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1. RESUMEN

La filogeografia es una disciplina biologica de reciente aparicion que trata del estudio de la
variacion genética de los organismos vivos, al nivel de poblaciones de una misma especie o
de especies cercanamente emparentadas, y sus patrones de distribucion geogréfica. Este
estudio en particular se enfoca en un grupo de seis especies de ratones de montaia del
grupo Peromyscus mexicanus, que tienen en general distribuciones alopétridas y que
alcanzan su mayor diversidad en el llamado Nucleo de Centroamérica, es decir las
montafias que se encuentran delimitadas por el Istmo de Tehuantepec, en México, hasta la
depresion de Nicaragua. En los bosques humedos de montafia del norte de Centroamérica,
principalmente bosques de pino-encino y nuboso-pluviales, son en muchas ocasiones los
ratones dominantes y sus capturas con trampas Sherman son muy frecuentes en estudios
de mamiferos menores que se realizan en las areas protegidas de bosques nubosos de la
region. La importancia de su estudio radica en que todavia desconocemos los patrones
histéricos que conformaron la biota de esta region montafiosa tan particular y su estudio
contribuira, junto a al conocimiento de otros taxa, al mejor entendimiento de esta riqueza
natural, para entre otras cosas, generar estrategias de conservacion mas efectivas.

El estudio se baso en la secuenciacion de ADN de un fragmento de 400 pares de bases del
gen mitocondrial citocromo b. En total se trabajaron 144 muestras originarias de 25
localidades entre Veracruz y Costa Rica. La extraccién del ADN y su amplificacion (PCR) se
realizaron en los laboratorios del Instituto de Ecologia de la Universidad Nacional Autbnoma
de México, ya que este estudio forma parte de una tesis de doctorado que se realiza bajo un
convenio entre la Universidad de San Carlos y la Universidad Nacional Autbnoma de
México.

Los resultados de este estudio muestran que el grupo P. mexicanus es monofilético si
incluimos solamente a seis especies que habitan los bosques humedos de montafia del
Nucleo de Centroamérica: (P. zarhynchus, ((P. mexicanus, P. gymnotis), (P.
guatemalensis (P. grandis, P. nudipes))). Deben excluirse del grupo (para cumplir con el
requisito de monofiletismo) las especies de tierras bajas que tradicionalmente se incluian en
el mismo en estudios anteriores, como P. yucatanicus y P. stirtoni.

En general, la diversidad genética del grupo es muy alta, con 70 sitios (de 435) variables, y
79 mutaciones distintas. Los sitos informativos parsimoniosos fueron 49. ElI ndamero
promedio de diferencias nucleotidicas fue k: 13.10033 y la diversidad nucleotidica Pi:
0.05261. Se encontraron 44 distintos haplotipos y la diversidad haplotipica es en general
muy alta (0.96303), aunque muy variable en cada una de las distintas localidades. Existen
diferencias significativas en las distancias haplotipicas (FST) entre las 25 localidades
analizadas (AMOVA: FST total 0.06398, P:0.00000 +/- 0.00000, 1023 permutaciones),
aunque la mayor variacion (93.60%) es debida al interior de las poblaciones locales y una
menor cantidad (6.40%) es entre poblaciones. Los datos genéticos en general indican una
alta estructuracion genética asociada a la geografia local, apoyando la hipétesis de la
naturalidad de las especies actualmente reconocidas e indicando la posible presencia de
especies cripticas aun desconocidas.




Las seis especies de montafia tienen en general un patron de distribucion (y especiacion)
alopatrida, aparentemente similar a lo encontrado en otros organismos de montafia co-
distribuidos, como escarabajos y salamandras, aunque los andlisis muestran una gran
variedad de historias evolutivas a lo interno del grupo, incluyendo flujo genético restringido
con aislamiento por distancia, fragmentacion alopétrida reciente (este de Guatemala-oeste
de Honduras-El Salvador), dispersién genética restringida con indicios de dispersion a gran
distancia (este de Honduras-Costa Rica), y expansién de rango continua (occidente de
Guatemala-este de Chiapas). Las barreras biogeograficas propuestas como el Rio Lempa,
Rio Ixcéan, Istmo de Tehuantepec y Depresion de Nicaragua no coinciden con los limites de
los clados mayores en la filogenia general del grupo. La importancia aparente del Valle del
Motagua (principalmente en la cuenca alta) como barrera biogeografica entre linajes o
clados distintos, parece ser la excepcion a esa regla. Se hace necesario continuar con
estudios mas especificos de los linajes particulares y hacer una revisién taxonémica de todo
el grupo que incluya aspectos morfologicos.




2. INTRODUCCION

Desde el primer trabajo evolutivo y filogenético planteado por Carlos Darwin hace ya casi
doscientos afios, principalmente en relacién a los pinzones de las Islas Galapagos, se han
realizado muchos esfuerzos para comprender los procesos evolutivos en diferentes biotas
del mundo, pero aun hoy, a principios del siglo veintiuno, la biota del norte de Centroamérica
es una de las menos conocida.

Desde la época de Darwin la biologia ha tenido importantes avances conceptuales y
metodologicos, incluyendo entre otros la comprensién del funcionamiento béasico de los
genes, las leyes de la herencia y su relacion directa con la evolucion y distribucion de los
organismos vivos. Otro cambio conceptual muy radical lo constituyen la aparicion de los
conceptos de la sistematica moderna que, entre otras cosas, han permitido la aplicacion del
método cientifico en temas de evolucion, biogeografia, ecologia, y tantas otras disciplinas
biologicas que se han revolucionado junto a sus aplicaciones practicas.

La filogeografia es una de las disciplinas biolégicas de mas reciente aparicion, y tiene sus
origenes parcialmente en la sistematica y en la genética de poblaciones, principalmente. Se
basa en la idea general de que las especies presentan una estructura (variacion) genética
que es correspondiente con su distribucion geogréfica y que esta estructura puede ser
explicada por eventos historicos (biologicos) que le precedieron. Para esto se utilizan
marcadores moleculares (genes) que nos permiten describir esa variacion genética y
evidenciar su historia evolutiva. Probablemente el estudio filogeografico mas conocido es de
la “Eva humana”, con la que se ha re-confirmado el origen Africano de la humanidad. Una
desventaja de los métodos moleculares es que son onerosos, sin embargo cada dia estos
andlisis se abaratan mas.

El presente trabajo es parte de una tesis de doctorado en ciencias biolégicas establecido en
Guatemala, que pretende realizar, entre otras cosas, la primera investigacion en el pais en
este tema tan apasionante como es la evolucién de la vida en Centroamérica desde el punto
de vista intraespecifico y de especies cercanamente emparentadas.

Se seleccionaron los ratones del grupo Peromyscus mexicanus porque son organismos no
voladores (baja capacidad de dispersion), pequefios y con altas tasas reproductivas (y
mutacionales) que restringen su habitat a los bosques himedos de montafia.




3. ANTECEDENTES

La biota centroamericana es el resultado de complejos fendmenos donde han intervenido la
historia geologica, la dispersion de grandes grupos de fauna y flora, cambios climéaticos y la
radiacion adaptativa local, entre otros; lo que ha hecho de la misma, una de las regiones
mas biodiversas del planeta. La regionalizacion biogeogréfica del area es aun incompleta,
debido en parte al desconocimiento que se tiene de cada uno de estos fendmenos
mencionados, pero en general se considera que las montafias del sur de México y norte de
Centroamérica forman una unidad bidtica particular, como parte de la Provincia
Mesoamericana de Montafia, donde frecuentemente se presenta patrones de distribucion
alopatrida.

Figura 2. Centroamérica Nuclear, delimitada por
los istmos de Tehuatepec y Depresion de
Nicaragua, y el area de endemismo de las tierras
altas de Chiapas y Guatemala, en azul (Flores
Villela y Goyenechea, 2001).

Los ratones mas abundantes en el norte de Centroamérica son los del grupo de especies
Peromyscus mexicanus, los cuales presentan, en su mayoria, una distribucion alopétrida y
fragmentada. El grupo también es muy conservador en sus cariotipos (Smith et al. 1986),
pero heterogéneo en el ADN mitocondrial (Lorenzo y Garcia 2007), caracteristicas que
podrian coincidir con las categorias filogeograficas | y Il de Avise (2000), es decir que en
general presentan estructura filogeografica bien definida.

Pero el problema es que las especies fueron inicialmente definidas en base a criterios
principalmente morfométricos (Huckaby 1980) y no estdn nada claras las barreras
reproductivas ni los limites entre las mismas. En este trabajo se interpreta el grupo
Peromyscus mexicanus en el sentido de Bradley et al. (2007), poniendo en un solo clado a
especies mesoamericanas que habitan bosques humedos latifoliados de montafia, desde el
centro de México (con P. mexicanus y P. melanophrys), Centroamérica Nuclear (P.
mexicanus, P. zarhynchus, P. guatemalensis, P. grandis y P. gymnotis) hasta Centroamérica
Meridional (P. nudipes).

Del clado de Bradley et al. (2007) claramente se excluyen P. mayensis, P. yucatanicus y P.
stirtoni, que tienen posiciones muy controversiales dentro de la filogenia general de
Peromyscus y que ademas se distinguen por el habitat que ocupan (bosques secos),
aunque en este estudio se utilizaran algunas muestras de estos ratones por motivos de
comparacion. Este estudio se restringe entonces a las cinco especies de montafia que se
distribuyen en el norte de Centroameérica: P. mexicanus, P. guatemalensis, P. zarhynchus, P.
grandis y P. gymnotis.
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Debido a estos problemas biogeograficos, morfolégicos y filogenéticos en este trabajo se
hace caso omiso (en gran parte) a las categorizaciones previas y se plantea un nuevo
enfoque del problema desde un punto de vista filogeografico-poblacional, lo que nos
permitird abordar el tema de una manera menos sesgada.

Muchas decisiones y priorizaciones en relacion a la proteccion de la naturaleza se basan en
criterios que no siempre son correctos o suficientes. Algunos estudios de biodiversidad se
realizan solo al nivel de especies y en una o pocas localidades cercanas, olvidandose de
otros niveles de la biodiversidad como el de diversidad genética intraespecifica o
poblacional. Los criterios de endemismo y extinciébn pueden ya no ser tan claros cuando
entramos en discusiones taxonémicas, genéticas, biogeograficas, etc. Otro ejemplo puede
ser la incorrecta clasificacion de las zonas boscosas (p.e. nubosas) basados solo en
imagenes aéreas o satelitales, ya que podemos estar pasando por alto importantes procesos
evolutivos que nos ayudarian a dirigir mejor nuestras acciones de conservacion. Algo similar
ocurre en el tema de los corredores bioldgicos, el rescate y reintroduccion de fauna, etc.




4. OBJETIVOS

General
El objetivo general es inferir la historia evolutiva y filogenética de las poblaciones de
ratones del grupo P. mexicanus en el norte de Centroamérica.

Especificos
a) Obtener la filogenia molecular (filograma) del grupo utilizando ADN mitocondrial (gen
citocromo b).

b) Realizar un analisis de la distribucion genealdgica y geografica de los haplotipos, asi
como un analisis exploratorio de correspondencias geogréaficas (Analisis de Clados
Anidados —ACN-)

c) ldentificar procesos evolutivos responsables de la distribucion actual de los ratones
del grupo P. mexicanus.

d) ldentificar areas prioritarias para la conservacion, segun los datos moleculares y
poblacionales de este grupo de ratones.
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5. METODOS

5.1 Recopilacion de muestras de colecciones y trabajo de campo:

Se realizaron solicitudes de muestras de tejidos a cuatro instituciones: Universidad de San
Carlos de Guatemala, Ecosur-Chiapas, Museum of Vertebrate Zoology y Carnegie Museum
of Natural History. De esta manera se obtuvieron muestras de Peromyscus de cuatro paises:
México (Chiapas y Veracruz), Guatemala, El Salvador y Honduras.

También se realizaron exploraciones y nuevas colectas en varias localidades de Guatemala
y El Salvador. Las capturas de ratones se realizaron mediante el uso de trampas Sherman y
Museum Special. Se prepararon en el campo pieles de estudio y ejemplares en liquido,
obteniéndose también muestras de tejidos (rifion, higado, corazon o piel), preservados en
viales (Nalgene) con alcohol etilico al 95% (Figuras 4y 7).
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Figura 4: Equipo de campo: trampas Sherman y
de golpe para la captura de ratones (izquierda) y
viales para la preservacion de tejidos en el campo

(derecha).

5.2  Extraccion de ADN

El ADN gendmico fue extraido principalmente de muestras de higado, rifibn, corazén y
musculo, utilizando los kits Fujifilm (Figura 6) y Qiagen DNeasy Tissue (Qiagen, Valencia,
California) siguiendo los protocolos establecidos para esos casos. Los datos fueron

corroborados en gel de agarosa (Figura 8), antes de continuar con la fase de amplificacién
(Figura 9).

Los productos de la extraccion fueron almacenados en congelacion hasta iniciado el proceso
de amplificacion (Figura 7):

11



Figura 5. Mapa preliminar de localizacion de los ejemplares de seis especies del
grupo P. mexicanus en el sur de México y Centroamérica. En colores verde y
azul se indican los principales sistemas montafiosos de la region.
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Figura 6. Muestras de tejido, a la izquierda, y sus
correspondientes extracciones de ADN a la derecha
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Figura 7. Muestras de tejido, a la izquierda; y
sus correspondientes extracciones de ADN a la
derecha.

Flgura 8. A la izquierda, camaras de electroforesis y a la derecha un transiluminador de luz
ultravioleta para visualizacion del ADN marcado con bromuro de etidio.

5.3 Amplificacion del gen Citocromo b:

Se amplificé un primer fragmento de 400 pares de bases (pb) del gen mitocondrial
Citocromo b, por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los
siguientes cebadores universales para vertebrados:

MVZ-05-M (forward): CGA AGC TTG ATA TGA AAA ACC ATC GTT G (Invitrogen)
MVZ-04-M (reverse): GCA GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT C (Invitrogen)

Primero se realizaron varias pruebas con diferentes concentraciones del “Master Mix”, que
fueron primero corroboradas en gel de agarosa y posteriormente mediante los resultados de
la secuenciacion (Figura 4). Finalmente se estandariz6 el Master Mix y cada muestra de
PCR de 25mL (microlitros) contenia las siguientes cantidades de compuestos (en
microlitros): H20: 12.05, MgCl (50mM): 1.75, Buffer A 10X: 2.5, dNTP’s (2mM): 2.5, Primer
forward (MVZ-05, 10uM): 2.5, Primer reverse (MVZ-04, 10uM): 2.5, Taq Polimerasa (2.5 U):
0.2, y un mL de muestra de ADN (de extraccion). Las mezclas para el PCR se colocaron en
un termociclador programable MJResearch con la siguiente secuencia: un primer paso de

&
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desnaturalizacion de 4 minutos a 94°C, 34 ciclos de 1min a 94°C (desnaturalizacion) + 1min
a 50°C (alineamiento del cebador) + 1min a 72°C (elongacion de la cadena), un sexto paso
de 4min a 72°C de elongacion final y un dltimo paso de conservacion y enfriamiento de

10min a 4°C.

Figura 9. Amplificacion de ADN: preparacion del Master Mix para la
amplificacion del adn en un termociclador (derecha). Se observan
también las pipetas y los tubos conteniendo los diferentes componentes
del “Master Mix” (izquierda), Instituto de Ecologia, UNAM.

e ——
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Figura 10. Ejemplo de pruebas de PCR y
corroboracion en gel de agarosa
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5.4  Secuenciacion:

Las muestras fueron enviadas por correo en placas de 96 muestras a la empresa High-
Throughput Genomics de la Universidad de Washington en Seatle, Washington, para su
secuenciacion automatica. En este proceso se utilizaron los mismos cebadores para la
reaccion de secuenciacion ciclica (MVZ-05M y MVZ-O4M). Posteriormente fueron recibidos
por internet los resultados de los cromatogramas y las secuencias potenciales para cada
una de las muestras (Figura 11).

Figura 11. Ejemplo de un cromatograma que representa una secuencia de ADN

5.5 Alineacién y edicion de secuencias:

Las secuencias de ADN fueron sometidas primero a un procedimiento de alineamiento
multiple con el método ClustalW del programa BioEdit (Hall, 1999), y se terminaron de editar
manualmente, incluyendo el recorte del primer fragmento correspondiente al cebador,
utilizando como referencia varias secuencias conocidas obtenidas de GeneBank.

5.6 Diversidad genética:

Se analizaron los porcentajes de sitios polimérficos (sitios con mas de un estado de caracter
a la vez) y la diversidad haplotipica utilizando el programa DnaSP version 4.50.3 (Librado &
Rozas, 2009) y MEGA

5.7 Modelo de sustitucién nucleotidica:
Para la estimacion del mejor modelo de sustitucion nucleotidica (necesario para la posterior
estimacion de filogramas) se utilizé el programa ModelTest 0.1.1 (Posada, en prensa).

5.8 Estimacion de arboles de haplotipos (Filogramas):
Se construy0 una hipotesis sobre las relaciones filogenéticas entre haplotipos mediante
criterios maxima verosimilitud (ML), utilizando el programa PhyML version 3.0 (Guindon y

&
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Gascuel, 2009) con un modelo general de sustitucion nucleotidica GTR (resultado de
ModelTest). Los resultados fueron representados en forma de arbol enraizado.

5.9 Estimacion de red de haplotipos:
Se construy6 una red de haplotipos mediante el método de puntos medios y con el programa
Network 4.6.1.0 (Bandelt, Forster y Rohl, 1999).

5.10 Anélisis de clados anidados:

La red de haplotipos fue contrastada con la distribucion geogréfica de sus haplotipos con el
meétodo de “analisis de clados anidados” utilizando el conjunto de programas de ANeCA, que
incluye entre otros a TCS y Geodis.

El primer paso del andlisis consiste en la definicion de los diferentes niveles de anidamiento,
siguiendo las reglas de anidamiento descritas por Templeton & Sing (1996).

El analisis se basa primero en el célculo de una méatriz de distancias geograficas entre todos
los pares de localidades posibles y luego se calculan dos distancias geograficas para cada
haplotipo (rama terminal del filograma) o clado del filograma, siguiendo una secuencia de
anidamiento (por niveles) desde las ramas terminales hasta la raiz del arbol. Las dos
distancias geograficas calculadas son la distancia de clado (que representa la distribucién
geografica media de un haplotipo o clado determinado) y la distancia de anidamiento (que
representa la diferencia de la distancia de clado entre dos niveles consecutivos de
anidamiento en el filograma o red de haplotipos). El programa pone a prueba el siguiente
contraste de hipétesis:

Ho: los haplotipos de un nivel determinado de anidamiento tienen una distribucidén geografica
al azar.

Ha: los haplotipos de un nivel determinado de anidamiento no tienen una distribucion al azar
(y su distribucién podria explicarse por procesos evolutivos especificos como fragmentacion,
colonizacion a gran distancia, etc.)

La prueba se realiza mediante procesos de permutacién hipotética y al azar de la
distribucion de los haplotipos en las localidades de muestreo (datos esperados) y su
posterior comparacion con la distribucion de los mismos haplotipos del clado (datos
observados), mediante una prueba de chi-cuadrado, en nuestro caso con un alpha de 0.05.
La prueba se repite tantas veces como clados y nivleles de anidamiento existan en la red de
haplotipos (generalmente muchas veces). Los resultados son analizados en conjunto y no
solo individualmente, siguiendo la clave modificada de Templeton para indicar procesos
evolutivos especificos. El procedimiento es largo y tedioso para hacerse a mano, pero el
programa ANeCA lo realiza todo automaticamente y presenta los resultados finales en
conjunto.

Los resultados de los andlisis filogenéticos, de clados anidados seran conjugados en un
analisis general donde se buscaran patrones evolutivos generales y la congruencia de los
resultados con las distintas categorias filogeograficas descritas en Avise (2000).

16



6. RESULTADOS

a) Diversidad genética:

En 144 muestras (secuencias) alineadas de ratones de 22 localidades se analizaron 435 sitios, de los
que 179 fueron sitios invariables (monomorficos) y 70 sitios fueron variables (polimorficos, 79
mutaciones distintas). Los sitios informativos parsimoniosos fueron 49. ElI numero promedio de
diferencias nucleotidicas fue k: 13.10033, y la diversidad nucleotidica, Pi: 0.05261. Theta (por
secuencia) de Eta: 14.25079. La prueba D de Tajima fue: -0.25424, no significativa, P > 0.10

En total se encontraron 44 haplotipos distintos (130 secuencias de 22 localidades) y la diversidad
haplotipica total fue de 0.96303. El Cuadro 1 especifica que la diversidad haplotipica de cada una de
las localidades.

Poblacion # # Diversidad

Secuencias | haplotipos | haplotipica
Agalta 7 4 0.80952
Celaque 10 3 0.60000
Tzontehuitz 9 5 0.80556
Tapalapa 5 2 0.40000
Triunfo 3 2 0.66667
Minas 3 3 1.00000
SanMateolxtatan 5 2 0.40000
MinasCabana 7 4 0.80952
Chiguimula 2 1 0.00000
Yalambojoch 5 2 0.60000
Ixcansan 5 1 0.00000
Bobi 5 4 0.90000
Maxbal 7 1 0.00000
Nebaj 3 1 0.00000
AstilleroSnMarcos 11 1 0.00000
Pochuta 4 3 0.83333
Jurun 3 1 0.00000
Imposible 3 2 0.66667
Cacahuatique 11 4 0.60000
Escobal 7 2 0.47619
LajChimel 9 5 0.80556
Suchitan 6 1 0.00000

TOTAL 130 44 0.96303

Cuadro 1. Diversidad haplotipica del grupo Peromyscus
mexicanus en 22 localidades del norte de Centroamérica.

Un analisis molecular de varianza (AMOVA) basado en la diferenciacién haplotipica FST
de 25 poblaciones (localidades) fue significativo (p menor a 0.0000), es decir que
rechazamos la hip6tesis nula de no estructuracion genética y asumimos que si existe
estructuracion genética dentro del grupo Peromyscus mexicanus, con alrededor de

&
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93.60% de la diferenciacion (FST) debida a variacion intrapoblacional y aunque solo 6.40
% de la variacion es entre poblaciones (ver Cuadro 2).

Fuente de variacion g.l. Sumade Varianza Porcentaje
cuadrados | componentes | de variacion
Entre poblaciones 24 15.358 0.03195 Va 6.40
Dentro de poblaciones 112 52.358 0.46748 Vb 93.60
Total 136 67.715 0.49943

Indice de Fijacion FST: 0.06398

P:0.00000 +/- 0.00000 (1023 permutaciones)

Cuadro 2. Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) por el método de distancias de
diferencias pareadas y valores de FST.

La gran diferenciacién entre poblaciones puede también ser observada en una grafica de
diferencias pareadas (Figura 12), que mas que representar una grafica unimodal,
pareciera representar a un conjunto de gréficas o poblaciones independientes. La grafica
tampoco se ajusta al modelo de a una poblacion en expansion demografica.

Ac]
B 4D T D D D D

— Exp

---o-- Obs

20

Pairwize Differences

Figura 12. Diferencias pareadas de 144 secuencias (en rojo)

30

40

contrastado con un modelo de expansion poblacional (en negro).

Las distancias genéticas (ajustadas con el modelo de sustitucion nucleotidica de Kimura
de 2 parametros) para 22 muestras (representando igual nimero de localidades) se
representan en la matriz de distancias genéticas del Cuadro 3. En ese cuadro se han
resaltado (en rojo) la gran cantidad de distancias con valores iguales o mayores al 5%,

&
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una referencia muy general de diferenciacion genética frecuente a nivel interespecifico
en mamiferos.

Muestra  [Poblacion [Celaqu{Agalta |[Tzontel| TapalafTriunfo[Minas |IxcansgAstiller{Pochut|{ImposillCacahyEscobgNebaj [SuchitdCartagqVeracr]Chiapas
13258SPaq |Celaque

SP13322ag |Agalta 0.064

E1819aaaq |Tzontehuitz| 0.073] 0.046

El5laaaaq [Tapalapa 0.059 0.050{ 0.020

E1183aaaq |Triunfo 0.037] 0.069] 0.082] 0.068

LOU313aaq |Minas 0.073 0.068] 0.087] 0.073| 0.059

1517SGPaq [Ixcansan 0.073] 0.059( 0.046] 0.033] 0.082| 0.077

1734SGPaq |Astillero 0.037| 0.069 0.082] 0.068] 0.000[ 0.059( 0.082

1754SGPaq |Pochuta 0.082] 0.101) 0.097) 0.082] 0.064| 0.087| 0.077 0.064

1789SGPaq |Imposible | 0.004] 0.059] 0.068| 0.055] 0.042] 0.068 0.068 0.042) 0.077

1794SGPaq |Cacahuatigy 0.008] 0.064] 0.073| 0.050] 0.046] 0.073[ 0.063| 0.046] 0.073| 0.004

1645SGPaq |Escobal 0.012[ 0.050] 0.059] 0.046] 0.042| 0.059] 0.059] 0.042f 0.077| 0.008] 0.012

JANP4aaaq |Nebaj 0.037] 0.060] 0.082[ 0.068 0.025[ 0.050[ 0.073| 0.025] 0.064] 0.033] 0.037] 0.033

1909SGPaq |Suchitan 0.004] 0.059f 0.068] 0.055] 0.042| 0.068 0.068] 0.042] 0.077] 0.000{ 0.004| 0.008] 0.033

Pnudipesq |Cartago 0.073] 0.025| 0.064| 0.059] 0.069 0.068 0.055[ 0.069f 0.092| 0.068] 0.064] 0.059] 0.051] 0.068

1Pmexican |Veracruz 0.064[ 0.073] 0.083] 0.078 0.055[ 0.073] 0.073] 0.055[ 0.064| 0.059] 0.064] 0.059 0.046] 0.059] 0.073
2Pgymnoti [Chiapas 0.082] 0.101) 0.087) 0.082] 0.064| 0.087[ 0.077[ 0.064] 0.008] 0.077] 0.073] 0.077) 0.064] 0.077] 0.092| 0.055

Cuadro 3. Matriz de distancias genéticas (segin una fraccion del ADN mitocondrial) para 22 localidades
del norte de Centroamérica. Las distancias mayores del 5% son indicadas en color rojo.

b) Filogenia molecular del grupo Peromyscus mexicanus
Se utiliz6 el modelo de Maxima Verosimilitud basado en un modelo especifico de sustitucion
nucleotidica (GTR, obtenido del programa ModelTest). Se muestra a continuacion el arbol
obtenido con el méximo logaritmo de verosimilitud (-1160.4253). Los &rboles iniciales para la
busqueda heuristica fueron obtenidos automaticamente como sigue: cuando el nimero de
sitios comunes fue menor a 100 o menos de la cuarta parte del niumero total de sitios,
entonces el método de maxima parsimonia fue utilizado; De otra forma se utilizé6 el método
de “Neighbour Joining” con una matriz de distancias MCL. El arbol es representado a escala,
con longitudes de las ramas en relacion al nimero de substituciones por sitio. El andlisis
incluy6é 144 secuencias de nucle6tidos de ADN. Todas las posiciones conteniendo lagunas
o datos perdidos fueron eliminadas. El grupo de datos final contenia un total de 249
posiciones.
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Figura 13. Filograma de haplotipos (400pb del gen citocromo b) del grupo Peromyscus
mexicanus obtenida con el método de méxima verosimilitud.
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En el filograma anterior se pueden observar los siguientes puntos:

a)

b)

d)

Las seis especies de montafia Peromyscus mexicanus, P. guatemalensis, P. grandis,
P. zarhynchus, P. nudipes y P. gymnotis forman un conjunto (clado) monofilético bien
definido y se confirma la propuesta de que son las Unicas especies conocidas que
deben conformar el grupo mexicanus. Las especies P. yucatanicus y P. stirtoni
claramente se excluyen del grupo.

Las relaciones filogenéticas de las seis especies del grupo pueden representarse
como sigue: (P. zarhynchus, ((P. mexicanus, P. gymnotis), (P. guatemalensis (P.
grandis, P. nudipes))).

P. grandis y P. nudipes forman un clado bien definido, aparentemente con una amplia
distribucion geogréfica, desde Sierra de las Minas en Guatemala hasta la Sierra de
Talamanca en Costa Rica y Panama.

El linaje de P. mexicanus no se distingue en ninguna de las muestras analizadas para
Centroamérica, con la excepcion de la especie P. gymnotis, sobre la bocacosta del
Pacifico de Chiapas y Guatemala. Evidentemente, muchos ejemplares identificados
en museos como P. mexicanus con criterios morfométricos, representan errores de
identificacion. Claramente, los criterios morfométricos no son suficientes para la
identificacion de las especies del grupo y se recomienda la utilizacion de otros
criterios, como los moleculares.

Parece haber una fuerte correspondencia entre filogenia y geografia, aunque la
conformacién de los clados no parece coincidir con las barreras biogeogréficas
inicialmente propuestas (Istmo de Tehuantepec, Depresion de Nicaragua, Rio
Motagua, Rio Ixcan, Rio Lempa). Los datos parecen contradecir la idea de la fuerte
importancia de estas supuestas barreras en la determinacion de las distribuciones
geograficas del grupo de estudio. Parece ser que la distribucion de este grupo fue
originada por una confabulacion mas compleja entre geografia y cambios climaticos
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Red de haplotipos y analisis de clados anidados

A partir de las 144 secuencias analizadas se construyé una red de haplotipos (no enraizada) utilizando
el algoritmo de Union Media. Se demarcan las especies del grupo P. mexicanus y las zonas
geogréficas a las que corresponden.

U iewsso  Buatemala P. grandis P. gymnotis, Chiapas
UsS4761Q EFS160 0 EFSITO G
B Guatemala
. MO
e Lhiapas e @) Mase BETSS me21
M350 O
2m2) usaie1 O ersfrao
Y, S Veracruz
myase Grateo MU0 O
amomvﬁ':wo 209 {3}
B0 mvse  wre, | FERRSC
%1 Omvie 047 g HIBIC y myaaes &

EIB5Q7 eiig 8900 mg;;(; v FOTTHE Riv2S & | coniime some — z

E501 O ERN O B A
ENNG ‘

T sPia1 3 \EFRIO AYEO
) SP1550 () $P1087 &
: P. mexicanus, Chiapas
Chiapas P. guatemalenis,
Guatemala
P. zarhynchus
P. nudipes,
Costa Rica

Figura 14. Red de haplotipos del grupo Peromyscus mexicanus obtenida con el método de
uniéon media.

A primera vista la red de haplotipos parece enredada, sin embargo se pueden hacer las
siguientes observaciones:
a) Los nodos centrales de todo el grupo corresponden a distintos linajes de P.
guatemalensis.

b) Parece haber una correspondencia filogenia-geografia bastante clara, con los linajes
de P. zarhynchus ( norte de Chiapas-Guatemala), P. mexicanus (Istmo de
Tehuantepec), P. gymnotis (sur de Chiapas y Guatemala), P. grandis (centro de
Guatemala) y P. nudipes (Costa Rica) formando ramas periféricas alrededor de P.
guatemalensis.
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El algoritmo de anidamiento identificd siete niveles de anidamiento y algunas pruebas no
fueron concluyentes. La hipétesis nula de distribucién haplotipica al azar no pudo ser
rechazada para la gran mayoria de clados, incluyendo todo el primero y segundo niveles de
anidamiento. A partir del tercer nivel de anidamiento se presentan algunos clados en donde
la hipotesis nula si es rechazada y la clave de inferencia filogeografica indica lo siguiente:

a)

b)

f)

9)

h)

Se formaron 759 clados (incluyendo el nivel 0 con 200 ramas terminales).

Los tres primeros niveles de anidamiento (nivel 0, 1 y 2) dieron pruebas de chi-
cuadrado no significativas para las distancias geogréficas esperadas (distribucion al
azar) y observadas, por lo que no se puede eliminar la hipotesis nula de no
asociaciones geogréficas. Estos resultados concuerdan con lo esperado, ya que se
espera que los haplotipos periféricos formen parte de un pool de diversidad genética
compartida por una misma poblacion.

En el tercer nivel de anidamiento el clado 3-6 sigue la cadena de inferencia 1-2-3-4,
indicando flujo genético restringido con aislamiento por distancia. El clado 3-6
incluye a las muestras

En el cuarto nivel de anidamiento el clado 4-3 indica flujo genético restringido con
aislamiento por distancia. El clado 4-6 indica fragmentacién alopatrida.

El nivel 5 contiene 22 clados con una combinacion de resultados muy diferentes.

Para el clado 5.1 la clave de inferencia indica expansiéon de rango continua.

El clado 5-2 indica flujo/dispersion genética restringida con indicios de
dispersién a gran distancia en &reas intermedias no ocupadas actualmente por
la especie; o flujo genético pasado seguido por la extincion de poblaciones
intermedias.

El clado 5-14 indica fragmentacion alopatrida.

En los niveles 6 y 7 de anidamiento los resultados son no concluyentes, excepto para
el clado 6-1 que indica flujo genético restringido con aislamiento por distancia.
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7. DISCUSION

El analisis de las secuencias de ADN mitocondrial (400pb del gen citocromo b) nos da
indicios de una gran diversidad y estructuracion genética aparentemente asociada a la
geografia, indicando la presencia probable de varios linajes alopatridos e independientes. El
analisis molecular de varianza (AMOVA) muestra diferencias significativas en la diversidad
haplotipica entre las 22 localidades analizadas, muchas de las cuales tienen distancias
genéticas cercanas o mayores al 5%, indicando fuertemente la existencia de especies
cripticas que no se reconocen por los métodos taxondmicos tradicionales.

La diversidad genética, medida en namero y frecuencia haplotipica, es alta para el conjunto
de datos, y muy variable dentro de cada poblacién particular. La prueba de AMOVA
(andlisis molecular de varianza) muestra diferencias significativas en la diversidad
haplotipica, con un

La filogenia de haplotipos obtenida a travées del método de méxima verosimilitud
(probabilistico) identifica varios grupos (aproximadamente ocho, dependiendo de donde se
haga el corte) asociados a regiones geograficas especificas. Es decir, las 22 localidades
analizadas parecieran estar agrupadas en 8 linajes diferenciados en el arbol de haplotipos.
Algunos estos clados corresponden a nombres especificos ya reconocidos, otros clados
parecen representar linajes independientes hasta ahora no reconocidos en ninguna
categoria taxondmica.

En general los clados hermanos se les encuentra en su mayoria geograficamente cercanos,
aunque abundan las excepciones. Este es el primer indicio de que cada uno de los
potencialmente ocho linajes independientes poseen historias evolutivas distintas.

En general parece haber una fuerte correspondencia entre diversidad genética y la geografia
local, pero el andlisis de clados anidados no es concluyente para la mayoria de linajes,
dando resultados no significativos para la mayoria de clados terminales, no rechazando la
hipotesis nula de distribucion al azar de los haplotipos de cada clado en particular, algo
esperado si suponemos que los haplotipos cercanamente emparentados pertenecen a una
misma poblacién o especie y que se encuentran en general co-distribuidos en la misma zona
de distribucion de ese clado.

En algunos puntos del filograma la prueba es significativa, por lo que se rechaza la hipotesis
nula de distribucién al azar de los haplotipos y, siguiendo la clave filogeogréfica, nos plantea
como hipaotesis alternas varias hipoétesis historico-evolutivas. En algunos caos el analisis da
indicios de patrones de fragmentacion alopatrida (P. guatemalensis al oriente de Guatemala,
El Salvador y occidente de Honduras), flujo genético restringido con aislamiento por
distancia y expansion de rango (P. nudipes en Honduras y Costa Rica), lo que indica toda
una variedad de historias evolutivas en la region. La hipotesis mas generalizada en este
caso es, como esperabamos, la fragmentacion alopatrida. Otros patrones reconocidos en el
analisis son flujo genético restringido con aislamiento por distancia, expansion a gran
distanciay expansion de rango continua (expansion poblacional).
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Aunque el patron general y dominante es la alopatria, existen montafias que son
compartidas por mas de una especie del grupo, como los Cuchumatanes, y que
aparentemente estan estratificadas y segregadas altitudinalmente. Esta distribucion
cercanamente parapatrida se da con linajes distintos que aparentemente se mantienen
segregados, lo que consideramos es evidencia de unidades evolutivas independientes y
distintivas, apoyando la validez de las especies actualmente reconocidas.

El aislamiento por distancia explica solo parcialmente la variacion genética de estos ratones,
ya que, como se observa en la red de haplotipos, no hay un ordenamiento geografico total
de la posicion de los haplotipos y sus distribuciones. En Chiapas, por ejemplo, podemos
encontrar representantes haplotipicos de ramas totalmente opuestas (P. zarhynchus y P.
mexicanus). Nuevamente, los datos parecen indicarnos que el grupo P. mexicanus es en
realidad un conjunto o mosaico de linajes con historias evolutivas variadas.

En relacién a las mayores barreras biogeograficas reconocidas para Centroamérica, como el
Istmo de Tehuantepec, el Valle del Motagua, y la Depresion de Nicaragua, parece ser que la
distribucién de los clados no coincide con la presencia de esas barreras, ya que se
encuentran los mismos linajes a ambos lados de cada barrera, como en el caso del Istmo de
Tehuantepec, con P. mexicanus a ambos lados, la Depresién de Nicaragua con el linaje de
P. nudipes en Honduras y en Costa Rica, o en el caso del Rio Lempa con aparente poca
diversidad genética del linaje de P. guatemalensis a ambos lado de la supuesta barrera. Una
excepcion importante parece se el Valle del Motagua, que tiene a su alrededor, bien
segregados, a varios linajes muy bien diferenciados de P. guatemalensis y P. mexicanus. La
importancia del complejo de fallas Polochic-Motagua como barrera biogeogréafica para el
grupo P. mexicanus merece estudios mas particulares.

Las implicaciones de estos resultados para la conservacion del patrimonio natural
centroamericano son varias. En primer lugar, se hace evidente que hay una fuerte tendencia
al patron de alopatria en la historia evolutiva y distribucién de todo el grupo, lo que hace que
practicamente no existan dos localidades iguales. El sistema de areas protegidas
centroamericano ya incluye la proteccion de todos los linajes, aunque puede que hayan
fuertes diferencias en la cantidad de esfuerzos que se ha invertido en cada uno de ellos, y
puede ser que incluso el sistema de areas protegidas se quede corto al no incluir la
proteccion de todos los linajes. Creemos que esto se hard mas evidente conforme se
incrementen los esfuerzos de colecta en areas no protegidas. Esta fuera de los alcances de
este estudio el hacer un analisis de complementariedad para la conservacion de la
diversidad genética del grupo P. mexicanus, pero recomendamos hacerlo junto con la
informacion de otros taxa. Por el momento podemos identificar varias regiones de especial
interés como la Sierra de los Cuchumatanes, que probablemente posea la mayor diversidad
de linajes del grupo P. mexicanus en toda la zona de estudio, asi como la zona que bordea
al Valle del Motagua, desde Cerro San Gil y Cusuco en la cuenca baja, hasta Sierra de las
Minas y Chiquimula en la cuenca alta. Todos ellos poseen linajes particulares de
Peromyscus que merecen ser protegidos.
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El estudio no tuvo mucha profundidad en los linajes del centro de México, pero parece
evidente que esta region aun guarda muchas sorpresas en cuanto a la diversidad genética
de este grupo de ratones.

Por el contrario, hay dos zonas con relativa poca variaciébn genética. Primero, la zona del
Triunfo en Chiapas, hasta San Marcos en Guatemala, y segundo, la zona del oriente de
Guatemala hasta El Salvador y sur de Honduras. Ambas zonas contienen versiones o linajes
distintivos de P. guatemalensis, pero que a lo interno de ellas son muy homogéneas entre
distintas localidades. Probablemente el estudio no tuvo la resolucion necesaria o indicada
para observar la variacion genética existente, debido a las limitaciones de utilizar solo un
marcador molecular o a la carencia de muestras de tejido, sin embargo creemos que los
datos ya existentes nos estan dando una idea de poblaciones con una historia evolutiva mas
reciente.
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8. CONCLUSIONES

El grupo Peromyscus mexicanus esta compuesto de seis especies conocidas de un linaje
monofilético que habita los bosques humedos de montafia del Nucleo de Centroamérica
(Chiapas hasta Nicaragua). Tradicionalmente se incluyen en el grupo a especies de tierras
bajas, como P. yucatanicus y P. stirtoni, pero la filogenia molecular del grupo basada en un
fragmento de 400pb del gen citocromo b (mitocondrial) demuestra que estas Ultimas
pertenecen a otros linajes de Peromyscus. El linaje que habita las montafias tiene en
general un patron de distribucién y especiacion alopatrida, aunque los analisis muestran una
gran diversidad de historias evolutivas, incluyendo flujo genético restringido con aislamiento
por distancia, fragmentacion alopatrida reciente (este de Guatemala-Honduras-El Salvador),
dispersion genética restringida con indicios de dispersion a gran distancia (Honduras-Costa
Rica), y expansion de rango continua (Guatemala-Chiapas). En general, la diversidad
genética del grupo es alta y existen diferencias significativas en las distancias haplotipicas
entre 25 localidades analizadas. Los datos genéticos indican una alta estructuracion
genética asociada a la geografia local, confirmando la naturalidad de las especies
actualmente reconocidas e indicando la posible presencia de especies aun no descritas. Las
barreras biogeograficas propuestas como el Rio Lempa, Rio Ixcan, Istmo de Tehuantepec y
Depresion de Nicaragua no coinciden con los limites de los clados de la filogenia general del
grupo, siendo una importante excepcion la importancia aparente del Valle del Motagua
(principalmente en la cuenca alta) como barrera biogeogréafica entre linajes (clados distintos)
del grupo P. mexicanus. Se hace necesario continuar con estudios mas especificos de los
linajes particulares y hacer una revision taxonémica de todo el grupo que incluya aspectos
morfolégicos.

El grupo incluye una combinacion variada de historias evolutivas incluyendo flujo genético
restringido con aislamiento por distancia, fragmentacién alopatrida reciente (este de
Guatemala-Honduras-El Salvador), dispersion genética restringida con indicios de dispersion
a gran distancia (Honduras-Costa Rica), y expansion de rango continua (Guatemala-
Chiapas).

Practicamente todas las localidades analizadas poseen haplotipos Unicos, aunque es en el
corredor Cuchumatanes-Chama-Minas-San Gil donde confluyen la mayoria de los linajes de
este grupo de ratones y que forman el centro de la red de haplotipos de toda la region
(Veracruz a Costa Rica) por lo que es una zona de particular interés para la conservacion.
Sin embargo, los andlisis estan basados en muestreos mas intensos realizados en esta zona
y la carencia de datos de otras regiones que en el futuro pueden mostrar ser ain mas
diversas, como el este de Honduras.
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9. RECOMENDACIONES

Debido a la gran diversidad genética observada se recomienda hacer una revision
taxonomica del grupo Peromyscus mexicanus, que incluya tanto aspectos genéticos como
morfolégicos. En el plano genético es necesario incluir datos de uno o dos marcadores
moleculares adicionales, principalmente nucleares, para confirmar la filogenia molecular de
los linajes. También es necesario ampliar la cobertura geografica, ya que se desconocen las
caracteristicas de los linajes de montafia al norte del Istmo de Tehuantepec (montafias de
Oaxaca, Veracruz, Puebla, Hidalgo, Guerrero, etc., todos en México) y al sur de la
Depresién de Nicaragua (Sierra de Talamanca en Costa Rica y Panamd). El analisis de
clados anidados no tuvo la resolucion esperada, incluso en Guatemala de donde provenian
las mayoria de muestras, lo que indica que aun hace falta intensificar los esfuerzos de
muestreo para fortalecer los analisis de relacién genética y geografia.

En el plano administrativo se recomienda a la DIGI mejorar las facilidades relacionadas con
la cooperacion cientifica con entidades del extranjero.
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ANEXOS

Resultados del AMOVA

Label Population name

1: Agalta

2: Celaque

3: Tzontehuitz
4: Tapalapa

5: Triunfo

6: BUCQ

7: Guate

8: Minas

9: Chiquimula
10: Yalambojoch
11: Ixcansan
12: Bobi

13: Maxbal

14: Nebaj

15: Astillero
16: Pochuta

17: Jurun

18: Imposible
19: Cacahuatique
20: Escobal

21: Chimel

22: Los Andes
23: Suchitan
24: Cartago

25: Veracruzl

== GENETIC STRUCTURE ANALYSIS

Number of usable loci for distance computation
Allowed level of missing data

List of usable loci

1 2 3 4 5 6 7 8
15
16 17 18 19 20 21 22 23
30
31 32 33 34 35 36 37 38
45
46 47 48 49 50 51 52 53
60
61 62 63 64 65 66 67 68
75
76 77 78 79 80 81 82 83
90
91 92 93 94 95 96 97 98
105

435

0.05

24

39

54

69

84

99

10

25

40

55

70

85

100

11

26

41

56

71

86

101

12

27

42

57

72

87

102

13

28

43

58

73

88

103

30

14

29

44

59

74

89

104



106
120
121
135
136
150
151
165
166
180
181
195
196
210
211
225
226
240
241
255
256
270
271
285
286
300
301
315
316
330
331
345
346
360
361
375
376
390
391
405
406
420
421
435

107

122

137

152

167

182

197

212

227

242

257

272

287

302

317

332

347

362

377

392

407

422

108

123

138

153

168

183

198

213

228

243

258

273

288

303

318

333

348

363

378

393

408

423

109

124

139

154

169

184

199

214

229

244

259

274

289

304

319

334

349

364

379

394

409

424

110

125

140

155

170

185

200

215

230

245

260

275

290

305

320

335

350

365

380

395

410

425

111

126

141

156

171

186

201

216

231

246

261

276

291

306

321

336

351

366

381

396

411

426

112

127

142

157

172

187

202

217

232

247

262

277

292

307

322

337

352

367

382

397

412

427

of loci with too much missing data

113

128

143

158

173

188

203

218

233

248

263

278

293

308

323

338

353

368

383

398

413

428

114

129

144

159

174

189

204

219

234

249

264

279

294

309

324

339

354

369

384

399

414

429

115

130

145

160

175

190

205

220

235

250

265

280

295

310

325

340

355

370

385

400

415

430

116

131

146

161

176

191

206

221

236

251

266

281

296

311

326

341

356

371

386

401

416

431

117

132

147

162

177

192

207

222

237

252

267

282

297

312

327

342

357

372

387

402

417

432

118

133

148

163

178

193

208

223

238

253

268

283

298

313

328

343

358

373

388

403

418

433

31

119

134

149

164

179

194

209

224

239

254

269

284

299

314

329

344

359

374

389

404

419

434



AMOVA ANALYSIS

No. of Groups =

1

[[Structure]]

#Groupl

StructureName = "New Edited Structure"
NbGroups = 1

Group={
"Agalta"
"Celaque"
"Tzontehuitz"
"Tapalapa"
"Triunfo"
"BUCQ"
"Guate"
"Minas™"
"Chigquimula"
"Yalambojoch"
"Ixcansan"
"Bobi"
"Maxbal"
"Nebaj"
"Astillero"
"Pochuta"
"Jurun"
"Imposible"
"Cacahuatique"
"Escobal"
"Chimel"

"Los Andes"
"Suchitan"
"Cartago"
"Veracruzl"

32



Computing conventional F-Statistics from haplotype frequencies

Weir, B.S. and Cockerham, C.C. 1984.
Excoffier, L., Smouse, P., and Quattro, J. 1992.
weir, B. S., 1996.

Source of Sum of Variance Percentage
variation d.f. squares components of variation
Among

populations 24 15.358 0.03195 va 6.40
Within

populations 112 52.358 0.46748 Vb 93.60
Total 136 67.715 0.49943

Fixation Index FST 0.06398

Significance tests (1023 permutations)

Va and FST : P(rand. value > obs. value) = 0.00000
P(rand. value = obs. value) = 0.00000
P-value = 0.00000+-0.00000

== Comparisons of pairs of population samples

Agalta
Celaque
Tzontehuitz
Tapalapa
Triunfo
BUCQ

Guate

Minas
Chiquimula
Yalambojoch
Ixcansan
Bobi

Maxbal

O J o U WN

= PP P o
W N 2 O es ss oo oo oo oe oo oo as
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14: Nebaj
15: Astillero
16: Pochuta

17: Jurun
18: Imposible
19: Cacahuatique

20: Escobal
21: Chimel
22 Los Andes
23: Suchitan
24: Cartago
25: Veracruzl

Computing conventional F-Statistics from haplotype frequencies

1 2 3 4 5 6
8 9 10 11 12 13 14 15
17 18 19 20 21 22 23 24
1 0.00000
2 0.02893 0.00000
3 0.00000 0.02792 0.00000
4 0.00000 0.03072 0.00000 0.00000
5 0.00000 0.03482 0.00000 0.00000 0.00000
6 0.00000 0.03482 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
7 0.00000 0.05455 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0
8 0.00000 0.02893 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0
0.00000
9 0.00000 0.03985 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0
0.00000 0.00000
10 0.04654 0.07409 0.04466 0.05000 0.05830 0.05830 0
0.04654 0.06883 0.00000
11 0.00000 0.03072 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0
0.00000 0.00000 0.05000 0.00000
12 0.08232 0.10434 0.07898 0.08805 0.10056 0.10056 0
0.08232 0.11523 0.13178 0.08805 0.00000
13 0.00000 0.02893 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0
0.00000 0.00000 0.04654 0.00000 0.08232 0.00000
14 0.00000 0.03482 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.
0.00000 0.00000 0.05830 0.00000 0.10056 0.00000 0.00000
15 0.09871 0.11899 0.09467 0.10550 0.12000 0.12000 0.
0.09871 0.13669 0.14807 0.10550 0.16910 0.09871 0.12000 0.00000
16 0.00000 0.03227 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.

0.00000 0.00000 0.05308 0.00000 0.09285 0.00000 0.00000 0.11111

0.00000
17 0.12500 0.14894 0.11888 0.13669 0.16667 0.16667

0.14754 0.00000
18 0.00000 0.03482 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000

0.00000 0.16667 0.00000

34

0.
0.12500 0.20755 0.19448 0.13669 0.21454 0.12500 0.16667 0.22981

0.
0.00000 0.00000 0.05830 0.00000 0.10056 0.00000 0.00000 0.12000

16
25

.00000
.00000

.00000

.10000

.00000

.15556

.00000

00000

18182

00000

33333

00000



19 0.06799 0.09091 0.06537 0.07251 0.08247 0.08247 0.12727
0.06799 0.09427 0.11572 0.07251 0.14119 0.06799 0.08247 0.15493
0.07632 0.19512 0.08247 0.00000

20 0.00000 0.02893 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
0.00000 0.00000 0.04654 0.00000 0.08232 0.00000 0.00000 0.09871
0.00000 0.12500 0.00000 0.06799 0.00000

21 0.00000 0.02792 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
0.00000 0.00000 0.04466 0.00000 0.07898 0.00000 0.00000 0.09467
0.00000 0.11888 0.00000 0.06537 0.00000 0.00000

22 0.00000 0.03985 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
0.00000 0.00000 0.06883 0.00000 0.11523 0.00000 0.00000 0.13669
0.00000 -0.20000 0.00000 0.09427 0.00000 0.00000 0.00000

23 0.09677 0.11921 0.09244 0.10448 0.12195 0.12195 0.20000
0.09677 -0.15385 0.15242 0.10448 0.17536 0.09677 0.12195 0.18961
0.11111 0.25000 0.12195 0.15924 0.09677 0.09244 0.14286 0.00000

24 0.00000 0.05455 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 1.00000
0.00000 0.00000 0.10000 0.00000 0.15556 0.00000 0.00000 0.18182
0.00000 0.33333 0.00000 0.12727 0.00000 0.00000 0.00000 0.20000
0.00000

25 0.00000 0.05455 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 1.00000
0.00000 0.00000 0.10000 0.00000 0.15556 0.00000 0.00000 0.18182
0.00000 0.33333 0.00000 0.12727 0.00000 0.00000 0.00000 0.20000
1.00000 0.00000

Number of permutations : 110
1 2 3 4
5 6 7 8 9
10 11 12 13 14
15 16 17 18 19
20 21 22 23 24
25
l *
2 0.17117+-0.0417 *
3 0.99099+-0.0030 0.20721+-0.0305 *
4 0.99099+-0.0030 0.26126+-0.0344 0.99099+-0.0030 *
5 0.99099+-0.0030 0.62162+-0.0459 0.99099+-0.0030 0.99099+-

0.0030 *
6 0.99099+-0.0030 0.59459+-0.0364 0.99099+-0.0030 0.99099+-

0.0030 0.99099+-0.0030 *

7 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-
0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 *

8 0.99099+-0.0030 0.19820+-0.0379 0.99099+-0.0030 0.99099+-
0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 *

9 0.99099+-0.0030 0.75676+-0.0474 0.99099+-0.0030 0.99099+-
0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030

10 0.14414+-0.0201 0.09009+-0.0192 0.09009+-0.0383 0.45045+-

0.0303 0.45045+-0.0525 0.41441+-0.054¢6 0.75676+-0.0454 0.08108+-0.0212
0.48649+-0.0639 *

&
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11 0.99099+-0.0030 0.36937+-0.0613 0.99099+-0.0030 0.99099+-

0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030  0.45045+-0.0470 *

12 0.06306+-0.0194  0.00901+-0.0091  0.06306+-0.0194  0.09910+-
0.0163  0.07207+-0.0264 0.16216+-0.0264  0.39640+-0.0511  0.07207+-0.0227
0.35135+-0.0515 0.00000+-0.0000 0.09910+-0.0344 *

13 0.99099+-0.0030  0.20721+-0.0408  0.99099+-0.0030  0.99099+-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030  0.11712+-0.0360  0.99099+-0.0030  0.06306+-0.0194 *

14  0.99099+-0.0030 0.61261+-0.0402  0.99099+-0.0030  0.99099+-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030  0.39640+-0.0594  0.99099+-0.0030  0.18919+-0.0417  0.99099+-
0.0030 *

15  0.05405+-0.0242  0.00000+-0.0000  0.00901+-0.0091  0.08108+-
0.0252  0.09910+-0.0212  0.12613+-0.0242  0.25225+-0.0297  0.02703+-0.0139
0.10811+-0.0326  0.00901+-0.0091  0.08108+-0.0316  0.00000+-0.0000  0.04505+-
0.0279  0.13514+-0.0434 *

16  0.99099+-0.0030  0.27928+-0.0316  0.99099+-0.0030  0.99099+-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030  0.40541+-0.0412  0.99099+-0.0030  0.09910+-0.0212  0.99099+-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.09910+-0.0212 *

17  0.05405+-0.0148  0.04505+-0.0152  0.02703+-0.0139  0.09009+-
0.0271  0.37838+-0.0379  0.36036+-0.0407  0.51351+-0.0360  0.09009+-0.0407
0.38739+-0.0636  0.15315+-0.0305 0.11712+-0.0237 0.04505+-0.0152  0.05405+-
0.0242  0.32432+-0.0243  0.06306+-0.0194  0.09009+-0.0192 *

18  0.99099+-0.0030  0.63964+-0.0439  0.99099+-0.0030  0.99099+-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030  0.40541+-0.0434  0.99099+-0.0030  0.09910+-0.0370  0.99099+~-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.13514+-0.0279  0.99099+-0.0030  0.35135+-0.0394
*

19 0.04505+-0.0203  0.00000+-0.0000  0.04505+-0.0152  0.12613+-
0.0337 0.18018+-0.0303  0.21622+-0.0433  0.56757+-0.0508  0.03604+-0.0201
0.42342+-0.0543  0.02703+-0.0139  0.16216+-0.0379  0.00901+-0.0091  0.07207+-
0.0227  0.23423+-0.0243  0.000004-0.0000  0.09910+-0.0344  0.06306+-0.0273
0.17117+-0.0316 *

20 0.99099+-0.0030  0.29730+-0.0273  0.99099+-0.0030  0.99099+-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030  0.18018+-0.0507  0.99099+-0.0030  0.06306+-0.0273  0.99099+~-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.03604+-0.0242  0.99099+-0.0030  0.05405+-0.0148
0.99099+-0.0030  0.06306+-0.0273 *

21 0.99099+-0.0030  0.23423+-0.0338  0.99099+-0.0030  0.99099+-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030  0.10811+-0.0264  0.99099+-0.0030  0.00901+-0.0091  0.99099+-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.00000+-0.0000  0.99099+-0.0030  0.07207+-0.0264
0.99099+-0.0030  0.08108+-0.0163  0.99099+-0.0030 *

22 0.99099+-0.0030  0.66667+-0.0511  0.99099+-0.0030  0.99099+-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030  0.40541+-0.0493  0.99099+-0.0030  0.22523+-0.0493  0.99099+-
0.0030  0.99099+-0.0030  0.28829+-0.0402  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030  0.24324+-0.0273  0.99099+-0.0030  0.99099+-0.0030 *

23 0.07207+-0.0326  0.04505+-0.0279  0.05405+-0.0201  0.20721+-
0.0651  0.27027+-0.0303  0.23423+-0.0388  0.61261+-0.0485  0.05405+-0.0242
0.99099+-0.0030  0.03604+-0.0148 0.11712+-0.0273  0.00000+-0.0000 0.08108+-
0.0286  0.25225+-0.0424  0.00000+-0.0000  0.21622+-0.0411  0.07207+-0.0227
0.23423+-0.0473  0.00901+-0.0091  0.09910+-0.0286  0.04505+-0.0203  0.52252+-
0.0379 *
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24 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-

0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-
0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-
0.0030 0.99099+-0.0030 *

25 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-
0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-
0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030
0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-
0.0030 0.99099+-0.0030 0.99099+-0.0030 *

Matrix of significant Fst P values
Significance Level=0.0500

Number of permutations : 110
1 2 3 4 5 6
8 9 10 11 12 13 14 15 16
17 18 19 20 21 22 23 24 25
l — — — — —
—_ —_ + —_ —_ —_ —_ _ -
2 - - - - —
+ - + - - - + - -
3 — — — — —
—_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ + _
+ - + - - - - - -
4 — — — — —
5 - - - — -
6 — — — — —
7 — — — - - -
8 — — — — — —
_ _ _ —_ —_ —_ + - -
_ + _ —_ —_ —_ —_ -
9 — — — — — —
10 - - - - - -
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