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1. RESUMEN

El raton de garganta blanca de Tomes, Nephelomys albigularis se distribuye desde el
norte de Ecuador hasta el sur de Per(. En Ecuador se distribuye a ambos lados de la

cordillera de los Andes. Esta especie es considerada monotipica.

En este trabajo se aclara la identidad taxondmica y las relaciones filogenéticas de N.
albigularis, basados en anlisis filogenéticos del gen mitocondrial citocromo b y el intrén
del gen nuclear beta fibrindgeno; ademéas con la finalidad de identificar patrones
morfolégicos se revisaron caracteres craneo mandibulares y se realizé6 un analisis

morfomeétrico craneal.

Los resultados filogenéticos y morfoldgicos fueron congruentes entre si, vy
determinaron la existencia de cinco entidades, agrupadas en tres clados nombrados A, B y
C. El clado A se distribuye al norte del Ecuador, y presentd dos subclados altamente
soportados Al y All, el clado B se distribuye al noroccidente del pais, y el clado C, que se
distribuye desde el centro hasta el sur del Ecuador, presentd dos subclados altamente
soportados, Cl y CII. De las cinco entidades identificadas dos son especies descritas
formalmente, N. moerex (clado B) y N. albigularis (subclado CII), mientras que las otras

tres entidades podrian ser serian consideradas como especies candidatas no confirmadas.

Palabras clave: Nephelomys, Citocromo b, Intrén, delimitacion de especies, filogenia.



2. ABSTRACT

The White-throated Nephelomys, Nephelomys albigularis is distributed from Northern
Ecuador to Southern Peru. In Ecuador it occurs at both sides of the Andes. This species is

considered monotypic.

This work clarifies the taxonomic identity and phylogenetic relationships of N.
albigularis, based on phylogenetic analysis of the mitochondrial cytochrome b gene and
the intron of the nuclear gene beta fibrinogen; in addition, to identify morphological
patterns, characters of the skull and jaw were assessed, and a morphometric analysis was

carried out.

Phylogenetic and morphological results were consistent with each other and
determined the existence of five independent evolutionary lineages, grouped into three
clades named A, B, and C. Clade A is distributed in Northern Ecuador and has two highly
supported subclades, Al and All. Clade B is distributed in northwestern Ecuador. Clade C
spreads to the South Central region of Ecuador and has two well-supported subclades, CI
and CII. Of the five identified lineages, two represent formally described species, N
moerex (clade B) and N. albigularis (subclade CII), while the other three entities are

considered unconfirmed candidate species.

Keywords: Nephelomys, Cytochrome b, Intron, phylogeny, species delimitation.



3. INTRODUCCION

Los roedores son el orden més diverso de mamiferos, con mas de 2 270 especies
reconocidas, lo que representa un 43,5% de todos los mamiferos del mundo (Musser y
Carleton, 2005; Wilson y Mittermeier, 2009). Dentro del orden Rodentia una de las
radiaciones mas importantes se ha producido dentro de la familia Cricetidae, en la
subfamilia Sigmodontinae, siendo un grupo monofilético que incluye solamente a roedores
presentes en el Neotropico (Reig, 1986; Smith and Patton, 1999; Jansa and Weksler, 2004
Weksler, 2006). En Ecuador, de este orden, estan presentes diez familias, 54 géneros y 111

especies (Tirira 2015).

El género Nephelomys incluye trece especies, que se distribuyen a lo largo de la
Cordillera de los Andes, desde Bolivia hasta Costa Rica, y parte de las montafias costeras
del este de Venezuela (Weksler et al., 2006). Para Ecuador estan reportadas cuatro especies
(Figura 1): N. albigularis, que habita en las regiones subtropicales y templadas del
Ecuador, a ambos lados de los Andes, principalmente dentro de los bosques nublados
(Tirira, 2007); N. auriventer se conoce de su presencia en Ecuador solamente por tres
localidades, en el Rio Pastaza, entre las provincias de Pastaza y Tungurahua (Percequillo,
2003; Prado y Percequillo, 2013); N. moerex es una especie endémica del Ecuador, se
conoce que habita en los bosques nublados occidentales, pero se desconoce los limites de
su distribucion (Moreno, 2009; Percequillo, 2015); y, N. nimbosus que también es
endémico del Ecuador, se conoce de su presencia por pocas localidades en los bosques
nublados orientales en las provincias de Napo y Tungurahua (Prado y Percequillo, 2013;

Percequillo, 2015).



3.1 Nephelomys albigularis en Ecuador.

Es un roedor de tamafio mediano (cabeza-cuerpo 102-162 mm) con la cola mas larga
que el cuerpo (138-184 mm), la cola puede ser bicolor o ligeramente bicoloreada. El
cuerpo presenta una coloracion dorsal marron oscura a marron anaranjada, la region
ventral es gris blancuzca o crema, con un parche de color blancuzco en la region gular. Las
patas anteriores son mas cortas que las posteriores y poseen cinco dedos, se encuentran
cubiertas por pelos alargados, estos ultimos se extienden sobre las garras (Tomes, 1860;

Tirira, 2007; Percequillo, 2003, 2015).

En Ecuador habita en los bosques subtropicales, templados y alto andinos bajos, entre 1
000 a 3 400 msnm, su limite m&s boreal es al nororiente de la provincia de Carchi, Reserva
Bioldgica Guandera, y su limite méas austral es al norte de la provincia de Loja, Celica
(Tirira y Boada, 2009; Percequillo, 2015). Es de actividad diurna y nocturna. Se presenta
con mayor frecuencia en los bosques nublados, y esta asociado a cuerpos de agua (Tirira,

2007; Percequillo, 2015).
3.2 Historia taxonomica de Nephelomys albigularis

Fue descrita originalmente como Hesperomys albigularis (BMNH 711105, 711106)
por Tomes (1860), siendo la localidad tipo Pallatanga en la provincia de Chimborazo. Esta
especie ha sufrido cambios en su nomenclatura taxonémica, los méas destacados son los
efectuados por Olfied Thomas, quien propuso el cambio de género, de Hesperomys a
Calomys vy, posteriormente, a Oryzomys (Percequillo, 2003). Thomas en 1914 describe una
nueva subespecie, Oryzomys albigularis moerex, la cual presentaba ciertas similitudes
morfoldgicas con O. albigularis pero, a su vez, presentaba variacién en otros caracteres
(hueso lagrimal, foramen incisivo, entre otros). En 1944 Hershkovitz, desconociendo de la

variacion morfologica existente en ciertos especimenes, sinonimizo todas las subespecies



(caracolus, childi, devius, keaysi, levipes, maculiventer, meridensis, pectoralis, pirrensis)
bajo el mismo nombre, Oryzomys albigularis, con excepcién de Oryzomys albigularis

moerex, y lo llamé “complejo albigularis”.

Cabrera, en 1961 vuelve a asignar la categoria de subespecie a las sinonimizadas por
Hershkovitz. En 1993 Musser y Carleton proponen que solamente ocho subespecies estan
asociadas con Oryzomys albigularis. Después de varios estudios morfolégicos y genéticos,
el genero Oryzomys demostré no ser monofilético (Bonvicino y Moreira 2001, Weksler
2006). Weksler y colaboradores (2006) proponen una nueva clasificacion, asignando un
género nuevo a los grupos de especies previamente establecidos. Al grupo “albigularis” se
le asigno el género Nephelomys, nombre que proviene del griego nephelé (nubes o neblina)
ya que las especies habitan en los bosques nublados de las estribaciones de ambos lados de
la cordillera de los Andes. Como consecuencia se validaron trece especies, una de ellas

Nephelomys albigularis.

Percequillo (2015) propone que la especie Nephelomys albigularis es monotipica a lo
largo de toda su distribucion, que va desde el norte del Ecuador (Tirira y Boada, 2009)
hasta el noreste de Per( (Figura 1). En estudios sistematicos previos (Percequillo et al
2011, Pine et al 2012) sobre roedores del Neotropico, esta especie ha sido representada por
una Unica secuencia proveniente de la localidad Las Ashitas, Cajamarca, al noreste de
Per(G. El aporte de nuevas secuencias y nuevas localidades permitira un mejor
entendimiento sobre la evolucion y diversificacion del género Nephelomys dentro de las

estribaciones andinas.



3.3 Sistematica molecular

La sistematica molecular utiliza marcadores genéticos para rastrear variaciones de
ADN, lo que permite hacer inferencias acerca de sus relaciones filogenéticas y los procesos
involucrados con los patrones de distribucion. Se ha visto que el uso de intrones ha
demostrado ser util en estudios de aves como: carpinteros (Prychitko y Moore, 1997;
2000), cucuves y sinsontes (Lovette et al., 2011); carnivoros como: lobos marinos (Slade
et al., 1994), mustelidos (Yu et al., 2011) y algunos roedores (Peppers y Bradley, 2000;
Carroll y Bradley, 2005; Henson y Bradley, 2009; Lessmann et al., 2011, Rosa et al., 2012,
Machado et al., 2013); debido a que presenta una tasa de evolucion mas alta que los
exones, ya que no estan sujetos a seleccion y por lo tanto puede acumular mas mutaciones
(Zhang y Hewitt, 2003). Por su lado, el gen mitocondrial Cytb ha demostrado ser Gtil en
muchos estudios filogenéticos de roedores Sigmodontinos (Smith y Patton, 1991; 1993;
1999; 2007; Patton et al., 2000; D’Elia, 2003; Miranda, 2007; Bradley et al., 2008; D’Elia
et al., 2008; Catzeflis y Tilak, 2009; Agrellos et al., 2012) debido a que posee una alta tasa
de evolucién, lo que permite que las mutaciones se acumulen mas rapidamente que en los

genes nucleares (Irwin et al., 1991; Krebs et al., 2013).

El avance en las técnicas moleculares en conjunto con analisis morfologicos y
ecoldgicos, han sido de gran ayuda para la correcta identificacion y delimitacion de
diferentes organismos como: mariposas (Hebert et al., 2004), anfibios (Funk et al., 2011),
micromamiferos (Peppers y Bradley 2000; Borisenko et al., 2008); puesto que la mayoria
de las descripciones se basan Unicamente en caracteres morfologicos. Se ha demostrado
que existe una cantidad considerable de especies cripticas que han sido clasificadas bajo un
solo nombre debido a que, morfolégicamente presentan una gran similitud (Hebert et al.,

2004; Bickford et al., 2007).



Tomando en cuenta la complejidad y la subjetividad de la taxonomia clésica, en los
ultimos afnos se ha optado por el uso combinado de sets de caracteres independientes entre
si (filogeografia, morfologia comparada, genética de poblaciones, ecologia, biologia del
desarrollo, etologia, etc.) Este campo se conoce como taxonomia integrativa, dentro del
cual se recomienda que debe existir una amplia evidencia para poder nombrar una nueva
especie (Dayrat, 2005). Ha sido de gran utilidad al momento de estudiar especies cripticas,
pues se cuenta con mayor informacion y las delimitaciones son mas reales y robustas,

eliminando el factor de subjetividad (Bickford et al., 2007).



3.4 Objetivos

General

e Estudiar la taxonomia de las poblaciones de Nephelomys albigularis del Ecuador.

Especificos

e Analizar si la variabilidad genética, morfolégica y morfométrica de Nephelomys
albigularis es evidencia de un posible complejo de especies cripticas.

e Establecer si las diferentes poblaciones de Nephelomys albigularis de Ecuador
corresponden a la especie sensu stricto descrita por Tomes en 1860 (Hesperomys
albigularis).

e Determinar si Nephelomys moerex es una especie valida.

e Identificar el tipo de especiacion que pudo actuar en la diversificacion del género

Nephelomys.



4. METODOLOGIA

4.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de muestras de higado, musculo y piel
obtenidas de especimenes seleccionados de la Seccion Mastozoologia del Museo de
Zoologia de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador (QCAZ-M), del Instituto de
Ciencias Biologicas de la Escuela Politécnica Nacional (MEPN) y del Museo Ecuatoriano
de Ciencias Naturales (MECN). También se utilizaron muestras de tejidos de especimenes
colectados en la localidad de Mindo, provincia de Pichincha. Se obtuvo un total de 85
muestras de tejidos. Los especimenes fueron seleccionados tratando de abarcar toda la
distribucion de N. albigularis y de N. moerex. De cada localidad se escogieron al menos
cinco especimenes, dos machos adultos, dos hembras, adultas y un juvenil, en algunas

localidades solamente se logré obtener uno o dos especimenes.

La extraccion de ADN se realizd en base al protocolo de tiocinato de guanidina,
utilizado en el Laboratorio de Biologia Molecular del Museo de Zoologia (Anexo 1) de
todos los especimenes seleccionados. Los genes secuenciados fueron el gen mitocondrial
citocromo b (Cytb), ya que ha sido utilizado en mudltiples estudios filogenéticos en
micromamiferos, y el intron del beta fibrindgeno (Fgb-7) que ha demostrado ser de mucha
utilidad (Wickliffe et al., 2003). Los cebadores usados para la amplificacién de gen
mitocondrial citocromo b (Cytb) fueron: MVVZ05 y MVZ16, y los cebadores para el intron
del beta fibrindgeno (Fgb-7) fueron: Fgb-17U-Rattus y Fgb-I17L-Rattus. Las condiciones
térmicas de la amplificacidn del Cytb fueron las usadas por Smith y Patton (1993) y para el
intrdn Fgb-7 se usaron las condiciones térmicas usadas por Wickliffe y colaboradores
(2003) (Anexo 2). Se secuenciaron especimenes identificados como N. albigularis, N.

moerex, N. sp, N. auriventer.
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4.2 Andlisis filogenéticos de inferencia bayesiana (IB) y de maxima verosimilitud

(MV)

Las secuencias obtenidas fueron editadas en el programa Geneious 5.4.7 y alineadas
con la herramienta ClustalW. Los modelos de evolucion para el gen Cytb y el intron Fgb-7
y el mejor esquema de particion para el analisis fueron estimados por medio del programa
PartitionFinder (Lanfear et al., 2012; Anexo 3). Se obtuvieron secuencias del Centro
Nacional de Informacion sobre Biotecnologia (NCBI, por sus siglas en inglés) de los dos
genes utilizados y como grupos externos se basé en los trabajos de Carrol y Bradley
(2005), Weksler (2006), Percequillo y colaboradores (2011), Pine y colaboradores (2012),
Parada y colaboradores (2012, 2015), se seleccionaron miembros de la subfamilia
Tylomyinae (Tylomys nudicaudus), y de la subfamilia Sigmodontinae Sigmodon hispidus y
Zygodontomys brevicauda (Tribu: Sigmodontini), también se usaron como secuencias de
Thomasomys aureus (Tribu: Thomasomyini), Oecomys, Euryoryzomys, Handleyomys,
Neacomys y Nectomys (Tribu: Oryzomyini), para de esta forma confirmar la monofilia del

género Nephelomys.

Se realiz6 un analisis de Inferencia Bayesiana (IB) en el programa Mr. Bayes 3.1
(Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Se corrieron cuatro cadenas de MCMC, con dos
busquedas por 20 millones de generaciones. Se muestrearon cada 1000 generaciones, con
un total de 40 000 arboles, y se descartd el 25% de los arboles como burn-in. La
convergencia de las cadenas se visualiz6 con los valores de probabilidad (-InL), y por el
tamaiio efectivo de la muestra (ESS > 200) en el programa Tracer v1.5 (Drummond y
Rambaut, 2009). Para obtener el arbol consenso se utilizd los restantes 30 000 arboles y
por medio de la regla mayoritaria del 50% en el programa MESQUITE 3.0. Los nodos con

probabilidades posteriores (PP) mayores a 95% fueron considerados con alto soporte.



11

Tambien se realizo un analisis de Maxima Verosimilitud (MV), se corrieron 20 analisis
independientes (10 de arboles stepwise y 10 de arboles al azar) para encontrar el arbol de
méaxima verosimilitud usando los modelos obtenidos en programa PartitionFinder bajo el
criterio BIC. El soporte para cada nodo se evalué con la técnica de bootstrap no
paramétrico (Felsenstein, 1985), dos busquedas con 500 réplicas de bootstrap para cada
gen y para los datos combinados, bajo los mismos parametros usados durante la busqueda
del arbol. Se asumi6 que clados con un buen soporte fueron aquellos que estuvieron

representados >70% de los arboles (Zharkikh y Li, 1992).
4.3 Distancias genéticas

Las distancias genéticas p no corregidas y corregidas se estimaron de la matriz con las
secuencias alineadas en el programa MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013). Para las distancias
corregidas se utilizé el modelo Jukes-Cantor, Kimura-2 parametros (K-2) y Tamura-Nei

(TN), para realizar comparaciones con otros trabajos.
4.4 Delimitacion de especies

Para la delimitacion de especies se utilizd la herramienta Species Delimitation de
Geneious Pro 5.4.7 en base a los métodos P(AB) (Rosenberg, 2007) y p ID (Masters et al.,
2011). EI P(AB) es la probabilidad de monofilia reciproca dentro del modelo nulo de
coalescencia aleatoria. Cuando los valores de P(AB) son menores a 1x10° la hip6tesis nula
es rechazada (Rosenberg, 2007). El pID es la probabilidad media, que una especie putativa
se encuentre dentro (Estricto), o sea hermana (Liberal) de las especies del clado en un
arbol, con un 95% como minimo de intervalo de confianza (Ross et al., 2008 Masters et
al., 2011). El tamafio de muestra éptimo para ambos métodos es de diez secuencias entre
las especies A y B, con un nimero minimo de cinco secuencias por especie (Rosenberg,

2007).
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Por otro lado, se aplicé el anlisis Proceso de Arbol de Poisson (Poisson Tree process,
PTP; Zhang et al., 2013), que se basa en un criterio operacional de coalescencia de genes
en funcidn del nimero de eventos de sustitucion a lo largo de las ramas de la filogenia. El
analisis asume que el nimero de sustituciones entre especies es significativamente mayor
que el nimero de sustituciones dentro de las especies. Estas diferencias son reflejadas por
las longitudes de rama. A su vez estas sustituciones tienen una distribucion exponencial al
principio, y llegado a cierto nimero se estabilizan alcanzando una distribucion de Poisson
(Zhang et al., 2013). Se corrieron dos analisis, uno por cada gen. El numero de
generaciones de la MCMC fue 200 000 para Cytb y 100 000 para Fgb-7). El valor de
adelgazamiento fue 100, un burn-in de 25%. La convergencia de la MCMC se confirmé
visualmente.

Se uso el criterio de Vieites y colaboradores (2009) para delimitar e identificar especies
candidatas no confirmadas (ECN) y especies candidatas confirmadas (ECC). Las ECN
presentan una baja diferenciacion genética y la informacién sobre morfologia, ecologia y
distribucion es deficiente. Las ECC son especies con un nivel de diferenciacion detectable
y se encuentra en concordancia con diferencias en un caracter que media la reproduccion o
que es un caracter morfoldgico diagndstico para el respectivo grupo.

4.5 Analisis morfométricos

Se examinaron 189 especimenes de los cuales 36 fueron secuenciados. Para determinar
la edad se utiliz6 el criterio de Percequillo (2003), el cual se basa en el nivel de erupcion y

de desgaste de la superficie oclusal de los molares superiores.

e Clase | (CE1): el M1 y M2 no presenta desgaste aparente. Las cuspides estan
separadas por profundos valles. Anterolofo, mesolofo y posterolofo son estructuras

facilmente reconocibles. EI M3 no se encuentra eclosionado, en otros esta eclosionado pero
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tiene la corona todavia cerrada. La sutura esfenoccipital esta totalmente abierta, llena de
tejido cartilaginoso.

e Clase Il (CE2): el M1 y M2 presentan un pequefio desgaste, con las cuspides
diferenciadas, el anterolofo y mesolofo pueden estar conectados por puentes, pero aun son
facilmente reconocibles. EI M3 presenta un desgaste minimo. La sutura esfenoccipital
presenta una osificacion temprana, que comienza por los extremos.

e Clase Ill (CE3): el M1y M2 presentan un desgaste medio acentuado, con las
cuspides mas bajas. El anterolofo, mesolofo y posterolofo estan reducidos, en algunos
casos no se pueden distinguir uno de otro. EI M3 presenta un desgaste notable, con la

superficie oclusal plana o ligeramente cdncava.

Se tomaron 26 medidas craneales, y tres medidas mandibulares basadas en estudios
previos de micromamiferos no voladores (Voss, 1988; Percequillo, 2003; Alvarado y

D’Elia, 2013) (Figura 2, Anexo 4).

4.5.1 Analisis estadisticos

Las medidas registradas fueron transformadas con logaritmo de base 10 para cumplir
los supuestos necesarios de las pruebas multivariadas (Guisande et al., 2014), y para
eliminar el efecto del tamafio se transformd los valores de las medidas en porcentajes (Hair
et al., 1998) al dividir cada medida para la medida de mayor longitud (medida/Longitud

Occipitonasal ONL).

Se realiz6 un Analisis Multivariado de la Varianza (MANOVA), este analisis permite
detectar si existen diferencias morfométricas entre los grupos asignados a priori (Sanchez,
2012). Como factores dependientes se usaron las 26 medidas morfométricas y como
factores fijos o independientes se emplearon los siguientes grupos: machos, hembras, y

como una sola especie, y posteriormente se repitio el analisis pero esta vez se utilizaron los
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resultados del analisis filogenético (Clado A, Clado B, Clado C, Subclado ClI, CIl) para

realizar la clasificacion a priori.

El Analisis de Escalonamiento Multidimensional (NDMS) permite visualizar de forma
gréfica el nivel de similitud entre grupos en base a distintas variables. Los grupos deben ser
asignados a priori, en este caso los grupos fueron asignados en base a los resultados de los

analisis filogenéticos y en base al género (machos y hembras).

El Anélisis Discriminante (AD) permite que, a partir de una clasificacion inicial, se
pueda obtener una nueva clasificacion en funcién de los valores observados de un conjunto
de variables cuantitativas, los conjuntos fueron asignados a priori, en base a los resultados

de los anélisis filogenéticos.

El Analisis Multivariado de la varianza (MANOVA) se realizé en el programa SPSS

V20, y los demas analisis en el programa R-Wizard version 1.0. (Guisande et al., 2014).

4.6 Analisis de la morfologia craneal y la coloracion

Se examinaron diferentes estructuras craneales como el puente palatino, los huesos
nasales, la bula auditiva entre otros, y estructuras mandibulares como el proceso
coronoideo y el proceso angular, de un total de 514, de los cuales 90 fueron secuenciados.
Ademaés se analizaron los patrones de coloracion corporal, de las extremidades y la cola,
para definir la coloracion se utilizé la paleta de colores de Robert Ridgway (1912, Anexo

5).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Relaciones filogenéticas

Se obtuvieron un total de 90 secuencias del gen mitocondrial citocromo b (Cytb) de
alrededor de 800 pb, mientras que del intron del beta fibrindgeno (Fgb-7) se obtuvieron 53

secuencias de alrededor de 700 pb.

Los arboles resultantes del analisis de Inferencia Bayesiana (IB) y Maxima
Verosimilitud (MV), mostraron topologias parecidas. En el caso del arbol en base al gen
Cytb se obtuvieron tres clados los cuales fueron nombrados A (PP = 0.84/bootstrap = 94),

B (PP = 0.99/bootstrap = 87) y C (PP = 0.99/bootstrap = 90) (Figura 3).

e Clado A: Incluye a nueve especimenes de N. albigularis que habitan en las
estribaciones nororientales y presenta un soporte alto (0.84/90, Figura 4a y 19); dentro de
este clado existen dos subclados con un alto soporte, Al y All. El subclado Al incluye un
solo espécimen de las estribaciones orientales de Cuyuja, provincia de Napo; el subclado
All incluye los especimenes de las estribaciones nororientales (Fig. 19).

e Clado B: Incluye a 38 especimenes de N. moerex de las estribaciones
noroccidentales, este presenta un soporte alto (0,99/100, Figura 4b y 19), aunque
internamente no present6 una clara resolucion filogenética.

e Clado C: Incluye a 43 especimenes de las estribaciones occidentales y orientales, y
presenta un alto soporte (0,99/90, Figuras 4c y 19); este clado presenta dos subclados
altamente soportados. El primer subclado nombrado CI incluye a los especimenes de las
estribaciones orientales; éste se encuentra relacionado a un segundo subclado nombrado

Cll, el cual incluye a los especimenes de las estribaciones occidentales y surorientales.

En el caso del intron Fgb-7 solo se pudo evidenciar dos clados, que fueron nombrados

Ay B (Figura 5):
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e Clado A: Incluye a nueve especimenes N. albigularis de las estribaciones del norte
(los mismos que en Al y All Cytb), este clado tiene un soporte alto (0,75/94), internamente
no presento una clara resolucion filogenética.

e Clado B: Incluye a 17 especimenes de N. moerex de las estribaciones
noroccidentales y 27 especimenes de N. albigularis del centro y sur, este clado es

altamente soportado (0,99/98), internamente no present6 un clara resolucion filogenética.

En el caso del analisis de la matriz concatenada del gen Cytb y el intron Fgb-7, se
obtuvieron los mismos grupos filogenéticos que se obtuvieron en el arbol del Cytb con un

soporte alto (A = 0.99/80, B = 0.99/100, C = 0.99/80, Figura 6).

La distincion de los grupos filogenéticos encontrados fue congruente tanto en los
analisis de genes individuales y combinados, la monofilia de cada grupo se confirmé con
los altos valores de las probabilidades posteriores (PP): subclado Al (Cytb: 0.97, Fgb-7:
0.96, Cytb+Fgb-7: 0.99), subclado All (0.99, 0.75, 0.99), clado B (0.99, -, 0.99), subclado
Cl(0.99, -, 0.99) y subclado ClII (0.87, 0.85, 0.82). Asi mismo la parafilia de N. albigularis
fue congruente en el anélisis del Cytb y el andlisis combinado (Cytb+Fgb-7). La parafilia
se da entre los especimenes del norte (Al, All) y del sur (Cl y CIl). En el caso de N.
moerex (B) este si resulto se monofilético (Cytb y Cytb+Fgb-7); y estd mas relacionado
con los grupos del sur Cl y CIlI. Igualmente el género Nephelomys resulto parafiletico con

respecto género al género Mindomys (Figuras 4, 5, 6).

5.2 Distancias genéticas

A modo de comparacion con otros trabajos las distancias genéticas fueron corregidas
en base a tres modelos de sustitucion: Jukes-Cantor (JC), Kimura-2 parametros (K2-P),
Tamura-Nei (TN), que son los utilizados en otros trabajos de sistematica de roedores.

Muchas especies de roedores que habitan a lo largo de los Andes poseen distancias
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genéticas relativamente bajas entre si debido a que han sufrido procesos de especiacion
recientes, por ejemplo algunos roedores Akodontinos (Smith y Patton, 1991, 1999, 2007,
D’Elia, 2003), Oryzominos (Miranda 2007) y Thomasominos (Pacheco 2003) tienen una
distancia genética del 2% (gen Cytb) y son reconocidas como especies distintas. Al revisar
las distancias genéticas corregidas con el modelo K2-P, se pudo observar gque la distancia
de los grupos filogenéticos encontrados (A vs B = 6.81%; B vs C = 6.62%; Al vs All =
5.72% ; Cl vs Cll = 4.71; Tabla 1) se encuentran dentro del rango propuesto por Bradley y
Baker (2001), quienes proponen que un distancia genética corregida mayor al 2% hasta un
9% permitiria establecer que existe una variacion interespecifica y que se pueden
considerar como especies hermanas, valores por debajo de 2% serian consideradas como
variaciones entre poblaciones, mientras que valores superiores a 9% serian evidencia de
una variacion intragenero. Estos valores son parecidos a los reportados en las descripciones
de nuevas especies de roedores sigmodontinos con respecto a sus especies hermanas
(Abrothrix manni 5,2% D’Elia et al., 2015, Neusticomys vossi 8,5% Hanson et al., 2015,

Rhipidomys itoan y Rhipidomys tribe 8,27% Costa et al., 2011, Tabla 2)

En base a la diferenciacion genética encontrada entre los grupos filogenéticos estos
pueden ser considerados como especies candidatas, siendo B y CII especies ya descritas
como N. moerex y N. albigularis respectivamente; mientras que Al, All y CI serian

especies nuevas.

5.3 Delimitacién e identificacion de especies

El las pruebas estadisticas P(AB) y pID mostraron un alto soporte para la distincion
filogenética de los tres clados (A, B y C) y los subclados CI y CII obtenidos con el gen
Cytb, mientras que con en el intrén Fgb-7 también se evidencié un alto soporte para la

distincion entre el clado A y B respectivamente. En todos los casos, excepto entre los
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subclados CI y ClI, la probabilidad de monofilia reciproca fue menor a 1x10°. La baja
probabilidad de monofilia reciproca P(AB) entre los tres clados puede ser reconocida como
evidencia de ausencia de flujo genético (Hamilton et al., 2011, Tabla 4). En el caso de
PIDqiberal y estricto) 10S Valores obtenidos fueron mayores a 0,70 (Tabla 4); pero al observar los
valores de plDiberaly €Stos fueron mayores a los valores de plDestricto) (Tabla 4), por cual se
puede considerar que el clado B es taxdn hermano al clado C, y los subclados Cl y CllI son

especies hermanas entre si.

El modelo PTP identifico un total de ocho especies putativas dentro del género
Nephelomys y cinco dentro del complejo “albigularis” en base al Cytb (Figura 7),
mientras que en base al intron Fgb-7 se identificaron tres especies putativas dentro del
género Nephelomys, y dentro del complejo “albigularis” solo se identificaron dos especies
putativas (Figura 8). En base al arbol del Cytb, las especies putativas 4 y 6 obtuvieron
valores de soporte altos, mientras que las especies putativas 5, 7 y 8 presentaron soportes
bajos (Tabla 5); en el caso del intron Fgb-7 el soporte entre las especies putativas B y C
igualmente fue bajo (Tabla 5). Esto puede deberse a que la divergencia dentro del género

es reciente (Parada et al., 2013; Prada et al., 2014).

Los analisis de delimitacién de especies reconocieron cinco especies putativas, las
cuales coincidieron con los grupos filogenéticos encontrados (Al, All, B, CI, CIl) por lo

cual se las puede considerar como especies distintas.
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5.4 Analisis morfométricos. Analisis de la varianza (MANOVA), escalonamiento

multidimensional (NMDS) y analisis discriminante (AD)

En el analisis de Escalonamiento Multidimensional (NMDS) el grafico permite
observar gque existe un agrupamiento entre las variables de los tres clados A, B 'y C (Figura
8). El valor de medida de ajuste (stress) fue del 15,9%, este es considerado un porcentaje
pobre, lo cual demuestra que no es posible diferenciar a los grupos filogenéticos en funcion
de su morfometria (Figura 8). EI Analisis Discriminante (AD) permitio evidenciar que los
especimenes del clado A pueden ser diferenciados de los demas clados en funcion de la
longitud y ancho del foramen incisivo (LIF) y la longitud de la placa 6sea (LBP), mientras

que los clados By C no pueden ser diferenciados morfoldgicamente entre si (Figura 10).

El andlisis de la varianza (MANOVA) indico que existen diferencias morfométricas
entre los tres clados (A, B y C), y esto coindice con los resultados del anélisis
discriminante. Mientras que dentro de cada clado (A, B y C) no existe diferencias
morfométricas entre machos y hembras, esto podria considerarse como una evidencia que
no existe dimorfismo sexual (Tablas 6 y 7), esto coincide con lo reportado para otra

especie del mismo género N. caracolus (Rivas y Péfaur, 1999a).

5.5 Analisis de la morfologia craneal y la coloracion

5.5.1 Morfologia craneal

Al observar la morfologia de los cinco grupos filogenéticos se encontr6 que ciertos
caracteres craneales y mandibulares presentaban formas distintas y caracteristicas para
cada grupo filogenético. Del grupo Al solo se revis6 un especimenes, de All: 17
especimenes, de B: 359 especimenes, de Cl: 38 especimenes y de CIl: 99 Todos los
individuos presentan un craneo alargado y robusto, con una depresion en la parte posterior,

la caja craneal es redondeada con crestas temporales y lamboidales notorias. Los margenes
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de la region interorbital son convergentes anteriormente, y los margenes supra-orbitales

son redondeados y poco desarrollados

El foramen incisivo presenta dos formas dentro del clado A, el subclado Al con un
foramen incisivo alargado, en la parte anterior mas angosto cerrdndose en angulo agudo,
mientras que la parte media es mas ancha y los bordes presentan una pequefia muesca, y la
parte posterior es redondeada (Figura 11); en el caso del subclado All el foramen es mas
alargado que en el subclado Al, en la parte anterior es mas angosto cerrandose en angulo
agudo, el borde es recto y no presenta ninguna muesca, y en la parte posterior se vuelve a
ensanchar. En el clado B el foramen es corto, en la parte anterior es mas estrecho y se
cierra en angulo agudo, los bordes externos en la parte media son continuos y hacia la parte
posterior el foramen se ensancha. En el clado C se observaron dos formas muy similares;
en ClI el foramen incisivo es alargado, y los bordes externos son continuos, mientras que
en ClI la parte anterior es mas angosta que en CI, y en la parte media se observa una

muesca (Figura 11).

El proceso del palatino presenta dos formas, en los individuos del subclado Al el
proceso palatino es corto, y se constrifie en el centro; en los individuos del subclado All el
proceso palatino es mas alargado que en Al y presenta los bordes continuos; en los
individuos del clado B el proceso palatino es alargado y delgado en la parte anterior; en los
individuos del subclado CI el proceso palatino es ancho y alargado, mientras que en los
individuos de CII el proceso es mas delgado que en ClI, con la parte anterior mas delgada

que la posterior (Figura 11).

La fosa mesopterigoidea de los individuos del subclado Al presenta el borde anterior
bilobado, mientras que en el subclado All el borde de la fosa es ovalado y con una pequefia

muesca en la parte media; en los individuos del clado B la fosa tiene forma de piramide
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truncada, y en los individuos del subclado CI el borde de la fosa es ovalado y puntiagudo,
presentando una pequefia muesca en la parte media del borde anterior, mientras que en los
especimenes del subclado ClI el borde es rectangular hacia la parte anterior y mas ancho

que en CI (Figura 12).

El proceso paraoccipital presentd formas distintas, en el caso del subclado Al el
extremo distal del proceso es ancho y ligeramente concavo con los extremos romos,
mientras que en los individuos del subclado All el proceso es mas concavo en su parte
distal, mientras que los extremos son puntiagudos y de distinto tamafio. En los individuos
del clado B el proceso presenta una morfologia similar a All, con la diferencia de que el
extremo inferior es mas corto y con la punta roma. En los individuos del subclado CI la
parte distal no es tan concava y el extremo superior e inferior son cortos y anchos; mientras
que en los individuos del subclado ClI la parte distal del proceso es mas concava que en el

subclado CI, con el extremo superior mas corto que el inferior (Figura 13).

En la morfologia de la mandibula se pudo observar que el proceso coronoideo presentd
distintas formas; dentro del subclado Al es ancho y corto mientras que en el subclado All
es delgado y alargado; en ambos casos la punta del proceso se ubica por delante del
proceso capsular. Dentro del clado B el proceso es delgado y alargado; la punta del proceso
se ubica por detras del proceso capsular. En el subclado CI el proceso coronoideo es ancho
(més que en B) y alargado, y la punta del proceso se ubica por delante del proceso
capsular; mientras que en el subclado ClI el proceso es delgado y corto, y también se ubica

por delante del proceso capsular (Figura 14 y 15).

Las diferencias que se observaron en los caracteres mandibulares podrian estar
relacionadas con factores ecoldgicos (competencia) que en algunos casos pueden promover

la diferenciacion genética, estos factores pueden provocar que ciertas estructuras 0seas
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cambien su forma, en roedores estos cambios se pueden observar en ciertas estructuras
mandibulares (Renaud, et al., 2007; Samuels, 2009), estas diferencias pueden sugerir que
existe cierto grado de especializacion en el tipo de alimento que consumen, y que tengan
que ejercer mayor o menor fuerza al momento de roer o morder (Woods 1972; Woods y

Howland, 1979; Pough et al., 2013).

5.5.2 Patrones de coloracién

A continuacion se describen los patrones de coloracién de cada uno de los clados

encontrados

e Clado A: presentd dos patrones de coloracion, el subclado Al presenta un dorso de
color bermejo oscuro, con una franja oscura en la parte media, y los flancos mas claros y
contrastantes, el vientre present6 una coloracion gris oscura con la punta de los pelos color
leonado, y la zona gular present6 un parche bien definido de color cenizo verde pélido. El
subclado All tiene dorso de color rojo prusiano oscuro con los flancos mas claros, y en la
zona central una franja méas oscura, el vientre tiene una coloracion gris blancuzca con la
punta de los pelos de color blanco y con un parche de color blanco bien definido en la zona
gular (Figuras 16 y 17).

La coloracion en las patas fue la misma en ambos subclados, las patas delanteras
presentaron un dorso de color claro, cubierta de pelos blancos; la planta presenta una
coloracion clara. Las patas traseras, presentaron una coloracién clara y cubierta de pelos
blancos, mientras que la planta fue de un color més oscuro, con las almohadillas mas
oscuras. La cola en los individuos de Al y All present6 la parte dorsal de color oscuro,
cubierta de pelos grises, mientras que la parte ventral es de color blanco crema.

e Clado B: presentd un solo patrén de coloracion, el dorso generalmente de color

sepia caliente oscuro, con los flancos un poco mas claros, y la zona central del dorso
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presentaba una linea negra, en algunos especimenes el dorso es mas claro y con tonos
anaranjados (Esmeraldas). El vientre presentd una coloracion gris blancuzca, en algunos
especimenes el vientre era mas cenizo u oscuro (Figuras 16 y 17).

La coloracion de las patas delanteras fue clara con pelos blancos y la planta presento la
misma coloracion; mientras que las patas traseras presentaron un dorso de color claro y la
planta de color oscuro, con las almohadillas méas oscuras. La cola fue bicolor, y cubierta de
pelos grises.

e Clado C: presentd un solo patron de coloracién, con el dorso de color marron
Verona, con los flancos mas claros, y con una franja mas oscura en la parte media del
dorso. El vientre present6 un color gris blancuzco, con un parche bien definido en la zona
gular, de color amarillo marfil en el caso del subclado CIlI, mientras que en subclado CI el
parche es poco notorio (Figuras 16 y 17).

En las patas se presentd una sola coloracion, las patas delanteras presentaron el dorso
de color claro, con pelos blancos cubriéndola; la planta es de color claro. Las patas traseras
presentaron un dorso de color claro, igualmente con pelos blancos cubriéndola; la planta
resulté de color oscuro, con las almohadillas mas oscuras. La cola resulto ser bicolor en

machos y hembras.
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5.7 Sistematica del género Nephelomys

5.7.1 Relaciones filogenéticas del género Nephelomys en el Ecuador

Al ser el primer trabajo filogenético en el género Nephelomys, mis resultados ayudan a
esclarecer substancialmente la taxonomia del género puesto que los estudios anteriores
sobre Nephelomys solo incluyeron dos secuencias, de N. albigularis y N. levipes (Weksler,

2006; Percequillo et al., 2011; Pine et al., 2012; Alvarado y D"Elia, 2013).

En base a mis resultados se confirma que el género Nephelomys es parafiletico con
respecto al género Mindomys, y que dentro del mismo género las relaciones filogenéticas
no estan totalmente claras; N. levipes se ubica como la especie mas basal dentro del
género; en el caso de N. auriventer se ha confirmado que se trata de una especie
monotipica como propone Percequillo (2015), pero aun queda en duda su identidad, ya que
no se pudo revisar material morfologico ni genético de los especimenes de Peru; la especie
N. nimbosus sigue siendo una incdgnita ya que no se ha podido obtener material genético
hasta ahora, aunque existe un reporte reciente de especimenes encontrados por personal del

Museo Ecuatoriano de Ciencias Naturales (Brito et al., 2015).

En el caso de N. moerex se confirmaria como una especie valida, la misma estaria
relacionada con N. albigularis (Figura 18) como lo propuso O. Thomas (1914) y Weksler y
colaboradores (2006), su distribucion quedaria restringida solamente a las estribaciones

noroccidentales del Ecuador (Figura 19).

En base a los resultados filogenéticos y morfoldgicos se observa que las poblaciones
del norte del Ecuador (Al, All) no corresponden a N. albigularis sensu stricto (Figura 18 y
19). Existen dos posibles explicaciones, la primera que se traten de dos especies nuevas no
descritas, esto es apoyado por la diferencia genética y morfologica encontrada (fosa

mesopterigoidea, foramen incisivo, proceso coronoideo); la segunda seria que se tratasen
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de dos especies ya descritas y reportadas solamente para Colombia (N. childi y N.
pectoralis). Esto podria ser posible ya que ambas estan presentes al sur de Colombia
(Percequillo, 2015), y probablemente su distribucion llegue hasta Ecuador. Por una falta de
muestreo en la zona limitrofe de Colombia y Ecuador no existen registros de estas

especies.

Se revisaron los especimenes del norte con la ayuda de la clave taxonomica del géenero
Nephelomys de Percequillo (2015), pero no se pudo corroborar la segunda opcion ya que
los caracteres morfologicos utilizados en esta clave presentan una alta complejidad y
variabilidad, por lo cual Al y All pueden considerarse como especie candidatas no
confirmadas (ECN), hasta contar con muestras genéticas de N. childi y N. pectoralis, ya
gue no se han hecho trabaos sobre estas dos especies, asi mismo Percequillo (2003)

menciona que la variacion morfologia dentro de este género es muy amplia.

Mientras que las poblaciones del centro y sur (Cl y CII) incluirian a dos especies, una
ya descrita bajo el nombre N. albigularis (CII) la cual estaria distribuida al sur del Ecuador
en las provincias de Bolivar, Tungurahua, Azuay, Zamora Chinchipe, Loja y El Oro, este
grupo corresponde a la especie sensu strico (Figuras 18 y 19), ya que para la
reconstruccion filogenética se utilizaron secuencias de especimenes (QCAZ-M 9875, 9876,
9878) colectados en la provincia de Bolivar en la localidad de Chillanes “Bosque de
Tiquibuzo”, cerca (15 km) a la localidad tipo Pallatanga en la provincia de Chimborazo
(Tomes, 1860); también se us6é secuencias de un espécimen colectado en Per( en el
departamento de Cajamarca en la localidad Las Ashitas, esta secuencia se ubicé dentro del
subclado ClI, razon por la cual se sugiere que N. albigularis sensu stricto también esta en
el norte de Pert (Percequillo, 2015); mientras que el grupo CI seria una especie candidata

confirmada (ECC), la cual se encontraria restringida a las estribaciones centro sur
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orientales del Ecuador, en las provincias de Morona Santiago y Zamora Chinchipe (Figura

19).

Mindomys hammondi al parecer seria una especie mas dentro del género Nephelomys, y
estaria relacionada con N. auriventer (Figura 3), esto contradice los resultados de los
trabajos de Weksler (2006), quien ubica a M. hammondi dentro del género Oecomys en
base a caracteres morfologicos y el gen nuclear IRBP, mientras que Percequillo y
colaboradores (2011), ubican a M. hammondi entre el género Oecomys e Hylaeamys en
base al gen Cytb y el gen IRBP, finalmente Pine y colaboradores (2012) ubican a M.
hammondi dentro del género Euryoryzomys en base al gen Cytb, IRBP y 12 S; por lo cual
debe realizar un analisis morfoldgico mas detallado, y comparar con los especimenes del
material tipo, ya que de estar en lo correcto se deberia transferir a la especie M. hammondi

dentro del género Nephelomys para de esta forma recuperar la monofilia del género.

5.7.2 Filogeografia de las especies del género Nephelomys en el Ecuador

Al observar los resultados filogenéticos y la distribucion de los mismos, se sugiere que
las especies del género Nephelomys en Ecuador se originaron por un proceso de
especiacion alopatrica. Debido a la formacion de barreras (levantamiento de los Andes) las
poblaciones ancestrales quedaron aisladas por largo tiempo, (Anexo 6a, Lomolino et al.,
2010). Este modelo de especiacidon ha sido propuesto en varios trabajos sobre roedores
(Patton, 1986; Smith y Patton, 1992, 1993, 1999; Weksler, 2006; Smith y Patton, 2007,
Geraldes et al., 2008, Percequillo et al., 2011; Parada et al., 2012; Pine et al., 2012),
ademas de otros vertebrados como lagartijas (Torres-Carvajal, 2007), aves (Kattan et al.,

2011) y anfibios (Dos Santos et al., 2015).

Al tomar en cuenta este escenario tanto los clados A, B y C, como los subclados Al y

All se encuentran separados por las vertientes occidentales y orientales de la cordillera de
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los Andes que estarian actuando como barreras geograficas. En primer lugar el
levantamiento de los Andes del norte durante pleistoceno temprano (hace cinco millones
de afios) provocéd la separacion de las formas de roedores de tierras bajas y montafias
(Anexo 7, Parada et al., 2013; Prada et al., 2014), en este caso se puede corroborar al
observar la relacion entre: [((Oecomys-Euryoryzomys)Nephelomys)Handleyomys]. Los
géneros exclusivos de tierras bajas (Oecomys y Euryoryzomys) se encuentran agrupados en
un mismo clado, mientras que los géneros montanos (Nephelomys y Handleyomys) se

encuentran separados (Figura 4).

Esto coincide con la etapa de mayor actividad durante el levantamiento de los Andes
del norte de 7 a 2,5 millones de afios (Hoorn et al., 2010). Este evento geoldgico provoco
que la topografia del suelo genere formaciones geoldgicas (cordilleras) que actuaron como
barreras geogréaficas; asi mismo, la baja capacidad de dispersion (vagilidad) de los roedores
y las barreras ya formadas pudieron haber favorecido el aislamiento (Lomolino et al.,

2010; Novillo y Ojeda et al., 2012).

Mientras que los subclados ClI y CII igualmente pudieron haber sufrido un proceso de
especiacion alopatrica. Este modelo no contempla barreras fisicas, sino interacciones
ecoldgicas como la competencia interespecifica especificamente la exclusion competitiva,
en la cual dos especies ecolégicamente similares son incapaces de coexistir debido a la
exclusion del competidor inferior (Hardin, 1960). El proceso que pudo ocurrir se conoce
como intrusion, en este caso la competencia de dos especies (a y b) provocaria la
separacion de la especie “a” en dos poblaciones competidores aptos (a') y competidores
inferiores (a?), con la presencia de la especie “b” entre estas dos subpoblaciones (Anexo
6b, Gutiérrez et al., 2014). En el caso entre Cl y CIl se puede especular que las
poblaciones ancestrales pudieron haber sufrido un proceso de intrusion por parte de otra

especie roedor que provenia el cual podia pertenecer al linaje de los roedores oryzominos y
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estar relacionado con Nephelomys, y de esta forma empezar a competir por un mismo
recurso que en el caso de los roedores es el alimento (Reig, 1986). Una vez ocurrida la
separacion, los competidores inferiores pudieron encontrar otro tipo de dieta como: flores,
frutos, semillas, raices, larvas de insectos (Belkis, 1997), este cambio en la dieta pudo ser
el causante de las diferencias en la morfologia de las estructuras relacionadas con la

masticacion, ubicadas en el craneo y la mandibula (Figura 13 y 14).

Este modelo de especiacion también pudo verse reforzado por los eventos
paleogeograficos que se dieron durante el pleistoceno. Estos eventos provocaron que se
formen parches de vegetacion que actuaron como refugios, y favorecieron la competencia

(Schubert y Vivas, 1993; Rivas y Péfaur, 1999b).
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El complejo “albigularis” en Ecuador esta conformado por cinco grupos Al, All, B,
Cl, CII; de los cuales Al y All son considerados como especies candidatas no confirmadas
(ECN), hasta que se realice una comparacion con las especies de Colombia (N. childi y N.
pectoralis), mientras que CI se puede considerar como especie candidata confirmada

(ECC).

Las especies N. albigularis (CIl) y N. moerex (B) forman linajes evolutivos

independientes, por lo cual se confirman como especies validas.

Los linajes de estribaciones orientales (Cl) y occidentales (B-N. moerex) son

endémicos del Ecuador.

El bajo grado de diferenciacion morfométrica y la complejidad morfoldgica
encontrada, permitié determinar que Nephelomys albigularis se trata de un complejo de

especies cripticas.

Los resultados filogenéticos revelaron que Nephelomys albigularis sensu stricto se

restringe a la parte sur oriental del Ecuador.

Al parecer las especies del género Nephelomys pudieron sufrir un proceso de

especiacion alopatrica, ocasionado por barreras biogeograficas e interacciones ecoldgicas.
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8. FIGURAS

Figura 1. (a) Distribucion de Nephelomys albigularis (negro). (b) Distribuciéon de
Nephelomys auriventer (azul), Nephelomys moerex (rojo), Nephelomys nimbosus (blanco).
Modificado de Percequillo (2015). Las modificaciones fueron en base a registros de los
Museos QCAZ-M, MECN y MEPN.
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Figura 2. Medidas morfolégicas tomadas en el presente estudio. BB ancho de la caja
craneal, BBP ancho de la placa 6sea, BIF ancho del foramen incisivo, BM 1 ancho del
primer molar superior, BN ancho del nasal, BOC ancho de los condilos occipitales, BPB
ancho del puente palatino, BR ancho del rostro, BZP ancho de la placa zigomatico, CIL
longitud del céndilo incisivo, CLM 1-3 longitud oclusal de la hilera dental maxilar, DI
profundidad del incisivo, HI altura del incisivo, IAL longitud oclusal de la hilera
mandibular, IB ancho interorbital, IDL longitud del diastema inferior, LB ancho lamboidal,
LBP longitud de la placa 6sea, LD longitud del diastema, LIF longitud del foramen
incisivo, LN longitud nasal, MB ancho del mastoideo, MH altura mandibular, MPFW
ancho de la fosa mesopterigoidea, ONL longitud occipitonasal, PPL longitud postpalatal,
RL longitud del rostro, ZB ancho del zigomatico, ZIL longitud zigomaética interna.
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Figura 3. Filogenia de Nephelomys basada en Inferencia Bayesiana y Maxima
Verosimilitud, obtenido del andlisis de alrededor de 800 pb del gen mitocondrial
Citocromo b. Cada secuencia esta representada en los nodos terminales por el acronimo de
los museos de donde se obtuvieron las muestras (QCAZ-M, MECN, MEPN) o los nimeros
de accesidn de Genbank. La escala inferior indica la longitud de las ramas. No se muestran
los grupos externos Los especimenes en rojo son especimenes de las localidades tipo o

cercanas a la localidad tipo. Se muestran los valores PP > 0.90 y los valores de BP > 0.70.
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Figura 4. Filogenia de Nephelomys. Arbol basado en Inferencia Bayesiana y Maxima
Verosimilitud, obtenido del analisis de alrededor de 800 pb del gen mitocondrial
Citocromo b. La escala inferior indica la longitud de las ramas. Tylomys nudicaudus,
Sigmodon hispidus, Zygodontomys brevicauda, Thomasomys aureus, Oecomys catherinae,
Euryoryzomys macconnelli, Handleyomys alfaroi, Neacomys spinosus y Nectomys
squamipes son los grupos externos. Los grupos filogenéticos Al, All, B, CI, CIlI, se

encuentran colapsados. Se muestran los valores PP > 0.90 y los valores de BP > 0.70.
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Nephelomys albigularis

Clado

Figura 5. Filogenia de Nephelomys, Arbol basado en Inferencia Bayesiana y Méxima

Verosimilitud, obtenido del analisis de alrededor de 700 pb del intrdn de la cadena Beta del

Fibrinogeno. No se muestran los grupos externos LoOs especimenes en rojo son

especimenes de las localidades tipo o cercanas a la localidad tipo. Se muestran los valores
PP > 0.90 y los valores de BP > 0.70.
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Figura 6. Filogenia concatenada de Nephelomys. Arbol basado en Inferencia Bayesiana y
Maéaxima Verosimilitud, obtenido del analisis de alrededor de 800 pb del gen mitocondrial
Citocromo b y del intron de la cadena Beta del Fibrindgeno de 700 pb. Los recuadros en
rojo son especimenes de la localidad tipo o cercanas a una localidad tipo. La escala inferior
indica la longitud de las ramas. No se muestran los grupos externos. Se muestran los

valores PP >0.90 y los valores de BP > 0.70.
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Figura 7. Delimitacion de las especies putativas en base al modelo Poisson Tree Process.
Filogenia de Inferencia Bayesiana en base al gen mitocondrial citocromo b. Los grupos
monofiléticos en rojo indican una sola especie putativa asi como las ramas terminales en
azul. El modelo reconocié ocho especies putativas dentro del género Nephelomys. Los (*)
muestran las especies putativas nuevas identificadas en este trabajo. El valor que se

muestra es el valor de soporte, valores <0.90 se muestran.
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Figura 8. Delimitacion de las especies putativas en base al modelo Poisson Tree Process.

Filogenia de Inferencia Bayesiana en base al intron del beta fibrindgeno. Los grupos

monofiléticos en rojo indican una sola especie putativa asi como las ramas terminales en

azul. El modelo PTP reconocié cuatro especies putativas dentro del género Nephelomys.

El valor que se muestra es el valor de soporte, valores <0.90 se muestran.
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Figura 9. Andlisis de Escalamiento Multidimensional obtenido a partir de las variables

morfolégicas de machos y hembras adultos de los clados A, B y C. Las figuras a y b

muestran la similitud morfometrica entre machos y hembras, y en las figuras ¢ y d, se

muestras las similitud morfometrica entre los clados A, B y C. En las figuras a y ¢ las

medidas fueron transformadas con el logaritmo en base 10 (Lg10); mientras que las figuras

by d se elimino el efecto del tamafio al transformar las medidas en porcentajes. Las

elipses muestran los niveles de significacion al 0,5 (elipse interna) y al 0,95 (elipse

externa) de cada uno de los clado.




53

Canonical scores Structure
a Canonical scores Structure
- | o
: f z i 4
o e -
I < 4
4 o 1.
— o z ! g o
w I
- m o
o % —_ m
~ [ m
o a = =
= "y [=) o
o °7 ‘ b i =/ B d Zz a
o ! i 1% - il & o]
- i OV @t ~ 9
o ! - - —
- ! Q c 7
c T ‘ | o ® , ;j [ i
8 ! ! x 4] iy u J =t
e - 1 g
o | 5 |z o L <
I a z
I —
IE
i 0 ® 5 I8
T ¥ 1 e -
[+]
T - ‘ ‘ I I T
. ) 1 2 3 1=Clado A
1= Machos Clado 2=Clado B
SEXO 2 = Hembras 3=CladoC
b Canonical scores Structure Canonical scores Structure
0 e o
o I ! o
" i - < -
8 o a | o
& o | o §
(S | 1

|

r :Mﬁ% j S . éﬁmf
o A : 3 o al |l o : Ejt- % d‘
N T “l "

Can1 (100%)
1
1
ZB
i
BN

Can1 (100%)

1
LIF
[\l
1AL
B

BFB
BB

LIF

BEP

Figura 10. Andlisis discriminante de las medidas de las variables morfoldgicas de machos
y hembras adulto de los clados A, B y C. (a) medidas con transformacién logaritmica en
base 10 (Logl10). La variabilidad entre clados se da en funcion de la longitud del foramen
incisivo (LIF), longitud de la placa désea (LBP), ancho del interorbital (IB) y ancho
lamboidal (LB); y (b) medidas convertidas en porcentajes, para eliminar el efecto del
tamaiio. La variabilidad entre clados se da en funcion longitud de la placa 6sea (LBP) y

longitud del foramen incisivo (LIF).
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Figura 11. Vista ventral del foramen incisivo. El rectangulo sefiala el proceso palatino
(pp). () QCAZ-M 13225, subclado Al. (b) QCAZ-M 14932, subclado All. (c) QCAZ-M
14762, clado B. (d) QCAZ-M 13287, subclado Cl. () QCAZ-M 9876, subclado CII. (f)
vista ventral del craneo, el recuadro sefiala la ubicacion de foramen incisivo.
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Figura 12. Vista ventral de la fosa mesopterigoidea. Fosa mesopterigoidea (mpf),
presfenoide (psp), basisfenoide (bsp). (a) QCAZ-M 13225, subclado Al. (b) QCAZ-M
14932, subclado All. (c) QCAZ-M 14762, clado B. (d) QCAZ-M 13287, subclado CI. (e)

QCAZ-M 9876, subclado CII. (f) vista ventral del craneo, el recuadro sefiala la ubicacion

de la fosa mesopterigoidea.
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Figura 13. Vista lateral del proceso paraoccipital. Escamoso (sq), exoccipital (exo),
mastoideo (mas), condilo occipital (occ). El circulo marca la ubicacién del proceso
paraoccipital. La flecha verde muestra el extremo superior y la flecha azul el extremo
inferior del proceso paraoccipital. (a) QCAZ-M 13225, subclado Al. (b) QCAZ-M 14932,
subclado All. (¢c) QCAZ-M 14762, clado B. (d) QCAZ-M 13287, subclado ClI. (e) QCAZ-
M 9876, subclado CII. (f) vista lateral de la parte posterior del craneo.
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Figura 14. Vista lateral de la mandibula. (a) QCAZ-M 13225, subclado Al. (b) QCAZ-M
14932, subclado All. (c) QCAZ-M 14762, clado B. (d) QCAZ-M 13287, subclado CIlI. (e)
QCAZ-M 9876, subclado CI. La flecha azul muestra el extremo distal del proceso

coronoideo. La flecha negra muestra al proceso capsular. La linea entrecortada muestra la

posicion de la punta del proceso coronoideo con respecto al proceso capsular.
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Figura 15. Pieles de los grupos filogenéticos del género Nephelomys. a — e vista dorsal y f
—jvista ventral (a) QCAZ-M 13225, subclado Al. (b) QCAZ-M 14932, subclado All. (c)
QCAZ-M 14762, clado B. (d) QCAZ-M 13287, subclado ClI. (¢) QCAZ-M 9876, subclado
CIl.
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Figura 16. (a) Filogenia de la tribu Oryzomini (Weksler, 2006). El recuadro rojo muestra

la ubicacion del género Nephelomys dentro de la subfamilia Sigmodontinae. (b) Resultado

de andlisis de Inferencia Bayesiana en base al gen mitocondrial citocromo b.
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Figura 17. Localizacion geografica de los clados y subclados obtenidos en base al gen
mitocondrial citocromo b. Las cruces representan al subclado Al, y los cuadrados al
subclado All, los circulos representan al clado B, los triangulos al subclado CI y los

rombos al subclado CII.
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Tabla 1. Distancias genéticas corregidas en base al modelo Kimura-2 parametros del gen

citocromo b.
N. N. M.
auriven levipe hammo
Al All B Cl Cll A C ter S ndi
Al 0
572 %
All 1,07 0
591+ 691+
B 0,85 0,85 0
761+ 876+ 7,41+
Cl 0,93 1,05 0,96 0
757+ 801+ 6,7+ 471%
Cll 0,92 0,86 0,82 0,64 0
6,81+ 865+ 7,6+
A - - 0,85 0,69 0,91 0
727+ 78 6,62+ 73%
C 0,87 0,91 0,77 - - 0,82 0
N.
auriven | 9,14+ 10,23 9,1+ 104+ 10,08 9,28+ 791+
ter 095 +£1,03 1,05 0,11 +0,85 0,88 0,82 0
N. 9,67+ 10,97 1054 10,69 10,97 10,78 10,68 10,75%
levipes | 1,10 +125 %120 +£128 +122 +114 =+121 1,14 0
M.
hammo | 9,82+ 11,53 10,62 13,15 12,93 11,51 10,8+ 10,75+ 12,08
ndi 1,17 +£123 +128 +148 +£138 +121 126 1,18 +£1,37 0
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Tabla 2. Distancias genéticas p no corregidas y corregidas (desviacion estandar) en base a

tres modelos de sustitucion Jukes-Cantor y Tamura Nei, del gen Cytb y el intron Fgb-7.

Gen Comparaciones p sin corregir JC TN
Clado A vs Clado B 6,41+107 6,71+£0,85 6,88+0,95
Clado A vs Clado C 75+093 7,91+0,94 8,10+1,06
Clado B vs Clado C 6,32+0,78 6,60+0,82 6,71+£0,91
Subclado Al vs Subclado All 542+0,73 5,42+0,74 5,78 0,90

Cytb  Subclado Cl vs Subclado ClI 3,66 £0,57 3,66+0,64 3,80+0,62
N. auriventer vs N. albigularis  8,54+1,00 9,07+1,13 9,37 +£1,10

10,77 £ 10,90 =

N. leavips vs N. albigularis 10,03 £ 1,05 1,13 1,25
N. moerex vs N. albigularis 6,27+0,80 6,54+0,90 6,41 +0,84

Fgb-7 N. auriventer vs N. albigularis 1,66+1,31 1,68+1,26 1,72+ 1,23
Clado Ay B 1,06+0,35 1,06+0,39 1,06+0,33
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Tabla 3. Distancias genéticas del gen Cytb y el intrén Fgb-7 reportadas en otros trabajos

sobre roedores.

Gen Taxon Distancia Moc_lelo.c?e Fuente
sustitucion
Abrothrix 5-10% Kimura-2 D’Eliaet al., 2015
Akodon boliviensis (grupo) 2,8-7,7% p -sin corregir Jayat et al., 2010
Kimura-2 / Jukes- cer
- 0,
Akodon (grupo) 1-14% Cantor D Elia 2003
Melanomys 45-7,6% Kimura-2 Hanson y Bradley,
2008
Necromys 1-10% élmura-z / Jukes- D Elja et al., 2008
antor
Neusticomys 8,50% Kimura-2 Hanson et al., 2015
Oecomys Kimura-2 Rosa et al., 2012
Cytb Miranda 2007;
Rogers 2009,
: . Palma et al., 2010
- 0 - H EHl
Oligoryzomys 4,45 -15% Kimura-2 Richter et al.,
2010 Hanson et
al., 2011
_ . De Andrade-Costa
_ 0, -
Rhipidomys 4—-12% Kimura-2 etal., 2011
Rhagomys, Rheomys, 2,2-576% Jukes-Cantor D’Elfa et al., 2006
Thomasomys
. Tamura-3 Agrellos et al.,
- 10
Oligoryzomys 0.8-3% parametros 2012
Carrol y Bradley,
sgb Sigmodon 00/(’)43 12,67 Kimura-2 2005, Hensony
Bradley, 2009
Tamura-3 Agrellos et al.,
Oligoryzomys 0,8-3% parametros 2012
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Tabla 4. Resultados del analisis de delimitacion de especies en base al P (AB), pID del
género Nephelomys, a partir del arbol bayesiano del gen Cytb y del intron Fgb-7. pID es la
probabilidad media de que una especie putativa esté dentro (pIDEstricto), o sea hermana
(pIDLiberal) de las especies del clado en un arbol, con un 95% como minimo de intervalo
de confianza. P(AB) es la probabilidad de monofilia reciproca bajo el modelo nulo de

coalescencia randémica.

- pID pID
Gen Clados ~ Monofilia (Estricto) (Liberal) Rosenberg's P(AB)
. 1,1E1S
AvsB  Si  080(0,71-0,88) 0,93 (0,88 0,99)
-23
CYb gysc  si 091(0,86-0,96) 0,97 (0,94 1,00) L.7E
0,89 (0,83-0,96) 0,96 (0,92 — 1,00) 6,4E12

Clvs Cll Si

Fgb-7 AvsB Si  0,81(0,72-0,89) 0,94 (0,88 - 0,99) 1,6E1L
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Tabla 5. Soportes de las especies putativas obtenidas del modelo PTP en base al arbol
filogenético de Inferencia Bayesiana del gen Cytb y el intrén Fgb-7. Valores mayores a

0.90 son considerados como soportes altos.

Especie
Gen Putativa Soporte
1 1
2 0,61
Cytb 3 0,87
4 0,501
5 0,517
1 0,394
Fob-7 2 0,409
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Tabla 6. Andlisis de varianza multivariado de los caracteres morfométricos, entre los

clados A, By C, y entre sexos. Datos transformados con Log10.

Efecto Valor F gl de la hipotesis gl del error P
Traza de Pillai 1,471 6,158 58 136 ,000*

Clados Lambda de Wilks 0,068 6,53 58 134 ,000*
Traza de Hotelling 5,747 6,54 58 132 ,000*
Raiz mayor de Roy 3,476 8,151 29 68 ,000*
Traza de Pillai 0,269 0,861 29 68 0,666N°

Sexos Lambdade Wilks 0,731 0,861 29 68 0,666N°
Traza de Hotelling 0,367 0,861 29 68 0,666NS

Raiz mayor de Roy 0,367 0,861 29 68 0,666M°




Tabla 7. Analisis de varianza multivariado de los caracteres morfométricos, entre los

clados A, B y C, y entre sexos. Datos transformados en porcentajes.

Efecto Valor F gl delahipdtesis gl del error p
Traza de Pillai 0,741 1,512 56 144 0,026*

Clados Lambdade Wilks 0,38 1,577 56 142 0,017*
Traza de Hotelling 1,312 1,64 56 140 0,010*
Raiz mayor de Roy 0,992 2,551 28 72 0,001*
Traza de Pillai 0,333 1,282 28 72 0,199Ns

Sexos Lambda de Wilks 0,667 1,282 28 72 0,199NS
Traza de Hotelling 0,499 1,282 28 72 0,199NS

Raiz mayor de Roy 0,499 1,282 28 72 0,199NS
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10. ANEXOS
Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN del laboratorio de Biologia Molecular.
Lisis de células y tratamiento con RNAsa
1. Colocar el stock de la Solucion de lisis de células dentro de una incubadora a 55°C.

2. Colocar 10mg de tejido en un tubo de 1,5ml que contenga 300ul de la Solucién de lisis

de células. Macere el tejido lo mejor posible.

3. Afiadir 2-5ul de Proitenasa K (20mg/ml). Mezcle con un vortice répido. Incube de 3-6

horas (o toda la noche si es necesario) a 55°C.

4. ES IMPORTANTE QUE LAS MUESTRAS SEAN AGITADAS A TRAVES DEL
PROCESO DE LISIS. Se recomienda mezclar las muestras con un vértice por lo menos

cada 30 minutos.

5. Homogenice con un vortice suave.

6. Enfrie las muestras a temperatura ambiente.
Precipitacién de proteinas.

Cuando comience este paso coloque suficiente Isopropanol al 100 % dentro de una

congeladora a -20 °C para 300 ul de reaccion por muestra.

1. Afiada 100ul de la Solucién de Precipitacion de Proteinas a la mezcla de las células

lisadas. Realice un vortice vigorosamente para mezclar el contenido (10-20 segundos).

2. Centrifugar a maxima velocidad (13 000 rpm) por 5 minutos. Repita si el pellet no esta

ajustado.
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3. Traspase el sobrenadante (el cual contiene el ADN) en un tubo nuevo de 1,5 ml. (para
este paso usted va a mantener el sobrenadante y descartar el pellet de proteinas el cual debe

estar solidificado en el fondo del tubo).

Precipitacion del ADN

1. Anada 300ul de isopropanol frio al 100 % (Usted debié haberlo enfriado a -20 °C).

Mezcle invirtiendo suavemente el tubo varias veces.

2. Centrifugue a 13 000 rpm por 5 minutos.

3. Vierta el sobrenadante cuidadosamente dejando el pelet atras (ésta vez usted va descartar

el liquido y conservar el pelet que contiene el ADN).

4. Aiiada 300 ul de etanol al 70 % e invierta el tubo varias veces para lavar el pelet.

5. Centrifugue a 13 000 rpm por 5 minutos. Descarte el sobrenadante.

6. Deje el tubo con la tapa abierta por varias horas (o durante toda la noche si es necesario).

Hidratacion del ADN y Almacenamiento

1. Afada de 50-200 ul de 10 mM Tris-Cl, pH 8,0. Entre més solucion se afiada, mas diluida
estara la muestra. Golpee suavemente la base del tubo para resuspender el ADN. Puede

tomar varias horas para que el ADN completamente se resuspenda.

2. Almacene para un periodo prolongado a -20 °C o a -80 °C, o por lo contrario a 4 °C.
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Anexo 2. Condiciones térmicas usada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

para la amplificacion del gen mitocondrial citocromo b y el intron de la cadena beta del

fibrindgeno.

e Citocromo b (Smith y Patton, 1993; Bonvicino y Moreira, 2001)

e Intrén de la cadena B del fibrindgeno (Wickliffe et al., 2003)

Gen Primers Temperaturas
1ciclo 94° C por 2 min
MVZ05 5-TCTTCATCTYHGGYTTACAAGAC-3' 93°C por 2 min
35 :
Cytb ciclos 45°C por 1.5 min
MVZ16 5'-CTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3' 72°C por 2 min
1ciclo 72°C por 5 min
1ciclo 94° C por 2 min
Fgb-17U-Rattus 5°-
Fab- ACCCCAGTAFTATCTGCCATTCGGATT-3’ 35 94°C por 40 seg*
7 ciclos 53°C por 45 seg*
Fgb-17L-Rattus 5°’-
GGGGAGAACAGAACCATGACCATCCAC-3’ 72°C por 90 seg*
1ciclo 72°C por 5 min

Cytb, citocromo b; Fgb-7 intron del beta fibrindgeno; * temperaturas modificadas

en al gunos Casos.
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Anexo 3. Estrategias de particiones utilizadas en los analisis filogenéticos para el gen Cytb

y el intron Fgb-7.

Estrategia de Modelo de
Gen particion evolucion
(1 pos)
SYM+I+G
Cytb @) (2) (3) (2 pos) F81+I+G
(3 pos)
HKY+1+G
Fgb-7 (1,2,3) HKY+I
(1 pos)
SYM+I+G
(2 pos) F81+I+G
(3 pos)
HKY+I+G
(1,2,3) HKY+I

o W23
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Anexo 4. Medidas craneales y mandibulares.

Simbolo Descripcion
Ancho de la caja craneal: distancia maxima entre el borde justo anterior a las
BB raices escamosas del arco zigomatico y su borde correspondiente al otro lado
del créaneo.
Ancho de la placa 6sea: distancia entre los protoflexus del lado labial del
BBP primer molar superior.
Ancho del foramen incisivo: ancho entre ambos lados de la sutura de la maxila
BIF y premaxila.
Ancho del primer molar superior: distancia entre el paraflexus y protoflexus del
BM1 Imolar superior.
Ancho del nasal: distancia maxima entre los nasales, medida a la altura de la
BN raiz de los incisivos.
Ancho de los condilos occipitales: distancia entre los bordes méas externos de
BOC | os I6bulos occipitales.
Ancho del puente palatino: distancia entre los protoflexus de los molares
BPB superiores.
BR |Ancho del rostro: distancia entre las capsulas nasolacrimales.
Ancho de la placa zigomatica: porcion mas ancha entre el margen posterior y
BZP | anterior de la placa zigomatica.
Longitud condilo incisivo: distancia entre el borde anterior de la raiz del
CIL  |incisivo y el borde mas posterior del basioccipital.
Longitud oclusal de la hilera dental maxilar: distancia entre las coronas del
CLM 1_3 | molar superior uno y tres.
Profundidad del incisivo: medida tomada a través de las cuspides de los dos
DI incisivos.
Altura del incisivo: distancia maxima entre la raiz del incisivo superior y su
HI extremo distal.
Longitud oclusal de la hilera dental mandibular: distancia entre el borde
IAL | anterior de la corona del molar inferior 1 y el borde posterior.
IB Ancho interorbital: la distancia minima de la constriccion interorbital.
Longitud del diastema inferior: distancia entre el borde posterior del incisivo
IDL | inferior y el borde anterior del molar inferior, ambas a la altura de la raiz.
Ancho lamboidal: distancia maxima entre las crestas lamboidales a cada lado
LB | del craneo.
Longitud de la placa 6sea: distancia entre el borde posterior del foramen
LBP  |incisivo y el borde mas anterior de la fosa mesopterigoidea.
Longitud de diastema: distancia entre el margen anterior de la raiz del primer
LD molar superior y el margen posterior de los incisivos superiores.
LIF Longitud del foramen incisivo: maxima distancia interna entre los bordes
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Simbolo

Descripcion

LN

MB

MH

MPFW

ONL

PPL

RL

ZB

ZIL

anterior y posterior del foramen incisivo.

Longitud nasal: maxima distancia desde el borde mas anterior del nasal al
borde més posterior.

Ancho del mastoideo: distancia desde la parte media del hueso mastoideo a
cada lado.

Altura mandibular: distancia entre el borde mas superior del proceso condilar y
el borde mas inferior del proceso angular de la mandibula.

Ancho de la fosa mesopterigoidea: distancia entre los borde laterales de la fosa
mesopterigoidea.

Longitud occipitonasal: desde el borde mas anterior de los nasales hasta el
extremo mas posterior del supraoccipital.

Longitud postpalatal: distancia entre el borde anterior de la fosa
mesopterigoidea y el borde mas anterior del foramen magnum.

Longitud del rostro: distancia entre la muesca del zigomatico, ubicado lateral al
hueso lacrimal, y el margen anterior del hueso nasal

Ancho del zigomatico: distancia mas ancha entre los dos arcos zigomaticos, se
toma en la sutura del escamoso y yugal a cada lado del arco zigomatico

Longitud zigomatica interna: distancia interna maxima entre las raices
escamosas Y yugal del arco zigomatico.




Anexo 5. Colores identificados en base a Ridgway (1912).

Bermejo Leonado

Rojo Prusiano

Sepia caliente oscuro

.

Marron verona Amarilo marfil

Gris blancuzco

Blanco
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Anexo 6. Mecanismo de especiacion alopatrica, reportado para micromamiferos no

voladores. (a) Mecanismo de especiacion alopatrica por vicarianza, modificado de Patton y

Smith (1992). (b) Mecanismo de especiacion alopatrica por interacciones ecologicas

(Intrusién), modificado de Gutiérrez y colaboradores (2014), en este caso B puede 0 no

estar relacionado con A.

a“\\ Valle ™ \ Valle Valle 2 Prediccién de relaciones
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=% e o PP
”‘;\‘ -‘_,A.- 1‘( \" { \' Aa ‘\| \ [\ A B b
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| : ! . )
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A A a B
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]
Tiempo
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Anexo 7. Cronograma ilustrando la diversificacion de la subfamilia Sigmodontinae,
modificado de Parada colaboradores (2013). La linea roja muestra la separacion de las
formas de roedores de tierras bajas y montafias que se dio durante el pleistoceno temprano

hace 5Ma, y la flecha verde muestra la ubicacién del Nephelomys.
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Anexo 8. Lista de individuos incluidos en las reconstrucciones filogenéticas.

Cytb Fgb-7
1 |MECN 086 QCAZ-M 11605| 1|MECN 086 QCAZ-M 13024
2 |MECN 1824 QCAZ-M 11606 | 2|MEPN 10029 |QCAZ-M 13030
3 |[MEPN 10029 |QCAZ-M 11607| 3|MEPN 10659 |QCAZ-M 13035
4 |MEPN 10659 |QCAZ-M 11608| 4|MEPN 10662 |QCAZ-M 13056
5 |MEPN 12132 QCAZ-M 11609 | 5|MEPN 11205 QCAZ-M 13057
6 |MEPN 12133 |QCAZ-M 11663| 6 |MEPN 12132 |QCAZ-M 13060
7 | MEPN 6045 QCAZ-M 11665| 7 |MEPN 12133 QCAZ-M 13063
8 |MEPN 6046 QCAZ-M 11666 | 8| MEPN 6046 QCAZ-M 13211
9 |MEPN 6100 QCAZ-M 13024 | 9| MEPN 6100 QCAZ-M 13214
10| MEPN 6101 QCAZ-M 13030 |10 | MEPN 6101 QCAZ-M 13216
11| MEPN 6102 QCAZ-M 13032 |11 | MEPN 6102 QCAZ-M 13221
12 | MEPN 7294 QCAZ-M 13035 |12 | MEPN 7329 QCAZ-M 13222
13 | MEPN 7329 QCAZ-M 13036 | 13 | MEPN 7331 QCAZ-M 13225
14| MEPN 7331 QCAZ-M 13052 |14 |QCAZ-M 1592 |QCAZ-M 13226
15| QCAZ-M 873 | QCAZ-M 13056 |15|QCAZ-M 4287 |QCAZ-M 13281
16 | QCAZ-M 1068 |QCAZ-M 13057 |16 | QCAZ-M 4813 |QCAZ-M 13283
17| QCAZ-M 1069 |QCAZ-M 13060 |17 | QCAZ-M 4820 |QCAZ-M 13290
18 | QCAZ-M 1592 |QCAZ-M 13063 |18 | QCAZ-M 6430 |QCAZ-M 14680
19| QCAZ-M 1680 |QCAZ-M 13211|19|QCAZ-M 8865 |QCAZ-M 14681
20| QCAZ-M 1819 |QCAZ-M 1321220 | QCAZ-M 9875 |QCAZ-M 14682
21| QCAZ-M 1828 |QCAZ-M 1321421 |QCAZ-M 9876 |QCAZ-M 14683
22 |QCAZ-M 1830 |QCAZ-M 13215(22 |QCAZ-M 9878 |QCAZ-M 14748
23| QCAZ-M 4287 |QCAZ-M 13216 |23 |QCAZ-M 1069 |QCAZ-M 14750
24 |QCAZ-M 4297 |QCAZ-M 13221 |24 |QCAZ-M 11663 | QCAZ-M 14762
25| QCAZ-M 4813 |QCAZ-M 13222 |25 |QCAZ-M 11666 | QCAZ-M 14932
26 |QCAZ-M 4820 |QCAZ-M 13223
27 |QCAZ-M 6430 |QCAZ-M 13224
28 |QCAZ-M 6431 |QCAZ-M 13225
29 |QCAZ-M 6442 |QCAZ-M 13226
30| QCAZ-M 6533 |QCAZ-M 13281
31| QCAZ-M 8329 |QCAZ-M 13283
32 |QCAZ-M 8330 |QCAZ-M 13287
33|QCAZ-M 8768 |QCAZ-M 13290
34| QCAZ-M 8769 |QCAZ-M 13294
35 | QCAZ-M 8865 |QCAZ-M 14680
36 | QCAZ-M 9875 |QCAZ-M 14681
37| QCAZ-M 9876 |QCAZ-M 14683
38| QCAZ-M 9878 |QCAZ-M 14748
39| QCAZ-M 9885 |QCAZ-M 14750
40| QCAZ-M 11600 | QCAZ-M 14762
41| QCAZ-M 11604 | QCAZ-M 14932




Anexo 9. Secuencias obtenidas del Centro Nacional de Informacidn sobre Biotecnologia

(NCBI), y utilizadas en las reconstrucciones filogenéticas.

Voucher Especie Numero de accesion Cytb Fgb-7
MEPN7047* Euryoryzomys macconnelli ~ Presente Estudio X
QCAZ-M 4987* Euryoryzomys macconnelli ~ Presente Estudio X
AMNH272678*  Euryoryzomys macconnelli EU579484 X
MNFS747* Euryoryzomys macconnelli AF251527 X
QCAZ-M 14766* Handleyomys alfaroi Presente Estudio X
TK135639* Handleyomys alfaroi EU579488 X
MEPN12092 Mindomys hammondi Presente Estudio X X
QCAZ-M 12041* Neacomys spinosus Presente Estudio X X
UFES928* Nectomys squamipes JQ966235 X X
AMNH268125  Nephelomys albigularis EU579505 X
JBM322 Nephelomys auriventer Presente Estudio X
JBM722 Nephelomys auriventer Presente Estudio X X
MEPN12214 Nephelomys auriventer Presente Estudio X
MVZ171468 Nephelomys leavips JF693875 X
UFES247* Oecomys catherinae JQ966233 X X
EU073177* Sigmodon hispidus TK137315 X X
MVZ170076* Thomasomys aureus U03540 X X
DQ179812* Tylomys nudicaudus TK41551 X X
TTU76306* Zygodontomys brevicauda EU579519 X X

*individuos utilizados como grupo externo.



Anexo 9. Lista de especimenes utilizados en los analisis morfométricos.

MECN 085

MECN 086

MECN 1083
MECN 1084
MECN 1131
MECN 1339
MECN 1340
MECN 1576
MECN 1824
MECN 2479
MECN 2485
MECN 2486
MECN 2496
MECN 2525
MECN 2538
MECN 2539
MECN 2541
MECN 2544
MECN 2549
MECN 2550
MECN 2551
MECN 2552
MECN 2708
MECN 2722
MECN 2725
MECN 2730
MECN 2731
MECN 2732
MECN 2733
MECN 2734
MECN 2735
MECN 2736
MECN 2737
MECN 2738
MECN 2739
MECN 2740
MECN 2816
MECN 2817
MECN 2818
MECN 2819
MECN 2820
MECN 2824

MECN 2826
MECN 2827
MECN 2829
MECN 2830
MECN 2832
MECN 579
MECN 581
MEPN 10030
MEPN 10652
MEPN 11200
MEPN 11205
MEPN 11864
MEPN 12132
MEPN 12133
MEPN 12181
MEPN 12182
MEPN 12183
MEPN 12184
MEPN 12186
MEPN 12214
MEPN 12492
MEPN 12493
MEPN 12497
MEPN 12498
MEPN 12513
MEPN 12514
MEPN 12524
MEPN 12526
MEPN 12552
MEPN 12555
MEPN 5994
MEPN 6033
MEPN 6034
MEPN 6035
MEPN 6036
MEPN 6037
MEPN 6038
MEPN 6039
MEPN 6045
MEPN 6101
MEPN 6102

QCAZ-M 2428
QCAZ-M 2429
QCAZ-M 2430
QCAZ-M 4287
QCAZ-M 4323
QCAZ-M 4813
QCAZ-M 4819
QCAZ-M 6427
QCAZ-M 6428
QCAZ-M 6429
QCAZ-M 6430
QCAZ-M 6431
QCAZ-M 6433
QCAZ-M 6435
QCAZ-M 6436
QCAZ-M 6437
QCAZ-M 6439
QCAZ-M 6441
QCAZ-M 6443
QCAZ-M 9875
QCAZ-M 9876
QCAZ-M 11604
QCAZ-M 11605
QCAZ-M 11606
QCAZ-M 11610
QCAZ-M 11611
QCAZ-M 11662
QCAZ-M 11663
QCAZ-M 11664
QCAZ-M 11665
QCAZ-M 13023
QCAZ-M 13024
QCAZ-M 13028
QCAZ-M 13030
QCAZ-M 13031
QCAZ-M 13032
QCAZ-M 13034
QCAZ-M 13035
QCAZ-M 13037
QCAZ-M 13038
QCAZ-M 13039
QCAZ-M 13040

QCAZ-M 13041
QCAZ-M 13042
QCAZ-M 13043
QCAZ-M 13046
QCAZ-M 13056
QCAZ-M 13057
QCAZ-M 13109
QCAZ-M 13110
QCAZ-M 13111
QCAZ-M 13112
QCAZ-M 13113
QCAZ-M 13114
QCAZ-M 13115
QCAZ-M 13116
QCAZ-M 13117
QCAZ-M 13118
QCAZ-M 13119
QCAZ-M 13120
QCAZ-M 13121
QCAZ-M 13122
QCAZ-M 13123
QCAZ-M 13124
QCAZ-M 13125
QCAZ-M 13126
QCAZ-M 13127
QCAZ-M 13128
QCAZ-M 13129
QCAZ-M 13130
QCAZ-M 13131
QCAZ-M 13132
QCAZ-M 13133
QCAZ-M 13134
QCAZ-M 13135
QCAZ-M 13136
QCAZ-M 13137
QCAZ-M 13138
QCAZ-M 13139
QCAZ-M 13140
QCAZ-M 13200
QCAZ-M 13207
QCAZ-M 13213
QCAZ-M 13214

QCAZ-M 13215
QCAZ-M 13216
QCAZ-M 13217
QCAZ-M 13218
QCAZ-M 13219
QCAZ-M 13223
QCAZ-M 13225
QCAZ-M 13281
QCAZ-M 13283
QCAZ-M 13285
QCAZ-M 13287
QCAZ-M 13289
QCAZ-M 13290
QCAZ-M 14682
QCAZ-M 14683
QCAZ-M 14748
QCAZ-M 14751
QCAZ-M 14755
QCAZ-M 14756
QCAZ-M 14758
QCAZ-M 14762
QCAZ-M 14932
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