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RESUMEN

La filogeografia es el estudio de la genealogi a de genes a lo largo de la distribucion
geografica de una es pecie, a través de la cual también se pueden evaluar diferentes
procesos como flujo genético, cuellos de botella, expansion de la poblacién, vicariaza y
dispersion. México y Centroamérica estan conformadas por dos regiones
biogeograficas (Neartica y Neotropical) que son producto de la fisiografia, la geologia y
la historia geoldgica. La rata arrocera ( Oryzomys couesi) es un roedor de la familia
Muridae que se distribuye desde el sur de Texa s, EUA por el Golfo de Méxic o hasta la
peninsula de Yucatan; y por el P acifico desde el sur de Sonora, México hasta Panama,
en Centro América. El objetivo de este trabajo fue determi nar los niveles de diversidad
y estructura genética dentro y entre poblaciones de O. couesiens uareade
distribucion, asi como los patrones filoge ograficos para proponer los posibles eventos
de diversificacion de la espec ie, mediante el uso de nueve loci de microsatélites para
109 muestras de museo y 17 m uestras frescas de 76 locali dades. Se obtuvieron 13
poblaciones en las que se observaron 156 alel os, altos valores de heterocigocidad ( Ho
=0.515-0.889; Hyng =0.556-0.868) y alta estructu racién entre poblaciones (F st =0.311-
0.011). Asimismo, la distribucion de la var iacion entre poblac iones y entre indiv iduos
dentro de las poblaciones fue baja (9.2% y 10. 1% respectivamente) y mayor dentro de
los individuos (80.7%). Se detectaron dos grupos filogeograf icos principales, uno que
incluye el sur de Méxic o, todo Centro América, parte del centro del paisy el Golfod e
México, y el otro con localidades pertenecientes a la zona del Pacifico. Por lo tanto, los
microsatélites permitieron determinar la variacion y estructura genética de las
poblaciones de O. couesi, asi como los grupos filogeografic os concor dantes con
diferentes barreras geograficas producto de procesos historicos, geoldgicos (e.g. Sierra
Madre Ori ental, Sier ra Madre Occidental, = Eje Transversal Neovolcanico, etc) y

climaticos en México y Centroamérica.

Palabras clave: filogegorafia, microsatélites, diversidad genética, estructura genética

Oryzomys couesi, provincias biogeograficas.



ABSTRACT

Phylogeography is the study of genealogical lineages a long geographical distribution of
a specie, trough it also can ev  aluate diff erent processes as gene flow, inbreeding,
expansion poblational, vicari ance and dispersion. Mexi co and Centroamerica are
conformed for two biogeographical region (Neartic and Neotropical); product of
physiographic, geology and geol ogic history. Rice rat ( Oryzomys couesi) is a mice of
family Muridae, it hav e a distribution since s outh of Texas, EUA for Mexican Gulf until
the Yucatan peninsula; and for Pacific since south of Sonora, México until Panama. The
aim of this study was determineted levels of diversity and genet ic structure into an d
between population of O. couesi in its geographical distri bution as well as patterns
phylogeographics for to propose possible diversification events of the specie based with
nine nuclear microsatellite DN A loci from 109 samples of museum collection and 17
fresh samples, encompassing a total from 76 localities. Thirteen population were
obtained which was seen 156 alleles, high values of heterocigoscity ((Ho =0.515-0.889;
Hne =0.556-0.892), high structure between popul ations a long geogr aphical distribution
(Fst =0.311-0.011). Also, variability distri  bution bet ween population and between
individuals into population was loss (9.2 % and 10.1% respec tively) and major into
individuals (80.7%). It was detected two principals groups phy logeographics, one that
include south of Mexican, a Il Centroamerica, part of center Mexico and Mexic an Gulf,
the other group belon g localities of the Pacific zone. So, the microsatellites allowed to
determinate the genetic variatio n and structure of population of O. couesi, as well as
groups phylogeographics agree with different geogra phic barriers product of historic,
geologic (i. e. Sierra Madre Oriental, Sierra Madre Occidental, Transversal Neovolcanic

Axis, etc ) and climatic processes in Mexico and Centroamerica.

Keywords: phylogeography, microsatellites, genetic diversity, structure diversity,

Oryzomys couesi, biogeographical province.



INTRODUCCION

Filogeografia

El primer trabajo con un enfoque filogeografico fue realizado por Avise et al., (1979) en
el que evaluaron la g enética de poblaciones de Geomys pinetis (roedor del sureste de
Estados Unidos) en un conte xto geografico. Utilizar on seis en zimas de restriccion,
técnica molecular nov edosa para esa época; Yy encontraron 23 haplotipos, los cuales
tenian una relacion filogenética que sobrepondriase con asombrosa concordancia en el
area de distribucion, obtuvo dos grupos de haplotipos, uno en el este y el otro al oeste
de la distribucion del roedor. Fue en 1987 que Avise acuii6 el término de filogeografia y
resulto la fusion de esta como la un ion de los procesos microevolutivos y
macroevolutivos. Mas tarde, Avise (2000) def ine a la filogeogr afia como “el estudio
relacionado con los principios y procesos que gob iernan la dis tribucion geografica de
los linajes de genes entre especies cercanamente relacionadas”, la cual tienen dos ejes
principales; el tiempo y el espacio”.

La filogeografia esta considera como una subdisciplina de la  biogeografia o
ecologia molecular, esta ul tima definida como la aplic acién de marcadores genéticos
moleculares que permiten responder preguntas en ecologia y evolucion (Vazquez-
Dominguez, 2007). La filogeografia integra conceptos y técnicas de genética molecular,
genética de poblaciones, demogra fia, sistematica filogenética, etologia y paleontologia
(Avise, 2000). Permite evaluar  procesos como flujo genétic o, cuellos de botella,
hibridacién, expansion demografica y geogr afica y su relacién ¢ on la distribucion de
especias. Asimismo también ha permiti do hacer propuestas de nuevas especies y
grupos intraespecificos (subespecies, poblaciones, ecotipos), o estimar tiempos de
divergencia, eventos de vicarianza y dis persidon en un contexto histor ico (e.g.
geoldgicos y evolutivos) (Arbogast y Kenagy, 2001; Newton, 2003; Dominguez-
Dominguez y Vazquez-Dominguez 2009). Por ejemplo, en un estudio con Peromyscus
furvus, roedor mexicano de la Sie rra Madre Oriental. Harris et al., (2000) obtuvieron un
filograma (ADNmt y aloenzimas) con cinco filogrupos, uno de ellos re presentado por la
poblacién mas surefia; dicho filogrupo fue difer ente al resto de las poblaciones, con lo
que los autores sugieren que podria ser una nueva especie. Un ejemplo de expansion
demografica asociado al clima (principalme nte humedad) es el t rabajo realizado con
Mastomys huberti (roedor africano), donde se obtuv 0 una estructuracion geografica

representada por cuatro filogrupos, con una separacion de millones de afos (0.95-0.17)



de separacion entre ellos, relacionados al clima del Cu aternario (Mouline et al., 2008).
Estos autores pudieron descubrir que el proceso de coloniz aciéon de M. huberti fue de
oeste a este, donde las poblac iones del este son mas recientes, asi como eventos de

expansioén hacia el sur.

Para llevar a cabo es te tipo de trabajos filogeograficos es im portante el uso de
un marcador molecular, y el que se ha utiliz ado ma s ha sido el ADN mitocondrial
(ADNmt). Sin embargo, recientemente se ha empleado cada vez mas el ADN nuclear;
particular el caso de trabajos con micr  osatélites, en su mayoria también incluyen
analisis con ADNmt, ya que el uso combinado permite tener una mejor interpretacién
de los patrones filogeograficos, dado las caracteristicas particulares de cada marcador.
Tales el casodelt rabajocon Thymallus thymallus, un pez de Europa en el q ue
encontraron una estructuracion geografica (tres clados: noreste, noroeste-centro y sur);
el analisis con ADNmt sugi riere que las poblaciones de | sur no c ontribuyen a la
diversidad genética de las poblaciones del norte, mientras que el trabajo realizado con
microsatélites sugiere que las poblac iones del sur s on ancestrales (Kosk inen et al.,
2002). Comunmente permite distinguir re sultados asociados con su tasa de
diversificacion por ejemplo, en Phacochoerus africanus (el jabali verrugoso de Africa)
se encontraron tres grupos ge ograficamente distintos (sur, oeste y este) con ambos
marcadores, sin embargo, se observo baja divers idad genética pero alta diferenciacion
con ADNmt y alta div ersidad genética pero baj a diferenciacion con los microsatélites
(Muwanika et al., 2003).

Otro ejemplo en el que se emplearon ambos marcadores es el trabajo con el
genero Falco (halcones que habitan en Europa, Asia y Africa) que no pr esentan un
patrén filogeografico de ac uerdo con los haplotipos de ADNm t, ya que la variacion
genética esta compartida entre especies y no hay una c lara diferenciacion entre
grupos, por lo que s e sugiere que Falco cherrug en particular es un grupo reciente.
Ambos marcadores confirman que el origen del género fue en Africa y que existe un
proceso de hibridacion antiguo (finales de la ultima gl  aciacion) (ADNmt) y reciente
(microsatélites) (Nittinger, 2007).

Marcadores moleculares

El uso de marcadores moleculares ha permitido el estudio de la variabilidad genética de

poblaciones y espec ies, asi como susrela  ciones filogenéticos y pos ible origen



(Vazquez-Dominguez et al., 2001), ademas de rec onstrucciones evolutiv as (Avise,
2000) y determinacion de especies y poblaciones prioritarias para conservacion (Smit h
y Wayne, 1996). Los marcadores moleculares son s ecuencias de ADN que cumplen
con ciertas caracteristicas dependiendo de cual se trate, tales como: amplia distribucion
en el genoma, con una estructura genética senc illa, ausencia de secuencias repetidas,
polimorficos y codominantes. Dos son las moléculas de ADN que mayormente se han
utilizado e n estudios filogeogra ficos en ma miferos: el ADN mitocondrial (ADNmt)
(Sullivan et al., 2000) y el ADN nuclear (Muwanik a et al., 2003). EI ADN nuclear es de
herencia biparental, tiene tasas de mutacién | entas en comparacion con el ADNmty es

recombinante.
Miocrosatélites

Los microsatélites (  Simple Sequence Repeat s; SSR) se encuentran ampliamente
distribuidos en el g enoma y son uno de lo s marcadores mas utiliz ados hoy en dia,
principalmente en trabajos de genética poblacional. El uso de microsatélites involucra la
deteccion de fragmentos espec ificos de ADN, con los que es posible obtener una
medida (tamafio) de los alelos (en pares de bases, pb) (Arenguen-Méndez et al., 2005).
Los microsatélites sonr  epeticiones de secuencias nucleotidicas cortas (1-6pb),
codominantes, y generalmente en regione s no codif icantes, heredados de forma
mendeliana (Goldstein y Schaétterer, 2000; Selkoe y Toonen, 2006), altamente variables
(Montano-Pérez et al., 2006), dicha variabilidad esta caracterizada por una alta
heterocigocidad y por la pr  esencia de alelos multiple s (Ellegren, 2004; Selkoe y
Toonen, 2006). La gran variab ilidad da como resultado un alto grado de polimorfismo
en los microsatélites, debido principalmente a dos procesos: la replica ciony la
recombinacién, donde ocurren los procesos de mutacién (You-Chun et al., 2002).

Se han propuesto diferentes modelos para explicar las mutaciones y por lo tanto
el origen de nuevas v ariantes en microsatélites. El modelo mas ac eptado es el modelo
de mutacién paso a paso (Kimura y Otha, 1978) , que implica que cada mutacién cre a
un alelo nuevo, ya sea mediante una adi cion o delecion. Lamay  oria de los
microsatélites tienen altas tasas de mutacion (entre 10 2y 10 ® mutacione s por locus
por generacion y en promedio 5x10 ) lo que genera altos niveles de diversidad
genética esenciales para estudios en esc  alas de tiempo cortas (Schlétterer, 2000).

Cada locus de microsatélite ti ene una secuencia externa conservada y generalment e



neutral que flanquea a una serie de motivos de nuc leétidos (Brohede y Ellegren, 1999),

lo cual permite el desarrollo de primers especificos.

Oryzomys couesi

La familia Muridae es la mas diversa dentro de los mamiferos y la de mayor distribucion
dentro de los roedor es; representa a las ratas y ratones del Viejo y Nuevo mundo
(Ceballos y Oliva, 2005). De ntro de esta familia se encu entra la subfamilia
Sigmodontinae, que contiene 79 géneros (Musser y Carleton, 1993), uno de los cuales

es Oryzomys.

Descripcion. Oryzomys couesi es conocida como rata arrocera de pantano. Es una
especie de tamano mediano a grande, con las orejas pequefias y cubiertas por pelo. El
pelaje de la region dorsal es de color grisac eo-café y en la regién ventral es blanco o
amarillo claro. La cola es bico lor, oscura en la parte dorsal y clar a en la ventral. La
caracteristica mas im portante para distinguirla de otras espec ies es la cola es bicolor,
oscura en la parte dorsal y clara enlav entral (Ceballos y Mira nda, 2000; Ceballos y
Oliva, 2005)

Historia natural y ecologia. Es de habitos nocturnos, terrestre y con gran habilida d
para nadar ya que tiene la capacidad de flotar o bucear, mantener los ojos abiertos bajo
elaguay wusarlas ondulacionesdes uco lacomo forma de propulsién. Estas
caracteristicas le permiten dispersarse a través de grandes extensiones de agua (Cook
et al., 2001), por lo que es muy abundante en humedales y manglares. Son omnivoros
y se a limentan de semillas, f rutas, hier bas, pece s pequ efios, crustaceos y otros
invertebrados. Se reproducen todo el afio y llegan a tener hasta ocho crias (C eballos y
Miranda, 2000; Ceballos y Oliva, 2005).

Habitat. Habita en s elva baja c aducifolia, selva mediana subperennifolia, bosque d e
pino-encino, bosque templado caducifolio, bosque espinoso, selva tropical caducifolia y
perennifolia, manglares y vegetacion riparia. Es comun en cultivos, pastizales, plantios
de arboles frutales y cocotales (Ceballosy Oliva, 2005). Se les encuentra desde el
nivel del mar hasta 2300 msnm (Hall, 1981).

Distribucion. Abarca desde el sur de Texas hasta el noroeste de Colombia
(Hershkovitz, 1987; Musser y Carleton, 2005). En México se distribuye desde el sureste
de Sonora hasta Chiapas, por el Océano Pacifico; desde Nuevo Ledn, Tamaulipas

hasta Yuc atan por el Golfo de Méxic 0; en la parte central se encuentra desde los



estados de Jalisco, Colima, G uanajuato, Tlaxcala y sur de S an Luis Potosi, y en Isla
Cozumel en el Mar Caribe. Con una poblac i6n alopatrica en Sonora, Chiapasy ene |
sur de la peninsula de Baja California (Ceb allos y Oliva, 2005). Cabe mencionar que la
poblacién de Baja California posiblement e esté extinta de acuerdo con Alv arez-
Castaneda, 1994).

Subespecies. Hay 13 subespecies reportadas par a México ( Ceballos y Oliva 2005),

tres para Centroamérica y uno para Sudamerica (Hall, 1981).

Geografiay geologia de México y Centroamérica

La distribucion de O. couesi cubre dos regiones biogeografic as: la regién Neartica y la
Neotropical. La regidn Nearti ca basicamente comprende las areas templado-frias de
América del Norte, en Canada, Estados Unidos y el norte de México (Cabrera y Willink,
1973). La regidon Neotropical incluye los tropicos americanos, desde el norte de México
hasta el centro de la Argentina (Morrone, 2001).

Estas regiones estan repres entadas por grandes reliev es que car acterizan a México y
Centroamérica: tales como la Sierra Madre Oriental, la  Sierra Madre Occidental, el
Altiplano Mexicano, el Eje Neovolcanico, la Sierra Madre del Sur, la Sierra de Chiapas y
la Plataforma Yucateca para México; y en  América Central (Istmo de Tehuentepe c-
Panama) s e encuentra el Nucleo Centro americano en el que se inc luye (Chiapas ,
Guatemala, Honduras, el Salvador y norte de Nicaragua); al sur la Sierra de Salamanca
(Costa Rica y Panama) y entre ambos macizos esta localizada la depresion
Nicaraguense (Halfter, 2003).

Dichas formaciones pasaron por eventos geolég icos importantes; la Sierra Madre
Occidental (SMO) es el resultado de difer  entes episodios magmaticos y tectdnicos
durante el Cretacico-Cenozoico, asociados a la subduccién de la placa Farallon d ebajo
de la placa de Norteamérica y a la apertura del Golfo de California (Ferrari, et al. 2005).
La mas relevante en México dur ante la era Cenozoica, fue la formacion del s istema
orogenético de la Sierra Madre Or iental que inicié el proceso de pl egamiento de estas
Sierra en el Paleoceno y finalizado en el Eo ceno. Al mismo tiempo esta formacion se
conjugo al sur con la Sierra del Istmo y la Sierra Madre de Chiapas.

A partir del Plioceno (4.5ma a 0.5ma), el ma rgen continental de México s e desplazaba
hacia el noreste hasta separarse casi tota Imente, lo que dio ¢ omo resultado la actual
peninsula de Baja Californiay  su marinteri or (Golfo de California), a causa de I

rompimiento y el des plazamiento de la Plac a de Norteamérica haci a el occidente. Por



otro lado, debido a la subduccion de la  placa de Coc os debajo de la Norteamericana,
se formé el Eje Neovolcanico Transvers al (ENT), teniendo una mayor actividad
magmatica durante el Plio-Pleistoceno (Aguayo y Trapaga, 1996).

Todo este gran complejo es uno de los mas ricos topograficamente de América,
ademas de que tiene una his toria bi ogeografica impor tante (Leén-Paniagua et al.,
2006) la cual incluye eventos tales como el gran intercambio bi6tico americano (GABI,
por sus siglas en inglés), que implico la ¢ onexion del norte de América con el sur de
América mediante el Istmo de Panama en Plioc eno-Pleistoceno, hace 4ma (lturralde-
Vinent y MacPhee, 1999). Dic ha conexién permitié una gran diversificacion y
especiacion (Harris et al., 2000; Ledn-Paniagua et al., 2006), por el intercambio entre el

norte y el sur de la fauna, por ejemplo la de los mamiferos.

Origen de los Sigmodontinos

Esta gran polémica s obre como ingresaron lo s Muridos al sur de América es incierto
(Pardinas et al., 2002), y no solo para este grupo en particular sino para otros
mamiferos. Asi el arriboy la diversificac i6n de los s igmodontinos es controversial,
Engel (1998) propone tres hipotesis que tratan de explicar esta problematica: la primera
hipétesis denominada de “arribo temprano”, propone que los sigmodontinos arribaron a
Sudamérica hace 20ma (Mioceno temprano) antes de la formacion del istmo d e
Panama (4ma, aproximadamente), poste riormente algunos grupos como Oryzomys y
Sigmodon fueron capaces de regresar a Norteam érica después de la for macion del
istmo en el Plioc eno tardio (Hershkovitz, 1972). Una segunda hipét esis es nombrada
como “arribo tardio” y supone que los s igmodontinos son relat ivamente recientes en
Sudamérica y viajaron al sur du rante el gran intercambio biético en el Plio-Pleistoceno,
posterior a la formacién del ist mo. La te rcera hipo6t esis dice que los sigmodontinos
evolucionaron hace 7ma en Norteamérica, des pués invadieron Sudamérica (5-7ma) a
través de Centroameérica, durante el desc enso del nive | del mar, y que una vez
establecidos tuvieron una radiacion adaptativa dando pauta a la gran diversidad actual
(Marshall, 1979).

De acuerdo con el trabajo realizado por Engel (1998) el origen de los Sigmodontinos
(datado con ADNmt) se estima hace ~7.6 y 12. 4ma, a partir del ¢ ual surge el linaje
Oryzomynae hace ~5. 1y 8.4ma, en Centroamérica. Por otro la do, el regist ro fosil en
Norteamérica sugiere que tanto los sigmo dontinos d el norte y sur de Américas on

descendientes de  Copemys, presentes desde hace 9 y 16ma. Ademas otros



sigmodontinos que ahora son Neotropic ales se e stablecieronene |s udoested e
Estados Unidos y México hace 4ma.

Considerando la informacion acerca de la complej a historia geologica del
continente Americano y sobretodo de México y Centroamérica, aunada a la estructura 'y
diversidad genética de O. couesi, evaluar la filogeografia de esta espec ie permitira,
relacionar y con ello apoyar algunas de las posibles explic aciones ev olutivas e

histéricas propuestas que han determinado su distribucion actual.



OBJETIVOS

Determinar los niveles de diversidad y estr uctura gen ética dentro y entre
poblaciones de Oryzomys couesi € n su area de distribucién, mediante el uso
de microsatélites.

Evaluar los patrones f  ilogeograficos de Oryzomys couesi en su areade
distribucion. Considerando la infor macién genética y filog eografica, p roponer
los posibles eventos de diversificacion de la especie, en relaciéon con la historia

geoldgica de su distribucion.

HIPOTESIS

¢

Se esperaria que en la s poblaciones de Oryzomys couesi, a los larg o de su
distribucion, presenten una alta estructuracion genética.

Bajo las pe rspectivas d e las hipét esis del origen de los Sigmodontinos, se
esperaria mayor flujo génico en ftre las pob laciones de Centroaméricay
Sudameérica y menor entre Norteamérica y Sudamérica.

0. couesi presentara patrones filogeografico s relaciona dos con la historia
geoldgica de México, la peninsula de Yucatan, Centroaméricay Sudameérica;
que se relacionan co n los procesos de vicarianza y dispersion que han

determinado la distribucién actual de la especie.



MATERIALES Y METODO

Obtencion de muestras

Las muestras que obt uve fueron donaciones de diferentes museos nacionales
e internacionales y algunas muestras ya se tenian de salidas al campo en el
afio 2006. Con el obj etivo de incrementar el tamafio de muestra y tratar de
cubrir toda la distribucién de la especie realizamos dos salidas al campo, la
primera fue del 10-17 de mayo del 2008 a Yucatan y Campeche y del 22 al 30
de noviembre del 2008 a Nay arit y Sinaloa. Las muestras adquiridas fueron de
diferentes tejidos como: piel (preservadas en seco), higado y oreja

(preservadas en alcohol al 70% y buffer).

Extraccién de ADN

Las extracciones de AD N de tejido fresco y muestras de museo de hig ado las realicé
con el kit AquaPure Genomic DNA (Biorad) (Anexo 1); para algunas muestras hice re-
precipitacién de proteinas (Anexo 2) o re-extraccion para que el ADN fuera mas limpio.
Para las muestras de pi el y falange de museo utilicé e | kit DNAsy Blood and Tissu e
(QIAGEN), siguiendo las recomendaciones del proveedor (Anexo 3).

La cuantificacion del ADN la lleve a cabo en geles de agarosa al 1%, éstos los
revelé en bromuro de etidio (0.5 mg/ml) y lo s visualice con UV. También utilicé
el espectr ofotdmetro Eppendorf (B ioPhotometer 6131) para obtener la

concentracion de ADN en (ng/pl).

Microsatélites (Estandarizacién de PCR)

Trabajé con nueve loci de microsatélites de O. couesi (Wang et al ., 2000), con primers
marcados con florescencia (5’'HEX, FAM, NED) (Tabla 1). La estandarizacion de los
productos de PCR consistié en modificar las concentraciones de MgCL;y de primer. El
volumen final de las re acciones de PCR fue 5 ul (Anexo 4). Las amplificaciones de las
muestras las realicé en un termociclador MJ Research mod elo PTC 100. Cada uno de
los programas utilizados para la amplificaciéon, se detallan en el Anexo 5.

Dado que algunas muestras present aron problemas para la lectura de alelos, se tuvo
que mejorar el producto de PCR a dicionando BSA (Bovien Serum Al bumin; 2ug/ pl),

que es una proteina que mejora el rendimiento y la especificidad de la PCR.



Tabla 1. Loci amplificados por nueve primers de microsatélites para Oryzomys couesi

Locus Numero de Temperatura Tamafio de

repeticiones  de alineacion los alelos Fluorescencia
Ory 3 16 55 96-150 FAM
Ory 10 14 53 117-189 HEX
Ory 16 11 50 84-135 HEX
Ory 21 16 55 147-201 HEX
Ory 26 13 50 87-156 FAM
Ory 28 16 55 93-144 FAM
Ory 40 13 55 102-165 NED
Ory 60 11 53 111-168 FAM
Ory 64 11 50 63-117 FAM

Microsatélites (Secuenciacion y lectura de los microsatélites)

La lectura de los genotipos de microsatélites los realicé de dos formas indistintamente:
1) en el La boratorio de Biologia Molecular de | Instituto d e Biologia, UNAM con el
secuenciador ABI Prism-Hitachi 3100 Analyzer (Applied B iosystems), en el que utilicé
una mezcla de 1ul de producto de PCR diluido previamen te a diferentes
concentraciones mas 9.5ul de formami  da y 0.5ul de GeneScan-500 ROX Size
Standard (Applied Biosystems) y 2) con el servicio de secuenciacién de la Universidad
de lllinois analizados en un secuenciador  ABI Prism 3730xI Analyzer (Applied
Biosystems) con la escalera ROX 500. Para la visualizacié n del tamafio de cada u no
de los alelo s utilicé el programa GeneMapper 3.8, calibrando con la e scalera (ROX-
500).

Determinacion de las poblaciones

Realicé la agrupacion de las muestras obtenidas con el programa Genland 3.14
(Guillot et al. 2005a, 2005b, Guillot 2009), que permite detectar el numero de
poblaciones ( K) presentes en un a determinada area, asi como la ubicacié n de
discontinuidades genéticas entre las mismas. Este programa esta b asado en una
combinacion de diferentes algoritmos tipo MCMC (Monte Carlo-Cadena de Markov), |o
que permite la asignacion de individuos a partir de sus co ordenadas geograficas y de
los genotipos multilocus de cada in dividuo. Para determinar el valor d e (K) realicé 5
corridas, cada una de 100,000 iteraciones, thinking = 100 y un burnin = 100, utilizando

una K=20y K= 15. Una vez fijado el valor de K (K=15) se asignaron los individuo s a



cada una d e las poblaciones por medio de 10 corridas independientes, un thinking =
100 y burnin = 1,000. Finalmente para la obtencién de los graficos y mapas, se empled

la opcion de 100 pixeles para el eje x y 100 pixeles para el eje y.

Andlisis genéticos

Diversidad genética

Debidoa queenlo s microsatélites puede haber mutacionesen lasreg iones
flanqueantes, los prim ers pueden no unirse y en consecuencia no amplificar,
generando que los het erécigos sean considerados como homdécigos. Por ello, re alicé
la evaluacion de presencia de alelos nulos por poblacion (sensu resultados Geneland)
con el programa Micro-Cheker 2.2.3 (Van Oosterhout et al ., 2004), con un intervalo de
confianza del 95% y 1000 repeticiones.

El modelo de Hardy-W einberg (H-W) es un  modelo tedrico en gen ética de
poblaciones en el que establece q ue los apareamientos ocurren al azar, la poblacion
es de tama fo infinito, no hay mutacién, migra cién y sele ccion, y que las frecuencias
genotipicas de un loci pernamene cen consta ntes, caract eristicas de una poblacié n
ideal (Lessa, 2004 y Hedrick, 200 5). Bajo est os supuestos estimé la desviacion del
equilibrio de H-W para los nueve lo ci por poblacion, a través de una prueba exacta
basado en el algoritmo de cadenas de Marko v, en el que consideré los siguien tes
criterios: 10 00 dememo rizaciones, 200, “bach” y 1000 ite  raciones en el programa
GENEPORP version 3.1 (Raymond y Rousset, 1995). En este mismo analisis obtuve los
coeficientes de endoga mia F s de Weir y Cokherham (1984) para ca daunade las
poblaciones por locus, con lafin alidad de obtenerel exceso (valor negativo) o
deficiencia (valor positivo) de hetero cigotos. Estimé también el desequilibrio de ligaje,
combinando todos los pares de loci utilizados en este trabajo, con la finalidad de ver si
estos se e ncontraban o no ligado s genética mente. Para todos los andlisisa ntes
mencionados apliqué correccion d e Bonferroni secuencial. Este tipo de analisis se
realiza cua ndo se tien e comparaciones multip les ademas de ajustar el error tipo 1
(rechazar una hipétesis cuando en realidad é sta es verdadera), por lo tanto per mite
evaluar la significancia de los valores P a partir de un nivel de significa ncia dado (a =
0.05) respe ctoaun n umero k de comparaciones. La correccion de Bonfer roni
secuencial tiene el siguiente procedimiento: 1) ordenar las valores de P de menor a
mayor (P4<P.<...P;) y 2). Si P1< alfa /k, se rechaza la hipotesis nula y se prosigue con
el segundo valor mas p equefio y asi sucesivamente hasta que se acepte la hip6 tesis
(Rice, 1989; Hedrick, 2005).



Con el prog rama GenAlEx v.6 (Pea kall y Smouse 2006) calculé la diversidad
genética por poblacion. Los parame tros considerados fueron: el numero observado de
alelos (n ,), numero  efectivo de alelos (n ¢), heterocigocidad ob servada (H ),
heterocigocidad esperada (H.) y heterocigocidad de Nei (Hng).

El nimero efectivo de alelos es el n umero de alelos frecuentes en una poblacion ideal
y se calcula como el inverso de la homocigocidad esperada:

Ne = 1/zpi2
La heterocigocidad ob servada (H,) es una de las medidas que mejor describ e la

variacion genética de una poblacion (Allendorf y Luikart, 2007), y esta dada por:

n
Ho = Zpij

i<

donde p; es la frecuencia del genotipo ij.

La heterocigocidad esperada bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg se calcula como:
He=1-3p?%
Por otro lado, Nei (1978) propuso que para poblaciones p equefas la heterocigocidad

esperada tendria que tener una correccion apropiada por lo tanto se tiene que:

n
Hner = 2N/2N-1(1- X' p?)
i=1

donde N es el tamafio de muestra y p? es la proporcién de homocigos (Hedrick, 2005).
Estructura genética

Una manera de evaluar la estructu ra genética es por medio de los e stadisticos de F
propuestos por Wright en 1951 en el que defin e tres coeficientes distintos. El primero
es Fst (coeficiente de fijacion), que permite eval uar la diferencia entre subpoblaciones,
los valores van de 0 (no hay diferencia o estructura) a 1 (completamente diferentes); el
segundo es Fs (coeficiente de endogamia) determina el exceso o deficiencia de
heterocigosidad de los individuos al interiord e las subp oblaciones (Fis=0, no hay
endogamia; Fis=1, hay endogamia); finalmente F (coeficiente de endogamia total de

un individuo ) que mide la redu ccién de hetero cigosis del individuo co n respecto al
resto de la poblacién ( Wright 1969, Hedrick 2005, Allendorf y Luikart 2007). Estos
coeficientes los calculé con el programa FSTAT 2.9.3 (Goudet et al. 2002).

Para evalu ar el aisla miento por distancia hice una prueba de Ma ntel (correla cién
parcial entre un grupo o conjunto de dos o tres matrices de distan cias), en el cual

utilicé la distancia genética de Cavallli- Sforza (Cavalli-Sforza y Edwards 1967). Dicha



distancia e s larepresentacion d e dos poblaciones  sobre la sup erficie de una
hiperesfera multidimensional, toma en cuenta las frecuen cias alélicas y no consid era
las mutaciones (Cavalli-Sforza y Edwards 1967). Ademas es una de las mejores
medidas para microsatélites en la construccién de arboles de distancia (Takezaki y Nei
1996). Cabe mencionar que este an alisis lo realicé para cad a poblacion detectada por
Geneland. Las distancias genéticas las estimé entre localidades para cada una de las
poblaciones, utiliza ndo GeneClass v.2 ( Piryetal. 20 04); obuve las distan cias
geograficas entre localidades (en km) para cada una de las poblacione s, medidas con
la herramienta Measure del progr ama Googl e Earth. Fin almente para el analisis de
Mantel con las dos matrices (gen  ética y geografica) utilicé el progr ama XLSTAT
2009.5.

La evaluacién a niveles jerarquicos (diferencia entre poblaciones y entre los individuos)
la hice por medio de un andlisis de varianza molecular (AMOVA; Excoffier et al. 1992),
con el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005), utilizando 30,000 permutaciones.
El AMOVA utiliza métodos permutacionale S no paramétricos par  a analizar la
distribucion de la varian za genética de manera j erarquica, mediante la particién de la
varianza en componentes de covar ianza. Con Arlequin evalué también la estruct ura
genética entre poblaciones con lo s estimadores pareados d e Fsr (Weir y Cockerham
1984, Michalakis y Excoffier 1996), con correccién de Bonferroni para cada una de las
comparaciones.

Finalmente construi un arbol de d istancias de Neighbour-Joining (N-J) con el
programa MEGA (Ta mura et al., 2007) a partir de las di stancias genética de Cavalli-
Sforza (Cavalli-Sforza y Edwards  1967) como forma de  ‘inspeccion ar’ la relaci 6n
genética existente entre las poblaciones. La estimacion de bootstrappin g se elaboré a
partir de los programas Seqgboot (R (replicas) = 10000), Gendist (M (analisis multiples)
=10000), Neighbor (grupo extern o = poblac i6n D y M=10000) y Consense, todos

implementados en Phylip version 3.69 (Felsenstein, 1989).



Resultados

Definicion de las poblaciones

El numero total de individuos utilizados en este estudio fue de 126 (109 muestras de

museo y 17 muestras frescas) (Fig. 1), de 76 localidades diferentes.
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Figura 1. Se muestran las 76 lo calidades de las 126 muestras de Oryzomys couesi y

en colores cada una de las poblaciones agrupadas por el programa Geneland.

Con el programa Geneland observé que de las 10 corridas realizadas, una de ellas fue
la de mayor probabilid ad posterior (29.9%) en la que se asignaron 11 poblaciones en
total (Figur a 2). Sine mbargo, porlagrane xtension ter ritorial y po rque algun as
localidades tuvieron pocos individuo s, hubo a lgunas difere ncias entre corridas, por lo
que separé dos grupos de localid ades, basa do en coherencia geografica, tipo de
vegetacion y de niumero de individuos. Asi, finalmente obtuvé 13 poblaciones (Figura 1
y Tabla 2), denominadas A, B, C... hasta M.
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Figura 2. Grafica que muestra el numero estimado de “poblaciones” a partir de

Geneland

Equilibrio de Hardy-Weinberg y ligaje de desequilibrio

En la prue ba de desv iacién d e e quilibrio de Hardy-Weinberg por| ocus por
poblacién (Anexo 6) se observo que sélo los loci Ory10 (para G), Ory 16 (J), Ory 21 (F
y J), Ory 28 (G), Ory 60 (B)y Ory 64 (F) est uvieron fuera de equilib rio con valo res
significativos (P< 0.05) después de correccion de Bonferroni. Los valores de Fs segun
Cockerman variaron entre -0.013 a 0.872 y se encontraron valores negativos para la
poblacion A (Ory 10, 16 y 64), B (Ory 10 y 21), C (Ory 40 y 64), D (Ory 16,21y 28), F
(Ory 3,26y 28),G(21 y 26), H(Ory 3, 21, 26, 28, 60),1 (26y 28), J ( Ory 26, 60), K (
26),L (Ory 26,40y 64)y M (Ory 21, 26,40,60)locu  al nos indica un exceso de
heterocigotos, ninguna de las 36 comparaciones posibles mostré liga je sign ificativo

después de correccion de Bonferroni (datos no mostrados).



Tabla 2. Se muestra cada individuo asignad o a la “poblacién“corre spondiente de

acuerdo al analisis de Geneland, asi como la | ocalidad a la que perte nece, nimero de

catalogo de museo, afio, tipo de tejido y lugar de procedencia.

#de
Poblacion N Estado Localidad Catalogo Latitud Longitud Tejido Afo Procedencic
A 5 Sinaloa La Angostura 14845 25.3781 -108.1300 Piel 1975 CNMA- IBIOL UN
Damasco
Sinaloa Cérdenas 14846 25.1981 -108.0911 Piel 1975 CNMA- IBIOL UN
Damasco
Sinaloa Cardenas 14847 25.1981 -108.0911 Piel 1975 CNMA- IBIOL UN
Arroyo de los
Nayarit bueyes 35073 21.8634 -104.7483 Piel 1991  CNMA- IBIOL UN
El colorado de
Nayarit la mora 35074 21.7100 -104.6483 Piel 1992 CNMA- IBIOL UN
B 4 Tamaulipas Matamoros 2229 258544 -97.5307 Higado 1985 ASNHC/ASK
Tamaulipas Soto la Marina 2199 25.8420 -97.4977 Higado 1985 ASNHC/ASK
Tamaulipas Soto la Marina 2197 25.8420 -97.4977 Higado 1985 ASNHC/ASK
Texas Los Fresnos 2764 26.0716 -97.4763 Higado 1985 ASNHC/ASK
C 4 Tamaulipas Ciudad Madero 2190 22.2475 -97.8481 Higado 1985 ASNHC/ASK
Tamaulipas Ciudad Madero 2192 22.2475 -97.8481 Higado 1985 ASNHC/ASK
Tamaulipas Ciudad Madero 2193 222475 -97.8481 Higado 1985 ASNHC/ASK
Tamaulipas Ciudad Madero 2195 222475 -97.8481 Higado 1985 ASNHC/ASK
Rancho el
D 3 San Luis Potosi Estribo 21128 224378 -99.3056 Piel 1984 CNMA- IBIOL UN
Rancho el
San Luis Potosi Estribo 22031 224378 -99.3056 Piel 1984 CNMA- IBIOL UN
San Luis Potosi  Salto del agua 3089 22.3413 -99.0386 Piel 1949 CNMA- IBIOL UN
E 1 Jalisco Autlan 12344 19.7681 -104.3625 Piel 1991 UAMI
F 11 Jalisco Melaque 6111 20.6793 -103.2668 Oreja 1981 MZFC
Jalisco Melaque 6127 20.6793 -103.2668 Oreja 1981 MZFC
Puente de
Guerrero Lugardo 3263 17.3420 -100.2520 Oreja 1984 MZFC
Puente de
Guerrero Lugardo 3262 17.3420 -100.2520 Oreja 1984 MZFC
Guerrero Nueva Delhi 3269 17.4200 -100.2040 Oreja 1984 MZFC
Guerrero Nueva Delhi 3268 17.4459 -100.1801 Oreja 1984 MZFC
Guerrero Faisanal 3274 17.4140 -100.2090 Oreja 1984 MZFC
Guerrero Jolotichan 6726 16.7592 -98.6853 Oreja 1980 MZFC
Guerrero Jolotichan 6730 16.7956 -98.7117  Oreja 1980 MZFC
San Luis
Guerrero Acatlan 6725 16.8077 -98.7278 Oreja 1980 MZFC
Venustiano
Michoacan Carranza 999 20.1181 -102.6917 Piel 1978 UAMI
G 22 Michoacan Playa azul 1749 17.9804 -102.3499 Piel 1985 ASK
Michoacan Playa azul 1750 17.9804 -102.3499 Higado 1985 ASK
Michoacan Playa azul 1752 17.9804 -102.3499 Higado 1985 ASK
Michoacan Playa azul 1755 17.9804 -102.3499 Higado 1985 ASK
Michoacan Playa azul 1756 17.9804 -102.3499 Higado 1985 ASK
Michoacan Playa azul 1757 17.9804 -102.3499 Higado 1985 ASK
Michoacan Playa azul 1758 17.9804 -102.3499 Higado 1985 ASK
Michoacan Playa azul 1760 17.9804 -102.3499 Higado 1985 ASK
Michoacan Playa azul 1765 17.9804 -102.3499 Higado 1985 ASK
Colima Queseria 1916 19.3867 -103.5715 Higado 1985 ASK
Colima Queseria 1917 19.3867 -103.5715 Higado 1985 ASK
Colima Alzada 2036 19.2500 -103.5167 Higado 1985 ASK
Colima Tecoman 2103 18.9129 -103.8721 Higado 1985 ASK
Colima Cuyutlan 2123 18.9295 -104.0652 Higado 1985 ASK



Colima Cuyutlan 2124 18.9295 -104.0652 Higado 1985 ASK

30 km de
Colima Manzanillo 2141 19.2755 -104.1399 Higado 1985 ASK
18 km de
Colima Manzanillo 2164 19.1953 -104.2228 Higado 1985 ASK
18 km de
Colima Manzanillo 2165 19.1953 -104.2228 Higado 1985 ASK
Chiapas Cintapala 231 16.5278 -94.1844 DNA 1995 ECO-SC-M
Puebla Atlepeltzingo 8102 18.7061 -98.4872 Piel 1986 UAMI
Puebla Atlixco 8103 18.8356 -98.4042 Piel 1986 UAMI
Puebla Tepexco 9503 18.6369 -98.6458 Piel 1988 UAMI
San Pedro
Hidalgo Huazalingo 5902 20.9799 -98.5075 Oreja 1992 MZFC
San Pedro
Hidalgo Huazalingo 5901 20.9799 -98.5075 Oreja 1992 MZFC
Hidalgo Chapulhuacan 13850 21.1789 -98.8958 Piel 1995 UAMI
Hidalgo Otongo 13853 20.9647 -98.7058 Piel 1995 UAMI
Hidalgo Pisaflores 13855 21.2006 -99.0061 Piel 1993 UAMI
San Luis Potosi Xilitla 16243 21.3843 -98.9904 Piel 2003 UAMI
San Bartolomé
Oaxaca Ayautla 38101 18.0306 -96.6997 Piel 1990 CNMA- IBIOL UN
Puebla Ajalpan 5276 18.3333 -97.2833 Piel 1984 UAMI
Veracruz Tlapacoyan 13869 19.9211 -97.2747 Piel 1994 UAMI
Veracruz La Mancha 7654 19.6377 -96.3981 Higado 2003 LSUMZ
Veracruz La Mancha 7655 19.6377 -96.3981 Higado 2003 LSUMZ
Veracruz La Mancha 7656 19.6377 -96.3981 Higado 2003 LSUMZ
Veracruz Coscomatepec 13858 19.1006 -97.0308 Piel 1994 UAMI
Veracruz Orizaba 13861 18.8933 -97.0069 Piel 1994 UAMI
Veracruz Achotal 7796 17.7955 -95.1142 Higado LSUMZ
Veracruz Achotal 7797 17.7955 -95.1142 Higado LSUMZ
Veracruz Balzapote 6737 18.6000 -95.0665 Oreja 1984 MZFC
Veracruz Balzapote 6734 18.6000 -95.0665 Oreja 1984 MZFC
Oaxaca Cuicatlan 38103 17.6347 -96.8986 Piel 1990 CNMA- IBIOL UN
Puebla Axutla 4909 18.1842 -98.3842 Piel 1983 UAMI
Chiapas Ocosingo 225 16.7667 -91.1333 DNA 1994 ECO-SC-M
Chiapas Ocosingo 223 16.7667 -91.1333 DNA 1994 ECO-SC-M
Chiapas Ocosingo 224 16.7667 -91.1333 DNA 1994 ECO-SC-M
Ruinas de
Tabasco Acalan 135 17.7667 -91.2833 Higado 1985 ASK
Ruinas de
Tabasco Acalan 136 17.7667 -91.2833 Higado 1985 ASK
Ruinas de
Tabasco Acalan 141 17.7667 -91.2833 Higado 1985 ASK
Ruinas de
Tabasco Acalan 153 17.7667 -91.2833 Higado 1985 ASK
Ruinas de
Tabasco Acalan 143 17.7667 -91.2833 Higado 1985 ASK
Quintana Roo Rio Bravo 29961 18.3481 -88.9414 Higado 1990 ASNHC
Quintana Roo Rio Bravo 29962 18.3481 -88.9414 Higado 1990 ASNHC
Quintana Roo Tres garantias 7188 18.2333 -89.0167 Higado 1990 ASNHC
Quintana Roo Tres garantias 7187 18.2333 -89.0167 Higado 1990 ASNHC
Quintana Roo Kohunlich 7173 18.4201 -88.7865 Higado 1990 ASNHC
Belice Big Falls 583074 17.5059 -88.5829 Piel 1985 Smithsonian
Guatemala Izabal 565124  15.1162 -89.5591 Piel 1984 Smithsonian
Guatemala Guanagazapa 565129  14.1892 -90.6959 Piel 1984 Smithsonian
Honduras Copan 565477 14.7752 -88.7736 Piel 1987 Smithsonian
Honduras Lempira 565478  14.4202 -88.6054 Piel 1987 Smithsonian
Nicaragua Nueva Fegovia 555693  13.8174 -86.0359 Piel 1990 Smithsonian

Nicaragua El Recreo 337782 121718 -84.3190 Piel 1963 Smithsonian



Campeche Calakmul 37343 18.1000 -89.8000 DNA 1994
K 27 Campeche El Remate 31708 20.5070 -90.3842 DNA 1990
Campeche El Remate 31711 20.5069 -90.3842 DNA 1990
Campeche Champotén 30753 19.0500 -91.1000 DNA 1989
Campeche Champotén 30751 19.0500 -91.1000 DNA 1989
Tabasco El Triunfo 2514 17.9618 -92.9878 Higado 1985
Tabasco El Triunfo 2516 17.9618 -92.9878 Higado 1985
Tabasco El Triunfo 2517 17.9618 -92.9878 Higado 1985
Tabasco El Triunfo 2518 17.9618 -92.9878 Higado 1985
Tabasco El Triunfo 2527 17.9618 -92.9878 Higado 1985
Campeche Centla 30752 18.6833 -92.4333 DNA 1988
Yucatan Las Coloradas 7194 21.6100 -87.9862 Higado 1990
Yucatan Las Coloradas 7195 21.6100 -87.9862 Higado 1990
Laguna
Yucatan Becanchen 6273 19.8216 -89.3380 Higado 1989
Yucatan Las Palmas Oc02 21.1322 -90.0083 Oreja 2006
Yucatan Las Palmas Oc24 21.1322 -90.0083 Oreja 2006
Yucatan Las Palmas Oc28 21.1322 -90.0083 Oreja 2006
Yucatan Las Palmas 0Oc29 211322 -90.0083 Oreja 2006
Yucatan Las Palmas Oc31 211322 -90.0083 Oreja 2006
Yucatan Las Palmas Oc1 21.1322 -90.0083 Oreja 2006
Camino a las
Yucatan Coloradas Oc13 21.5764 -88.0753 Oreja 2006
Camino a las
Yucatan Coloradas Oc15 215764 -88.0753 Oreja 2006
Camino a las
Yucatan Coloradas Oc1bis 21.5764 -89.0753 Oreja 2008
Camino a las
Yucatan Coloradas Oc3 215764 -89.0753 Oreja 2008
Camino a las
Yucatan Coloradas Oc4 21.5764 -89.0753 Oreja 2008
Camino a las
Yucatan Coloradas Oc2 215764 -89.0753 Oreja 2008
La
Chiapas independencia 493 16.2521 -92.0215 DNA 1996
Maravilla
Chiapas Tenejapa 1319 16.1911  -91.3081 DNA 2002
L 5  Cozumel Mazcaitns 1 30c 204481 -86.8561 Cola 200°
Cozumel Potabilizadora1  200c 205377 -86.8956  Cola 2006
Cozumel CAPAeje8c8N  110c 204281 -86.9222 Sangre 2007
Cozumel Manglar 1 340 20.5515 -86.9161 Sangre 2007
Cozumel Faro 300 20.2726 -86.9880 Sangre 2007
M 3 Costa Rica San José 1828 9.5144  -83.7008 Higado 1984
Costa Rica Puntaneras 1830 9.0847 -83.5747 Higado 1984
Costa Rica Puntaneras 1831 9.0847 -83.5747 Higado 1984

CNMA- IBIOL UN
CNMA- IBIOL UN
CNMA- IBIOL UN
CNMA- IBIOL UN
CNMA- IBIOL UN
ASK
ASK
ASK
ASK
ASK
CNMA- IBIOL UN
ASNHC
ASNHC

ASNHC

ASK y ASNHC (Ange lo Sta te Natural H istory Co llection); ECO-SC-M (Colegio F rontera Sur); MZFC
(Museo d e Z oologia Alfons o L. Herrera, F acultad de C iencias); CNMA-BIOL (Col eccion N acional de
Mamiferos- Instituto de Biol ogia UNAM); LSUMZ (Louisiana State Univ ersity Mus eum Z oology); UAM-I
(Coleccion de Mamiferos de la Sierra Volcanica Transversal de México-Universidad Autonoma de México

plantel Iztapalapa); |IE (Instituto de Ecologia).



Diversidad genética

Los nueve microsatélites utilizados en este analisi s fueron polimérficos para todas las
poblaciones, con 156 alelos en total. Se encontraron 31 alelos privados; la poblacid n
que presentd un mayor numero de alelos priv  ados fue J (Ory3, un alelo; Ory10, 3;
Ory28, 1; Ory 40, 3; Ory 60, 1y Ory 64 3). Las poblaciones que no presentaron alelos
privados fueron B, E, F e I.

También se encontré u n alto nimero de alelo s porlocu s (22 a 27; Ta bla 3).
Cabe mencionar que para cada una de las poblaciones el n umero de alelos por locus
observado fue desde dos (las p oblaciones con pocas localidades y nimero de
individuos) hasta 16 alelos (pobla ciones con varias localidades y varios individu 0s)
(Tabla 3). Los valores de heterocigocidad o bservada y esperada fueron altos en
general para todas las poblaciones; la poblacion F fue la que present ¢ valores mas
bajos de heterocigocida d observada y los valo res mas altos fueron en la poblacion J
(Tabla 3). Los valores promedio de diversidad genéticad e Nei fueron relativamente
altos, entre 0.604 - 0.851 por locus; Los valores por poblacion variaron entre 0.556 y
0.868 (Tabla 3).

Tabla 3. Valores de diversidad genética por poblacion por locus y para el total de las

poblaciones de Oryzomys couesi.

Locus
Poblacién Ory3 Oryl0 Oryl6 Ory21 Ory26 Ory28 Ory40 Ory60 Ory64 Promedio
A Na 7 6 8 6 6 6 4 6 2 5.667
Ne 6.3 4.5 71 4.2 5.0 5.0 3.6 5.0 2.0 4.742

Ho 0.800 1.000 1.000 0.800 0.600 0.800 0.800 0.800 1.000 0.844
He 0.840 0.780 0.860 0.760 0.800 0.800 0.720 0.800 0.500 0.762
Hyer 0.933 0.867 0956 0.844 0.889 0.889 0.800 0.889 0.556 0.847

AP 1
B Na 5 5 3 3 3 4 4 6 3 4.000
Ne 4.0 4.5 1.7 2.1 2.1 29 3.6 5.3 1.7 3.104

Ho 0500 1.000 0.500 0.750 0.250 0.500 0.750 0.750 0.250 0.583
He 0750 0.778 0406 0531 0.531 0.656 0.719 0.813 0.406 0.621
HNg 0.857 0.933 0.464 0.607 0.607 0.750 0.821 0.929 0.464 0.715

AP
C Na 5 5 3 7 3 5 4 4 3 4.333
Ne 4.6 3.2 2.1 6.4 1.7 4.6 29 29 25 3.427

Ho 0.750 0.750 0.500 0.750 0.250 0.750 1.000 0.750 0.750 0.694
He 0.781 0.688 0.531 0.844 0.406 0.781 0.656 0.656 0.594 0.660
HNg 0.893 0.786 0.607 0.964 0.464 0.893 0.750 0.750 0.679 0.754
AP 1
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HNEg
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Ne
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He

4
3.0
0.667
0.667
0.800
1
1
1.0
0.000
0.000
0.000

5.4
0.909
0.814
0.853

54
0.773
0.816
0.835

5.2
1.000
0.809
0.856

4.2
0.600
0.760
0.844

13
9.2
0.815
0.891
0.908

4.9
0.778
0.796

3
2.6
0.667
0.611
0.733

1.0
0.000
0.000
0.000

1.6
0.182
0.388
0.407

1.8
0.227
0.456
0.466

2.5
0.444
0.599
0.634

5.0
0.400
0.800
0.889

18
11.1
0.778
0.910
0.927

15
9.5
0.741
0.895

4
3.6
1.000
0.722
0.867

1.0
0.000
0.000
0.000

2.1
0.909
0.533
0.558

14
9.0
0.773
0.888
0.909

2.5
0.667
0.593
0.627

4.2
0.600
0.760
0.844

10
4.9
0.778
0.795
0.810

4.9
0.519
0.798

4
3.6
1.000
0.722
0.867
1
2
2.0
1.000
0.500
1.000

1.6
0.091
0.384
0.403

13
5.7
0.909
0.825
0.845

5.1
0.889
0.802
0.850

3.8
0.200
0.740
0.822

16
8.1
0.667
0.877
0.893

13
9.1
0.778
0.890

5
4.5
1.000
0.778
0.933
1
1
1.0
0.000
0.000
0.000

2.0
0.636
0.504
0.528

12
4.4
0.818
0.774
0.792

1.8
0.556
0.457
0.484

3.1
1.000
0.680
0.756

10
2.8
0.667
0.646
0.658

10
1.8
0.481
0.441

5
4.5
1.000
0.778
0.933

2.0
1.000
0.500
1.000

3.7
0.818
0.731
0.766

5.0
0.591
0.801
0.819

4.9
0.889
0.796
0.843

2.9
0.800
0.660
0.733

11
8.1
0.852
0.877
0.893

5.5
0.815
0.818

2
2.0
1.000
0.500
1.000

2.0
1.000
0.500
1.000

1.5
0.182
0.318
0.333

2.3
0.409
0.567
0.580

5.6
0.778
0.821
0.869

4.5
0.800
0.780
0.867

16
9.3
0.808
0.893
0.910

10
7.0
0.667
0.857

4
3.0
0.667
0.667
0.800

2.0
1.000
0.500
1.000

5.3
0.818
0.810
0.848

11
7.3
0.818
0.864
0.884

5.8
1.000
0.827
0.876

6.3
0.800
0.840
0.933

13
9.7
0.926
0.896
0.913

12
8.1
0.852
0.877

3
2.6
1.000
0.611
0.733

2.0
1.000
0.500
1.000

2.2
0.091
0.541
0.567

1.5
0.045
0.340
0.348

3.2
0.556
0.691
0.732

5.0
0.800
0.800
0.889

14
8.4
0.778
0.881
0.897

10
7.3
0.778
0.863

3.778
3.260
0.889
0.673
0.852

1.556
1.556
0.556
0.278
0.556

5.222
2.825
0.515
0.558
0.585

9.333
4.729
0.596
0.703
0.720

6.778
4.066
0.753
0.711
0.752

5.444
4.338
0.667
0.758
0.842

13.444
7.951
0.785
0.852
0.868

10.778
6.470
0.712
0.804



HNg 0.811 0.912 0.813 0.907 0449 0.834 0.874 0.894 0.879 0.819
AP 1 1

L Na 5 5 6 5 2 7 3 2 5 4.444
Ne 3.1 3.6 5.0 3.6 1.5 5.6 1.9 1.5 3.1 3.193
Ho 0.600 0.800 0.800 0.800 0.400 0.600 0.600 0.000 0.800 0.600
He 0.680 0.720 0.800 0.720 0.320 0.820 0.460 0.320 0.680 0.613
HNg 0.756 0.800 0.889 0.800 0.356 0.911 0.511 0.356 0.756 0.681
AP 2

M Na 3 4 6 3 5 3 4 5 5 4.222
Ne 2.6 3.0 6.0 2.0 4.5 3.0 3.0 4.5 4.5 3.675
Ho 1.000 0.667 1.000 0.667 1.000 1.000 1.000 1.000 0.667 0.889
He 0.611 0667 0833 0500 0.778 0.667 0.667 0.778 0.778 0.698
HNg 0.733 0.800 1.000 0.600 0.933 0.800 0.800 0.933 0.933 0.837
AP 1 2 1

Total Na 6.3 6.8 6.0 6.7 55 5.8 5.8 6.8 5.0 6.077
Ne 4.5 4.2 4.2 4.4 2.8 4.4 3.8 5.1 3.5 4.103
Ho 0.707 0.589 0.696 0.715 0.589 0.801 0.753 0.783 0.655 0.699
He 0.709 0638 0655 0.700 0.547 0.745 0.651 0.742 0.630 0.668
HNEI 0775 0.704 0.719 0.800 0.604 0.851 0.778 0.847 0.726 0.756
Na: Alelos obse rvados; Ne: Alelo s esperado s; H,: Heterocigocidad observad a; Heg:

Heterocigocidad esperada; Hyg: Heterocigocidad corregida de Nei; AP: alelos privados.

Estructura genética

Respecto a los estadi sticos F de Wright, los valores positivos de F s indican una

deficiencia de heterécigos para los loci excepto para Ory 2 6 (exceso de heterocigo s).

Los valores de

frecuencias alélicas.

Tabla 4. indices de fijacién de Weir y Cockerham (1984)

FIS FST I:IT
Ory 3 0.075 0.030 0.103
Ory 10 0.231 0.132 0.332
Ory 16 0.099 0.069 0.162
Ory 21 0.146 0.083 0.217
Ory 26 -0.021 0.183 0.166
Ory 28 0.080 0.019 0.098
Ory 40 0.146 0.151 0.275
Ory 60 0.052 0.032 0.082
Ory 64 0.208 0.151 0.328
Total 0.196 0.093 0.114

Fst variaron de 0 .019-0.151, es decir q ue hay diferencia en

las



Las pruebas de Mant el por poblacion mostraron que no existe una
correlacion entre la distancia genética y la geog réfica, ya que de las ocho poblacion es
evaluadas (no se evalu aron las otr as cinco poblaciones por falta de datos), sélo una
presento una correlacién negativa significativa.

La diferenciacién genét ica entre la s poblacion es basada en Fsy vario de
0.044-a 0.311, donde solo 25 de las 78 compa raciones (21.8%) fueron significat ivas
después de correccion de Bonferroni. De acuerdo con la literatura, se  ha reportado
que los valores de Fst entre 0-0.05 indican p oca diferen ciacién, de 0.05- 0.15 una
diferenciacion intermedia y de 0.15 a 0.25 alta diferenciaciéon (Wright, 1978; Ballouex y
Lugon-Moullin, 2002), p or lo tanto | as poblacio nes con mayor diferenciacién fuero n
entre F (Jalisco, Guerrero, Michoacan) y L (isla Cozumel) (F st=0.311), sequida de G
(Michoacan, Colima, Chiapas y Puebla) y L (isla Cozumel) (F st= 02.44); las de men or
diferencia fueron entre la poblacié n H (Hidalgo, San Luis Potosi, Oaxaca, Puebla y
Veracruz) y J (Veracru z, Oaxaca, Puebla, Chiapas, Taba sco, Quintana Roo, Belice,
Guatemala, Honduras, Nicaragua y Campeche (Fst=0.011)y entre H (Hidalgo, San
Luis Potosi , Oaxaca, Pueblay Veracruz)y K(Ca mpeche, Tabasco, Campec he,
Yucatan y Chiapas) (Fst= 0. 039) (Tabla 5 y Figura 1).

Tabla 5. Valores pareados de Fsr entre las poblaciones de Oryzomys couesi.

A B C D E F G H I J K L
A -
B 0.1405 -
C 0.1340 0.0908 -
D 0.0445 0.0934 0.1346 -
E 0.0882 0.2334 0.1153 0.1397 -
F 0.2109 0.2229 0.2696 0.2132 0.2461 -
G 0.1064 0.1293 0.1700 0.1067 0.1333 0.0903 -
H 0.1081 0.0928 0.0579 0.0926 -0.042 0.1555 0.0894 -
I 0.0799 0.0805 0.0456 0.0700 0.0449 0.2125 0.1241 0.0508 -
J 0.0643 0.0558 0.0433 0.0516 0.0362 0.1406 0.0974 0.0445 0.0129 -
K 0.0874 0.0596 0.0437 0.0775 0.0716 0.1866 0.1318 0.0485 0.0216 0.0113 -
L 0.1793 0.2014 0.1629 0.1916 0.1758 0.3114 0.2436 0.1536 0.1015 0.0923 0.0769 -
M 0.0829 0.1087 0.1124 0.0729 0.1570 0.1590 0.1204 0.1032 0.0056 0.0388 0.0783 0.1691

Valores significativos en negritas (P< 0.05)



El analisis de varianza molécular (AMOVA) para todas las poblaciones
basado en Fst, mostré que la variacién entre p oblaciones y entre individuos dentro de
las poblaciones fue baja (9.2%, P< 0.001; 10.1%, P< 0.001), pero significativas, y que
el mayor porcentaje esta dado dentro de los individuos (80.7% P< 0.001) (Tabla 6).

Tabla 6. AMOVA con base en valores de Fst

Sumade Componentes de % de
Variacion g.l cuadrados la varianza variacién P

Entre las poblaciones 12 122.9 0.35291 Va 9.16 0.00000
Entre los individuos dentro de
las poblaciones 113 439.592 0.38954 Vb 10.11  0.00000
Dentro de los individuos 126 392 3.11111 Vc 80.73  0.00000
Total 251 954.492 3.85356
indice de fijacion Fst=0.09158

De acuerdo al arbol de Neig hbour-Joining se observa una cierta

concordancia geografica entre las poblacione s, aunque con bajar esoluciéon, no
inesperada dado que son microsatélites y que las poblaciones estan muy ampliamente
distribuidas (Figura 3). Pueden apreciarse dos grupos de  poblaciones: el grupo mas
‘basal’ (poblaciones B-D y A-F-G), que tienen una distribucién nortefia (las primeras) y
alo largo d el Pacifico norte y centro (las segu ndas). El ot ro grupo lo conforman las
poblaciones M-I y L-K-J, distribu idas en el centro y del  sur-sureste (hasta Centro

América); la poblacién H es preponderantemente central (Figura 1y 3).



J [Veracniz, Davaca, Pushla, Chispas, Tabasco, Campache, Quintana Roo, Balice, Guatamala
Honduras y Micaragua)

K (Campechs, Tabasco, Yucatany Cliapas)

L (Comumal)

| [Veracnz)

M (costaRica)

C [Tamaulipas)

E {Jehsco)

H {Hidalgo, San Luis Potosi, Oanaca, Puebla y Veracngz)

A (sinaloay Nayarit

F {Jalisto, Guemena y Michoacan)

G (Michoacan, Colma, Chiapas y Pusbla)

B {Temaulipes y Texas)

D {San Luis Pokosf)

0.05

Figura 3. Arbol de Neighbour-Joining de distancias genéticas de Cavalli-Sforza entre

las poblaciones de Oryzomys couesi.



Discusioén

A pesar de que Oryzomys couesi tiene una amplia distr ibucién en Méxicoy q ue
presenta poblaciones abundantes en algunas zonas del p ais, ha sido poco estudiado
ecoldgica y genéticamente. Asi, este trabajo representa el primer estudio genético vy
filogeografico de esta especie, el cual incluye el andlisis de individuos no sélo de

México sino de todo Centro América, es decir, de su distribucién completa.

Diversidad y estructura genética

Se observé que algunos loci de microsatélites, para algunas poblaciones, estuvieron
fuera del equilibrio de H-W debid o a una de ficiencia de heterécigo s. Unade las
posibles causas de dicha deficiencia puede se rla presencia de alelos nulos, ya que
estos pueden no a mplificar al mo mento en el que se lleva acabola PCR (Selkoe y
Toonen, 2006). RES Por otro lado, al haber considerado grupos de individuos como
una poblaciéon a una escala grande como la utilizada en est e estudio, se esperan mas
homdécigos bajo el equ ilibrio de H- W; a este exceso de homodcigos en poblacio nes
subdivididas o sube structuradas se le llama “efecto Wahlund” (Trizio et al., 200 5;
Selkoe y Toonen, 2006).

A pesar de tenerunt amafo de muestra pequefio y co nsiderando la amplia
distribucion, las poblaciones de  O. couesi pre sentaron niveles altos de diversidad
genética: todas las poblaciones fueron polimorficas y el numero de alelos promedio por
locus fue alto (17); la poblacion que tuvo el mayor numero de ale los privados fue J,
probablemente relacionado con el hecho de que es la de mayor tamafio y que incluye
individuos de localidade s que van desde el centro de Mé xico hasta Centroaméri ca
(Figura 1), Asimismo, la heterocig ocidad observada fue alta ( 0.698 en promedio) y no
vario entre poblacione s ( 0.515a 0.889). La poblacion con el valor mas alto de
heterocigosidad fue nu evamente. Los valores de heterocigocidad esperada también
fueron altos ( 0.558-0.852), los cuales son co mparables con lo repo rtado para esta
misma especie (O.couesi cozumelae He = 0.639-0.792, Vega et al., 2007; O. couesi He
= 0.509-0-660, Vazque z-Dominguez et al., 2009) y para ot ros roedores de la familia
Muridae ( Microtus oeconomus, Hg = 0.570-0.760, Van de Zande et al., 20 00;
Peromyscus polionotus niveiventris, He = 0.560-0.880, Degner et al., 2007).

Los resultados también mostraron una estructuracién significativa para algunas
de las pob laciones estudiadas (T abla 5); la mayor diferenciacién fue entre las
poblaciones F (Jalisco, Guerrero, Michoacan) y L (isla Cozumel) (Fst=0.311), seguida

de G (Michoacan, Colima, Chiapa sy Puebla)yL (isla Cozumel) (F s7=0.244); en



contraste, las que presentaron una similitud mayor fueron | as poblaciones H (Hidalgo,
San Luis Potosi, Oaxa ca, Pueblay Veracru 2z)yJ (Ve racruz, Oaxaca, Chiapas,
Tabasco, Campeche, Quintana Roo, Belice, Gu atemala, Honduras, Nicaragua). No es
sorpresa g ue Cozumel se difere  ncie fuerte mente, dado el aisla miento de esa
poblacion, tal que le m erece estatus de sube specie (O. couesi cozumelae). Lo que
resulta interesante es q ue se difere ncia mas d e las pobla ciones que se distribuyen
preferentemente a lo largo del Pacifico (F y G), en compar acién con las del centro y
norte. Asimismo, las poblaciones mas similares son aquellas incluidas en este largo
“cinturén” (poblacién J) que recorre desde el sur de Centro Ameérica, alolargod e
Chiapas y Oaxaca, hacia el centr o (Hidalgo, San Luis P otosi y Puebla) y termina en
Veracruz por el Golfo de Mé xico. Hay diversos eventos geograficos y geoldé  gicos
posiblemente asociados con esta distribucion, que se discuten mas adelante.
Finalmente, no se en contrd una correlacion  significat iva entre la  distancia
genética y la distancia geografica al evaluar cada una de las pobla ciones, lo cual es
similar alo encontrado en un estud io de O. couesi de la p eninsula de Yucatan (en
poblaciones de Campeche, Yucatan, Quintana Roo y Chiapas; Vazquez-Dominguez et
al., 2009). Asimismo, los resultado s de AMOVA corroboran la alta d iversidad genética
de O. couesi en su area de distribucion, ya que el mayor porcentaje de variabilidad
estd dado dentro de los individuos ( 80.7%), es decir que la mayoria de los individu os
son diferentes genética mente, contrario a lo g ue encontraron Vazquez-Domingue z et
al. (2009), donde el ma  yor po rcentaje de variacion se observo dentro de la ]
poblaciones (92.1%), lo mismo g ue lo reportado por Vega et al., (2007) para isla
Cozumel (97.1%). Cabe mencionar que en estos dos casos, se analizaron poblaciones

con mayor numero de individuos y/o con una distribucién mas pequena.

Filogeografia, biogeografia y geologia

La distribucién geografica de  las especies e s result ado, entre otro s, de event os
geoldgicos y climaticos, por lo tanto éstos nos pueden ayudar a entender los procesos
de diversificacion de las mismas. Dichos eventos marcan los limites de su distribucion,
los cuales ademas pueden repetirse en diferentes taxones, dando como resultado un
patrén. Considerando lo anterior, Morrone et al. (2001) proponen lo que denominan

provincias b iogeograficas, como la unidad basica de la jer arquia biog eografica q ue
permite categorizar las areas geografias en términos de su biota (Escalante, 2009). Es
interesante que nuestro s resultado s muestran cémo las poblacione s de O. couesi,
determinadas con base en el analisis combinado de distribucion genética y geografica

(Geneland), tienen con cordancia con las provincias b iogeograficas pr opuestas p or



Morrone et al. (2001). Asi, las poblaciones de O. couesi se encuentran dentro de 15 de
estas provin cias; la pob lacién A se encuentra en la provin cia Pacifico Mexicana, la
poblacion B en Tamaulipas, C en el Golfo Mexicano, D en |la Sierra Madre Oriental, E
en la Costa Pacifico Mexicana, F en el Eje Neovolcanico y Costa Pacifico Mexicana, G
en la Costa Pacifico Mexicana y Depresién del Balsas, H en la Sierra Madre Oriental y
Sierra Madre del Sur, | en el Golfo de México, K en el Golfo de México y Peninsula de
Yucatan, J (una de las poblaciones mas grandes) en la Depresién del Balsas, Golfo de
México, Chi apas y Oriente de Amé rica Central, y finalmente M en la provincia del
Occidente del Istmo de Panama.

Por otro lado, a pesar de no haber obtenido un patrén filogeografico muy claro,
dado que los microstélites no tie nen la suficiente resolucién para dete ctar eventos de
gran antigl edad como es posible con al ADN mitocondrial, si se observa que la
diferenciacion de algu nas de la s poblacione s estd a sociada a ciertos eventos
geoldgicos de gran envergadura d e la region. En el arbo | de neighbor-joining ( NJ;
Figura 3) se observan dos grandes grupos, el primero que incluye el mayor nimero de
localidades distribuidas predominantemente en todo el sur de México, todo Centro
América, parte del centro del pais y hacia el Go Ifo de México (J, K, L, I, M, C, Ey H),
separadas de otro gran grupo ubicado a lo la rgo del Pacifico (A, F y G). Dos gru pos
mas pequefios que incluyen a San L uis Potosi, Hidalgo, Jalisco y Oaxaca (Ey H)y el
mas nortefio con poblaciones de San Luis Potosi, Tamaulipas y Texas (B y D).

La poblaciéon J estd in cluida dentro de amplias formaciones geoldgica s tales
como la Sierra Madre Oriental, la cual se origind en el Eoceno, asi como el istmo de
Panama qu e se formo6 de manera gradual y terminé de consolid arse hace 3. 5-3
millones de afos (ma) (Coates y Obando, 1996), el cual representd una conexion entre
dos masas continentales (Norte  y Suda meérica), conocido también como pue nte
Panama y q ue permitié el gran inter cambio biético (GABI) (Marshall et al., 1979). Sin
embargo, el movi miento o intercambio comenzo previo a la formacion del puente, ya
que hubo conexiones temporales durante el Mioceno tardio (Garcia-Moreno et al.,
2004). Asimismo, en Centroamérica hubo grandes eventos geolégicos com o el
surgimiento de las motanas entre Chiapas y Gu atemala hace 7.7 ma (Devitt, 2006), la
formacion del nticleo m ontafioso d e Centroamérica en el Cretacico, dividiendo toda
esta zona en dos (Pacifico y Golfo), ademas de la cordillera Talamanca en Costa Rica
que separ6 esta zona e n norte y su r. Otro factor a consider ar en cuanto a que exi ste
una relacion entre las poblaciones de Chiapas, Tabasco, Campeche, Quintana Roo y
Belice (poblacién J), es el hech o, mas reciente en la historia de esta especie, de la
conexién de vegetacién que ha ha bido entre estos sitios; de hecho, actualmente el

mayor conjunto de areas naturales protegid as (Reserva de la Bi osfera Calakmul,



Reserva de la Biosf era Montes Azulesy la Reserva de la Bio sfera Maya) se
encuentran en esta zona.

Dentro de | a poblacion K hay dos local idades (la Indepe ndenciay Maravilla
Tenejapa) perteneciente s a Chiapas, las cuale s asuvez estan separadas de las
localidades Ocosingo del mismo estado y Ruinas de A calan en Tabasco. Dicha
separacion esta asociada al rio Usumacinta, q ue funciona como barrera para diversas
especies de flora y fau na; por ejemplo, se ha documentado filogeogr &ficamente que
dicha barrera separa a poblaciones del roedor Ototylomys phyllotis (Garcia-Gutiérrez y
Vazquez-Dominguez, en prep.). A su vez, la formacion de cadenas montafiosas y la
erupcion de volcanes e n el norte de Chiapas se recono ce como una barrera para
diversas especies de roedores, y que puede explicar el escaso numero de especies de
la familia Muridae en la peninsula de Yucatan (11 especi es; Medinilla et al., 20 06),
familia que tuvo su mayor diversificacion en Sudamérica y se distribuyé hacia el norte
a través desde el Plioceno y mas tarde por el puente Panama. Oryzomys es uno de los
géneros que migraron hacia México y que se distribuye en todo el su reste mexicano.
La separacion observada en este estudio de las dos poblaciones en la peninsula hace
suponer que no hay flujo genético, sin embargo, hay que tomar en cuenta que no hay
muestreos en el centro de la peninsula (entre  Yucatdany Quintana Roo y la costa);
evaluar poblaciones en esta zona ayudaria a explicar con mayor detalle lo que e sta
pasando con las poblaciones de O. couesi en esta region.

De acuerdo con el arbol de NJ la poblacion de Cozumel (L) estéd cercanamente
relacionada con las poblaciones J y K, las cuales incluyen todas las localidades de la
peninsula de Yucatan. El origen d e la pobla cién islefia de O. couesi de Cozumel es
resultado de varios e ventos de colonizacién continente-isla, desde la peninsula (Vega
et al., 2006).

El istmo de Tehuantepec se reco noce como una zona de alta co mplejidad
biogeografica (Ferrusquia-Villafranca, 1993), donde hubo varios even tos tecténicos,
fluctuaciones en el nivel del mar y un levantamiento continental que unié a México con
América Central durante el Plioceno-Pleistoceno. Se sabe que el istmo funcioné como
corredor para algunas e species, mientras que representd u na barrera para otras. Por
un lado permitio la dispersién de especies sigu iendo dos caminos, uno por el Pacifico
sur, hacia Chiapasy Oaxaca, y el otro hacie el Golfo de México hacia Tabascoy
Veracruz; e llo puede a preciarse en las pobla ciones G, J y Kde O. couesi. Sin
embargo, en el caso del roedor Ototylomys phyllotys el istmo actué6 como barrera,
donde esta especie tiene el limite norte de su d istribucion (Gutiérrez-Garcia y

Vazquez-Dominguez, en prep.).



El Eje Neo volcanico Transversal (ENT) se o rigind entre el Mioceno y el
Plioceno (B yerly, 1991 ), y ha sido ampliamente reconocido com 0 una barrera
geografica que ha determinado la diversificacion de especies y diferenciaciéon de
poblaciones de gran variedad de ta xones. Por ejemplo, Mulcahy y Men delson (2000)
encontraron dos grupos monofileticos para Bufo vallicep en el Golfo de México, u no
hacia el nor te del eje neovolcanico y el otro al sur, resu Itados que coinciden con lo
encontrado para reptiles y mamiferos por Pére z-Higareda y Na varro en 1980. En O.
couesi observamos que las muestras de Veracruz (Cosmotepec, Orizaba y la Man cha)
forman una sola poblacién (1) que se encuentra justo en el ENT y se relaciona con las
poblaciones K, J y M (sureste y peninsula de Yucatan y Centroamérica). El aislamiento
de la poblacion C (sur de Tamaulipas) muy probablemente esté asociado al ENT el
cual pudo haber funcionado como barrera a partir de la cual se d iferenciaron las
poblaciones del norte d e las del sur. Un muestreo a lo larg o de toda la costa al no rte
de Veracru zy en Ta maulipas p ermitiria una mejor int erpretacién de los procesos
relacionados con la estructura de estas poblaciones.

La depresié n del Balsa s es un ar ea de tierra s bajas rod eada por la Sierra
Madre Oriental y la Sie rra Madre del Sur, que se ha inundado de forma periédica a lo
largo de su historia (Gomez-Tuena y Carrasco Nufiez, 2 000), la cual probablemente
también funcioné como barrera y co ntribuyé a la separacién de las poblaciones Fy G
respecto a las poblacio nes Hel. Por otro lad o, la poblacién F (Jalisco, Guerrero,
Michoacan) se encuent ra a ambos lados de | ENT, lo cua | sugiere que no hubo una
interrupcion o separacion de dicha poblacién asociada al eje (Figura 1), contrario a lo
que se tien e con pece s ( Poeciliopsis infans) y el cangrejo Pseudothelphusa jouyi,
especies que presentan fragmentacién de su s poblaciones debido al surgimiento del
ENT (Huidobro et al., 2006)

La poblacion A (Sinaloa y Nayarit) representa la distribucién mas nortefia de O.
couesi por el lado del Pacifico, la cual esta al norte del ENT; y donde se junta éste y la
Sierra Madre Occidental; el surgimiento de este complejo montafioso aislo las
poblaciones al norte (A) de aquellas mas al sur (F y G; mayormente Jalisco, Guerrero,
Michoacan, Colima). Por otro lado, la poblacién G se ubica en la Sierra Madre del Sur,
representada por las muestras de Michoacan, Colima y Chiapas, y e n el ENT, que
incluye alg unas muestras de Pu ebla; esta poblacion e sta totalmente separa da
biogeograficamente de las del sur y el Golfo de México.

Finalmente, la poblacié n H (Hidalgo, San Luis Potosi, Puebla) esta a sociada
con la Sierra Madre Or iental; el ori gen de esta formacion data del Paleoceno que
culminé en el Eoceno. Las poblaciones D y B (San Luis P otosi, Tamaulipas y Texas)

también estan ubicadas dentro de esta formacion, lo cual corresponde con el hecho de



que estan separadas filogeografica mente de las otras poblaciones est udiadas. Cabe
mencionar que el sur de Texas es el limite n ortefio (por el Golfo de México) de la
distribucion de O. couesi. Aung ue se esp eraria que las pobla ciones B, Dy C
estuvieran relacionada s genéticamente, esto no es asi (arbol de NJ), por lo que es
importante realizar un analisis en que se pueda ampliar el muestreo para el estado de
Nuevo Ledn, el centro y costa de  Tamaulipas, para corroborar si estas poblacio nes

forman entidades separadas.

Oryzomys couesi

Oryzomys es uno de los géneros presentes en México de mayor diversificacion dentro
de la familia Muridae, con especie s ademas de amplia distribucion (Weksler, 20 06)
como la observada para O. couesi. Aunque el propdsito de este estudio no fue nunca
de caracter taxonémico, cabe mencionar que de las 17 sub especies que presenta O.
couesia lo largode su distr ibucidon (Hall, 1 981; Ceballos y Oliva 2005), hu bo
coincidencia con siete d e estas subespecies y las diferente s poblaciones detectadas
filogeograficamente: tal es el caso d e la poblacién A con la subespecie O. c. lambi, la
poblacién B con O. c. aquaticus, las poblaciones C y D con O. c. peragrus, E con O. c.
albiventer, Fy G (rela cionadas g enéticamente; Figura 3) con O. c. mexicanus, el
conjunto |, J,KyMco n O. c. couesi, y finalmente L con O. c .cozumelae. Existen
diversos eje mplos donde, con evaluaciones f ilogeograficas, ha sido posible dete ctar
unidades e volutivas g ue amerita n ser reconocidas como unida des diferentes

(subespecies o especies; ver Ca stafieda-Rico 2008), o donde estas unidade sya
existen y tienen concordancia con los grupos o poblacio nes detect ados

filogeograficamente (ver Sullivan et al., 2000).

Microsatélites y estudios filogeograficos

El presente estudio es también imp ortante porque es el primer trabajo filogeografico
con mamife ros y microsatélites pa ra México y hasta d onde sabemos, a nivel
mundial sélo existe un estudio filogeo  grafico con microsatélites y roedores
(Microtus arvalis de Europa; Br aaker y Heckel, 2009) lo que hace ha este
trabajo el segundo. Los trabajos filogeografico s que se ha n hecho co n este tipo de
marcadores (microsatélites) han sido en combinacién con ADNm en diferentes
taxones, por ejemplo estan los estud ios de peces de Koskinen et al. (2002; Thymallus

thymallus) y Dominguez -Dominguez et al. (2007; Zoogoneticus quitzeoensis), donde



ambos evaluan la filo  geografia e historia d emografica; Knopp y Merila (2009)
realizaron un estudio sobre la filogeografia de larana Rana arvalis para evaluar las
rutas de colonizacién; Nitingger et al. (2007) compararon la diferencia cion haplotipica
con la variacion nucle arde Falco cherrug ( halcén sa cre); Rossiter et al. (20 07)
relizaron un analisis filo geografico detallado con microsatélites que co mpararon con
trabajos previos con ADN mitocondrial (ADNmt) de  Rhinolophus ferrumequinum
(murciélago grande de herradura); Muwanika et al. (2003) determinaron el efecto que
tuvieron las fluctuaciones climaticas en el patron de variacién genética de
Phacochoerus africanus (jabali ve rrugoso); Braaker y Heckel (2009) evalauron los
eventos de coloniza ciéon de Microtus arvalis. E n los trabajos antes m encionados se
obtuvieron tanto re sultados concordant es entre marcadores (nucleares y
mitocondriales) como contrastantes, aunque todos coincid en en que el uso de ambos
es complementario para entender la historia evolutiva de las especies. Asi, se entiende
que en este trabajo se analiza sélo una parte de la historia de O. couesi. A futuro, seria
ideal complementar nuestros resu ltados con algun gen mit ocondrial, lo que permitiri a
determinar mejor los pr ocesos asociados a la diversificacion e historia evolutiva de la

especie.
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ANEXO 1
Extraccién de ADN con BIORAD

Componentes del kit:

Genomic DNA Lysis solution 35 ml
Protein precipitation solution 12 ml
DNA hydratation solution 10 ml
Rnase A solution 250 pl

Proteina K solution 175 pl

Sustancias adicionales que se necesitan:

Isopropanol 100%
Etanol 70%

1.

2.

o a

© ©

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

17.
18.

19.
20.

Cortar un pedazo pequefio de tejido y secar si es que éste estaba en etanol en un tubo de
1.5 ul por un momento.

Anadir 300 pl de Genomic DNA Lysis solution y voltear el tubo un par de veces
constantemente.

Anadir 3 pl de proteinasa K (20mg/ml) a la solucién de lisis y mezclar, invirtiendo el tubo 25
veces. Incubar a 55 °C de 2-3hrs o durante toda la noche, lo importante es que este bien
digerido el tejido. Durante la incubacion vortexear o mover los tubos periédicamente.

Si el pedazo de tejido estuviera intacto después de la incubacién se puede anadir un poco
mas de Proteinasa K e incubar nuevamente el tiempo que se crea necesario.

Anadir 1.5 de RNasa solution (4mg/ml) a la solucion de lisis.

Mezclar la muestra invirtiendo el tubo 25 veces e incubar a 37°C por 30-60min. Para las
muestras de museo se dejaron con RNasa por 2hrs, con la finalidad de que el ADN saliera
lo mas limpio posible.

Dejar que las muestras se enfrien a temperatura ambiente. Una vez frias afadir 100 ul de
protein precipitacion.

Vortexear por 20 seg para mezclar bien la solucion de precipitacién.

Centrifugar a 14 000 durante 3 minutos. Las proteinas precipitadas deberan formar un
pellet. Si el pellet no es bien visible, repetir el paso 2 seguido de una incubacion en el hielo
por 5 minutos y después repetir el paso 3.

El sobrenadante vaciar en un tubo de 1.5 ml nuevo y agregar 300 ul de isopropanol (2-
propanol 100%) cuidando de que el pellet se quede en el tubo viejo.

Mezclar la muestra invirtiendo lentamente los tubos 50 veces.

Centrifugar a 14 000 rpm por un minuto, el ADN sera visible en forma de pellet blanco.
Quitar el sobrenadante y secar brevemente el tubo con un papel. Ahadir 300 pl de etanol al
70% e invertir el tubo varias veces para que el pellet de lave.

Centrifugar a 14 000 rpm por un minuto. Cuidadosamente quitar el etanol, lentamente para
que no se arrastre el pellet y se pierda.

Repetir el lavado del paso 14 las veces que sean necesarias.

Poner el tubo inclinado boca abajo (sin que se salga el pellet) sobre un papel absorbente y
dejar secar por 10 o 15 min o hasta que el etanol se evapore.

Anadir 75 pl de ADN Hydration buffer o agua bibidestilada.

Incubar la muestra a 65°C por 1 hr para acelerar la hidratacion o incubar a temperatura
ambiente toda la noche.

Vortexear a velocidad media por 5 seg para bajar le pellet.

Almacenar el ADN a 4°C oa -20°C a -80 si es por largo tiempo.



ANEXO 2

Re- precipitacién de ADN

. Adicionar Protein Precipitation Solution y adicionar etanol al 100%. Agregar de acuerdo a

los volumenes que se muestran en la tabla de abajo.

Invertir gentilmente los tubos 50 veces e incubar a temperatura ambiente por 15 minutos.

. Centrifugar a 14 000 rpm por 5min.

. Vertir el sobrenadante y agregar etanol al 70% de acuerdo al volumen que se especifica en
la tabla de abajo.

. Verter el sobrenadante, y dejar secar el ADN de 10 a 15 min.
. Anadir 75 ul de ADN Hydration buffer o agua bibidestilada.

Incubar la muestra a 65°C por 1 hr para acelerar la hidratacion o incubar a temperatura
ambiente toda la noche.

. Vortexear a velocidad media por 5 seg para bajar le pellet.

. Almacenar el ADN a 4°C o a -20°C a -80 si es por largo tiempo.

Solucién Volumenes Adicionar a 100yl
recomendados de muestra
Protein Precipitation Y2 volumen 50 pl
Solution
Etanol 100% 2 volumenes 200 pl
Etanol 70% 3 volumenes 300 pl




ANEXO 3
Extraccion de ADN con el kit de QIAGEN

Componentes del kit

DNeasy mini spin columns in 2 ml collection tubes (50)
Buffer ATL 50 mi

Buffer AL 54ml

Buffer AW1 95ml (concentrado)

Buffer AW2 66 ml (concentrado)

Buffer AE 60 ml

Proteinasa K 6 ml

1.

2.

Cortar 25 mg de tejido, éste cortar en fragmentos pequefios y colocarlos en un tubo
de 1.5. Adicionar 180ul del buffer ATL.

Agregar 20 pl de proteinasa K, mezclar en el vortex e incubar a 56°C hasta que el
tejido este completamente digerido. Vortexear esporadicamente durante la
incubacion. El proceso de lisis puede durar de 1-3 hr, depende del tejido, pero se
puede dejar toda la noche a temperatura ambiente o a 56°C.

Después de que se haya digerido el tejido vortexear por 15 seg y adicionar 200ul de
buffer AL y 200 ul de etanol (96-100%) y vortexear nuevamente hasta que se haga
una mezcla homogénea (se puede mezclar previamente el AL y etanol), procurar
que este paso sea rapidamente.

Vertir la mezcla del paso anterior en una columna con un tubo colector y centrifugar
por un minuto a 14000 rpm. Tirar la solucién y el tubo colector, quedarse con la
columna.

Colocar la columna en un tubo colector nuevo y adicionar 500 pl de Buffer AW1 y
centrifugar por un minuto a 14, 000 rpm, desechar la soluciéon y el tubo colector.
Cambiar la columna de tubo colector y adicionar 500 pl de Buffer AW2 y centrifugar
por 3 minutos a 14 000 rpm tirar la solucion y el tubo colector.

Colocar la columna en un tubo de 1.5 ml y agregar 200 pl de buffer AE
directamente sobre la membrana incubar por un minuto a temperatura ambiente y
centrifugar a 14 000 rpm por un minuto. Se recomienda solo utilizar de 50 a 100 pl
de buffer AE, y colectarlo en dos proporciones para tener un gradiente de
concentracion de ADN.

Guardar el ADN a 4°C o de -20 a -80 si es por un largo tiempo.



ANEXO 4

Condiciones finales de PCR

M| Ory 03 Ory 10 Ory 16 Ory 21 Ory 26 Ory 28 Ory 40 Ory 60 Ory 64
Condicioné
MgCl, (mM) 3 3 3.5 2 3.5 4 3 4 3
H20 (ul) 1.45 1.45 1.45 1.6 1.45 1.4 1.05 1 1.45
MgCl, (ul) 0.35 0.35 0.35 0.2 0.35 0.4 0.35 0.4 0.35
Buffer (pl) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
dNTP2 () 05 05 05 05 05 05 05 05 05
PR (UM) 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 1 1 0.6
PR (ul) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.5 05 0.3
PF (uM) 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 1 1 0.6
PF (ul) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.5 05 0.3
BSA (ul) 0.5 05 05 05 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Taq (ul) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
DNA () 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Volumen final 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul




ANEXO 5

Programas de PCR

Primer Ory 03, 21, 28y 40

92°¢ 92 °C 7R°C  72°C
| 55°C J AN °C
1 min' 5 seg 10 seg 2 mi
5 seg 10—-20 min
Alineamiento (30 ciclos)
Primer Ory 26, 16y 64
92°¢ 92 °C 7R°C  72°C
| 50 °C J AN °C
1 min' 5 seg 10 seg 2 mi
5 seg 10-20 min
Alineamiento (30 ciclos)
Primer Ory 10y 60
92°¢ 92 °C 7R°C  72°C
| 53°C A AN °C
1 min' 5 seg 10 seg 2 mi
5 seg 10-20 min

Alineamiento (30 ciclos)



ANEXO 6

Equilibrio de Hardy- Weinberg y coeficientes de endogamia (F s) de Weir y Cockerman (W

y C) para cada locus por poblacién de Oryzomys couesi.

Locus A B C D F G H I J K L M
Ory 3 P 0.362 0.084 0.468 0.601 0945 0.169 0438 0.354 0.065 0.563 0.237 1.000
W&C 0158 0455 0.182 0200 -0.070 0.076 -0.180 0.314 0.104 0.042 0.226 -0.500
Ory10 P 1.000 1.000 0.772 1.000 0.007 0.001 0.031 0.010 0.009 0.016 1.000 0.599
W&C -0.177 -0.091 0.053 0111 0565 0518 0.312 0579 0.164 0.191 0.000 0.200
Ory16 P 1.000 1.000 0429 0465 0.027 0019 0.755 0.352 0.000 0.005 0.615 1.000
W&C -0.053 -0.091 0.200 -0.200 -0.681 0.153 -0.067 0.314 0.040 0.366 0.111 0.000
Ory 21 P 0.793 1.000 0.146 1.000 0.003 0.414 0.993 0.016 0.002 0.051 0.466 1.000
W&C 0059 -0.286 0.250 -0.200 0.783 -0.078 -0.049 0.778 0257 0.145 0.000 -0.143
Ory26 P 0.150 0.143 0.144 1.000 1.000 0.163 1.000 1.000 0.333 0.807 1.000 1.000
W&C 0351 0625 0500 -0.091 -0.217 -0.034 -0.159 -0.379 0.013 -0.073 -0.143 -0.091
Ory28 P 0619 0315 0466 1.000 0.968 0.002 0942 1.000 0.446 0.835 0.047 1.000
W&C 0111 0.368 0.182 -0.091 -0.071 0.284 -0.058 -0.103 0.047 0.023 0.368 -0.333
Ory40 P 1.000 0.312 1.000 - 0.099 0011 0038 0623 0014 0055 1.000 1.000
W&C 0.000 0.100 -0412 - 0467 0300 0.111 0.086 0.115 0240 -0.200 -0.333
Ory60 P 0.621 0312 1.000 0599 0.357 0.099 1.000 0.369 0.349 0.029 0.111 1.000
W&C 0.111 0217 0.000 0200 0.037 0.076 -0.152 0.158 0.014 0.048 1.000 -0.091
Ory64 P 0.127 0.143 1.000 1.000 0.001 0.000 0.093 0.618 0.028 0.328 1.000 0.199
W&C -1.000 0.500 -0.125 -0.500 0.846 0.872 0.252 0.111 0.135 0.117 -0.067 0.333

Valores significativos en negritas (P < 0.05) con correcciones de Bonferroni secuencial
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