que "la poblacion que dio origen al género Neotoma debid separarse de la
subfamilia cricetinae en el Mioceno Superior" y Edwards y Bradley (2002), han calculado

que el linaje del género Neotoma tiene alrededor de 3.9 millones de afios, fecha estimada
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con base en material fosil durante el Pleistoceno Medio, en lo que hoy es el Desierto

Chihuahuense.

Los restos de bosques fosilizados en los depositos de las cuevas desde el Pleistoceno
Medio hasta el Tardio (Harris, 1984) revelan que N. albigula, N. floridana, N. goldmani y
N. micropus eran constituyentes faunales de lo que hoy es el Desierto de Chihuahua, ya que
en por lo menos dos localidades, una al suroeste de Nuevo México y otra en el sureste del
estado de Chihuahua contenian restos de estas especies (Harris, 1984), ocupando un area
que incluia al menos el centro y el sur de Nuevo México y gran parte de Chihuahua,
Meéxico. La expansion de algunas de estas especies en lo que hoy es un habitat inadecuado
fue probablemente el resultado de la expansion de las comunidades de plantas forestales en
gran parte del Desierto del Suroeste, incluido el Desierto de Chihuahua, durante el periodo
glacial tardio de Wisconsin (Van Devender et al , 1987), permitiendo que las poblaciones
fueron capaces de expandir su rango desde el Bolson de Mapimi, que probablemente sirvio
de refugio durante los avances glaciales, al suroeste del desierto a través de corredores de

bosques del Pleistoceno entre la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental.

Los tiempos de divergencia basados en datos bioquimicos sitian la divergencia de
N. albigula de la forma parental en aproximadamente 155000 afios B.P., durante el
interglaciar tardio de Sangamon y la glaciacion temprana de Wisconsin (Zimmerman y
Nejtek, 1977). La especiacion puede haber ocurrido en respuesta a los cambios de

vegetacion durante la glaciacion de Wisconsin.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en las filogenias con los marcadores mitocondriales
ND3, tRNA-Arginina, ND4L y parcialmente ND4, se corroboro que las poblaciones
mexicanas de N. leucodon forman un grupo monofiléco.

No se encontro estructura genética en las poblaciones de N. leucodon en México.

Los resultados de los datos moleculares utilizados en este trabajo indican que no existe

congruencia genética y geografica entre las subespecies de N. leucodon en México.

Se propone realizar un estudio mas detallado de las poblaciones de N. leucodon incluyendo

muestras de subespecies distribuidas en Estados Unidos.
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APENDICES

Apéndice A. Protocolo modificado para la extraccion de DNA por el método de NaCl y
Cloroformo: alcohol isoamilico.

Colocar de 30 a 100 mg de tejido en un microtubo limpio
Adicionar 410 pL. de Buffer de lisis y 90 uL. de SDS 10%
Incubar a 65° por 15 minutos

Homogenizar el tejido en particulas finas con pistilo

Anadir 20 pL de Proteinaza K

Vortex por 10 segundos

Incube a 65°C por 30-40 minutos

Adicionar 200 pL de NaCl saturado (6M)

Agitar vigorosamente, volteando a mano durante 10 minutos

A A B e

. Incubar en bafio de hielo por 10 minutos
. Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos

—_— —
—_ O

—
[\

. Transferir 500 pL de sobrenadante en un tubo limpio
. Adicionar 350 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)
. Agitar vigorosamente, volteando a mano durante 10 minutos

—_— =
[V, I SN N}

. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos

—
(@)

. Transferir 400 pL a del sobrenadante a un tubo limpio (2 veces con puntas de 200 pL)
. Adicionar 800 pL (6 2 volimenes de lo colectado) de etanol 100% frio*
18. Mezclar un par de veces por inversion

—
3

Si se observa pellet DNA:

19. Tomar DNA con una punta de pipeta y transferir a un microtubo 0.6 mL que contenga
agua.

Si no se observa pellet DNA:

20. Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 minutos
21. Decantar el etanol

22. Secar las muestras y retirar etanol restante

23. Disolver DNA en agua

*El isopropanol se utiliza para precipitar fragmentos dificiles de DNA que son menores de 500 pb o
mayores a 4 Kb, en el rango intermedio no es necesario el isopropanol
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Apéndice B. Ejemplares secuenciados durante el presente trabajo.

Muestra Cf)le’cc.lon Localidad Latitud | Longitud
biologica
14911
14918 CIBNOR Chihuahua: Camargo, Ciudad Camargo
14919 (Chih1) 27,69 | -105,17
MNWO005
MNWO008
MNWO019
MNW022 MZEFC Chihuahua: Camargo, Rancho de las Mestefias
MNWO038 (Chih2)
MNW040 28,37 -104,57
MNWO041
14922 CIBNOR Coahuila: Saltillo, 7 Km SE Gémez Farias 24.97 101,02
(Coahl)
FCR182
FCR186
FCR196
FCR199
FCR215 Coahuila: Saltillo, 8 Km E y 1 Km N de Buiiuelos
FCR216 (Coah2) 25,11 -101,12
FCR217
FCR218
JAFF2328 MZEC Durango: Durango, 5 de mayo )
RAG676 (Durl) 25,78 104,29
MNWO075
MNWO076
MNW110
MNWI111 .
MNW112 Durango: Duraglgo,zl\)lombre de Dios 23.84 10426
MNW113 ur
MNW114
TD1667 Durango: Nazas, 3.5 Km N 0.5Km W, Ejido Lazaro Cardenas
TD1681 (Dur3) 2529 | -103.99
CIIDIR-D
TD2351 Durango: Nazas, 0.625Km N 0.2Km W, Ejido Lazaro Cérdenas 2527 -103,99

(Dur3)
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MNW175
MNW176
MNW190

RAG747

MQ0770

JAFF2368

MNW199

MNW278
MNW279
MNW280
MNW283
MNW284
MNW287
MNW288
MNW289
MNW290
MNW291
MNW292

FCR303
FCR328
FCR335
FCR337
FCR338

RAG693
RAG694
RAG695

MZFC

Guanajuato: San Felipe, La Purisima "El muerto"

(Gtol) 21,58 -101,01
Guanajuato: San Luis de la Paz, 7 km W Mineral de Pozos 21,19 -100.49
(Gto2)
Querétaro: Peflamiller, 500 m NW Camargo 2111 99.73
(Quer)
San Luis Potosi: El Cedral, 5 Km El Cedral
(SLP1) 23,85 -100,83
San Luis Potosi: Villa de Reyes, La Loma
(SLP2) 21,69 -100,97
San Luis Potosi: Venado, Ejido EL Salero 23,02 -101,14
(SLP3)
Zacatecas: Fresnillo, Santa Rosa 6.4Km NO 22,97 -103,14
(Zacl)
Zacatecas: Francisco Murguia Nieves, Nieves 23,99 -103,01

(Zac2)
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Apéndice C. Muestras utilizadas como grupo externo en los analisis filogenéticos. Las muestras de
N. albigula fueron donadas por el CIBNOR, mientras que, las dos especies se descargaron del
GenBank.

Especie Muestra No. de acceso Localidad
Neotoma albigula 14431 - Chihuahua: 1 Km E de Samalayuca
Neotoma albigula 14432 - Chihuahua: 1 Km E de Samalayuca
Neotoma albigula 14437 - Chihuahua: Ejido Lazaro Cardenas 39.3 Km SW, Janos
Neotoma albigula 14438 - Chihuahua: Ejido Lazaro Cardenas 39.3 Km SW, Janos
Neotoma albigula 14439 - Chihuahua: Ejido Lazaro Cardenas 39.3 Km SW, Janos
Neotoma albigula 14440 - Chihuahua: Ejido Lazaro Cardenas 39.3 Km SW, Janos
Neotoma albigula 14441 - Chihuahua: Ejido Lazaro Cardenas 39.3 Km SW, Janos
Neotoma albigula 14442 - Chihuahua: Ejido Lazaro Cardenas 39.3 Km SW, Janos
Neotoma albigula 14445 - Chihuahua: 2 Km NW de La Huachinera
Neotoma albigula 14457 - Sonora: La estancia
Neotoma albigula 14458 - Chihuahua: 11Km NE de EI Sueco
Neotoma floridana - U83827 Desconocida
Neotoma lepida - U83826 Desconocida
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Apéndice D. Distancias genéticas calculadas con el modelo de sustitucion nucelotidica Kimura 2-

parametros (1302 pb).
Especies
Taxon 1 2 3 4
N. leucodon -
N. albigula 0.1529 -
N. floridana 0.1554 0.1312 -
N. lepida 0.1916 0.1894 0.1666 -
Subespecies de N. leucodon
1 2
N. 1. leucodon -
N. 1. subsolana 0.017 -
N. 1. durangae 0.0182 0.0137
Grupos
1 2 3 4 5
Azul -
Rojo 0.017 -
Amarillo 0.017 0.017 -
Gris 0.017 0.017 0.017 -
Rosa 0.025 0.020 0.022 0.025 -
verde 0.030 0.026 0.026 0.030 0.015
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