INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL CiiDiq
ONXACH

Centro Interdisciplinario de Investigacion para el
Desarrollo Integral Regional, Unidad Oaxaca

Maestria en Ciencias en Conservacion y Aprovechamiento de
Recursos Naturales

(Patrones y Procesos para la Biodiversidad del Neotropico)

FILOGEOGRAFIA DE LA RATA CANGURO ENDEMICA DE
MEXICO (Dipodomys phillipsii)

TESIS

QUE PRESENTA PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA:

lzchel Gabriela Vargas Jiménez

DIRECTOR DE TESIS:

Dr. Miguel Angel Briones Salas

Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca, Noviembre del 2017



SiP-1a
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS
En la Ciudad de Qaxaca siendolas  11:00 horasdeldia 6 delmesde
noviembre  del 2017 se reunieron los miembros de ka Comision Revisora de la Tesis, designada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de CIIDIR OAXACA

para examinar 1a tesis tdulada:
Filogeografia de la rata canguro endémica de México (Dipodomys phitypsi)

Presentada por el alumno:
Vargas Jiménez
Apellido paterno Apellido matemo
Nombre(s) lzchel Gabriela

Conmg'stfo:[B 1 [s [o [s |1 Iﬁl

aspirante de:
Maestria en Ciencias en Conservacion y Aprovechamiento de Recursos Naturales

Después de intercambiar opiniones, los membros de la Comision manifestaron APROBAR LA TESIS,
en virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Director(a) de tesis

Dr. Sergio Tighl Alvarez Dr. Rafael
Cast

\
Dr. Marko Gomez »
Hemandez M.C. Sonia Truyjillo

PRESIDENTE DE EGIO DE PROFESORES

CENTRO
Dr. Salvadof Isidro Belmonte Jiménez mmﬁ*&“

CJIDLR
UNIDAD GAXACA
(L8




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION ¥ POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de México, D.F, ¢l dia 21 del mes de __noviembre  del afio 2017, ¢l (la)
que suscribe VARGAS JIMENEZ IZCHEL GABRIELA alumno(a) del Programa de
MAESTRIA EN CIENCIAS EN CONSERVACION Y APROVECHAMIENTO DE
RECURSOS NATURALES, con nimero de registro B1350516, adscrito(a) al Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, Unidad
Oaxaca, manifiesto(a) que es el (1a) autor(a) intelectual del presente trabajo de Tesis bajo la
direccion del (de Ia, de los) Dr. Miguel Angel Briones Salas v cede los derechos del trabajo

titulado “Filogeografia de la rata canguro endémica de México (Dipodom ipsif)™,

al Instituto Politéenico Nacional para su difusidn, con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del
trabajo sin el permiso expreso del (de la) autor(a) y/o director(es) del trabajo. Este puede ser

obtenido escribiendo a las siguicntes direcciones posgradoax@hotmail.com 6
izchelvargasjimenez@gmail.com. Si el permiso se otorga, el usuario deberd dar el

agradecimiento correspondiente y citar la fuente del mismo,

W\
3
5
VARGAS JIMENEZ IZCHEL GABRIELA ~ CENTRO WTERDIgipLbamI

Nombre y firma del alumno(a) DESARAOLLO INTEGRAL REGIONAL
o




AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES

Por contribuir en mi formacién académica, al posgrado en Ciencias en Conservacion

y Aprovechamiento de Recursos Naturales del ClIDIR-Oaxaca.

Por la estancia de Investigacion realizada, al Centro de Investigaciones Bioldgicas

del Noroeste, S.C.

Por la donacién de tejido y por el tiempo brindado, a la Coleccién Nacional de
Mamiferos del Instituto de Biologia, UNAM (CNMA), Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas, IPN (ENCB), Coleccion de la Universidad Autonoma Metropolitana
(UAMI), Coleccion mastozoologica de la Universidad Autonoma de Aguascalientes
(CMUAA), Coleccion de mamiferos de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla (EB-BUAP), Coleccion Regional Mastozoolégica de Oaxaca (OAXMA),
Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste (CIB) y al Museum of Natural

Science, Louisiana State University, (LSUMZ).

Al M. en C. Alejandro Flores Manzanero y al Dr. Marco Alejandro Suarez Atilano del
Laboratorio de Genética y Ecologia del Instituto de Ecologia, UNAM, Por sus

asesorias y por compartir con humildad sus conocimientos.

Por sus asesorias para enriguecer éste trabajo y por sus atinados comentarios para
enriquecer esta tesis, por darme siempre ese animo para continuar trabajando al Dr.
Miguel Angel Briones Salas, Dr. Sergio Ticul Alvarez Castafieda, M en C Sonia

Trujillo Argueta, Dr. Rafael F. Del Castillo y al Dr. Marko Aurelio Gomez Hernandez.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES Y DEDICATORIA

Por brindarme su apoyo en todo momento, al grupo de mastozoologia del CIIDIR-
Oaxaca a los maestros en ciencias Natalia Martin Regalado, Mario C. Lavariega,
Margarita Garcia Luis, a las bidlogas Rocio Garcia Paz, Magaly Gomez Contreras y
Gabriela Elena Medina.

A quienes me acompafiaron campo a corretear ratas canguro Joel Crisanto Juarez,
Teresa Hernandez Velasco, Julio Rodolfo Lépez Lopez y a Lucia Elizabeth Reyes

Martinez.

Agradezco las atenciones brindadas durante mi estancia en el CIBNOR, a la M. en C
Griselda Gallegos Simentel, a la Dra. Patricia Cortés Calva, a la Bi6l. Mayra de la
Paz Cuevas, al Dr. Sergio Ticul Alvarez Castafieda, a Francisca Concepcion
Ramirez Aburto.

A la familia Manzanero que nunca dejo de darme animo y apoyo para culminar este

trabajo. Gracias por sus consejos M en C Gladys Manzaneo Medina

Nuevamente, al M. en C. Alejandro Flores Manzanero por darme animo para

continuar y por todos los consejos para enriguecer este trabajo.

Dedico esta trabajo a mi mama, a mis hermanos por estar siempre cuando mas los

necesito, gracias por apoyarme.




INDICE

Paginas

RE S UM N . e ttutttiti it tie e stessaassasassanssasasasnssssnssnsnssesnsssssssssssssnssssssesnnsssnssssnsssnnsesnnssnns sossees 5

I O 6

L. INTRODUCCION. ettt ettt eeeee ettt e ae e ee e eeaae e seaseareseaeaeseteareasetesesensanrnsesasensenseeensens 7

2. HIPOTESIS aoteeeeeteteeeesseesestestseesessssssssesessssssssessesssssssnsensesssssnssnsessesesanes iERROR! MARCADOR NO DEFINIDO.1

3.

JUSTIFICACION . st tetteeetteeteeeaseaseasesesasea s ea s et eaatenn e teansenn s s esasennssaneeasennsennsennsennsnns 122

4,

OB I E T IV O S ittt ittt tinttinettsassssnstassssaassasnssssnssssnssssnssssnsssnssessssssnssssntssnnsssnsssnssssnnsnnnsnns 112
4.1 OBJIETIVO GENERA L .cttiutiitttittisstiasiranstmnsssnsrasassaansssassasnsssaansasassssnsssnssssnssnnnsrnnns 12
4.2 OBJIETIVOS PARTICULARES . .cuuiitttiittittt ettt sttt e st ettt s saasesaaas st s e san st abseaa e san s sba e sanssetsesnseransasrnes 12

5.

METODOS oo coucetreeeesesssssssessssss s ses s sas s assss sas srs sassss sasssessssasssnssesssssssssassassesssssassssssessessessssens sesesssessasesssssssssssses s 122
5.1 OBTENCION DE MUESTRAS .ttttttttetteetteeeeeeeeeeeeeeeeeseseeseeeeessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessesssssssssssssseses 122
5.2 TRABAJO DE CAMP O uuuiiieeeeeneseerreeermesssssssseesssnsssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssssssssssssnsssssssssenns 133
5.3 TRABAJO DE LABORATORIO citttttetetiittteeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeessssssssssessssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssnes 144

5.3.1 EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL ADN ....cooiiitiiiieeeeeeetiiieeee et 144
5.4 ANALISIS FILOGENETICOS ittttttttteteeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 155
5.5 TIEMPO DE DIVERGENCIA «tttteeeeeeeeerreerranesssesssessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssnansssssns 188
5.6 DATACION MOLECULAR «ettteetetttettetetteeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 19
5.7 RED FILOGENETICA ceuuutttetttteerrenssssssssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssssssssnnnsssnnes 19

6.

RE S UL T A D O S .t ittt it tiastassetasasasanstsastsnsrasnstasnssssnssasssessssssnsissssssnssessssssnsssnnsennssnns 200
6.1 ANALISIS FILOGENETICOS tttteeeeeseeerreerrensssseessessssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssnssssssssssssnanssssns 200
6.2 TIEMPOS DE DIVERGENCIA ...uuueereerrrrrsrsssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 211
6.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS LINAJES eeeeeeereeerrreermnnessssesseessanssssssssesssssssssssssessssnssssssssssssnnnssssnns 211

7 DISCUSION. ettt ettt ettt e e e et et e et e et e et e et ettt et et e et et e e e et e e et e ee et eree e 29
7.1 RELACIONES FILOGENETICAS Y DIVERSIFICACION DE D. PHILLIPSI ceeuueeeeeereeermnneeeeerreessnasssssesseesnnnnnssnnes 29
7.2 IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION
8. CONCLUSION eeeeeeeeeeeeeeeteeeeseeseessetsssssssssssestsssesssssss et ssssssassssssssssesenes
|
9. LI TERATURA CONSULTADA ittttetttttttittteteeeeeeeeteeeeeeeeeseeeseessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 345



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1 DISTRIBUCION GEOGRAFICA..........uevrnsuenerseessssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssss ssssssessssssssss s ssssssssssnsrss 9

FIGURA 2 FILOGRAMA DISTANCIAS GENETICAS........ccoertmersrenersesssnssssssessssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssss 23
FIGURA 3 FILOGRAMA MAXIMA VEROSIMILITUD.......coeveuunersreusnenssnsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 24
FIGURA 4 FILOGRAMA INFERENCIA BAYESIANA........cccoceiiiieretnintinsistesessssssssssssssessesssssssssssesesesasssssns sasssssssssssssans 25
FIGURA 5 ARBOL BAYESIANO CON EL METODO DE ESPECIACION YULE.......coveuuerrrmsusnrssenssssssesssssassesssssssssssenses 26
FIGURA 6 RED RETICULADAL.........ccociitiitiinisiniinsiesissesesssssssnesnsessissssssssssasesss e ssssnesas sesssssas sesass sssasssssssesnssassessssssssnes 27
FIGURA 7 DISTRIBUCION.......cesruueeasnruserssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssesssssssssssssssssssessasessssssessssssssessssssssssssses 28

FIGURA 8 RED DE HAPLOTIPOS......cccciiuiiiiissnisneiasssristassissssssssmssesssesssssssasssssas s assssssssssssss s ssssss s sssassassass ssssssnsssssssns 32



INDICE DE TABLAS

TABLA 1. SECUENCIAS TOMADAS DEL GENBANK

TABLA 2. ESTIMACIONES DE LA DIVERGENCIA EVOLUTIVA.......ccoinirinineeninennennsssns s snsesassssssssssssassassnes



RESUMEN

La filogeografia es la disciplina encargada de examinar la distribucion de los
linajes de genes, es importante realizar estos estudios para el conocimiento y
conservacion de la biodiversidad, particularmente de los mamiferos mexicanos, ya
que permiten entender mejor los procesos temporales, espaciales y evolutivos de
sus poblaciones con el fin de preservarlas a corto y largo plazo. La rata canguro
de Phillips (Dipodomys phillipsii) contiene a tres subespecies, de las cuales D. p.
oaxacae es la que tiene la distribucion més surefia. Dipodomys phillipsii se
encuentra amenazada de acuerdo con la NOM-059, debido al cambio de uso de
suelo y a la destruccion de su habitat. ElI escaso conocimiento de los aspectos
genéticos de dicho roedor ha dificultado el establecimiento de las estrategias
efectivas para su conservacion. El objetivo de este trabajo fue determinar el patrén
filogeografico de las poblaciones de D. phillipsii y estimar su divergencia genética
con base en ADN mitocondrial (cyt b). Realizamos andlisis de maxima
verosimilitud e inferencia bayesiana. Recuperamos dos clados distintos, uno
conformado por D. p. perotensis-D. p. phillipsii y el segundo por D. p. oaxacae.
Ambos, presentan consistencia geografica. D. phillipsii es un grupo monofilético,
con especiacion simpatrica. De acuerdo con nuestras estimaciones el tiempo de
divergencia entre ambos clados (uno que habita en las provincia de la Faja
Volcénica Transmexicana y el otro en la provincia de la Depresion del Balsas), fue
de 2.02 millones de afios con un nivel de divergencia del 2.8% sustituciones por

sitio.



ABSTRACT

Phylogeography is the discipline in charge of examining the distribution of gene
lines, it is important to carry out these studies for the knowledge and conservation
of biodiversity, particularly of Mexican mammals, since they allow to better
understand the temporal, spatial and evolutionary processes of their populations in
order to preserve them in the short and long term. The kangaroo rat of Phillips
(Dipodomys phillipsii) is subdivided in three subspecies, of which D. p. oaxacae is
the one with the southernmost distribution. Dipodomys phillipsii is threatened in
accordance with Mexican Oficcial Norm NOM-059, mainly due to the change in
land use and the degradation of its habitat. Scarce knowledge of the genetic
aspects of this rodent has hindered the establishment of effective strategies for its
conservation. The objective of this study was to determine the phylogeographic
pattern of D. phillipsii populations and to estimate their genetic divergence betwen
them, based on mitochondrial DNA (cyt b). We conducted maximum likelihood and
Bayesian inference analysis to assess to phylogenetic relationships betwen
populations and to estimate the time since its divergence. We recovered two
clades, one conformed by D. p. perotensis-D. p. phillipsii and other conformated
exclusively by D. p. oaxacae. Both clades showed geographical consistency. D.
phillipsii is a monophyletic group, with subsequent sympatric speciation. According
to our estimates, the divergence time between both clades (one inhabits the
Trans-Mexican Volcanic Belt province and the other the Depression of the Balsas
province), was 2.02 million years ago with a level of divergence of 2.8 %

substitutions per site.



1. INTRODUCCION

La filogeografia es la disciplina encargada de examinar la distribucion de los
linajes de genes, lo que permite describir los patrones geogréficos de la diversidad
genética y determinar los procesos histéricos y evolutivos que dieron origen a las
poblaciones naturales (Avise, 2000). Asimismo, las aproximaciones filogeograficas
pueden ser Utiles para determinar fronteras entre especies (Dominguez-
Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009). Por otro lado, los estudios
filogeogréaficos son primordiales para el conocimiento y conservacion de la
biodiversidad, particularmente de los mamiferos mexicanos, ya que permiten
entender mejor los procesos temporales, espaciales y evolutivos de sus
poblaciones con el fin de preservarlas a corto y largo plazo (Vazquez-Dominguez y
Vega 2006). Estos aspectos son necesarios para comprender la evolucion de las
especies y para identificar poblaciones que podrian estar en alguna categoria de

riesgo (Serna-Lagunes et al., 2015).

La realizacion de estudios filogeograficos ha sido posible gracias al uso de
marcadores moleculares. Estas herramientas son biomoléculas que funcionan
como caracteres distintivos entre individuos de un grupo y entre diferentes taxones
(Baker y Bradley, 2006). EI mas empleado es el ADN mitocondrial (ADNmt),
debido a que tiene altas tasas de mutacién, no es recombinante y sus secuencias
se mantienen de una generacion a otra, caracteristicas que la vuelven clave para
entender las relaciones evolutivas entre los individuos, poblaciones y especies
(Kocher et al., 1989). Entre los marcadores de ADNmt, el gen citocromo b (cyt b)
ha sido extensamente estudiado dentro del grupo de los mamiferos, tiene un
tamafio de 1140 pares de bases (pb), una tasa de mutacion de 2.0 x 10-8
sustituciones por sitio por generacion en mamiferos, y se ha utilizado en

numerosos estudios de sistematica de vertebrados (Farias et al., 2001).

En México, los roedores conforman el grupo mas diverso de mamiferos, la
mayoria son de amplia distribucion y se encuentran en diversos tipos de
vegetacion (Villa y Cervantes, 2003). De ellos, la familia Heteromyidae esta

conformada por linajes que diversificaron principalmente durante el Mioceno (hace
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22 milloneas de afios, Ma.), y que actualmente ocupan una gran variedad de
ambientes (Hafner et al., 2007). Uno de los géneros representativos es
Dipodomys, el cual diversifico hace 11.4 Ma (Hafner et al., 2007) e incluye
especies conocidas comunmente como ratas canguro (Williams et al., 1993).
Actualmente se reconocen 10 especies de Dipodomys en México (Ramirez-Pulido
et al., 2014): Dipodomys compactus (True, 1889), D. deserti (Stephens, 1887), D.
gravipes (Huey, 1925), D. merriami (Mearns, 1890), D. nelsoni (Merriam, 1907), D.
ordii (Woodhouse, 1853), D. ornatus (Merriam, 1894), D. phillipsii (Gray, 1841), D.
simulans (Merriam, 1904), y D. spectabilis (Merriam, 1890).

La rata canguro de Phillips (Dipodomys phillipsii) esta clasificada como
“amenazada” por la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT, 2010), y
como de preocupacion menor (Least Concern) por la International Union for
Conservation of Nature (IUCN, 2016). Es una especie monofilética y altamente
divergente (Fernandez et al., 2012), se distribuye en regiones aridas o semiaridas,
con matorrales espinosos y suelos arenosos, caracterizados por gramineas cortas,
nopales y cactus (Genoways y Jones, 1971). Actualmente se reconocen tres
subespecies: D. p. phillipsii (Gray, 1841), D. p. perotensis (Merriam, 1894) y D. p.
oaxacae (Hooper, 1974).

Las subespecies de D. phillipsii, pueden distinguirse por el tamafio de la anchura
mastoidea, maxilar y la interorbitaria y por sus caracteres morfolégicos externos
como el tamafio corporal que varia entre 230 y 304 mm, el largo de la cola (149 a
192 mm), el largo de la pata (36 a 45mm), y el tamafio de la oreja (12 a 16 mm).
Otra caracteristica es el area basal del baculo (hueso peneano), la cual es casi
redonda en la seccion transversal, puede tener tuberosidades irregulares en la
superficie y el eje se estrecha gradualmente terminando en punta (Lidicker 1960;
Genoways y Jones, 1971; Best y Schell, 1974). La coloracion dorsal es otro
caracter para separar a las subespecies (Genoways y Jones, 1971; Fernandez et
al., 2012). La coloracion de las poblaciones de D. p. phillipsii del Valle México
tienen una coloracién dorsal oscura (Genoways y Jones, 1971; Alvarez-Castafieda

et al., 2015). Las poblaciones de D. p. perotensis de la cuenca oriental (Puebla,



Tlaxcala y Veracruz) tienen una coloracién ocraceo oscuro (Gonzéalez-Ruiz, 2012)
y presentan dimensiones corporales y de pata trasera mas grandes (>37 mm;
Fernandez et al., 2012). Finalmente, las poblaciones de D. p. oaxacae que se
localizan al sur, se caracterizan por tener una coloracion dorsal mas palida
(ocraceo amarillento; Genoways y Jones, 1971), sus dimensiones corporales y de
pata trasera son menores (<37 mm; Fernandez et al., 2012), adicionalmente un
aspecto para diferenciar a estas subespecies es la punta del baculo, la cual en D.
p. oaxacae esta inclinada hacia arriba a diferencia de las otras dos subespecies

gue no terminan con la punta hacia arriba (Burt, 1960).

La distribuciéon de D. p. phillipsi y D. p. perotensis comprende la provincia
biogeografica de la Faja Volcanica Transmexicana (Morrone et al.,, 2017),
especificamente al suroeste de Hidalgo, Estado y Valle de México, Tlaxcala,
Veracruz y Puebla. El rango altitudinal de D. p. phillipsii y D. p. perotensis va de
2000 a 3000 msnm (Genoways y Jones, 1971; Fig. 1). Casi todos los tipos de
vegetacion estan presentes en esta provincia, destacando los bosques de
coniferas, encinos, pastizales, vegetacion riberefia, tierras urbanas y de cultivo
(Gamez et al., 2012). Por su parte, D. p. oaxacae tiene la distribucion mas surefia,
habita en la provincia biogeografica de la Depresion del Balsas, especificamente
en el Valle de Tehuacéan Cuicatlan al sur de Puebla y al norte de Oaxaca, en un
rango altitudinal de 500 a 1,500 msnm (Jones y Genoways, 1975; Fernandez et
al., 2012; Briones-Salas et al., 2015; Fig. 1).

El 4rea que actualmente comprende la distribucion de las subespecies de D.
phillipsii es interesante desde una perspectiva filogeografica. Por un lado, el
levantamiento de la Sierra Madre Oriental hace 14 Ma, dio inicio a un proceso de
desertificacién que se extendid hasta el centro de México, llegando a los actuales
estados de Hidalgo y Querétaro (Alexander, 2004). Posteriormente, el surgimiento
de la Faja Volcanica Transmexicana durante el Pleistoceno (hace 5 Ma), elevd los
valles de Puebla, Perote y Apan por encima de los 2200 m (Ferrari, 2000; Morrone
et al., 2017). Esta separacion fisica provoco también un cambio en el clima de la
region, lo que propicio que donde ahora es el Valle de Tehuacan-Cuicatlan,



evolucionara de manera independiente del desierto Chihuahuense (Dietz y
Holden, 1970). El Valle de Tehuacan-Cuicatlan posee altos niveles de diversidad y
endemismo (De la Maza Elvira, 2001; Trejo, 2004). Esta diversidad fue
enriquecida con el ingreso peridédico de organismos provenientes de otras
regiones, cuyas poblaciones tuvieron acceso durante épocas climaticas propicias
(Fernandez et al., 2012). Cuando las condiciones climaticas cambiaron, estas
poblaciones quedaron aisladas, lo que a su vez dio origen a un proceso de
evolucion de millones de afios que resultdé en la diversificacion de diferentes
grupos de organismos y que actualmente forman parte de los endemismos de la
zona (Halffter et al., 2008).

Por lo tanto, el presente trabajo representa un aporte a la historia evolutiva de D.
phillipsii, donde el objetivo principal fue determinar el patrén filogeografico de las
poblaciones y estimar su divergencia genética con base en ADN mitocondrial (cyt
b). A pesar de la importancia que han demostrado tener los estudios moleculares
para diferentes especies de roedores y particularmente del género Dipodomys,
hasta la fecha no hay un trabajo especifico para D. phillipsii que evalle la
diversidad y estructura genética de sus poblaciones en un contexto geografico. Lo
anterior ayudara a determinar los procesos historicos y evolutivos que dieron
origen a sus poblaciones, y contribuird al conocimiento del estado genético de sus
poblaciones, informacidon que posteriormente puede ser utilizada para estrategias
de conservacion que le permita a la especie persistir a mediano y largo plazo.
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Figura. 1. Distribucion geografica de D. p. phillipsii y D. p. perotensis en zonas entre 2000 a 3000
msnm y D. p. oaxacae entre los 500 a 1500 msnm.

2. HIPOTESIS

Debido a que D. p. phillipsii y D. p. perotensis habitan en una region (provincia
biogeografica de la Faja Volcanica Transmexicana) con caracteristicas ecoldgicas
diferentes a la region que habita D. p. oaxacae (provincia biogeografica de la
Depresion del Balsas), existird un patron de diferenciacion genética concordante
con la distribucién geogréafica de las subespecies de D. phillipsii.

Si esta hipoétesis es correcta, se observaran dos clados independientes en donde
D. phillipsii oaxacae representara un grupo que ha ido evolucionando de manera
distinta, lo que a su vez se vera reflejado en las distancias genéticas y en el

tiempo de divergencia.
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3. JUSTIFICACION

El estudio filogeografico de especies como la rata canguro D. phillipsii, es
importante para conocer los diferentes procesos (historicos y ecoldgicos) que han
contribuido al surgimiento, establecimiento y evolucidbn de sus poblaciones.
Asimismo, el estudio de sus poblaciones es de caracter imperativo, ya que la
fragmentacion de su hébitat y las presiones antropogénicas lo hacen un grupo
vulnerable. Los resultados derivados de este tipo de estudios, tendran
implicaciones en la toma de decisiones para la conservacion de especies,

particularmente aquellas que estan en alguna categoria de riesgo.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar los patrones filogeograficos de D. phillipsii

4.2 Objetivos particulares
1) Realizar andlisis filogenéticos utilizando al cyt b para reconstruir una

hipotesis sobre su historia evolutiva
2) Ubicar filogenéticamente a las poblaciones de D. phillipsii respecto a
otros miembros del género

3) Estimar la divergencia de D. phillipsii utilizando el cyt b

5. METODOS
5.1 Obtencidn de muestras

Se realiz6 una busqueda de ejemplares en las bases de datos VerNet
(www.vernet.com) y de gbig.es (www.gbif.es), que albergan informacién de
colecciones cientificas tanto internacionales como nacionales. A partir del listado
de los ejemplares depositados en colecciones se solicitd la donacion de muestras
de tejido de diversas colecciones cientificas de México y Estados Unidos. De esta
forma, se obtuvieron muestras de la Coleccion Nacional de Mamiferos del Instituto

de Biologia, Universidad Nacional Autbnoma de México (CNMA), Escuela
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Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional (ENCB),Coleccion
de la Universidad Autonoma Metropolitana (UAMI), Coleccion de Mamiferos de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (EB-BUAP), Coleccién
Mastozooldgica de Oaxaca (OAXMA),Centro de Investigaciones Biologicas del

Noroeste (CIB), Museum of Natural Science, Louisiana State University (LSUMZ).
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Figura 2. Localidades de colecta de ejemplares de D. phillipsii, entre paréntesis esta el nUmero de
individuos colectados.

5.2 Trabajo de campo

Con el fin de incrementar el tamafio de muestra y tratar de cubrir toda la
distribucion de la especie, se realizaron diez salidas de campo: cinco al municipio
de Teotitlan de Flores Magon (29 de abril al 3 de mayo del 2016) y cinco al
municipio de Cosoltepec (21 al 25 de agosto del 2016), ambas localidades en el
estado de Oaxaca y corresponden a lugares donde previamente se ha registrado
la presencia y captura de individuos (Cervantes y Riveros-Lara, 2012; Genoways Yy
Jones, 1971; Fig. 2). Durante cada salida se utilizaron 110 trampas Sherman en

13



cada sitio de colecta las trampas fueron colocadas al atardecer a lo largo de 11
transectos lineales a una distancia de 10 m de separacion entre cada una y fueron
cebadas con una mezcla de avena y esencia de vainilla. El esfuerzo de muestreo
fue de 7700 trampa/noche. Los individuos fueron colectados con el permiso FAUT-
0044. A cada individuo se le tomaron las medidas somaticas: Longitud total (LT),
longitud de cola (LC), longitud de oreja (LO), longitud de pata trasera (LP), y peso
(9). Los organismos fueron sacrificados siguiendo las normas de manejo y cuidado
de la fauna silvestre establecidas por la Sociedad Americana de Mastozoologia
(Sikes et al., 2016). De cada ejemplar se obtuvo aproximadamente 0.5 mg de
higado, y las muestras fueron conservadas en alcohol al 95% para su posterior
andlisis en el laboratorio. Los ejemplares fueron preparados y catalogados

debidamente para su ingreso a la Coleccion Mastozoolégica de Oaxaca (OAXMA).

5.3 Trabajo de laboratorio

5.3.1 Extraccion, amplificacion y secuenciacion del ADN

La extraccion de ADN se llevo a cabo mediante el protocolo de NaCl y cloroformo
(Green y Sambrook, 2012) con algunas modificaciones. Se retir0 el alcohol y cada
muestra fue secada en una centrifuga de vacio a 30°C por 7 minutos. Cada
muestra fue colocada en un tubo eppendorf con 500ul de buffer de lisis (100 mM
NaCl, 50 mM Tris PH 8.0, 100 mM de EDTA, 90 ul de SDS al 10%) y 20 ul de
proteinasa K (solucion stock de 10 mg/ml; sigma No cat P-2308), y se incubd por
tres horas a 65°C y se revisaron cada treinta minutos para homogenizarlas con un
pistilo de plastico. Posteriormente, a cada tubo se adicioné 200 pl de NaCl (a 6 M)
y se agitd por 2 minutos. Se incubd en bafio de hielo durante 10 minutos para
después centrifugar a 10 000 revoluciones por minuto (RPM) durante diez
minutos. Se transfirieron 500 pl del sobrenadante a un microtubo limpio y se
adicionaron 350 pl de cloroformo (Alcohol isoamilico 24:1). La solucion se agitd por
2 minutos para posteriormente centrifugar a 14000 RPM durante 5 minutos.
Posteriormente se transfirieron 500 pl a un tubo limpio y se adicionaron 1000 pl
de etanol al 100%. Se mezcld por inversion y se dej6 reposar 13 horas a -20°C.

Posteriormente, se centrifugd a 14 000 RMP durante diez minutos, se decanto el
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alcohol y se adicionaron 500 ul etanol al 80%. Después de mezclar en el vortex, se
centrifugd a 14000 RMP durante cinco minutos y se volvi6 a decantar. El
precipitado se dejo secar en la centrifuga de vacio a 30°C durante 7 minutos y
después se afiadieron 70 pl de agua tibia para eluir el ADN. Se mezclo en vortex y
finalmente se hizo una dilucion 1:10, tomando 10 pl de la elucion y 90 pl de agua

destilada. El ADN se almacend a -20°C.

De cada extraccion de ADN se amplificaron los fragmentos del gen cyt b (800 pb)
con los primers MVZ05 (CGA AGC TTG ATA TGA AAA ACC ATC GTT)/ MVZ16
(AAA TAG GAA RTA TCA YTC TGG TTT RAT) mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en un termociclador mastercycler® pro, vapo.protect™,
eppendorf®. Cada reaccion de PCR utilizd los siguientes reactivos: 9.24 ul de
trehalosa 10%, 4.34 pl de H,O, 1.0 pul de MgCl,, 0.1 pl de dNTP (a una
concentracion de 100 mM), 1.85 ul de buffer para PCR (a 10X) y 0.19 pl de cada
primer (a una concentracién de 10 pM), 0.09 y Taq platinum (Invitrogen™: 5 u/ pl).
Las condiciones utilizadas en el termociclador fueron: desnaturalizacién a 93 °C
por 2 min por 32 ciclos de doble cadena y 35 ciclos para la amplificacion de una
sola cadena (Smith y Patton, 1993). Los productos de PCR se verificaron en un
gel de agarosa al 2% con ayuda de un transiluminador de luz UV. Los productos
amplificados fueron enviados para su secuenciacion al Museo de Zoologia de

Vertebrados de la Universidad de California en Berkeley.

5.4 Andlisis filogenéticos

Las secuencias de cyt b fueron revisadas en el programa SnapGene® v3.3.4 (GSL
Biotech, Chicago, IL), posteriormente editadas de forma manual y alineadas con
con el algoritmo CLUSTAL W en el programa BioEdit version 7.0.0 (Hall, 1999)
utilizando la secuencia del cyt b de D. phillipsii oaxacae como referencia
(JN183906) obtenida del GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/). Para los
analisis subsecuentes también se incluyeron secuencias de otras especies de

Dipodomys (Tabla 1).
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Tabla 1. Secuencias de cyt b tomadas del Genbank. De izquierda a derecha, primera columna muestra los
numeros asignados a los individuos, segunda columna las especies, la tercera columna corresponde al
numero de acceso al Genbank y la dltima columna se refiere a las localidades donde fue colectada la rata

canguro.
Especie cytb Localidad de colecta
2|~ R JN183906 Puebla: 4 km San José ajusco
Dipodomys phillipsii oaxacae
5 (Dllz)odomys phillipsii oaxacae JN183910 Puebla: 2.7 Km San José Buenavista
6 (D4|)podomys phillipsii oaxacae JN183912 Aguascalientes: 8.8 Km N, Las Fraguas
7 (Dll)podomys phillipsii oaxacae JN183913 Durango: 5.8 km N, 2.1 km E Vicente Guerrero
8 (Dzl)podomys phillipsii oaxacae JN183914 Durango: 2.2 km S, 2.5 km E Vicente Guerrero
9 (D5|)podomys phillipsii oaxacae JN183915 Jalisco: 4 km W Guadalupe Victoria
11 (Dsl)podomys philiipsii oaxacae JN183917 Zacatecas: 2 miles E San Jeronimo
12 . S JN183918 Zacatecas: Berriozabal, 22.5
Dipodomys phillipsii oaxacae
13 | Dipodomys phillipsii IN183899 | Puebla:4.5 km S, 9.5 km San José Alchichica
perotensis (10)
14 Dlpodom_ys phillipsi JN183904 Puebla: 2 km W Guadalupe Victoria
perotensis (11)
15 Dlpodom_ys phillipsii JN183898 Puebla: 3.1 km SW Veladero
perotensis r (12)
16 | Dipodomys phillipsii JN183900 | Puebla: 11 km (by road) SW Alchichica
perotensis (16)
Dipodomys phillipsii .
17 perotensis (13) JN183901 Puebla: 6.7 km E Techachalco
18 Dlpodom_ys phillipsii JN183902 Tlaxcala: 2.5 km NW El Carmen Tequexquitla
perotensis (8)
19 Dlpodom_ys phillipsii JN183903 Tlaxcala: 6 km NE Cuapiaxtla
perotensis (17)
Dipodomys phillipsii . N
20 perotensis (9) JN183905 Veracruz:3 km S El Frijol Colorado
21 (D7')p°d°mys phillipsii phillipsil | ;\163911 | Mexico: 5 km SE Nopaltepec,
22 Dipodomys agilis U65303 Baja California: 6 km S, 17 km E, Valle de la Trinidad
23| A N AY926368 California: Tehama County, 2.5 miles S, 0.2 miles E Paynes Creek
Dipodomys californicus
24| . AY926379 Texas: Cameron County, 4.5 miles N, 3.6 miles E Port Isabel
Dipodomys compactus
25| . . AY926381 Nevada: Clark County, Corn Creek Desert Wildlife Refuge
Dipodomys deserti
26 Dipodomys elator AF172834 Texas: Cottle County, 1.6 km N, 1.8 km E
29 Dipodomys heermanni AY926369 California: San Luis Obispo County, 15.0 miles S, 8.2 miles E Simmler
30 Di I AF173502 Arizona: Maricopa County, 11.2 km N Gila Bend
ipodomys merriami
34 Di . AY926385 California: Inyo County, 6.0 miles N, 0.5 miles W Bishop
ipodomys microps
35| . . AY926364 Coahuila: 5 km S, 16 km W General Cepeda
Dipodomys nelsoni
36 Dipodomys nelsoni JN661648 Durango: 3 miles N Lazaro Cardenas
38| . . AF173501 New México: Grant County, 2.6 miles N, 1.8 miles E Redrock
Dipodomys ordii
40 | . " JN661647 New México: Luna County, 4.0 miles S, 9.5 miles W Deming
Dipodomys ordii
41 . _ AY926384 California: San Bernardino County, 8.9 miles N
Dipodomys panamintinus
42 AF173503

Dipodomys spectabilis

New México: Hidalgo County, 6 miles SE Portal (Cochise County, Arizona)
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Para determinar las relaciones genealdgicas y la diversificacion entre los
haplotipos mitocondriales (cyt b). Las secuencias de Dipodomys fueron analizadas
con tres métodos: UPGMA (siglas en inglés de Unweighted Pair-Group Method
with Arithmetic mean), Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana (ML y Bl por
sus siglas en inglés de Maximum Likelihood y Bayesian inference
respectivamente). Se usaron los tres métodos con la finalidad de comparar entre
las topologias de los &rboles obtenidos, si son concordantes, la hipotesis es
considerada robusta. EI modelo evolutivo de las secuencias se determiné con el
programa jModeltest 2.1.3 (Darriba et al., 2012), con base en el criterio de

informacion de Akaike (AIC), el cual fue utilizado para los analisis de ML e BI.

El método UPGMA se basa en una matriz de distancias genéticas para construir
un arbol filogenético con base en la similitud de las secuencias. Este analisis se
realiz6 con el modelo de evaluacion Kimura 2 parametros (K2P) usando 1000
repeticiones de bootstrap para dar soporte a los nodos en el software MEGA 7.
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis; Kumara et al., 2016). El andlisis de ML
e BI, son métodos estadisticos basados en modelos de evolucion molecular de las
secuencias de nucleétidos. El analisis de ML estima la probabilidad de qué tan
bien la matriz de caracteres es explicada por los arboles filogenéticos (Felsenstein,
2004). El soporte del arbol filogenético fue valorado a partir de 1000
pseudoréplicas de bootstrap con el programa PhyML 3.0 (Guindon y Gascuel,
2003). Finalmente, el analisis de inferencia bayesiana (Bl) estimé la probabilidad
de qué tan bien los arboles filogenéticos son explicados por la matriz de
caracteres (Brooks et al., 2007), este método selecciona los arboles con mayor
probabilidad a posteriori en el programa MrBayes 3.2 (Ronquist et al., 2011),
usando los siguientes parametros para calcular la probabilidad del modelo de
evolucion para cada subconjunto (1;Lset), para aplicar el modelo GTR+I+G en la
posicién 6 del coddon (Nst=6 Rates=gamma); para desvincular los parametros de
escala (prset revmatpr=fixed; 1.2913, 6.6061, 2.9919, 0.5222, 15.0391, 1.0000), la
frecuencia con la que MrBayes escribe la salida de los archivos (statefreqpr=fixed,;
0.3061, 0.3184, 0.1128, 0.2627), el parametro para especificar el prior para el

pardmetro de la forma gamma/lnorm para la variacion de la tasa entre sitios
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(Shapepr=fixed; 1.0790), la frecuencia con la que Mr. Bayes imprime la salida en
la pantalla: Pinvarpr=fixed (0.5190). Se corrieron 20 millones de generaciones en
dos corridas independientes con cuatro cadenas de Markov cada una. Los arboles
fueron muestreados cada 1000 generaciones después de un burn-in (cuando los
parametros del modelo y las puntuaciones de los arboles son estacionarios) de
25%. Los éarboles obtenidos por ML e BI fueron visualizados y editados con el
programa Figtree v1.4.2, utilizando la secuencia de D. deserti (GenBank:
AY926381) para enraizarlos.

Se elaboro una red de haplotipos con la cual fue posible observar las asociaciones
geograficas entre haplotipos por medio del algoritmo Median Joining Network (MJ)
(Bandelt et al., 1999) en el software PopART (Leigh y Bryant, 2015), con la
secuencia de D. p. oaxacae con numero de referencia del Genbank: JN183906

COMO grupo raiz.

5.5 Tiempo de divergencia

El tiempo de divergencia entre los clados se estimé como el nUmero neto de
sustituciones de nucledtidos por sitio (D) bajo el modelo Jukes y Cantor con el
programa DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009). Esta medida se basa en el modelo
de alelos infinitos sin tomar en cuenta las tasas mutacionales y el tamafio
poblacional, por lo tanto tiene una mayor probabilidad de converger y representar
una topologia correcta (Destro-Bisol et al., 2000; Suarez-Atilano et al., 2014). Se
calculé la distancia genética utilizando el método de sustitucion K2P en el
programa MEGA 7 (Kumara et al., 2016), considerando el valor de la distribucion
gamma como otro estimador de la diferenciacion entre clados. Se seleccioné este
pardmetro porque se ha usado en estudios filogenéticos con Dipodomys y para
fines comparativos con estudios previos (Baker y Bradley, 2001; Fernandez et al.,
2012).

18



5.6 Datacion molecular

Se estimaron los tiempos de diversificacion de los linajes mitocondriales en el
programa Beast v1.8.4 (Drummond y Rambaut, 2007). El tiempo hasta el ancestro
comun mas cercano (MRCA: Most Recent Common Ancestor), se obtuvo
mediante la busqueda de las cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) utilizando
el modelo de evolucion GTR+I+G, con un tamafo de poblacion constante y fechas
de calibracion log normal, con muestras representativas de cada clado, utilizando
un andalisis filogenético bayesiano y un reloj relajado. Estos andlisis estimaron la
forma del arbol y las fechas de divergencia para todos los nodos y se muestrearon
cada milésima iteracion durante 30 000 000 generaciones, con el 10% de las
muestras iniciales descartadas como burn-in. Para el método relajado se usaron
puntos de calibracion y estimaciones de errores derivados de una distribucién
lognormal. Se usaron las edades de cuatro nodos de la divergencia estimada para
Heteromyidae (Hafner et al., 2007). Los puntos de calibracién de los registros
fésiles fueron probados juntos y por separado para garantizar la coherencia: el
primer punto de calibracion fue para separar el clado basal de la subfamilia
Perognathinae de Heteromyinae (20.19 Ma), el segundo fue la separacion de la
subfamilia Perognathinae (19.91 Ma) conformada por Perognathus merriami
merriami  (FJ514931). P. parvus (AY926407), Chaetodipus baileyi baileyi
(AY926393) y C. hispidus hispidus (AF172832). El tercero fue la separacién de la
subfamilia Heteromyinae (14.63 Ma) conformada por Heteromys desmarestianus
desmarestianus (DQ450099), Heteromys salvini (DQ168546), H. gaumery
(GU646999) y H. irruratus (GU647037). EIl tltimo punto de calibracion fue para la
subfamilia Dipodomyinae (15.4 Ma; Hafner et al., 2007). Finalmente, el arbol fue

visualizado y editado en FigTree.

5.7 Red filogenética

Para conocer la relacion entre haplotipos Unicos, se construyé0 una red no
arraigada con el algoritmo Neighbor-Net en el programa SplitsTree V4.14.5 (Huson
y Bryant, 2017; Huson y Bryant. 2006), basada en distancias topoldgicas
corregidas por el modelo de evolucion GTR+I+G, usando como grupo externo a:
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D. merriami (AF172837), D. deserti (AY926381) y D. ornatus (JN183904). Las
redes reticuladas describen explicitamente una historia evolutiva putativa en
donde los nodos internos corresponden a taxones ancestrales, y los bordes

representan patrones de descendencia (Huson y Bryan, 2012).

6. RESULTADOS

Se amplificaron 776 pares de bases (pb) del gen cyt b de 13 individuos. El modelo
evolutivo que mejor se ajustd al conjunto de secuencias fue el Tiempo General
Reversible (General Time Reversible) con sitios invariables y una distribucion
gamma entre los sitios (GTR+I+G; —InL= 5872.3973, Tavaré, 1986. Anexo 1). Este
modelo asume frecuencias diferentes de las bases nucleotidicas, y diferencias en
las tasas de sustitucion para cada par de bases. La letra | indica que el programa
asumira la presencia de sitios invariables y la letra G indica que el programa
tomara en cuenta el parametro Gamma dentro del alineamiento. La composicion
de nucledtidos fue 30.6% para adenina (A), 31.8% para citosina (C), 11.2% para
guanina (G) y 26.2% timina (T). Los nucledtidos analizados se componen de 19
sitios parsimoniosamente informativos, 32 sitios variables y 744 sitios Unicos entre

13 secuencias analizadas de D. phillipsii.

6.1 Andlisis filogenéticos

La topologia del arbol mediante UPGMA mostré dos clados: uno conformado casi
exclusivamente por muestras de Oaxaca (grupo D. p. oaxacae, soporte BS de
68%), y otro que incluye muestras de D. p. perotensis y D. p. phillipsii con un
soporte BS de 72% (grupo D. p. perotensis). La separacion de ambos clados tuvo
un alto valor de BS (100%), lo que sugiere una alta probabilidad de ser clados
verdaderos (flecha negra en Fig. 3). El analisis de ML también mostré dos clados;
es importante destacar que el clado de D. p. oaxacae contiene a poblaciones de
Veracruz y Puebla (Fig. 4). Finalmente, el andlisis de Bl mostré la misma
topologia que los anteriores. El clado D. phillipsii oaxacae tuvo un soporte alto (BS
de= 100%) y también incluye poblaciones de Veracruz y Puebla que a su vez
exhibieron un alto valor de soporte (BS= 94%, Fig. 5).
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Otra manera de encontrar las relaciones filogenéticas, es utilizando el método de
redes de haplotipos en donde se generan arboles no enraizados para observar las
relaciones entre los haplotipos (secuencias diferentes) y sus frecuencias. Al no
necesitar arboles enraizados no son necesarios los individuos como grupo
externo. La red de haplotipos del gen cyt b de D. phillipsii nos muestra las
diferencias entre los grupos encontrados, En la red se identificaron 5 haplotipos
anicos. Los haplotipos de D. p. o colectados en Oaxaca 7-9, 14-15, 30-31, 6-8 se
caracterizan por tener secuencias similares. Hay 8 pasos mutacionales entre D. p.

oaxace y D. p. perotensis (Fig. 9).

6.2 Tiempos de divergencia

La divergencia neta (D,) entre los dos linajes fue de 1.97. Por su parte, la distancia
genética entre los clados de D. phillipsii oaxacae y D. p. perotensis, utilizando el
método de sustitucion K2P fue de 2.80% (Tabla 2), muy similar al obtenido con el
método JC (2.85%). De acuerdo con las estimaciones del tiempo de divergencia,
el grupo D. p. oaxacae se separd del grupo D. p. perotensis hace 2.02 Ma. Una
diversificacion subsecuente al interior de cada uno de estos grupos ocurrié hace
1.33 Ma (D. p. perotensis) y 1.12 Ma (D. p. oaxacae; Fig. 6). El andlisis de redes
mostré el mismo patrén que los analisis de reconstruccion filogenética, con dos
linajes bien definidos con altos niveles de soporte. Es importante mencionar que
hacia el clado D. p. perotensis se observan ramas mas cortas, lo que indica una

diversificacion mas reciente (Fig. 7).

6.3 Distribucion geogréafica de los linajes

Hay una congruencia geografica de acuerdo con las provincias biogeograficas de
Morrone et al. (2017) y los clados recuperados mediante ML e Bl. Hay un patrén
filogeografico donde D. p. phillipsii y D. p. perotensis habitan en las provincias de
la Faja Volcanica Transmexicana, mientras que D. p. oaxacae se encuentran en la

provincia de la Depresion del Balsas (Fig. 8).
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Figura.3 Arbol filogenético de distancias genéticas (UPGMA) del gen cyt b para Dipodomys
phillipsii. Los nimeros en los nodos se refieren a valores de soporte Bootstrap (BS).
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Figura. 4 Arbol filogenético de ML del gen cyt b para Dipodomys phillipsii los nimeros en los nodos

se refieren a valores de soporte Bootstrap (BS).
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Figura. 5 Arbol filogenético de Bl de cyt b para Dipodomys phillipsii. Los nimeros en los nodos
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Figura. 6 Tiempos de divergencia estimados para Dipodomys phillipsii con BEAST. Las barras

horizontales muestran los intervalos de confianza (95%). Los nimeros en los nodos corresponden
al tiempo en millones de afios.
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Figura 8. Distribucion de Dipodomys phillipsii. A) Clados recuperados con ML representando una
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son los valores de soporte de bootstrap B) D. p. phillipsii y D. p. perotensis habitan en las
provincias de la Faja volcanica Transmexicana, mientras que D. p. oaxacae se encuentran en la
Depresion del Balsas.
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Dipodomys phillipsii
perotensis

Figura. 9 Red de haplotipos mostrando las relaciones para D. p. oaxacae construida con el
algoritmo MJ a partir de la variacion del gen cyt b. Los haplotipos estan representados por circulos
y el area de los circulos es proporcional a la frecuencia del haplotipo. El nimero indica los pasos

mutacionales entre los haplotipos conectados.
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Distancias genéticas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 18 11 12 13 14 15 16 17 18 19 28
1DpoP
2Dpe0 8.e3
3Dpo0 8.83 0.00
4Dpo0 8.e3 8.e1 8.e1
5Dpo0 8.83 0.01 @.00 e.01
6Dpa0 8.3 0.01 0.01 a.e0 0.01
7Dpe0 8.3 0.01 @.00 .01 @.00 0.01
8Dpo0 8.92 0.00 .00 0.01 0.00 .81 0.0
9Dpc0 8.82 0.00 ©.00 0.01 ©.00 0.01 ©.00 B.00
18Dpo0 @.83 0.01 ©.01 .01 .01 @.01 0.01 0.91 .01
11Dpo0  8.83 0.61 .61 e.01 @.81 0.01 €.01 8.01 ©.01 0.00
12DpMx  ©.82 9.61 ©.81 .60 .81 @.60 0.01 6.91 6.61 6.e1 8.61
13DpVr B8.03 0.62 .02 0.02 0.92 0.02 0.92 8.02 0.02 0.02 0.82 8.01
14DpP 8.83 09.62 9.82 9.02 0.82 9.02 0.02 ©.02 ©.02 6.02 0.62 6.82 B.02
15DpoP  ©.01 ©.82 ©.62 .02 ©.83 0.02 0.93 0.02 ©.02 0.02 .82 9.02 0.083 @.03
16DpeP ©.082 ©.083 .82 .03 .83 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.683 0.082 0.03 0.082 0.02
17DpeP  8.02 ©.83 ©.82 .63 .83 0.63 6.03 8.03 0.03 0.683 .83 0.063 0.83 0.02 0.02 0.01
18DpeP ©8.01 0.02 ©.82 9.02 ©0.83 0.02 0.93 0.02 ©.092 0.02 0.62 ©.02 0.02 0.93 0.91 ©.92 8.02
19DpeP ©.82 ©.83 ©.082 .03 0.83 0.03 0.93 0.03 0.03 0.03 ©0.63 0.02 0.03 0.02 0.01 6.01 ©.01 0.01
20DpeT ©.02 ©.03 .82 .03 0.083 0.03 0.93 0.93 ©.03 0.03 .83 0.02 0.03 0.01 0.01 0.01 ©.01 ©.01 ©.00
21DpeT ©.062 ©.83 ©.82 .63 0.63 0.63 6.93 6.03 0.03 .63 .83 0.063 0.03 0.01 6.01 6.01 €.01 0.01 ©.00 0.60
220peV  B8.02 9.83 .62 .63 0.64 0.63 0.94 8.03 0.03 0.063 .63 0.63 0.63 0.02 0.92 6.01 6.91 9.082 6.01 8.1
23DppM  B8.01 9.3 .82 0.63 0.63 0.63 0.93 9.03 0.03 0.63 0.63 0.03 0.63 0.03 0.91 6.02 ©.02 0.01 ©.082 0.02

Tabla 2. Estimaciones de la divergencia evolutiva entre secuencias, se muestra el nimero de
sustituciones de bases por sitio entre secuencias. Los andlisis se realizaron con el modelo K2P.

7. DISCUSION

7.1 Relaciones filogenéticas y diversificacion de D. phillipsii

El presente trabajo evalu6 las relaciones filogenéticas de Dipodomys phillipsii,
roedor endémico de México (SEMARNAT, 2010), tomando en consideraciéon a la
poblacion mas surefia de su distribucion (D. p. oaxacae), lo que permite tener un

mejor entendimiento de su historia evolutiva.

Los tres métodos de reconstruccion filogenética implementados en este estudio
(UPGMA, ML, e BI) mostraron la misma topologia, recuperando dos grandes
grupos al interior de D. phillipsii: uno conformado por D. p. oaxacae y el otro que
incluye a D. p. phillipsii y D. p. perotensis. Al incluir las muestras de la poblacion
de Cosoltepec, este grupo (D. p. oaxacae) se resolvid con buen soporte
estadistico. Adicionalmente, la red reticulada describe el mismo patron, donde D.
p. 0axacae es un grupo gque se separa de D. p. perotensis y D. p. phillipsii. La red
de haplotipos mostr6 un mismo patron al separar a D. p. perotensis y D. p.
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oaxacae. Estudios previos han tratado de resolver las relaciones filogenéticas al
interior de la familia Heteromyidae (Mantooth et al., 2000; Alexander y Riddle,
2005; Hafner et al., 2007) y especificamente de Dipodomys phillipsii (Fernandez et
al.,, 2012). A partir de los trabajos anteriores, actualmente se sabe que la
separacion de los géneros Dipodomys y Microdipodops ocurrié durante el Mioceno
medio (Alexander y Riddle, 2005). Hafner et al. (2007) estimaron que este evento
ocurri6 hace 15.4 Ma, mientras que la diversificacion del género Dipodomys
ocurrié hace 11.4 Ma. Por su parte, Fernandez et al. (2012) estimaron que hace
4.19-4.29 Ma ocurrid la divergencia del grupo que incluye a D. phillipsii, D.
merriami y D. elator y con base en sus resultados, proponen la separacion de D.
ornatus a partir de D. phillipsii. También sugieren que la diversificacion de las
especies D. phillipsii, D. merriami, D. elator y D. ornatus estan asociadas a los
procesos tectonicos que originaron la Faja Volcanica Transmexicana; sin
embargo, no proporcionan un estimado de divergencia para D. phillipsii ni lograron

resolver las relaciones al interior del grupo.

En este trabajo se detectaron dos grupos al interior de D. phillipsii, uno
conformado por D. p. perotensis-D. p. phillipsii y otro por D. p. oaxacae, lo que
refleja un patrén geografico de las poblaciones que coincide con las subespecies
actualmente reconocidas. Asimismo, se estimd un tiempo de divergencia entre
estos dos grupos de aproximadamente 2.02 Ma y un nivel de divergencia de 2.8
%, con base en el estimador K2P. Previamente y con base solamente en una
revision morfologica, Gonzalez-Ruiz (2012) sugirié que podria tratarse de especies
diferentes debido a que no hay zonas de contacto entre estos grupos, Yy
particularmente entre D. p. oaxacae y D. p. perotensis la distancia que las separa
es de 86 km. Con ayuda de marcadores moleculares como el cyt b, se han
sugerido valores de divergencia para determinar limites entre especies de
mamiferos usando el estimador K2P (Bradley y Baker, 2001). Particularmente para
roedores se ha sugerido un promedio de 7.3 % (Baker y Bradley, 2006). Por su
parte, Fernandez et al. (2012) obtuvieron 9.8 % entre los dos clados de D. phillipsii
que analizaron, lo que les permitié6 sugerir elevar a nivel de especie a D. p.

ornatus. En el presente estudio, el valor de divergencia entre los clados D. p.
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oaxacae y D. p. perotensis-D. p. phillipsii es notoriamente menor (2.8 %). Sin
embargo, factores como el aislamiento geografico entre ambos clados, algunas
diferencias morfolégicas muy marcadas en ellos (Gonzélez-Ruiz, 2012), y el
tiempo que llevan separadas (2.02 Ma), en conjunto podrian sugerir que cada
grupo ha seguido un camino evolutivo distinto. Por ejemplo, una caracteristica
morfologica distintiva para D. p. oaxace es el hueso peneano con terminacion en
punta, la cual no presenta D. p. perotensis y D. p. phillipsii (Lidicker 1960), y a su
vez podria contribuir al aislamiento reproductivo (Ruiz, 1988). Estudios similares
para tratar de inferir nuevos clados, por ejemplo Best y Janecek, (1992) obtuvieron
una distancia genética de 7 % entre D. merriami, D. m. insularis y D. nitratoides
pero analisis morfométricos indicaron que D. m. insularis es distinta de las
especies D. merriami y D. nitratoides. Sin embargo D. m. insularis se consideré
subespecie de D. merriami debido a sus similitudes aloenziméticas, misma
conclusion a la que llegaron Patton (2005) y Alvarez-Castafieda et al. (2009).
Hafner y Upham (2011) sus resultados arrojaron una divergencia de 2-4 Ma
(Pleistoceno) entre M. megacephalus y M. pallidus, y una divergencia media para
el gen cyt b del 8 % entre los filogrupos de M. megacephalus, lo que les permitié

separarlos en cuatro clados.

Estos procesos de diversificacion se han atribuido principalmente a los eventos
asociados a la formacion y expansion de hébitats deseérticos que predominaron
durante esas épocas, principalmente los semi-desiertos y pastizales arbustivos
(Riddle et al., 2000; Morrone, 2005). D. p. oaxacae tiene la distribucion mas
surefia en el Valle de Tehuacan Cuicatlan, zona que quedo aislada hace 10 Ma
debido principalmente a eventos que provocaron la evolucién independiente al
desierto Chihuahuense (Dietz y Holden, 1970). Las poblaciones que lograron
establecerse en el Valle de Tehuacan Cuicatlan, quedaron aisladas cuando las
condiciones climaticas cambiaron, lo que resulté en la diversificacion de diferentes
grupos de organismos que actualmente forman parte de los endemismos del Valle
de Tehuacan Cuicatlan (Halffter et al., 2008). Muchas de las subespecies que
viven en esta zona, por ejemplo: Reithrodontomys fulvescens infernalis, Baiomys

musculus infernalis, Heteromys irruratus torridus (Gonzalez-Ruiz, 2012), Hodomys
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alleni vetulus, Peromyscus aztecus oaxacensis, Peromyscus leucopus affinis
(Briones-Salas, 2000) se diferencian de las otras subespecies por su tamafio
corporal y craneal mas pequefio, ademas de tener una coloracion mas clara
(Gonzélez-Ruiz, 2012), caracteristicas que comparte D. p. oaxacae respecto a las
poblaciones que se encuentran en la provincia de la Faja Volcanica
Transmexicana. D. p. oaxacae habita en la provincia de la Depresion del Balsas a
una altitud entre 500 a 1,500 m a diferencia de D. p. perotensis y D. p. phillipsii
gue habitan en la provincia de la Faja Volcanica Transmexicana a una altitud
entre 2000 y 3000 m. Estos factores influyeron en sus poblaciones al quedar
aisladas por factores ecoldgicos. Por lo tanto, D. p. oaxacae puede tratarse de un
derivado reciente de D. phillipsii debido a un efecto por aislamiento a causa de

barreras ecolégicas.
7.2 Implicaciones para la conservacion

La mayoria de esfuerzos de conservacion se centran en especies carismaticas, o
mas grandes dejando a un lado a los roedores, sin embargo estos juegan un papel
principal brindando servicios ecosistémicos, por ejemplo, la rata canguro al
construir sus madrigueras permiten la aireacion del suelo y la filtracion de agua, lo
cual promueve el crecimiento de las plantas, son grandes dispersores de semillas
las cuales transportan y almacenan para después consumirlas, algunas de estas
semillas son olvidadas en las madrigueras, favoreciendo que muchas de ellas

germinen, también sirven de alimento para mamiferos méas grandes.

Las poblaciones de D. phillipsii asi como otros 27 miembros de la familia
Heteromyidae se encuentran en peligro de extinciéon, debido a factores
antropogénicos y a la falta de conocimiento acerca de su distribucion actual
(Fernandez et al., 2014). Nosotros colectamos a D. p. oaxacae en la localidad tipo
(Teotitlan de Flores Magon), después de mas de 50 afios de no haber sido
colectada (Genoways y Jones, 1971) probablemente porgue sus poblaciones se
estan reduciendo (Briones-Salas, 2010). Debido a que hay muy pocos estudios
con esta especie, da lugar a informacién incompleta o incluso errénea, por

ejemplo, D. p. oaxacae no es endémica de Oaxaca como afirma Briones-Salas

32



(2010), pues sus poblaciones aparte de encontrarse en el valle Tehuacan-
Cuicatlan, también se encuentran al sur de Puebla, Cosoltepec y Teotitlan de
Flores Magon (Genoways y Jones, 1971).

Dado lo anterior, como investigadores debemos centrarnos en realizar estudios en
especies endémicas, poco estudiadas, asi podremos plantearnos una variedad de
preguntas y contribuir con la conservacion de la Biodiversidad. Las autoridades
correspondientes deben prestar especial interés en las subespecies endémicas y
en categoria de riesgo como lo son D. p. phillipsii, D. p. perotensis y D. p. oaxacae
y doblar esfuerzos en localidades como Cosoltepec donde a D. p. oaxacae se le

considera plaga y la matan por causar dafios en la cosecha de maiz.
8. CONCLUSION

Los andlisis de reconstruccion filogenética a partir de los genes cyt b detectaron
dos grupos al interior de D. phillipsii reflejando un patron geografico de las
poblaciones que coincide con las subespecies actualmente reconocidas: D. p.
oaxacae habita la provincia de la Depresion del Balsas y D. p. perotensis-D. p.
phillipsii habita la provincia de la Faja volcanica Transmexicana. Dipodomys
phillipsii es una especie monofilética con especiacion simpdétrica. Nuestros
resultados sugieren que el tiempo de divergencia entre las subespecies que
habitan en la provincia de la Faja Volcanica Transmexicana y en la Depresion del
Balsas fue en el Plioceno hace 2.02 Ma, con un nivel de divergencia del 2.8 %. Es
necesario realizar salidas al campo adicionales para poder comprender la
estabilidad temporal de estas poblaciones pequeias y aisladas. Actualmente las
claves no incluyen informacion para separar a las subespecies de D. phillipsii, en
campo, se sugiere seguir la clave de Fernandez et al. (2012), donde separa a las

subespecies por el tamafio de la pata.
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