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RESUMEN

Hall en 1968 determina que Peromyscus furvus es una especie monotipica, siendo P.
latirostris y P. angustirostris sinonimias de la primera, a pesar de que €l mismo indica
que hay cierto grado de variacion dentro de la especie. En trabajos posteriores, donde
se analiza la situacion de la especie a partir de aloenzimas (Harris y Rogers, 1999) y de
citocromo b (Harris et al., 2000), también se advierte un grado de variacion entre las
poblaciones que conforman a la especie. Sin embargo, en ninguno de ellos se aclara la
situacion sistematica de la especie. Por lo anterior, en el presente trabajo se realiza una
revision de la sistematica de P. furvus a partir de genes mitocondriales (ND3-ND4), que
muestran la posible existencia de dos subpoblaciones a lo largo de su distribucion. La
primera corresponderia a la poblacion de Puerto de la Soledad, Oax. y la segunda
incluiria a las poblaciones del centro de la distribucién. Ademas, se observa una tercera
poblacién (La Esperanza, Oax.), la cual, aparentemente, pertenece a otra especie

diferente.

Palabras clave: Sistematica molecular, ND3-ND4, diferenciacion genética, bosque me-

sofilo de montana



ABSTRACT

Hall, in 1968 determines that Peromyscus furvus is a monotypic species, being P.
latirostris and P. angustirostris synonymies of the first one, although him indicates that
there is certain variation grade inside the species. In later works, where the situation of
the species is analyzed starting from aloenzimas (Harris and Rogers, 1999) and of
cytochrome b (Harris et al., 2000) studies, a variation grade is also noticed among the
populations that conform to the species. However, in none of them works clears up the
systematic situation of the species. For the above-mentioned, presently work is carried
out a revision of the systematic state of P. furvus starting from mitochondrial genes
(ND3-ND4). This genes show the possible existence of two subpoblaciones along its
distribution. The first one would correspond the population of Puerto de la Soledad, Oax.
and the second would include the central populations of their distribution. Also, a third
population is observed (La Esperanza, Oax.), the one which, seemingly, it belongs to

another different species.

Key words: Molecular systematic, ND3-ND4, genetic differentiation, cloud mountain

forest.
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Revision del estado sistematico de Peromyscus furvus (Rodentia:

Muridae), México a partir de los genes mitocondriales ND3-ND4.

INTRODUCCION

La Sistematica es el estudio de la diversidad de los organismos a través de sus
relaciones de ancestria-descendencia (Wiley, 1981; Mayr y Ashlock, 1991). A lo largo
del desarrollo de la Sistematica se han utilizado diversas maneras para esclarecer
los patrones genealdgicos entre los organismos. En los primeros trabajos en Siste-
matica, las comparaciones entre diversos taxones se hicieron a partir de caracteres
cualitativos (morfolégicos) y, posteriormente, se adicionaron los caracteres cuantitati-
vos (morfométricos). En la actualidad se emplean ademas de los analisis morfométri-
cos y morfologicos, cariolégicos y enzimaticos, caracteres moleculares con el fin de
hacer aproximaciones mas puntuales. En ese contexto, surge el concepto de espe-
cies ligadas, el cual se refiere a un linaje evolutivo cuyos limites estan dados por
fuerzas genéticas y ecologicas que crean comunidades con reproduccion cohesiva
(Hull, 1997, 1999; Templeton, 2001). Aunada a este concepto surge la evaluacion
sistematica a partir de arboles genéticos en donde se reconstruye la historia genealo-
gica de la variacion encontrada en una muestra de genes homdlogos o de regiones
de DNA con una baja o nula recombi-nacién, por lo que potencialmente pueden abar-
car la interfase entre evoluciéon intra- o inter- especifica (Avise, 2000; Templeton,

2001).



Por otro lado, gracias al uso de herramientas moleculares se pueden realizar es-
tudios con mas precisidn dentro de diferentes grupos ya sea a nivel genérico o de es-
pecie, lo que nos permite evaluar y determinar los limites de especies, aunque la lite-
ratura y metodologias citadas bajo este esquema son pocos en la actualidad especi-
ficamente dentro del grupo de los mamiferos (Wiens, 1999). Las especies son la uni-
dad fundamental de la cual parten estudios de tipo biogeografico, ecolégico, macroe-
volutivos, conservacion entre otros y, por tanto, requieren de una mejor delimitacion,
lo que desemboca en la necesidad de emplear objetiva y rigurosamente métodos pa-
ra delimitarlas (Sites y Marshall, 2003).

En el caso de mamiferos, son pocos los trabajos donde se evaluan los limites de
alguna especie. Sin embargo, la necesidad de estudiar a los organismos a diferentes
niveles de agrupamiento (i. e. especies, género, familia) y la aplicacion de los méto-
dos para delimitar especies en otros grupos de estudio, permite que se empiece a
generar informacion particular para la mastozoologia basada en caracteres tanto
morfologicos como moleculares (Peppers et al., 2002; Peter et al., 2002; Gongalves y
de Oliveira, 2004; Jaarola et al., 2004; Lim et al. 2004).

A partir de caracteres moleculares, la delimitacion de especies puede determinar-
se utilizando aloenzimas, RNA’s, DNA, proteinas, entre otros (Sites y Marshal, 2003).
Desde la década de los 90’s y hasta la actualidad los caracteres mas usados son las
comparaciones de secuencias de material genético, siendo los genes del DNA mito-
condrial (DNAmt) los mas utilizados (Nieto-Montes de Oca y Llorente, 1994). De ma-
nera general, la importancia del DNAmt radica en el arreglo de sus genes; posee una

alta resolucion para distinguir organismos cercanamente relacionados; su codigo ge-



nético particular; es facil de secuenciar; es heredable via materna, lo que anula la se-
gregacion alélica y no presenta recombinacién (Darnell et al., 1990; Li y Graur, 1991;
Hillis el al., 1996; Lodish et al., 2003). Dentro del DNAmt se encuentran genes que
codifican para diversos complejos y que intervienen en la fosforilacién oxidativa. Uno
de los mas importantes es el complejo | donde se encuentran los genes que codifican
para el NADH. Estos genes (ND1-NDG6) son considerados genes poco cambiantes, o
que permite, en cierta medida, hacer com-paraciones entre organismos del mismo
género y decidir si se trata de especies mono o politipicas como en algunos trabajos
con roedores (Hogan et al., 1997; Engel et al., 1998; Tiemann-Boege et al., 2000).
Una de las regiones mas estudiadas dentro de este complejo | es la comprendida por
los genes ND3-ND4. Esta region ha sido utilizada en diversos estudios sobre relacio-
nes filogenéticos de un gran numero de vertebrados a nivel especifico o de género,
por ejemplo con tortugas marinas (Dutton et al., 1996), la-gartijas (Arévalo et al.,
1994) y serpientes (Forstner et al., 1995; Parkinson et al., 2000).

Ademas de conocer la biologia propia del grupo de estudio, es importante cono-
cer la historia evolutiva de la especie en un contexto geolégico donde podemos indo-
lucrar algunos datos de tipo biogeografico. En este sentido, México esta en una zona
de transicion muy importante, ya que estudios como el de Halffter (1965), la postulan
como uno de los corredores mas importantes que vinculan las Regiones Neotropical
con la Neartica (norte y sur de América), denominandola como Area de Transicién
Centroamerica-México. Uno de los tipos de vegetacion mas controvertidos e intere-
santes dentro de esa area, por su importancia ecogeografica, son los bosques meso-

filos de montafia, los cuales son los mas septentrionales de América (Luna-Vega et



al., 2001). Este tipo de bosque se ha caracterizado por poseer factores abioticos (cli-
ma, precipitacion, temperatura, humedad y otros) muy representativos, por su alta
biodiversidad y por su alto numero de endemismos, asi como por su distribucién ac-
tualmente fragmentada (Rzedowsky, 1981, 1996). Debido a datos del registro fosil,
que muestran una historia evolutiva larga y una gran cantidad de flora y fauna exclu-
siva, se considera que este tipo de bosque tuvo una distribucion muy amplia y lo que
ahora conocemos son so6lo fragmentos relictos de la misma (Luna-Vega et al., 1999;
Rzedowsky, 1981, 1996). Se piensa que la conformacion de los bosques mesofilos
es anterior al Eoceno, pero que su origen se da a partir de la flora laurasica del Ce-
nozoico temprano y de la flora gondwanica del Terciario, aunque esto ultimo esta
mas discutido (Rzedowsky, 1996). Lo que si es claro es que tanto la flora como la
fauna habitantes del bosque mesdfilo de montafa, permiten considerarlo como cen-
tro de origen y de radiacion de la biodiversidad entre las Regiones Neotropical y Ne-
artica.

Estas caracteristicas del bosque mesoéfilo de montaia, lo convierten en un area
de particular interés para estudios filogenéticos de las especies que lo habitan; en
especial, de las que son exclusivas (endémicas), o casi, de él como el raton silvestre
Peromyscus furvus, ya que el analisis de limites de especies de las poblaciones a lo
largo de la distribucién de la especie, pueden contribuir a la reconstruccion de los
eventos historicos (geologicos y filogenéticos) involucrados en la diversificacion de
las poblaciones y a entender, en particular para esa especie, si se trata de un taxon

mono o politipico.



ANTECEDENTES

El sigmodontino silvestre, Peromyscus furvus J. A. Allen y Chapman, 1897, se
encuentra, junto con P. mayensis y P. ochraventer (Carleton, 1989), dentro del grupo
furvus en el subgénero Peromyscus y se caracteriza por ser una de las especies de
mayor tamarno dentro del género (229-300; 114-162; 26-33; 20-23), asi como por pre-
sentar una coloracion dorsal distintiva que varia de pardo obscura a negruzca, lle-
gando a ser completamente melanica en algunos casos (Huckaby, 1980). Este raton
endémico de México (Ramirez-Pulido y Mudespacher, 1987; Cervantes et al., 1994;
Arita y Ceballos, 1997; Martinez-Coronel et al., 1997), se distribuye en una estrecha
franja a lo largo de la Sierra Madre Oriental (Fig. 1), desde el suroeste de San Luis
Potosi hasta las montafas del norte de Oaxaca, a través del Eje Volcanico Transver-
so en los estados de Querétaro, Hidalgo, Puebla y Veracruz (Allen y Chapman, 1897;
Dalquest, 1950; Hall y Kelson, 1959; Hall y Alvarez, 1961; Huckaby, 1980; Hall,
1981).

Tanto en la Sierra Madre Oriental como en el Eje Neovolcanico Transversal y
hasta la Sierra Norte de Oaxaca, la especie se distribuye desde los 226 y hasta los
2960 m y aunque preferentemente habita entre los 1300 a los 2950 m en el bosque
mesofilo de montana, el cual se encuentra de los 600 a los 2700 m. También se dis-
tribuye en bosques de coniferas, principalmente de pino (Pinus sp.), abetos (Abies
religiosa) y enebros (Juniperus sp.), asi como en bosque mixto de pino-encino (Pinus
sp.-Quercus sp.), los cuales se extienden de los 226 y hasta los 2960 m (Rzedowski,
1981). Asimismo, la especie ocupa la vegetacion secundaria a esos bosques, consti-

tuida por cafetales (Coffea sp.), siempre que el estrato herbaceo sea denso (Musser,



1964; Hall, 1968). Segun Garcia (1973), los climas presentes en estas comunidades
vegetales son el templado-humedo con lluvias todo el afio, C(fm), y el templado sub-

humedo con lluvias en verano, C(w).

Figura 1.- Distribucién de Peromyscus furvus (Hall, 1981).

A lo largo del tiempo, la especie ha sufrido diversos cambios taxonémicos. Origi-
nalmente, fue descrita como Peromyscus furvus en 1897 por Allen y Chapman con

ejemplares de Xalapa, Veracruz, como un ratén de pelaje pardo oscuro en el dorso,



mas negruzco hacia la linea media, rojizo hacia los lados y con el vientre grisaceo.
Las patas delanteras con el dorso blanco y las palmas color carne, mientras que las
patas traseras son grises con las palmas negruzcas; en ambas el pelaje es delgado.
Las orejas son estrechas y estan cubiertas con pelo corto y fino de color pardo oscu-
ro. La cola es estrecha y de color pardo oscuro, mas clara abajo que arriba, con la
punta frecuentemente blancuzca. En promedio, las medidas externas (mm) son 270
de longitud total, 131 de cola vertebral, 28 de la pata trasera y 23 de oreja. El craneo
es grande, fuerte y pesado con el rostro muy ancho y distendido anteriormente, lo
que le da una forma de campana a la nariz. La anchura de la punta de los nasales i-
guala generalmente en los adultos a la anchura interorbitaria.

Posteriormente, Dalquest (1950, 1953) describid6 a Peromyscus latirostris con
ejemplares de Apetzco, San Luis Potosi, y caracterizé a la especie como un raton
grande que solo es excedido en talla por los miembros mas grandes del género Pe-
romyscus. Los dientes son grandes y fuertes, presentando desarrollo de cuspides ex-
ternas accesorias en el 1° y 2° molares. El craneo es grande, pero sin rebordes o
crestas en el margen del area interorbital. El rostro es grande y ancho con lados pa-
ralelos, la cola es bicolor. Sin embargo, la caracteristica mas clara es la expansion
anterior de los nasales, por lo que lo llama raton de nariz ancha (/atirostris).

Finalmente, Hall y Alvarez (1961), a partir de ejemplares de Zacualpan, Veracruz,
describen a Peromyscus angustirostris, como un raton de tamafno grande con el dor-
S0 casi pardo oscuro, los costados aproximadamente canela y el vientre blanquecino.
La cola es mas larga que la cabeza y el cuerpo juntos. Los nasales son aguzados

posteriormente y angostos anteriormente. En el primer molar maxilar (M1), el limite



interno del primer pliegue primario es profundo y en forma de puente cuando los
dientes son usados considerablemente; ademas, el mesostilido es prominente y el
cingulo esta solo delicadamente desarrollado. Las medidas externas promedio de la
especie son 267 (251-275), 139 (132-145), 29.5 (29-30), 21.2 (21-22).

En 1964, Musser menciona que encontr6 alto grado de superposicion en la varia-
cion de los caracteres de los dientes, forma del craneo, tamafo de las bulas y longi-
tud de la cola, asi como en la coloracion del pelaje entre ejemplares de Peromyscus
furvus y P. angustirostris de los estados de Hidalgo, Veracruz y Puebla, por lo que
sugiere que se considere a la segunda en sinonimia con la primera, pero apunta que
no examino ejemplares de P. latirostris. Es Hall (1968) quien revisa los tres taxones y
establece formalmente la sinonimia entre ellos bajo el nombre de P. furvus, haciendo
a ésta monotipica. Sin embargo, Hall (1968), desafortunadamente no establecié con
claridad los criterios que us6 en su comparacion interpoblacional y sus conclusiones
mas bien son de caracter cualitativo. No obstante, destaca la interpretacion que hace
sobre la variacion individual, ya que menciona que ésta puede ser referida a las dis-
tinciones entre P. latirostris y P. angustirostris por cuanto a la expansion anterior de
los nasales y a la mayor profundidad del primer pliegue secundario del segundo mo-
lar de la mandibula (m2), respectivamente. Ademas, tomando algunos de los carac-
teres que usa para la variacion individual, en su planteamiento de la variacion geo-
grafica, Hall (1968) menciona que los individuos del area nortefia (San Luis Potosi)
tienen mayor talla en promedio que los del area surefia (de Xalapa y Xico, Veracruz),
siendo los del area central (de Huayacocotla en Veracruz hasta Huauchinango en

Puebla), los de menor talla. También, dentro de la variacion interpoblacional, Hall



(1968) senala diferencias en la forma prevaleciente del craneo y afirma que los ejem-
plares del area central tienen un craneo cuadrado, mientras que los de las areas ex-
tremas lo tienen redondo. Asi, a primera vista, el trabajo de Hall (1968) presenta cier-
tas incongruencias con respecto a lo que se considera una especie monotipica (v.
gr., aquella en la que la variacion geografica de los caracteres no es consistente, ni
tiene la magnitud como para reconocer subespecies). Es decir, que mientras que por
un lado reconoce de manera cualitativa cierta variacion geografica de caracteres, por
otro lado, él mismo la considera deleznable y reune tres especies, Peromyscus fur-
vus, P. angustirostris y P. latirostris, dentro de la primera, a la cual considera

monotipica.



JUSTIFICACION

Como resultado de los trabajos sobre la mastofauna del Eje Volcanico Transver-
sal, la Sierra Madre Oriental y la Sierra Norte de Oaxaca, en la Coleccion de Mamife-
ros de la Universidad Autonoma Metropolitana desde 1995 y del proyecto de Masto-
fauna de Zonas Montanas de México del Museo de Zoologia de la Facultad de Cien-
cias, UNAM desde 1984, se ha reunido una muestra importante de Peromyscus fur-
vus. Asimismo, con la revision de ejemplares alojados en colecciones extranjeras, se
han advertido algunas diferencias fenotipicas que sugieren una mayor variacion den-
tro de la especie que la que podria esperarse en una taxéon monotipico; en particular,
las poblaciones nortefias que coinciden con la denominacién de P. latirostris (Dal-
quest, 1950, 1953), las cuales presentan mayores dimensiones que otras poblacio-
nes atribuibles a P. furvus. Esta tendencia fue corroborada en un ejercicio prospecti-
vo con algunos especimenes femeninos procedentes de San Luis Potosi, Querétaro,
Hidalgo, Puebla y Veracruz, depositados en colecciones nacionales, por medio de un
analisis de componentes principales sobre variables craniométricas.

Sin embargo, y de acuerdo a los resultados de Harris y Rogers (1999) y de Harris
et al. (2000), esas diferencias no parecen ser consistentes con el nivel necesario de
separacion para considerar diferencias interespecificas. En el primer trabajo, los au-
tores examinaron la variacion geografica de 33 loci por medio de electroforesis hori-
zontal en gel, usando ejemplares de siete localidades a lo largo de la Sierra Madre
Oriental: Xilitla, S. L. P.; Tlalchinol, Higo.; Zacualpan, Ver.; El Potrero, Hgo.; Huauchi-
nango, Pue.; Xalapa, Ver., y Puerto de la Soledad, Oax. En sus conclusiones sefalan

que las poblaciones atribuibles a Peromyscus latirostris, P. furvus y P. angustirostris



no representan grupos monofiléticos dentro de la segunda y que existe un alto grado
de subdivisién poblacional, pero que bajo el concepto filogenético de especie (Wiley,
1981), sus resultados reafirman el estado monotipico de P. furvus.

Posteriormente, Harris et al. (2000) realizaron un estudio filogeografico de la es-
pecie por medio de la secuenciacion del citocromo b y obtuvieron 24 haplotipos a
partir de 54 ejemplares de diferentes localidades analizadas en el trabajo anterior
(Harris et al., 1999), asi como de ejemplares capturados en Metepec, Hgo. En ese
trabajo los autores encuentran que las poblaciones de Oaxaca se separan, por lo que
consideran que dentro de la especie existe un estatus con-especifico; sin embargo
no elevan explicitamente a las poblaciones de Oaxaca como independiente y las
mantienen dentro de P. furvus, a la cual siguen considerando monofilética. Estos au-
tores también concluyen que las poblaciones de P. furvus que se distribuyen en el a-
rea central de su distribucion geografica, presentan un alto nivel de diversificacion,
pero, como ya se dijo, no proponen alguna designacion taxondmica que refleje sus
hallazgos.

En contraposicion, en mi trabajo de licenciatura (2002, datos no publicados), exa-
miné la variacion no geografica y geografica de P. furvus, por medio del analisis mor-
fométrico de 19 variables craneales, obtenidas de 548 ejemplares procedentes de
166 localidades, agrupadas en 19 localidades grupo a lo largo de la Sierra Madre
Oriental, Eje Volcanico Transversal y Norte de la Sierra de Juarez, las cuales abar-
can la distribucion de la especie en los estados de San Luis Potosi, Querétaro, Hidal-
go, Puebla, Veracruz y Oaxaca (Cuadro 1; Fig 2). Los resultados de este trabajo

aportan evidencias para reconocer tres taxones al nivel subespecifico sensu Mayr y



Ashlock (1991): el primero de ellos incluye a las poblaciones situadas al norte de la
distribucion de la especie en los estados de San Luis Potosi y Querétaro; el segundo
corresponde a poblaciones que se encuentran en Puebla e Hidalgo y que presentan
una distribucion politdpica; finalmente, el tercero incluye poblaciones de Hidalgo,
Puebla, Veracruz y Oaxaca. En cuanto a las designaciones taxondémicas, al primer
taxon le corresponderia el nombre de Peromyscus furvus latirostris y al tercero el de
Peromyscus furvus furvus, mientras que seria necesario proponer un trinomio para el

segundo.

Cuadro 1. Localidades Grupo (LG) designadas. En LE’s se muestra la agrupacioén de las localidades especificas;
en LG en numero de localidad grupo; en Nombre la localidad y estado asignado a cada una. Las LG
marcadas en cursivas y negritas fueron analizadas por Harris y Roger (1999) y Harris et al. (2000).

LE’s LG Nombre LE’s LG Nombre

1-17 1 Xilitla, S. L. P. 86, 88, 89, 91 11 Las Minas, Ver.

18-22, 24 2 Santa Inés, Qro. 87,90,92-101 12  Naolinco, Ver.

23, 25,27-31,34-39 3 Tlanchinol, Hgo. 102-117 13  Xalapa, Ver.

26, 32, 33, 40-44 4 Otongo, Hgo. 118-120 14  Ixhuacan de los Reyes, Ver.
45-52 5 Molango, Hgo. 121-128 15  Coscomatepec, Ver.

53-58 6 Zacualpan, Ver. 129 16  Tequila, Ver.

59-69 7 Tenango de Doria, Hgo. 130 17  Tebanca, Ver.

70, 71 8 Xicotepec de Juarez, Pue. | 131-159 18  Puerto de la Soledad, Oax.
72-82 9 Huahuchinango, Pue. 160-166 19  La Esperanza, Oax.

83-85 10  Zacapoaxtla, Pue.

En virtud de las discrepancias, entre los distintos estudios sistematicos de
Peromyscus furvus, en este proyecto se propone examinar las relaciones que guar-
dan las poblaciones consideradas dentro de la especie a lo largo de su distribucion
geografica, con base en la utilizacién de los genes mitocondriales ND3, RNAt-Arg,
ND4L y la primera parte del gen ND4, usando ejemplares de algunas de las localida-
des examinadas anteriormente (Avila-Valle, 2002) para evitar la exclusién de pobla-
ciones que ya han tenido una denominacion (v. gr., P. latirostris, P. angustirostris y P.

furvus) o que no la tienen (v. gr., las poblaciones politépicas correspondientes al se-



gundo taxén en ese trabajo). En este caso, se usaron tejidos (higado, musculo, etc.)
o pieles de ejemplares recolectados en el campo y/o depositados en colecciones
cientificas. La técnica empleada para el presente trabajo tiene la ventaja de proveer
gran cantidad de caracteres informativos en menor tiempo y, asimismo, permite el
uso de muestras relativamente pequefias sin pérdida significativa de informacion re-

levante (Ledn Paniagua, comp. pers. noviembre, 2002).
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Figura 2.- Mapa de Peromyscus furvus. Para ver el nombre de la localidad grupo (LG) referirse al cuadro 1.



Finalmente, cabe mencionar que este protocolo forma parte de una colaboracion
entre la Dra. Alondra Castro Campillo (Laboratorio de Mamiferos), el Dr. José Rami-
rez Pulido (Coleccion de Mamiferos de la Universidad Autonoma Metropolitana),
ambos adscritos al Departamento de Biologia de la Universidad Autbnoma Metropoli-
tana, Unidad Iztapalapa, y la M. en C. Livia Ledn Paniagua, adscrita al Area de Mas-
tozoologia del Museo de Zoologia “Alfonso L. Herrera”, Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional Autbnoma de México. Asimismo, esta tesis forma parte del pro-
yecto aprobado por el Consejo Divisional DCBS, “Estudios biolégicos de especies se-
lectas de mamiferos silvestres. Fase I”, a cargo de la Dra. Alondra Castro Campillo.
Ademas, se contd con el apoyo de la Mtra. Ledn y de la Dra. Blanca E. Hernandez
Bafios a través del proyecto de “Aves y mamiferos del Bosque Mesdfilo de Montaia”

a cargo del Dr. Alfonso Navarro.



OBJETIVOS
General:

Esclarecer las relaciones filogenéticas de las poblaciones consideradas bajo la
designacion de Peromyscus furvus a lo largo de la Sierra Madre Oriental, Eje Volcan-
co Transversal y norte de la Sierra de Oaxaca.

Particulares:

1. Realizar un analisis filogenético de la especie con base en los genes mitocon-

driales ND3-ND4.

2. Establecer la variacion genética de la especie.

3. Determinar los limites de especie de Peromyscus furvus.

4. Establecer si P. furvus es una especie monotipica.
HIPOTESIS DE TRABAJO

Ho: Si los datos moleculares no muestran una variacion genética que permite
observar procesos de diversificacion génica reconocibles y congruentes
con la distribucidn geografica de la especie, entonces toda el area de distri-
bucion debe ser considerada como una sola unidad de historia.

Ha: Si los datos moleculares muestra la existencia de un patron relacionado
con una diversificacion génica y la distribucion geografica de la especie, a
lo largo del bosque mesofilo de montafia de la Sierra Madre Oriental y Sie-
rra Norte de Oaxaca, entonces, se puede establecer la presencia de varias

entidades en P. furvus.



METODOS
A. Obtencién de muestras

En el cuadro 2 se muestra la relacién de los ejemplares depositados en las cinco
colecciones nacionales [Coleccion de Mamiferos de la Universidad Autbnoma Metro-
politana (UAMI = 265); Museo de Zoologia "Alfonso L. Herrera" de la Facultad de
Ciencias (MZFC = 158) e Instituto de Biologia (CNM = 150), Universidad Nacional
Auténoma de México; Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico
Nacional (ENCB = 107); Centro de Investigaciones Bioldgicas de la Universidad de
Veracruz (UV = 77)]. Para realizar la extraccion de DNAmt, se consideraron dos op-
ciones: extraccién a partir de dedo y/o piel en ejemplares de colecciones y extraccion
a partir de tejidos de 6rganos internos (higado, corazén y rifidn) en ejemplares captu-

rados en el campo o depositados en colecciones (cuadro 3).

1. Piel (dedos)

En México y en los Estados Unidos, existen 1073 ejemplares de Peromyscus
furvus, procedentes de las localidades analizadas por Avila-Valle (2002), de los cua-
les se escogieron algunos para su inclusién en la obtencion de DNAmt a partir de
piel. Los ejemplares seleccionados se encuentran depositados en la Coleccion de
Mamiferos de la Universidad Autonoma Metropolitana y en la coleccién de mamiferos
del Museo de Zoologia de la Facultad de Ciencias, UNAM. Para acceder a los
ejemplares, se consiguio la autorizacion del curador de esta coleccion, dando los cré-
ditos en las presentaciones o publicaciones resultantes. Para obtener las muestras

de dedo y piel y estandarizar la técnica de extraccion, se consideré un numero de 6



ejemplares para la localidad de Santa Inés, Qro. y 3 para La Esperanza, Oax. de
donde se obtuvo una muestra pequefia de piel (5x5 mm) y la primer falange del 2°
dedo de las patas delanteras, por ser estructuras o areas que no comprometen el
uso de caracteres taxonomicos y que dafian en menor grado a los ejemplares.
2. Tejido

La coleccion de donde se tomaron las muestras de tejidos internos (higado, cora-
zon y rindn) congelados fueron el MZFC de las localidades grupo (LG’s) de Tenango
de Doria, Hgo., Zacualpan, Ver y Puerto de la Soledad Oax. y la UAMI de las LG’s de
Otongo y Tlanchinol, Hgo. (agosto del 2003). Se realiz6 una salida al campo hacia
las LG’s de Tequila y Tebanca, Ver. (octubre del 2003), de donde no se colectaron
ejemplares. De los ejemplares recolectados en la salida al campo realizada del 11 al
15 de agosto del 2003 se tomaron muestras de tejido fresco (higado, corazén vy ri-
AGN) que se preservaron en nitrogeno liquido en el campo y posteriormente se depo-
sitaron en un ultracongelador a —72°C. Algunas muestras se conservaron en alcohol
al 100%.Las muestras de tejido fueron depositados en la coleccidon de tejidos del
MZFC. Los esqueletos y pieles fueron depositados en la UAMI.

B. Analisis de laboratorio

Una vez en el laboratorio, se procedié con la estandarizacién de la técnica de ex-
traccion de DNA a partir de los dedos y tejidos (cuadro 4). Se utilizé dedos en el caso
de los ejemplares de las localidades de Xilitla, S. L. P. y La Esperanza, Oax. deposi-

tados en la UAMI y de Santa Inés, Qro. de la coleccion del MZFC (fig. 4-A; cuadro 3).



Se utilizaron tejidos en el caso de los ejemplares de las localidades de Tenango de

Doria, Otongo y Tlanchinol, Hgo., Zacualpan, Ver. y Puerto de la Soledad Oax.

Cuadro 2. Ejemplares de Peromyscus furvus depositados en colecciones nacionales (UAMI =Coleccion de
Mamiferos de la Universidad Autonoma Metropolitana; MZFC = Museo de Zoologia "Alfonso L. Herrera"
de la Facultad de Ciencias (158) y CNM = Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autébnoma de
México; ENCB =Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional; UV =Centro de
Investigaciones Bioldgicas de la Universidad de Veracruz). En cada recuadro se indica el niumero de
ejemplares existentes en cada coleccion y el total por localidad grupo (LG). La v" indica LG con tejidos.

LG MZFC UAMI CNM ENCB UV |TOTAL

1 (Xilitla, S. L. P) 1 34 2 8 - 45
2 (Santa Inés, Qro.) 23 4 - - - 27
3 (Tlanchinol, Hgo.) - V43 - 26 - 99
4 (Otongo, Hgo.) -- vo7 - - - 27
5 (Molango, Hgo) - 2 1 24 -- 27
6 (Zacualpan, Ver.) V'8 - 1 - - 9

7 (Tenango de Doria, Hgo.) V42 3 - 8 - 53
8 (Xicotepec de Juarez, Pue.) - 6 - -- - 6

9 (Huauchinango, Pue.) 5 1 -- 5 -- 11
10 (Zacapoaxtla, Pue.) - 9 - - - 9
11 (Las Minas, Ver.) - - - - 1 1
12 (Naolinco, Ver.) - 34 6 3 33 |76
13 (Xalapa, Ver.) - 9 9 11 25 |54
14 (Ixhuacan de los Reyes, Ver.) |-- 34 -- -- 8 42
15(Coscomatepec, Ver.) -- 28 1 9 - 38
16 (Tequila, Ver.) - - 1 - - 1
17 (Tebanca, Ver.) -- - - - - -
18 (Puerto de la Soledad, Oax.) 7 2 95 -- - 104
19 (La Esperanza, Oax.) - 30 1 - 8 39
TOTAL 86 259 117 94 75 | 661

Cuadro 3. Ejemplares de Peromyscus furvus utilizados para el andlisis de caracteres moleculares. En Ejemplar
esta el numero de catalogo y el acronimo de la coleccién a la que pertenece (los numeros de ejemplar
con * pertenecen al MZFC); Localidad se refiere al sitio de colecta del ejemplar, y Muestra si es piel o

tejido.

Ejemplares Localidad Muestra | Ejemplares Localidad Muestra
12504 UAMI  Xilitla, S. L. P. Piel 050 HBR*  Zacualpan, Ver. Tejido
12505 UAMI Piel 056 HBR* Tejido
12506 UAMI Piel 057 HBR* Tejido
13979 UAMI  La Esperanza, Oax. Piel 073 HBR*  Puerto de la Soledad, Oax. Tejido
13980 UAMI Piel 080 HBR* Tejido
13981 UAMI Piel 088 HBR* Tejido
2386 MZFC  Santa Inés, Qro. Piel 116 HBR* Tejido
2392 MZFC Piel 121 HBR* Tejido
7375 MZFC Piel 4019 JP* Otongo, Hgo. Tejido
002 BCTD* Tenango de Doria, Hgo.  Tejido 4020 JP* Tejido
024 BCTD* Tejido 4022 JP* Tejido
065 BCTD* Tejido 4024 JP* Tlanchinol, hgo. Tejido
142 BCTD* Tejido 4025 JP* Tejido
149 BCTD* Tejido 4026 JP* Tejido
047 HBR* Zacualpan, Ver. Tejido 4027 JP* Tejido
048 HBR* Tejido




Cuadro 4. Descripcion de las técnicas moleculares empleadas en la obtencion de los anélisis de datos.

Técnica

Descripcion

Extraccion

Se utilizé el protocolo de extraccion por Dneasy®, kit de produccién comercial para extraer DNA de
la marca Qiagen Blood and Cell Culture DNA Mini Kit Cat. No. 13323 (2002).

Amplificacion

Para la amplificacion del DNAmt (Mullis, 1990; Saiki, 1990; Casey, 1992; Barrera-Saldafia, 1993),
se uso el método de la reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction o PCR)
descrito en detalle por Palumbi (1996): Se utilizé para la Master Mix 30.5ul de agua ultrapura, 1pl
de cada primer (10pmol/ul), 5ul de amortiguador de reaccién (10x), 5ul Cloruro de magnesio (20x,
30mM), 5ul de solucion (2mM, 10x) con todos los desoxirribonicledtidos (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 1ul de enzima tag-polimerasa (5U/ul) y 1.5ul de DNAmt de la muestra logrando un volumen
total de 50ul. Para la amplificacion se utilizaron un termociclador GeneAmp 9700 de Applied
Biosystem y otro Techgene Block TG 20x0.5 ml versiéon 10.19 de Techne. El protocolo que se us6
generalmente fue 95°C a 1’, 95°C a 307, TO a 30", 72°C a 307, 72°C a 7’ y 4°C a a a 40 ciclos
(Innis y Gelfand, 1990). Para consultar los primer usados y sus temperaturas 6ptimas de
amplificacion (TO) consultar el cuadro de la figura 4 (Compton, 1990).

Purificacién

Una vez obtenido el producto de la PCR, se purificaron los fragmentos obtenidos con ayuda del kit
de purificacion comercial de la marca Millipore®. Se colocan los 50ul de la amplificacion en una
reservorio contenido en un tubo, se agrega 450ul de agua ultrapura y se centrifuga a 3300 rpm por
15 min. Se retira el reservorio, se le colocan 20ul de agua ultrapura, se coloca de cabeza en otro
tubo y se centrifuga por 2 min a 3300 rpm. Se coloca en el congelados de —20°C

Reaccion de

Para poder leer la secuencia de DNAmt aislado y purificado, se usé la secuencia ciclica térmica
basada en el método de terminacion de cadena por dideoxinucleétidos de Sanger y colaboradores
descrito en detalle en Hillis et al. (1996). Para la Master Mix se utilizé 2ul de Big Dye 3.1, 2ul de

secuencia Buffer, 0.5yl de primer (4%), 2.5yl de agua ultrapura y 3ul de producto de la amplificacion. El
protocolo a seguir es el siguiente:

Una vez obtenida la reaccion de secuencia se limpio por medio de dos técnicas:

a. Columnas de Sephadex. Se colocan 750 pl de sephadex rehidratado en una columna, se deja
reposar 5 min hasta que se vean dos capas en la columna, se aprieta a manera de que salga
una gota y posteriormente se centrifuga a 2800 rpm por 2 min. Al producto de la reaccion se le

Limpieza agregan 10ul de agua ultrapura, se coloca la columna en un tubo de 1.5ml y se le agregan los
reaccion de 20yl (producto de la reaccion y agua). Posteriormente se centrifuga a 2800 rpm durante 3.5
secuencia min y finalmente se coloca lo colectado a —20°C.

b. Isopropanol al 65%. Se agregan 40ul de isopropanol a los 10ul de producto de la reaccion de
secuencia y se deja reposar por 30 min., se centrifuga a 14000 rpm por 30 min y se eliminale
isopropanol. Después se agregan 250l de etanol al 70% y se centrifuga 5 min a 14000 rpm.
Finalmente se elimina el etanol y se seca en un thermoblock.




Después de la extraccidon se procedido a realizar las reacciones de PCR del
DNAmt, tanto de las pieles como de los tejidos. Con el fin de obtener la secuencia
completa de los genes ND3-ND4, se amplificd éste en dos partes con los siguientes
pares de oligonucledtidos: la primera que va de Gly a R1 y la segunda que va de F2
a R2 (cuadro 5, fig. 4). En el caso de las pieles, se utiliz6 el oligo F1 en vez de Gly
debido a que el DNAmt esta muy fragmentado en las pieles. Los oligos escogidos pa-
ra secuencias los genes ND3, Arginina-tRNA, ND4L y un fragmento de ND4 fueron
tomados siguiendo a Engel et al. (1998; Fig. 3), ya que proporcionan muy buena in-
formacion en analisis filogenéticos de otras especies de la familia Muridae (Engel et

al., 1998) y en especial del género Peromyscus.

Cuadro 5. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los genes ND3-ND4. En Nombre se encuentra
region y tamafo en numero de bases (b), en Secuencia, el lugar que presenta cada secuencia.

Leén Paniagua Engel et al.
Nombre Secuencia | Nombre Secuencia
F1 (21b). 48°C 115135 | GlY (20b). 48°C 020
AGTAATAAATATACTCGTGGC TAACTAGTACAAGTGACTTC
R1 (19b). 48°C MargRev (b). 48°C
TGATATAAGGTGTGAACGG 504-522 | TGACTAAACAAAGGACTAGAATGAAC | 290-315
F2 (20b). 49°C ] Marg (18b). 48°C )
CCAAAAATGTCACCTGTAACC | 433454 | CAAAAAGGACTAGAATGA 341-358
R2 (20). 49°C 886-907 $31|§:¥2T(T2T58)f:g§TAGTCTGTTTC 338-358
GAGTCAGTCGAGAATAACAGTG
ND.Lrev (20b). 49°C 604.718
TAGCAGGTTTAAGTTTTGTACATAGTC

Ademas, se consideraron los oligos propuestos por la M. en C. Livia Ledn Pania-
gua (comp. pers.; cuadro 5, fig. 4) y se consulté al Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI, 1988) de donde se obtuvieron secuencias de 13 roedores dife-

rentes (Peromyscus maniculatus (AF374578), P. gossipynus (U40246), P. leucopus



(U40252), P. eremicus (U83861), P. mexicanus (U83862), P. boylii (U83864),
Microtus pennsylvanicus (U83806), Neotoma ledipa (U83826), N. floridana (U83827),
Reithrodontomys megalotis (U40031), R. fulvescens (U83832), Habromys lophurus
(U83863), Sigmodon ochrognatus (U83822) y Baiomys taylorii (U83829)), las cuales
se alinearon por medio del programa T-COFFEE (Notredame et al., 2000) con el fin
de encontrar los consensos que pudieran existir entre estas secuencias y asi compa-
rarlas con los oligos utilizados por Engel et al. (1998) y los propuestos por la M. en C.
Livia Ledn-Paniagua (comp. pers), asegurando que servirian en la amplificacion de
estos genes para P. furvus. (Compton, 1990; Fig. 3). En algunos casos se utilizo el
programa ABI Auto-Assembler (Perkin Elmer) con el fin de corregir algunas secuen-
cias que no se pudieran limpiar con otros programas.

Para poder determinar que se extrajo y se amplifico el fragmento de DNA se rea-
lizaron corrimientos de las muestras en geles de agarosa al 1% a 1004 durante 30
minutos preparado con un buffer TAE-1X (Tris-Acetate-EDTA al 1%). Con la ayuda
de un transiluminador, se identifico la banda de DNA correspondiente al fragmento
del numero de bases deseado (fig. 3-B).

Una vez que se obtuvieron las amplificaciones de las localidades grupo de men-
cionadas en el cuadro 3, se purificaron utilizando el kit de Purificacion Millipore® con
el fin de eliminar los restos de oligos y fragmentos de DNA no deseados. Posterior-
mente, se realizé la reaccidn de secuenciacion utilizando el Big Dye 3.1, después se
limpiaron algunas muestras con columnas de Sephadex® y otras con isopropanol al

65% y finalmente, se mandaron a secuenciar.



Figura 3. A) Analisis electroforético de la extraccion de DNAmt utilizando el kit de extraccion de QiaGen “DNea-
sy®”. Los ejemplares 4019, 4020 y 4022 JP, pertenecen a Otongo, Hgo.; 4024, 4025, 4026 y 4027 JP,
pertenecen a Tlanchinol, Hgo., (Ejemplares de Peromyscus furvus). Los ejemplares 6075, 6074 y 6071
MZFC son ejemplares de Habromys sp. Los sitios del gel que presentan una banda pequefia (concentra-
da) son aquellos que pertenecen a tejidos, lo que indica que existe una cantidad de DNA concentrada y
sin fragmentaciones, mientras que la zona donde se observa una banda muy ancha (barrida) indica las
extracciones a partir de pieles que poseen un DNA fragmentado.

B) Analisis electroforético de los productos de la amplificacion del fragmento F3-Nap2 utilizando un termocliclador
a 47°. Los ejemplares 12504, 12506, 13979, 13980 y 13981 UAMI de Peromyscus furvus y los ejempla-
res 112859 y 118050 UMMZ de Habromys sp. son pieles (dedos), y 121 HBR de MZFC es tejido. Los
ejemplares 12504 UAMI y 12506 UAMI, proceden de Xilitla, S. L. P.; 13979 UAMI, 13980 UAMI y 13981
UAMI, corresponden a La Esperanza, Oax.; los ejemplares 112859 UMMZ, 118050 UMMZ y 121 HBR
(tejido) sirvieron de control.
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Figura 4. Diagrama de la secuencia de los genes ND3-ND4. La primera hilera de niUmeros en la parte superior se
muestra la ubicacion de los genes en el del genoma de Mus musculus (NCBI, 1988); la segunda hilera
de numeros muestran el numero de bases. Las lineas continuas (—) son las regiones propuestas por
Ledn-Paniagua (com pers); las lineas punteadas (---) son la regiones propuestas por Engel et al. (1998).
En la parte inferior de cada linea se encuentra el nombre del oligonucledtido a utilizar.



Las técnicas de extraccion, amplificacion y reaccién de secuenciacion se estan-
darizaron en el Laboratorio Molecular del Museo de Zoologia, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional Autonoma de México, a cargo de la Dra. Blanca Estela Hernan-
dez Bafios y de la M. en C. Livia Ledn Paniagua. La purificacién con MiIIipore® se es-
tandarizé en el Instituto de Ecologia y posteriormente se implemento en el laboratorio
de la Facultad de Ciencias. La secuenciacion se realizo en el laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Biologia de la UNAM bajo la direccion de la M. en C. Laura
Marquez Valdelamar.

C. Analisis de datos

Las secuencias de los genes mitocondriales ND3-ND4, se analizaron utilizando
los siguientes programas:

Para la edicion y limpieza de las secuencias, se utilizo el programa Chromas 1.45
(McCarthy, 1996). Esta correccion se hizo por medio de la comparacion de secuen-
cias pertenecientes a ejemplares de la misma localidad grupo con el fin de detectar
mejor los errores que pudieran encontrarse en algunas secuencias. Una vez corregi-
das las secuencias, se colocaron en un block de notas formando una matriz de se-
cuencias donde se colocaron tanto las secuencias del grupo de estudio como los
grupos externos y, posteriormente, esta matriz fue introducida en el programa Clus-
tal-X 1.81 (Thompson et al., 1997) donde fueron alineadas. En caso de que las ali-
neaciones resultaran muy diferentes o se tuviera duda de las bases que componen
alguna secuencia se regreso a la secuencia original para corroborar que no hubiera

errores y en ciertos casos se volvio a editar y limpiar la secuencia. Una vez que ya se



revisaron las secuencias y la alineacién se obtuvo una matriz para identificar los
haplotipos, la cual fue convertida a formato MEGA y NEXUS para los siguientes
analisis.

Con la matriz de haplotipos se realizaron dos analisis. Por un lado, con ayuda del
programa Mega 3.0 (Kumar et al., 2004) se obtuvieron la composicion nucleotidica, el
porcentaje de caracteres filogenéticamente informativos, la tasa de transicién vs.
transversion y la matriz de distancia genética. Esta matriz de distancia se uso para la
construccion de arboles de distancia a partir de los métodos de Neighbor-Joining
(Saitou y Nei, 1987) y Minimum Evolution (Rzhetsky y Nei, 1987), por medio del mo-
delo evolutivo 2-parametros de Kimura, donde las tasas de transicion (a) y trans-
version () se consideran diferentes y cada nucleétido esta sujeto a dos transversio-
nes y una transicion (Li y Graur, 1991; Avise,1994). Ademas, a ambos arboles se les
aplicoé una prueba de bootstrap con 10,000 réplicas. Los resultados obtenidos con es-
tos analisis nos sirven para apoyar el analisis de parsimonia

Por otro lado, con ayuda del programa PAUP 4.0 (Swofford, 2001), se realizé un
analisis de parsimonia por medio de una busqueda heuristica simple sin peso en los
caracteres, utilizando la opcion de TBR, a la cual se le aplicd una prueba de boot-
strap con 100 réplicas. El analisis obtenido en este programa sirvié para ver las rela-
ciones filogenéticos que se presentan en el grupo de estudio.

Tanto para los analisis de distancia como el de parsimonia se utilizaron como
grupos externos cuatro ratones: Peromyscus mexicanus, P. eremicus, y P. manicula-

tus como especies mas cercanas y Baiomys taylori como grupo mas lejano



RESULTADOS

En el caso de los ejemplares de Xilitla, S. L. P. solo se pudo amplificar el ultimo
fragmento (F4-Nap2), el cual no fue analizado en este trabajo, por lo que no se consi-
deraron en el presente trabajo. Con el fin de completar la muestra de la parte norte
de la distribucion de Peromyscus furvus, se tomaron ejemplares pertenecientes a
Santa Inés, Qro.

De los ejemplares mostrados en el cuadro 3, solo se pudieron secuenciar 19
ejemplares. Se obtuvieron 819 pares de bases que se separaron en dos grupos, los
cuales corresponden a los genes ND3 (287b) y tRNA-Arg (68b) para el primer grupo
y ND4L (298b) y la primera parte de ND4 (180b) para el segundo.

A. Composiciéon Nucleotidica

Los haplotipos encontrados para los genes ND3 y RNAt-Arg tienen una longitud
de 448 pares de bases, con una composicidn nucleotidica del 32% para timina, el
24% para citosina, el 33% para adenina y el 11% para guanina (fig. 5). De los 448
sitios de los haplotipos analizados en este fragmento se presentan 241 (54%) sitios
conservados, 206 (46%) sitios variables y 115 (26%) sitios filogenéticamente informa-
tivos. Para las frecuencias promedio de pares de bases, se obtuvo que 358 son idén-
ticas, con 24 transiciones y 24 transversiones dada una relacion de 1.4 (TT=123,
TC=13, TA=5, TG=2, CT=12, CC=86, CA=3, CG=2, AT=5, AC=4, AA=133, AG=4,
GT=2, GC=2, GA=5, GG=43).

Por otro lado, para los genes ND4L y principio de ND4 existe una longitud de 371
pares de bases. En la composicién nucleotidica se observa que el 31% corresponde

a timina, el 25% a citosina, el 35% a adenina y el 9.0% a guanina (fig. 5), que repre-



sentan 202 (54%) sitios conservados, 164 (44%) sitios variables y 98 (27 %) sitios filo-
genéticamente informativos. Por otro lado, se obtuvo que en promedio la frecuencia
de pares de bases idénticas es de 320, con 28 transiciones y 10 transversiones dada
una relacion de 2.7 (TT=98, TC=11, TA=2, TG=1, CT=11, CC=78, CA=2, CG=0,

AT=2, AC=3, AA=116, AG=3, GT=0, GC=0, GA=3, GG=28).

Composicion Nucleotidica

40.00%
35.00%
30.00% -
25.00% -
20.00% -
15.00% -
10.00% -

5.00% A

0.00% -

B ND3-RNAt-Arg
ENDA4L-ND4

Porcentaje

Timina Citocina Adenina Guanina
Bases

Figura 5. Porcentaje de la composicion nucleotidica. Las barras sélidas pertenecen a los genes ND3 RNAt-Arg y
las barras con lineas horizontales corresponden a los genes NDA4L y primer fragmento del gen ND4. Se
observa que la composicidn nucleotidica en ambos fragmentos es casi igual.

B. Analisis de Distancia

Se obtuvo la matriz de distancia de los genes ND3 y RNAt-Arg (cuadro 6-A), se
analizaron 16 individuos, 12 pertenecientes a P. furvus y 4 al grupo externo. Las dis-
tancias mas pequefnas se observan en los ejemplares provenientes de Puerto de la
Soledad, Oax (x=0.1055), los ejemplares pertenecientes al centro de la distribucién
de Peromyscus furvus presenta una distancia promedio de 0.1614, mientras que las
distancias mas grandes se presentan en los grupos externos (Xx=0.2480). La matriz
de distancia obtenida para los genes NDA4L y el primer fragmento de ND4 (cuadro 6-

B) se construy6 a partir de 22 individuos, 18 de P. furvus y 4 del grupo externo. En



este caso, la distancia mas pequena se presenta entre los ejemplares de Puerto de
la Soledad con un valor de O lo que indica que los haplotipos de estos individuos son
iguales. Los individuos de La Esperanza Oax. presentan una distancia de 0.0470,

seguida del grupo del centro de la distribucién (x=0.0811). Finalmente, el grupo exter-

no presenta las distancias mas grandes (x=0.4118).

Cuadro 6. Matrices de Distancia. A: Genes ND3 RNAt-Arg. Se incluye un ejemplar de Santa Inés, Qro. (7375
MZFC). Genes ND4L y primer fragmento del gen ND4. Se incluyen ejemplares del centro de la distribu-
cion (047HBR, 048HBR, 050HBR, 056HBR, 057HBR, 024BCTD, 065BCTD, ) y de La Esperanza Oax.
(13979UAMI y 13980UAMI) . EJEMPLARES ANALIZADOS PARA AMBOS FRAGMENTOS: Puerto de la
Soledad: 080HBR, 088HBR, 116HBR y 121HBR; Centro de la distribucién: 002HBR, 4020JP, 4022JP,
4024JP, 4025JP, 4026JP y 4027JP; grupo externo: Peromyscus mexicanus (Pmex), P. eremicus (Pere),
P. maniculatus (Pman) y Baiomys taylori (Btay) .

088HBR
121HBR |0.079
116HBR |0.062/0.082
080HBR |0.057|0.085/0.057
002BCTD |0.138(0.161/0.122|0.112
4027JP  |0.127|0.155(0.119|0.088|0.04
4026JP  (0.111]0.139|0.106|0.076|0.042|0.021
4020JP  [0.122]0.15 |0.114/|0.093(0.06 |0.047|0.03
g [4024JP  |0.103|0.128/0.101]|0.088|0.055|0.047|0.026(0.023
10 |4022JP  10.141(0.175]0.138|0.122|0.092|0.077|0.059|0.059|0.057
11 [4025JP  |0.149|0.169/0.144/0.125|0.074|0.059|0.047|0.074(0.067|0.074
12 |7375MZFC|0.119(0.135/0.116/0.091|0.082|0.075(0.062|0.08 (0.07 |0.106|0.09
13 |Pmex 0.174|0.207|0.165|0.154|0.179|0.158(0.148|0.164|0.153|0.187(0.193|0.173
14 |Pere 0.239|0.272(0.24 |0.207|0.238|0.222(0.198|0.206|0.194(0.237]0.26 |0.203|0.173
15 [Prman 0.265|0.294(0.263|0.226|0.228|0.212(0.191|0.212|0.199|0.243|0.239|0.225|0.203(0.191
16 |Btay 0.235|0.268|0.235|0.193|0.236|0.204|0.19 |0.214/0.208|0.252|0.239(0.217|0.199|0.226(0.218
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
13980UAMI
13979UAMI|0.047
073HBR  [0.215]|0.192
080HBR  |0.215|0.192(0
088HBR  |0.215|0.192(0 0
116HBR  |0.215(0.192/0 0 0
047HBR  |0.232|0.187|0.061(0.061|0.061|0.061
048HBR  |0.228]0.183|0.058(0.058|0.058|0.058|0.009
024BCTD |0.228|0.183|0.061]0.061|0.061|0.061|0.012|0.009
065BCTD [0.224/0.179|0.055|0.055|0.055|0.055|0.006(0.003|0.006
4020JP 0.228|0.183|0.058|0.058|0.058|0.058(0.009|0.006|0.003|0.003
4025JP 0.237(0.191|0.072|0.072|0.072|0.072|0.028|0.025|0.028|0.022|0.025
4026JP 0.238|0.192(0.065|0.065|0.065|0.065(0.022|0.019|0.022|0.015{0.019|0.006
4027JP 0.238(0.192|0.065|0.065|0.065|0.065|0.022|0.019|0.022|0.015(0.019|0.006|0
4019JP 0.242]0.196|0.068|0.068|0.068|0.068(0.025|0.022|0.019|0.019(0.015|0.009|0.003(0.003
056HBR  |0.224|0.179|0.055|0.055|0.055|0.055(0.012|0.009|0.006|0.006{0.003|0.028|0.022(0.022|0.019
057HBR  |0.224|0.179|0.055|0.055|0.055|0.055(0.012|0.009|0.006|0.006{0.003|0.028|0.022(0.022|0.019|0
050HBR  |0.219]0.175|0.058|0.058|0.058|0.058(0.022|0.019|0.015|0.015{0.012|0.031|0.025(0.025|0.022|0.009|0.009
Pmex 0.244(0.219|0.179|0.179|0.179|0.179|0.191/0.187|0.191|0.183|0.188/0.204{0.196/0.196|0.201|0.192|0.192(0.188
Pere 0.257)0.231(0.217(0.217|0.217|0.217|0.238|0.234|0.23 |0.23 |0.234|0.252|0.243(0.243|0.248|0.23 |0.23 [0.239|0.248
Pman 0.234)0.201|0.205|0.205|0.205|0.205(0.213|0.217]0.214(0.213]0.217|0.217|0.217(0.217|0.222|0.213|0.213|0.209|0.236|0.244
Btay 0.307]0.288|0.283|0.283|0.283|0.283(0.321|0.317]0.317|0.313|0.318|0.338|0.328(0.328|0.334|0.313|0.313|0.313|0.293|0.322(0.304




C. Arboles de distancia
1. NEIGHBOR-JOINING (NJ)

Para ambos fragmentos, en general, el grupo de estudio presenta un bootstrap de
100% lo que indica un apoyo fuerte con el empleo de los genes ND3, RNAt-Arg, ND4L
y primer fragmento de ND4 (fig. 6).

Para el primer fragmento (genes ND3 y RNAt-Arg), se observa la formacion de dos
grupos (fig. 6-A), uno formado por los individuos pertenecientes a Puerto de la Soledad,
Oax. apoyado fuertemente por un bootstrap de 100%, el cual esta unido al resto de los
individuos en la parte mas basal del grupo, el segundo también esta fuer-temente
apoyado (bootstrap de 94%), consta de los individuos pertenecientes al cen-tro de la
distribucion de P. furvus y que comprende las localidades de Zacualpan, Ver. y Otongo,
Tenanago de Doria y Tlanchinol, Hgo.; finalmente, el ejemplar de San-ta Inés, Qro. se
encuentra entre el grupo de Puerto de la Soledad y del grupo central estando en la
parte basal del ultimo apoyado con un bootstrap de 95%. El grupo ex-terno se
encuentra apoyado por un bootstrap de 69%.

Para el segundo fragmento (genes ND4L y 1°" fragmento de ND4) se presenta una
topologia muy similar (fig 6-B), presentando la formacion de 3 grupos. El primero
constituido por los ejemplares de La Esperanza, Oax. (bootstrap de 100%), el cual,
junto con Peromycus maniculatus, se unen al resto de los ejemplares de P. furvus. El
segundo contiene los ejemplares de Puerto de la Soledad, Oax., mientras que en el
tercero se agrupan los ejemplares del centro de la distribucion (bootstrap de 99% pa-ra
ambos casos), ademas entre ambos grupos existe un soporte de 100% lo que indi-ca

que este sigue siendo un grupo fuertemente apoyado, teniendo como grupo mas



cercano a Peromyscus mexicanus, seguido de los ejemplares de La Esperanza, Oax. y
P. maniculatus, después a P. eremicus y finalmente a Baiomys taylori.
2. MINIMUM EVOLUTION (ME)

Al realizar la evaluacion de distancia genética con ME, los resultados encontra-dos
son similares a los obtenidos con NJ. En ambos fragmentos, el grupo de estudio
presenta valores de bootstrap altos (100%) lo que muestra un gran apoyo mediante el
uso de los genes ND3, RNAt-Arg, ND4L y primer fragmento de ND4. (fig 7)

En el primer fragmento (genes ND3 y RNAt-Arg), se observa un arbol similar al
obtenido por NJ, aunque presenta niveles de bootstrap ligeramente mas bajos. En el
caso de los ejemplares del centro de la distribucion de P. furvus, se observa un boot-
strap de 92% y la topologia del arbol cambia, con respecto al analisis de NJ, entre los
ejemplares 4022JP, 4024JP, 4025JP y 4027JP que pertenecen a ejemplares de
Tlanchinol y Otongo, Hgo (fig 7-A), Mientras que el individuo de Santa Inés, Qro. se
encuentra entre el grupo de Puerto de la Soledad, Oax. y del grupo central como en el
caso anterior (bootstrap de 81%). El grupo externo sigue siendo un clado aparte
apoyado por un bootstrap de 66%.

Finalmente, para el segundo fragmento tenemos que el analisis realizado por ME
proyecta una la topologia del arbol resultante idéntica al obtenido por NJ, con niveles de

bootstrap levemente diferentes (fig 7-B).
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Figura 6. Arbol obtenido a partir de Neighbor-Joining utilizando el algoritmo de 2 parametros de Kimura, para los
genes ND3 RNAt-Arg (A) y NDA4L y primer fragmento del gen ND4 (B). Ambos arboles muestran valores de
bootstrap mayores al 50%. Grupo externo: Peromyscus mexicanus (Pmex), P. eremicus (Pere), P.
maniculatus (Pman) y Baiomys taylori (Btay) .
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Figura 7. Arbol resultante utilizando Minimum Evolution a partir del algoritmo de 2 parametros de Kimura, para los
genes ND3 RNAt-Arg (A) y ND4L y primer fragmento del gen ND4 (B). Ambos analisis muestran valores
de bootstrap mayores al 50%. Grupo externo: Peromyscus mexicanus (Pmex), P. eremicus (Pere), P.

maniculatus (Pman) y Baiomys taylori (Btay) .



D. Analisis de Parsimonia

Para el primer fragmento se obtuvieron 4 arboles igualmente parsimoniosos, por lo
que se calculd un arbol consenso (fig. 8). En este se observan dos grupos que
concuerdan con los de distancia. El primero comprende a los individuos de Puerto de la
Soledad, Oax. (99%) y el segundo a los ejemplares del centro de la distribucion
(Zacualpan, Ver.; Otongo, Tlanchinol y Tenango de Doria, Hgo.) de Peromyscus furvus
(90%), incluyendo al ejemplar de Santa Inés, Qro. (93%). Los niveles de boot-strap
obtenidos en ambas agrupaciones son altos, lo que sugiere que es un grupo
fuertemente apoyado. El grupo externo presenta un bootstrap de 80%.

En el caso del segundo fragmento, se obtuvieron 17 igualmente parsimonisos, por
lo que también se calculé un arbol consenso (fig. 9), el cual no muestra clara-mente
algunas relaciones, presentando politomias en algunas ramas del arbol. A pe-sar de la
topologia obtenida, podemos ver que los ejemplares analizados se segre-gan en cuatro
grupos. El primero de ellos comprende a los ejemplares de La Espe-ranza, Oax.
(bootstrap del 100%), los cuales no resuelven su relacidn con el resto de los ejemplares
pertenecientes a Peromyscus furvus, ya que establecen una politomia con el grupo
externo (P. mexicanus, P. eremicus, P. maniculatus y Baiomys taylori ). Dentro del
segundo grupo, representado por los individuos de Puerto de la Soledad, Oax.,
seguimos obteniendo valores de bootstrap altos (100%), lo que indica que esta
poblacién esta fuertemente apoyada como un clado bien definido. Finalmente, para los
ejemplares de la distribucion central, se observan dos agrupaciones que se en-cuentran
fuertemente apoyadas (100%): la primera, correspondiente al tercer grupo, considera a
las poblaciones de Zacualpan, Ver. y de Otongo y Tenango de Doria, Hgo. (cuadro 3)

quienes presentan una politomia entre ellas (bootstrap de 100%), y la segunda,



correspondiente al cuarto grupo, comprende las poblaciones de Otongo y Tlanchinol,

Hgo., las cuales tampoco presentan una resolucion entre ellas, presen-tando un nivel

de bootstrap alto (94%).
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Figura 8. Arbol de parsimonia para los genes ND3 RNAt-Arg. Ambos analisis muestran valores de bootstrap
mayores al 70%. Numero de pasos = 395; Indice de Cosistencia = 0.701; Indice de Retencién = 0.609.
Grupo externo: Peromyscus mexicanus (Pmex), P. eremicus (Pere), P. maniculatus (Pman) y Baiomys

taylori (Btay) .
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DISCUSION

A pesar de que el presenta trabajo pretende aclarar las relaciones filogenéticos de
Peromyscus furvus a partir de un analisis de parsimonia, la utilizacion de analisis de
distancia nos permite evaluar aquellos casos que no presentan resolucion en al-gunas
ramas (politomias), como se observa en la figura 9. De esta manera, podemos explicar
la relacion entre poblaciones de la misma especie mediante la utilizacion de analisis
que examinen la diversificacion genética de la especie en estudio. Ademas, el empleo
matrices y arboles de distancias genéticas pueden ayudar a entender y ex-plicar los
resultados obtenidos en los métodos de parsimonia, principalmente en el caso de
estudios a nivel infraespecifico.

Tanto en los analisis de distancia (NJ y ME) como en el de parsimonia usados se
obtuvieron resultados similares para ambos fragmentos. Si no se consideran los
ejemplares de La Esperanza, Oax., se observa que en todos los arboles resultantes se
conforman dos grupos dentro de Peromyscus furvus, uno con ejemplares de Puer-to de
la Soledad, Oax. y otro con los individuos pertenecientes a la distribucién cen-tral de la
especie, lo que indica la posible existencia de subgrupos dentro del grupo de estudio
(figs. 6-9), el cual se encuentra en todos los casos apoyado con valores altos de
bootstrap (100%). A pesar de que el individuo de Santa Inés, Qro. se coloca entre estos
dos grupo, el tener solo un fragmento de ese individuo, no permite escla-recer su
situacion taxondmica como sugieren Harris et al. (2000), a pesar de que
morfométricamente se separa de los ejemplares del resto de la distribucion (Avila-Valle,
2002). Sin embargo, la formacién de estos dos grupos puede explicarse si con-
sideramos la historia geoldgica y biogeografica de México. En particular, la zona de

distribucion de Peromyscus furvus comprende parte de la Sierra Madre Oriental des-de



el sur de San Luis Potosi hasta la parte centro-sur de Veracruz, llegando al norte de la
Sierra Norte de Oaxaca, mostrando asi que la especie esta en por lo menos dos areas
geoldgica y biogeograficamente distintas. Por un lado, la provincia de la Sierra Madre
Oriental (Ferrusquia, 1998) comprende a los individuos del centro-norte de la
distribucion de la especie quienes presentan una tasa alta de diversificacion re-flejada
tanto en la matriz de distancia (cuadro 6) como en los arboles resultantes pa-ra ambos
fragmentos (fig. 6-9), mientras que en la Sierra Norte de Oaxaca, pertene-ciente a la
subprovincia de las Tierras Altas de Oaxaca y Puebla (Ferrusquia, 1998; Ruiz-Jiménez
et al., 2000), se presentan individuos de Puerto de la Soledad quienes conforman un
grupo sélido y fuertemente apoyado (figs. 6-9). Por otro lado, la rela-cion filogenético de
los individuos de La Esperanza, Oax., que presentan una simili-tud morfométrica con
los individuos de Puerto de la Soledad, Oax. y de Xalapa, Ver. (Avila-Valle, 2002) y que
han sido determinados como Peromyscus furvus, se puede explicar por medio de los
analisis de distancia genética (Tiemann-Boege et al., 2000), los cuales muestran una
diferenciacion genética muy grande, al grado de que estos ejemplares se separan del
resto de los individuos pertenecientes al grupo de estudio y se unen al grupo externo,
colocandose entre P. mexicanus + P. furvus, por un lado, y entre P. maniculatus + P.
eremicus + Baiomys taylori, por otro, provocando una pa-rafilia en P. furvus (figs., 6-B,
7-B y 9). Esta diferenciacion genética presente en esta ultima poblacion puede deberse
a que se encuentra geolégicamente dentro de la zo-na de sierras y tierras altas
Mixteco-Zapoteco (Ferrusquia, 1998).

En general, la historia geolégica de la zona oriente del pais es muy compleja y
antigua, y la formaciéon de las zonas montanas empieza geologicamente desde el

jurasico-cretacico (Demant y Robin, 1975; Ferrusquia, 1998), lo que culmina con el



establecimiento de una composicion floristica (Luna-Vega et al., 1989, 1994, 2001;
Alcantara-Ayala y Luna-Vega, 1997; Mayorga-Saucedo et al.,1998; Contreras-Medi-na
et al., 1999; Ruiz-Jiménez et al., 2000) y faunistica (Honey-Escandon, 2002; San-chez-
Gonzalez, 2002; Garcia-Deras, 2003; Canseco-Marquez et al., 2004; Garcia-Moreno et
al., 2004; Ledn-Paniagua et al., 2004) también compleja, siendo uno de sus maximos
exponentes los bosques mesofilos (Rzedowsky, 1996; Luna-Vega et al. 1999, 2001;
Espinosa et al., 2004) cuya distribucion fue muy extensa durante el pe-riodo Terciario
(Luna-Vega et al., 2001). Al parecer la diversificacion de las especies de roedores,
particularmente de aquellos que se encuentran en bosque mesofilos, comienza en el
Pleistoceno, cuando comienza el periodo glaciar (Schuster, 1999; Still et al., 1999). Las
bajas temperaturas ocasionaron una reduccion en la distribucion de los bosque
mesofilos causando su fragmentacidén y provocando que en la actualidad sean relictos
que albergan una cantidad impresionante de especies sobre todo espe-cies endémicas
(Rzedowsky, 1996, Luna-Vega et al. 2001). Lo anterior, junto con al-gunos analisis
biogeograficos de otras especies de ratones (Schmidly et al., 1993; Hoffmann y Koepp,
1985; Hogan et al., 1997; Engel et al., 1998; Harris et al., 2000; Jaarola et al., 2004),
nos hace pensar que la diferenciacion de la especie comenzé en el Pleistoceno.
Ademas evidencia obtenida tanto floristica como faunisticamente, permite pensar que el
Pleistoceno da la pauta en el comienzo de un periodo de diver-sificacién en diferentes

taxones de roedores (Sullivan et al., 2000).



CONCLUSIONES

En general, el estudio de los roedores es muy complejo, debido principalmente a
las similitudes morfolégicas y morfométricas que puede existir entre diferentes espe-
cies, ya que estas similitudes no permite discernir en ciertas situaciones entre dife-
rentes especies. Esto puede ser reflejo de las condiciones ambientales que en algu-nos
casos suelen ser iguales y, por ende, diferentes especies escogen algunos me-
canismos, patrones o caracteristicas similares como en el caso algunas especies
cripticas (Scheffer, 2000). De esta manera, Peromyscus furvus, es una especie que
posee una diversificacion genética muy grande, que se refleja tanto morfologica
(Musser, 1964; Hall, 1968) como morfométricamente (Avila-Valle, 2002) a lo largo de su
distribucion. Ademas del presente trabajo, Harris y Rogers (1999) a partir de alo-
enzimas y Harris et al. (2000) con citocromo b, también observan una diferenciacion
dentro de la especie. Sin embargo, aunque en ambos trabajos se observa la separa-
cion de las poblaciones de Puerto de la Soledad, Oax. y de Xilitla, S. L. P. del resto de
la distribucion la especie, en ninguno de estos trabajos se toma alguna decision acerca
de la situacion taxondémica de P. furvus, dejandola como una especie monoti-pica. El
presente trabajo permite por un lado conocer mas acerca de la biologia de la especie y
por otro conocer mas acerca de técnicas que permitan evaluar las relacio-nes dentro de
la especie. De esta manera, podemos decir que los datos moleculares permiten cotejar
la existencia de un patron de diferenciacion genética lo que resulta en el estableciendo

de varias entidades dentro de P. furvus como se menciona en la hipotesis alternativa.

A manera de conclusiones podemos establecer que:



Peromyscus furvus no es una especie monotipica, comprendiendo, por
lo menos, dos agrupaciones dentro de la distribucion de la especie:

a. Centro de la Sierra Madre Oriental (¢ P. furvus fuvus.?)

b. Puerto de la Soledad (sin designacién taxondémica)
Es necesario completar la muestra correspondiente al norte de la
distribucion, ya que se encuentra entre las dos agrupaciones
encontradas molecularmente y podria, en todo caso, formar otro grupo.
(¢,P. furvus latirostris?)
En el caso de los individuos pertenecientes a la localidad de La
Esperanza, Oax., es necesario obtener mas muestras y consultar otras

descripciones para poder determinar su estado sistematico.
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