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Abstract: Molecular characterization of Sigmodon hirsutus (Rodentia: Cricetidae) populations in
Venezuela. Recent phylogenetic studies based on cytochrome b gene sequence, have determined that the spe-
cies historically known as Sigmodon hispidus (Rodentia) from South America comprises a species S. hirsutus of
paraphyletic origin. The aim of this study was to test the hypothesis that populations from Venezuela, represent
the sensu strict form, ancestral haplotypes, and monophyletic subspecies. For this, 12 individual sequences
from three localities of different biogeographic regions in Venezuela were evaluated and sequenced based on
cyto b. Additionally, the sequences were used to develop a cladistic analysis and genetic distance calculations,
and to compare this information with two individual sequences of Sigmodon specimens available in Genbank.
Phylogenetic analyses show that the three populations of S. hirsutus of Venezuela form an ancestral and
monophyletic subclade supported by high bootstrap values and significant genetic distance between subclade
within the S. hirsutus. Besides, the existence of two lineages suggests two subspecies, S. hirsutus hirsutus from
Venezuela, and S. hirsutus mexicanus from Mexico-Central America, but, both species need formal description.
Rev. Biol. Trop. 59 (2): 795-807. Epub 2011 June O1.
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Estudios filogenéticos indican que miem-
bros del género Sigmodon (Familia: Cricetidae)
comuinmente conocidos como “roedores algo-
doneros”, constituyen el grupo mds ancestral
de los Sigmodontinos, subfamilia que incluye
a todas las especies de roedores de Suramérica
y algunas de Centro y Norteamérica (Smith
& Patton 1999, D’Elia 2003, Musser & Car-
lenton 2005). Este género se distribuye desde
las praderas y sabanas de Iowa y Nebraska, en
Estados Unidos, hasta el norte de Suramérica,
especificamente desde Colombia hasta Perd, y
al este hasta Surinam (Voss 1992). Un aspecto
taxonémico importante en Sigmodon es la poca
variacién de los caracteres morfolégicos entre
la mayorfa de las especies de este género, por
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lo que ha sido dificil determinar entidades taxo-
némicas discretas y las relaciones entre éstas
basado en la morfologia (Voss 1992, Peppers
et al. 2002).

Actualmente, se reconocen 14 especies de
Sigmodon y una de ellas es Sigmodon hispidus,
la cual ha presentado continuas discusiones
taxondémicas (Musser & Carlenton 2005). Fue
descrita por Say & Ord en 1825 en la locali-
dad de Johns River, Florida, Estados Unidos,
y basado en su homogeneidad morfoldgica se
nomind como una especie simple distribuida en
la mitad inferior de Estados Unidos (por debajo
de los 40° de latitud norte), Centroamérica y
el norte de Colombia y Venezuela (Cameron
& Spencer 1981). Para esta especie, al menos
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28 subespecies han sido nominadas, diez para
Norteamérica, once para México y siete para
Centro y Suramérica (Cabrera 1961, Carroll
et al. 2005). Las subespecies que han sido
referidas para Suramérica de S. hispidus son:
S. h. peruanus, noreste de Pert, S. h. hispidus
puna, Isla de Puna en la costa de Ecuador, S. &.
simonsi, costa desértica del noroeste de Per, S.
h. chonensis, oeste de Ecuador entre los Andes
y el Pacifico, S. h. inopinatus, Andes de Ecua-
dor, S. h. bogotensis, valles interandinos del
oeste de Colombia y S. k. hirsutus, noreste de
Colombia y norte de Venezuela (Cabrera 1961).

En Venezuela, S. hispidus ha tenido su
particular historia taxondémica, puesto que
inicialmente, Burmeister en 1854 describe a
Lasiomys hirsutus en Maracaibo, estado Zulia,
mientras que Thomas en 1914, basado en una
revisiéon morfolégica del holotipo, concluye
que Lasiomys hirsutus pertenece al género Sig-
modon y la renombra como Sigmodon hirsutus.
Finalmente, Cabrera (1961) establece de forma
automdtica para Venezuela la ocurrencia de la
subespecie S. hispidus hirsutus y sugiere la
sinonimia de ésta con S. hirsutus.

Voss (1992) realiza una revisién basada en
los caracteres morfoldgicos de casi 1300 ejem-
plares de Sigmodon de Suramérica, y concluye
que existen cuatro especies diagnosticables.
La primera de ellas es S. asltoni, sin previo
conflicto taxonémico; las subespecies S. h.
peruanus, S. h. chonensis, S. h. simonsi 'y S. h.
puna conformarian la especie S. peruanus;y S.
h. inopinatus es elevada a especie (S. inopina-
tus). Los caracteres evaluados de S. h. bogoten-
sis 'y S. h. hirsutus no presentaron suficientes
diferencias con los ejemplares de S. hispidus de
Florida (Estados Unidos), ademds de compartir
cariotipos idénticos en nimero y morfologia.
Por lo tanto, estos roedores de Venezuela y
Colombia continuaron refiriéndose como S.
hispidus sin sugerirse el nivel de subespecie
para esta drea geografica.

Linares en 1998 retoma la clasificacién de
Cabrera (1961) y reporta a los ejemplares de
S. hispidus de Venezuela como la subespecie
S. hispidus hirsutus, sin sefalar si representan
una variante fenotipica con respecto a otros S.
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hispidus del continente. La distribucién de S. h.
Hirsutus, seglin éste autor incluye la Cordillera
Central, Lago de Maracaibo, ambas vertientes
de Los Andes, Sistema Coriano y los Llanos
entre 200 y 1 580m de altura.

Hay evidencias significativas sobre la
divergencia genética dentro de la especie Sig-
modon hispidus, aportadas por los resultados de
electroforesis con suero sanguineo, en donde se
detectaron cinco patrones de transferrina entre
ejemplares de Sigmodon hispidus de distintas
regiones de Norte y Centroamérica (Dalby
& Lillevik 1969). Por otra parte, estudios de
hibridizacién de ADN indicaron eventos de
divergencia entre subespecies de S. hispidus
del Norte y Suramérica, comparables con los
correspondientes entre S. hispidus 'y S. arizonae
y S. ochrognathus (Dickerman 1992).

Por consiguiente, se han propuesto cam-
bios en la taxonomia de Sigmodon hispidus
basados en la secuencia del gen de Citocromo
b del ADN mitocondrial (Peppers & Bradley
2000, Peppers et al. 2002). En estos estudios
se incluyeron nueve subespecies de S. hispi-
dus, y como representantes de la distribucion
en Suramérica (Norte de Colombia y Norte
de Venezuela) se analizaron dos ejemplares de
S. hispidus hirsutus de la localidad de Sarare,
Estado Lara, Venezuela. Los resultados por
métodos de mdaxima verosimilitud y méxima
parsimonia indicaron que el taxén histdrica-
mente referido como S. hispidus estd com-
puesto por un ensamblaje parafilético de tres
especies distintas, correspondientes a Estados
Unidos, México y Centro-Suramérica. A raiz de
estos resultados, las poblaciones de S. hispidus
de Estados Unidos mantuvieron dicha nomina-
cion, por ley de prioridad, mientras que S. fol-
tecus se asignd para México. Las poblaciones
de Centro y Suramérica se nominaron como S.
hirsutus, y la forma sensu estricto S. hirsutus
hirsutus se encontraba restringida geografica-
mente a Suramérica.

Estudios posteriores han ampliado la dis-
tribucién de S. hirsutus a México (Chiapas y
Oxaca), Honduras y Nicaragua, ya que ejem-
plares colectados en estas dreas correspondie-
ron genéticamente a esta especie (Bradley et
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al. 2008). A pesar de que los nuevos estudios
se han enfocado en incluir més ejemplares del
“grupo de especies hispidus” (S. hispidus, S.
toltecus y S. hirsutus) de distintas localidades
para evaluar los limites geogréficos de las
nuevas taxas propuestas, dichos trabajos no
han analizado nuevas muestras de Suramérica
(Carroll & Bradley 2005, Carroll et al. 2005,
Bradley et al. 2008).

Esta situacion taxondmica sobre S. hirsu-
tus hirsutus demanda ampliar el conocimiento
de su distribucién geografica en Suramérica y
de sus caracteristicas morfoldgicas y genéticas.
Es imperativo incluir en los andlisis a otras
poblaciones de Venezuela y Colombia con el
fin de evaluar la hipétesis filogenética propues-
ta por Peppers er al. (2002). Adicionalmente,
la resolucion de la taxonomia y sistemdtica del
grupo de especies hispidus tiene implicacio-
nes epidemioldgicas en Venezuela, puesto que
diversos estudios han sefialado a S. hispidus
como reservorio de Trypanosoma cruzi 'y de
Leishmania spp. (De Lima et al. 2002, De Lima
et al. 2006).

En el presente trabajo se gener6 una matriz
de datos con secuencias publicadas y disponi-
bles en el Genbank para el género Sigmodon,
junto con muestras adicionales obtenidas de
ejemplares de S. hirsutus de Venezuela, con el
propdsito de responder las siguientes pregun-
tas: ;Cémo son las diferencias existentes en
la composicion nucleotidica de las secuencias
estudiadas dentro y entre las poblaciones de
Sigmodon hirsutus? {Cémo es la homologia de
las mismas con respecto a las secuencias de S.
hirsutus hirsutus de Sarare (Estado Lara)? En

caso de existir divergencia nucleotidica entre
las secuencias de estas poblaciones ;Estas
podrian explicarse mediante biogeografia?
(Tales diferencias tendrfan implicaciones a
nivel taxonémico?

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 12 ejemplares identifica-
dos morfolégicamente como S. hispidus, prove-
nientes de dos localidades de Venezuela: Valle
de Sarteneja (10°24°50” N - 66°53°28 W)
Estado Miranda a 1 286msnm (material colec-
tado en 2008, que se utiliz6 como referencia
morfoldgica y de cada ejemplar se tomé una
muestra de musculo pectoral para extraccion de
ADN, que se preservé en seco a -20°C) y Sie-
rra de San Luis (11°07°05” N 69°41°01” W),
Estado Falcén a 702msnm (material colectado
en 2006, que se utiliz6 como referencia morfo-
l6gica y de cada ejemplar se tomd una muestra
de miusculo pectoral para extracciéon de ADN,
que se preservé en etanol y se refrigero).

El ADN del material preservado en seco
fue extraido de forma individual empleando el
método de Bender et al. (1983), mientras que
para el material preservado en etanol se empled
el método Golczer & Arrivillaga (2008), ambos
protocolos estdn basados en la precipitacién el
ADN con sales, SDS y etanol. El ADN extrai-
do se amplificé via reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) mediante un termociclador
PTC-100, MJ Research INC. Se emplearon dos
juegos de cebadores para amplificar la regién
del gen que codifica para citocromo b (810 bp)
de Leite & Patton (2002):

MVZ005: (+) 5’CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG 3
MVZ016: (-) 5’AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT"3

Para las amplificaciones por PCR se uti-
lizaron los siguientes voltimenes de reactivos:
S5uL de agua libre de nucleasas, SuL. de Flexi-
Buffer 5X Promega®, 4uL de cloruro de mag-
nesio 2.5mM Promega®, 0.5uL de nucleétidos
(100mM), 2.5uL de cada cebador (1pmol/uL de
PCR), 0.5uL de GoTaq Polimerasa Promega®
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y SuL de muestra de extraccion de ADN, para
un volumen final de 25uL. Los pardmetros
empleados para la amplificaciéon en el ter-
mociclador fueron los siguientes: 94°C/5min,
39 ciclos de 94°C/30s, 48°C/30s, 72°C/45s
y 72°C/45s. Posteriormente, en un gel de
agarosa al 1.2% se visualizaron los productos
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amplificados y se usé para la verificion del peso
del fragmento obtenido mediante el uso de un
marcador de referencia de 100 pares de bases.

Los productos de PCR fueron purificados
y secuenciados de forma automdtica por el
Centro de Secuenciacién y Andlisis de Acidos
Nucleicos (CESSAN) en el Instituto Venezola-
no de Investigacién Cientifica (IVIC), envian-
do 10-15uL de producto de PCR y Spmol/uL
de los dos cebadores de cada juego.

Las secuencias obtenidas a partir de cito-
cromo b para las poblaciones de Venezuela
fueron introducidas en el programa BLAST -
Basic Local Alignment Search Tool (Altschul
et al. 1990), para evaluar que el fragmento
amplificado correspondiera a la regiéon de
citocromo b y que presentara maxima similitud
con las secuencias de ejemplares del género
Sigmodon, disponibles en el Genbank.

Para los andlisis filogenéticos se incluye-
ron en la matriz total de datos, las secuencias
amplificadas de las muestras de Venezuela y
ademads se incluyeron 42 secuencias del gen de
citocromo b de ejemplares de distintas especies
de Sigmodon reportados en los estudios de Pep-
pers & Bradley (2000), Peppers et al. (2002),
Carroll & Bradley (2005), Carroll et al. (2005)
y Bradley et al. (2008), todas ellas disponibles
en Genbank. El grupo externo escogido para
este estudio fue Peromyscus leucopus (c6digo
de acceso Genbank AF131926), propuesto por
Peppers et al. (2002).

Los ejemplares cuyas secuencias de ADN
fueron consultadas para este estudio son lista-
dos a continuacién con el nimero de museo
o recolector, seguido del codigo de acceso al
Genbank entre paréntesis. Las abreviaciones
de los museos son las siguientes: University
of Texas Medical Branch at Galveston (T and
FSH), Natural Sciences Research Laboratory,
Museum of Texas Tech University (TTU y
TK); The Museum of Southwestern Biolo-
gy, University of New México (NK), Royal
Ontario Museum (FN), Brigham Young Uni-
versity (BYU), Abilene Christian University
Natural History Collection (ACUNHC), Royal
Ontario Museum (ROM) y John C. Patton
(JCP). S. alstoni: Portuguesa, Venezuela (T
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2140, AF293396; T 2142, AF293397). S. alle-
ni vulcanis: Michoacan, México (TK 45276,
AF155425). S. arizonae major: Sonora, México
(NK 6502, AF293398; TK 70928, AF155423).
S. fulviventer dalquesti: Texas, Estados Unidos
(TK 29915, AF293399). S. fulvivente fulviven-
ter: Durango, México (TK 48915, AF293400).
S. leucotis leucotis: Durango, México (TK
70798, AF293401). S. mascotensis mascoten-
sis: Michoacan, México (JCP 1061, AF296188;
JCP1020, AF155424). S. ochrognathus: Duran-
go, México (TK 48609, AF155422; ACUNHC
500, AF155592). S. peruanus: El Oro, Ecuador
(NK 37848, AF293395). S. toltecus furvus:
Quintana Roo, México (FN 32695, AF293402).
S. toltecus toltecus: Veracruz, México (NK
27055, AF155418). S. hispidus berlandieri:
New Mexico, Estados Unidos (TK 47533,
AF188198; TK 49611, AF155415). S. hispidus
spadicipygus: Florida, Estados Unidos (FSH
33, AF1554 20). S. hispidus texianus: Oklaho-
ma, Estados Unidos (TK 23428, AF155414). S.
hirsutus hirsutus: Sarare, Venezuela (T 4632,
AF155419). S. hirsutus borucae: Punta Are-
nas, Costa Rica (BYU 15259, AF108702).
S. hirsutus chiriquensis: Chiriqui, Panama
(TK 22512, AF155416); Canal Zone Panama
(ROM 104228, AF425191). S. hirsutus spp.:
Chiapas, México (TK 93324, AF425193, TTU
82799, AF425192; ROM 97578, AF425197,
ROM 97584, AF425195; TTU 108157,
AF425198; TTU 82798, AF425196; TK
138046, EU078398); Oaxaca, México (TK
93249, AFA425194). S. hirsutus griseus: La Pax,
El Salvador (TK 34810, AF155419); Olan-
cho, Honduras (TK 102110, AY517529); Valle,
Honduras (TK 101127,AY517530; TTU83794,
EU073173); Francisco Morazan, Honduras
(TTU 83741, AY517528); Olancho, Honduras
(TTU84634,EU073172); Nueva Segovia, Nica-
ragua (TTU101442, EU073164; TTU100560,
EU073168); Boaco, Nicaragua (TTU100570,
EU073166; TTU100579, EU073165); Jinote-
ga, Nicaragua (TTU108154, EU073167).

Para el alincamiento de las secuencias
mencionadas se empled el programa CLUSTA-
LW, Multiple Sequence Alignment (Thompson
et al. 1994) en donde se utiliz6 la insercion de
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gaps, con una penalidad por insercion de gaps
de 10 y de 6.66 de penalidad por la creacién
de gaps de extension, con el fin de garantizar
un alineamiento mds homoélogo (Golczer &
Arrivillaga 2010).

Las secuencias alineadas fueron analizadas
en el programa MEGA-Molecular Evolutio-
nary Genetics Analisys version 4 (Tamura et al.
2007) para determinar la composicién de bases,
caracteres conservados, variables e informati-
vos para parsimonia y las tasas de transversio-
nes y transiciones.

De igual forma, las secuencias previamen-
te alineadas se emplearon para construir un
arbol de parsimonia se siguié la metodologia
de Peppers et al. (2002) con la finalidad de
identificar genéticamente a los ejemplares de
las poblaciones de Venezuela segin la hipétesis
filogenética propuesta por estos autores. Para el
andlisis de parsimonia realizado en el programa
PAUP Version 4 (Phylogenetic Analysis Using
Parsimony) de Swofford (2001), no se consi-
deraron los gaps como caracteres, se realizd
una busqueda heuristica, con remuestreo tipo
TBR (diseccidon reconexién de ramas, para
busqueda del arbol mas corto dentro de los mas
parsimoniosos), 100 replicaciones aditivas aza-
rosas y 1 000 réplicas de bootstrap (Carpenter
1996). Se efectuaron andlisis con pesaje y sin
pesaje sobre el indice de consistencia (CI) y se
estimo6 el consenso estricto de los drboles mas
parsimoniosos obtenidos. Solo se realizé ané-
lisis cladistico, por ser un método deductivo,
ampliamente usado en el grupo por diferentes
autores lo que permite una comparacién ptima
y directa de los resultados. Ademds, los resul-
tados y la inferencia biolégica derivada de MP
son similares a los obtenidos utilizando méto-
dos probabilisticos, ML o andlisis bayesiano
(Peppers & Bradley 2000, Caroll & Bradley
2005, Bradley et al. 2008).

Las secuencias alineadas fueron ana-
lizadas mediante el programa MEGA para
estimar las distancias genéticas y se empled
el modelo de sustitucién nucleotidica Tamura-
Nei (TN93), en el cual se distinguen dos tipos
de transiciones que se dan en tasas diferentes,
se asume que las transversiones se dan a la
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misma tasa, pero a una tasa diferente respecto
a las transiciones (Tamura & Nei 1993). Con
las distancias genéticas obtenidas se estimo el
tiempo de divergencia, tomando en cuenta que
la tasa de evolucién molecular para citocromo
b en roedores corresponde a un millén de afios
de divergencia por cada 3.5% de distancia entre
las secuencias, seglin andlisis propuesto por
Peppers et al. (2002).

Mediante el Test de Tajima (Tajima 1993)
disponible en el programa MEGA, se determi-
né el nimero de sitios diferentes y el nimero
de sitios divergentes considerando las transi-
ciones y transversiones por igual, entre grupos
de secuencias de las poblaciones de Venezuela
y otros linajes del grupo hispidus.

RESULTADOS

Ahora bien, se amplificé un fragmento de
810bp para un total de 12 muestras de campo.
La busqueda de similitud maxima entre las
secuencias obtenidas y las disponibles en el
Genbank, con el empleo del programa BLAST,
evidencié la maxima similitud con las secuen-
cias de S. hirsutus hirsutus de Sarare, Venezue-
la (cédigo de acceso AF155419).

Por lo tanto se encontré que para cada
poblacién estudiada de Venezuela existe un
solo haplotipo por localidad: Valle de Sar-
tenejas (Haplotipo 1), Sierra de San Luis
(Haplotipo 2) y Sarare (Haplotipo 3). Estos
tres haplotipos, se diferencian entre si por una
mdximo de siete posiciones nucleotidicas: P66
(C en Sartenejas Haplotipo vs T), P298 (G
en Sarteneja Haplotipo vs A), P445 en Sarare
Haplotipo vs C), P628 (C en Sarare Haplotipo
vs T), P682 (T en Sartenejas Haplotipo vs C),
P802 (C San Luis Haplotipo vs T), PS807 (A en
Sarare Haplotipo vs C).

En relaciéon con la composicion nucleo-
tidica, se trabajé con un niimero total de 55
secuencias, con un promedio de 1 073.3 bp con
390 caracteres informativos para parsimonia,
que es una proporcién semejante a la obtenida
por Peppers et al. (2002). No se encontraron
diferencias significativas entre la composicién
de bases de las secuencias de los ejemplares de

799



Venezuela con respecto a las reportadas para
S. hirsutus hirsutus y otros ejemplares de S.
hirsutus de Centroamérica y México.

El andlisis filogenético realizado por el
método de parsimonia con pesaje sobre el
indice de consistencia y Peromyscus leucopus

como Unico grupo externo produjo un solo
arbol como el mds parsimonioso (715.6 pasos,
indice de consistencia 0.57, indice de retencién
0.77). En general, se observa el origen parafilé-
tico del grupo de especies hispidus (S. hirsutus,
S. toltecus 'y S. hispidus), (Fig. 1). Con respecto
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Fig. 1. Arbol filogenético de maxima parsimonia generado para especies del género Sigmodon, a partir del andlisis pesaje
sobre el CI, Permyscus leucopus como grupo externo. Nimero de drboles encontrados: 1; CI: 0.61; RI: 0.76; pasos: 784.
Fig. 1. Maximum parsimony phylogenetic tree generated for species of Sigmodon, from weighing on the CI analysis,
Permyscus leucopus as outgroup. Number of trees found: 1, CI: 0.61, RI: 0.76, steps: 784.
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al clado de S. hirsutus, los veinticinco haploti-
pos de esta especie forman un grupo monofi-
Iético (Bootstrap=99%) relacionado con la
especie hermana S. alleni. Dentro de este clado,
tres subclados fueron identificados (A, B y C).
El subclado A (Bootstrap=99%) estian conte-
nidos los Haplotipos 1 y 2 de las poblaciones
de Venezuela, los cuales forman una politomia
con el Haplotipo 3 de Sarare, correspondiente
a S. hirsutus hirsutus. El subclado B (Boots-
trap=59%) contiene los ejemplares de Centroa-
mérica y uno perteneciente a Chiapas, México,
mientras que el subclado C (Bootstrap=51%)
presenta ejemplares de Chiapas y Oaxaca de
Meéxico. Este tultimo resultado no apoya la
monofilia de los subclados B y C y evidencia
un origen parafilético de las muestras del sur
de México identificadas como S. hirsutus en
su forma sensu lato, por lo que este grupo de
haplotipos representan un tnico linaje.

Para S. hirsutus de Venezuela, las distan-
cias genéticas intrapoblaciones obtenidas son
iguales a cero, de manera que los ejemplares
analizados dentro de cada localidad son idén-
ticos con base en la composicién nucleotidica,
mientras que los valores interpoblacionales
entre estos tres haplotipos estuvieron entre 0.5-
0.6% (Cuadro 1). Las distancia intrasubclados
para S. hirsutus indican que las poblaciones
estudiadas de Venezuela tienen una homoge-
neidad genética mayor (subclado A=0.6%),
en comparaciéon con aquellas de Centroamé-
rica (subclado B=0.8%) 6 México (subclado
C=5.3%). Las distancias genéticas intersub-
clados estuvieron entre 3.7 y 6.3%, las cuales
sugieren tiempos de divergencia segiin el reloj
molecular entre 1.06-1.80 millones de afios.
La distancia genética intraespecifica del grupo
hispidus fue de 4.0% para S. hirsutus, de 2.9%
para S. hispidus y de 3.0% para S. toltecus.

Los resultado del test de Tajima indican la
ausencia de sitios divergentes entre las secuen-
cias de las localidades de S. hirsutus hirsutus de
Venezuela, mientras que al comparar secuen-
cias de los tres subclados de S. hirsutus se obtu-
vo siempre un sitio de divergencia (Cuadro 2).
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DISCUSION

Las poblaciones del Valle de Sartenejas y
de la Sierra de San Luis presentaron cada una
un solo haplotipo para las 810 pb del gen de
Citocromo b, marcador molecular que comun-
mente muestra variabilidad a nivel intrapo-
blacional en mamiferos (Kocher ez al. 1989).
Sin embargo, esta ausencia de variabilidad
también ha sido sefialada por otros autores
para los roedores: Akodon cursos (Geise et al.
2001), Stenocephalemys sp., Praomys albipes
(Lavrenchenko & Verheyen 2000), y para S.
alstoni, S. hirsutus hirsutus y S. mascotensis
(Peppers et al. 2002). En el andlisis de parsi-
monia, estos dos haplotipos (del Valle de Sar-
tenejas y de la Sierra de San Luis) formaron
un grupo monofilético junto con la secuencia
de S. hirsutus hirsutus de Sarare, Estado Lara,
con un alto valor de Bootstrap (99%). Estos
resultados indican que los ejemplares recolec-
tados e identificados como S. hispidus en esas
localidades corresponden a S. hirsutus hirsu-
tus y constituyen el registro de dos nuevas
localidades para la distribucién de esta especie
de acuerdo a éste gen.

En general, los tres haplotipos para S.
hirsutus hirsutus de Venezuela pertenecientes
a tres poblaciones aisladas geogrificamente
y a tres dreas biogeograficas: Cordillera de la
Costa (Valle de Sartenejas), Sistema Coriano
(Sierra de San Luis) y Cordillera Andina (Sara-
re), no evidencian divergencia nucleotidica por
lo que no hay estructura filogenética dada a una
politomia dura interna, lo cual indica la exis-
tencia de una historia evolutiva comun. Esta
homogeneidad o ausencia de estructura puede
ser explicada por la presencia de poblaciones
continuas (Linares 1998), no examinadas en
este trabajo, que podrian mantener el flujo
génico entre las poblaciones mds periféricas.
Ademds, para el caso de la especie S. hispidus,
se ha registrado una movilidad importante de
13 metros por dia en promedio avanzando fren-
te a barreras naturales, caracteristicas éstas que
pueden aumentar la dispersion geografica de la
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CUADRO 1
Distancia genética (Tamura-Nei) y tiempo de divergencia para las especies y grupos de Sigmodon

TABLE 1
Genetic distance (Tamura-Nei) and divergence time for species and groups of Sigmodon

Tiempo de

Grupo Distancia genética (%) R
Distancias intrapoblacionales de S. hirsutus de Venezuela
S. hirsutus Valle de Sartenejas 0 -
S. hirsutus Sierra de San Luis 0 -
Distancias interpoblacionales de S. hirsutus de Venezuela
S. hirsutus Sierra de San Luis vs. S. hirsutus Valle de Sartenejas 0.6 0.17
S. hirsutus Sierra de San Luis vs. S. hirsutus Sarare 0.5 0.14
S. hirsutus Sarare vs. S. hirsutus Valle de Sartenejas 0.6 0.17
Distancias dentro de subclados de S. hirsutus
Dentro de S. hirsutus Venezuela (A) 0.6 -
Dentro de S. hirsutus Centroamérica (B) 0.8 -
Dentro de S. hirsutus México (C) 53 -
Distancias entre los subclados de S. hirsutus
S. hirsutus Venezuela (A) vs. S. hirsutus México (C) 6.3 1.80
S. hirsutus Venezuela (A) vs. S. hirsutus Centroamérica (B) 37 1.06
S. hirsutus México (C) vs. S. hirsutus Centroamérica (B) 42 1.17
S. hirsutus Venezuela (A) vs. S. hirsutus Centroamérica y México (B y C) 4.5 1.23
Distancias intraespecificas
Dentro de S. hirsutus 4.0 -
Dentro de S. hispidus 29 -
Dentro de S. toltecus 30 -
Distancias interespecificas
S. hirsutus Centroamérica y México (B 'y C) vs. S. alleni 8.8 2.51
S. hirsutus Venezuela (A) vs. S. alleni 7.0 2
S. hirsutus vs. S. hispidus 13.0 3.74
S. hirsutus vs. S. toltecus 12.6 3.63
S. hispidus vs. S. toltecus 12.6 3.60
S. hirsutus vs. S. alleni 8.1 2.14
S. hirsutus vs Peromyscus leucopus 21.7 6.20

Se asume que cada 3.5% de diferencia corresponde a una divergencia de un millén de afios.
It is assumed that every 3.5% difference corresponds to a difference of one million years.

especie asi como el flujo entre las poblaciones
(Cameron & Spencer 1981, Bowne et al. 1999).

Aunque, los resultados no muestran una
estructura filogenética para las poblaciones
de S. hirsutus hirsutus de Venezuela, parece
existir una agrupacién interna que muestra
relacién entre las distancias genéticas y las
distancias geograficas. La poblacién del Valle
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de Sartenejas ubicada a 316km de la Sierra de
San Luis y a 257km de Sarare presenta una dis-
tancia genética de 0.6% con respecto a ambas
poblaciones, mientras que Sarare y Sierra de
San Luis, separadas por 156km, presentan una
leve pero menor distancia genética de 0.5%.
Con respecto a la composicién nucleoti-
dica de las poblaciones del Valle de Sartenejas
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CUADRO 2
Divergencia nucleotidica (Test de Tajima) entre secuencias-haplotipos

TABLE 2
Nucleotide divergence (Test Tajima) between sequences-haplotypes

Grupo de secuencias

N° de sitios idénticos N° de sitios divergentes N° de sitios diferentes

en las secuencias entre las secuencias  tnicos en la secuencia

Valle de Sartenejas (Subclado A) 3
Sierra de San Luis (Subclado A) 803 0 2
Sarare (Subclado A) 2
Valle de Sartenejas (Subclado A) 1
Sarare (Subclado A) 780 1 3
S. hirsutus Honduras (Subclado B) 25
Valle de Sartenejas (Subclado A) 2
Sarare (Subclado A) 764 1

S. hirsutus México (Subclado C) 41
S. hirsutus griseus Nicaragua (Subclado B) 2
S. hirsutus México (Subclado C) 1105 1 31
S. hirsutus griseus El Salvador (Subclado B) 4
Valle de Sartenejas (Subclado A) 14
S. hirsutus Honduras (Subclado B) 707 6 6
S. hispidus texianus 77

y Sierra de San Luis, estas son similares a las
reportada para S. hirsutus hirsutus de Sarare y
para S. hirsutus de Centroamérica y México,
las mismas apoyan la identificacién genética
de los ejemplares analizados como S. hirsutus.
A su vez, la composicién de las secuencias de
la matriz total también se mantiene en propor-
ciones similares a las seflaladas por Peppers
& Bradley (2000) [T: 31.1%, C: 28.9%, A:
272% y G:12.8%], Carroll & Bradley (2005)
[T: 31.2%, C: 28.8%, A: 28.8% y G:11.2%]
que presentan el tipico porcentaje bajo de gua-
ninas de la regién de citocromo b en roedores
(Irwin et al. 1991).

En el 4rbol filogenético resultante, el clado
S. hirsutus estd constituido por tres subcla-
dos. El primero de ellos contiene secuencias
de ejemplares de Venezuela, subclado A; el
segundo de Centroamérica mayoritariamente
subclado B y el tercero de México, Oaxaca y
Chiapas, subclado C. Sin embargo, solo se evi-
dencia sitios de divergencia nucleotidica (Test
de Tajima) entre las secuencias-individuos del
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subclado A con respecto al subclado B/C. El
andlisis de parsimonia evidencia s6lo monofi-
lia reciproca para el subclado A (Venezuela)
basado en valores de bootstrap altos (99%),
mientras los subclados B y C estdn evidencia-
dos por valores de bootstrap bajos (51 y 59%
respectivamente). Adicionalmente, el origen
parafilético de las secuencias de S. hirsutus
spp. pertenecientes a México, Chiapas, no
apoyan la hip6tesis de un origen independiente
para las poblaciones que integran los subclados
B y C (Costa Rica, Honduras, Nicaragua y
Meéxico) explicado probablemente por introgre-
sién, lo que sugiere la existencia taxondémica
de una misma entidad filogenética en México
y Centroamérica.

El valor de la distancia genética entre S.
hirsutus de Venezuela (subclado A) con res-
pecto a S. hirsutus de Centroamérica y México
(subclados B y C) fue de 4.5%, que mucho mds
bajo que las distancias entre especies calcu-
ladas para este estudio (entre 8.1% y 13.0%).
No obstante, otros trabajos que emplearon
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citocromo b han reportado distancias simi-
larmente bajas entre especies de roedores del
mismo género. Por ejemplo, para Peromyscus
la distancia interespecifica varié entre 4% y
9.5% (Sullivan et al. 1997) y para las especies
del género Oxymycterus los valores oscilaron
desde 1.9% hasta 9.6% (Hoffmann ef al. 2002).
Igualmente, Bradley et al. (2008), sefialan
que este valor de distancia entre Venezuela y
Centroamérica-México, si bien es bajo, indica
algin nivel de aislamiento y probablemente
estos dos grupos representen diferentes trayec-
torias evolutivas.

Segun Bradley et al. (2008), la divergencia
de Venezuela con respecto a Centroamérica
y México puede deberse a la influencia de
barreras existentes en el Istmo de Panama. Sin
embargo, Carroll et al. (2005) opinan que el
Istmo de Panama no es efectivo para separar a
estas poblaciones, ya que en un estudio previo
se determin6 que ejemplares de S. hispidus del
este y oeste de Estados Unidos (un territorio
continuo) poseen una divergencia genética del
4.8%, un poco mayor a la encontrada entre los
subclados de Centro y Suramérica. Particular-
mente, nuestros resultados apoyan la hipétesis
de Bradley et al. (2008).

La distancia dentro del subclado A, que
agrupa haplotipos de la subespecie S. hirsutus
de Venezuela (0.6%) fue similar a la obtenida
dentro del clado de Centroamérica, subclado B
(0.8%). En contraste, para el clado de México,
Subclado C, sin contener subespecies, la dis-
tancia genética fue mucha mas elevada (5.3%),
lo que sugiere que los ejemplares de S. hirsutus
de Oaxaca y Chiapas de México, posiblemente
se encuentran aislados por el establecimiento
del Istmo Tehuantepec (Bradley et al. 2008).
Para las poblaciones de Centroamérica, la alta
homogeneidad nos sugiere que la identificacién
taxondmica de tres subespecies no es la mas
adecuada, segin los resultados filogenéticos.
Por otro lado, se obtuvo un alto valor de distan-
cia entre los subclados de Centroamérica (B) y
Meéxico (C) de 4.2%, y entre estos clados y el
de Venezuela de 6.3%.

La distancia intraespecifica de S. hirsutus,
de 4.0% es ligeramente mayor comparada con
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otras especies del género como S. hispidus
(29%) y S. toltecus (3.0%). A su vez, otros
estudios con base en Citocromo b han esti-
mado distancias intraespecificas menores o
semejantes a los reportados aqui. Por ejemplo,
las distancia dentro de las especies de los Ory-
zomyinos fue de 3% en promedio (Myers et al.
1995), para cuatro especies del género Akodon
fue de 0.5% a 3.95% (Patton & Smith, 1992),
para especies del grupo Peromyscus de 0.5%
hasta 3.5% (Sullivan et al. 1997) y para el
género Oxymycterus las variaciones fueron de
0% hasta 1.3% (Hoffmann et al. 2002). Por lo
tanto, la distancia genética obtenida para S. hir-
sutus parece ser alta en estos términos, opinion
apoyada por Carroll ez al. (2005).
Consecuentemente, los valores relativa-
mente altos para la distancia intraespecifica de
S. hirsutus y para las distancias entre las pobla-
ciones estudiadas de Venezuela, Centroamérica
y México parecen apoyar la hipdtesis de aisla-
miento entre estas tres poblaciones-subclados.
Sin embargo, para evaluarla satisfactoriamente
es necesario incluir mas informacién genética
de ejemplares de Suramérica, especialmente de
poblaciones de Colombia, no estudiadas atin.
Al considerar el resultado del anélisis de
parsimonia los ancestros mas inmediatos de
S. hirsutus parecen ubicarse en Norteamérica.
El tiempo de divergencia de S. hirsutus y de
S. alleni (México) es de aproximadamente
2.14 millones de afios, por lo que S. hirsutus
representa una invasion relativamente reciente
a Suramérica, que se puedo haber dado a tra-
vés del Istmo de Panamd. Diferencidndose y
aislandose posteriormente las poblaciones de
Sur y Centrodmerica de S. hirsutus durante el
periodo cuaternario (1-1.80 millones de afios).
Nuestros resultados concuerdan con la
hipétesis de Pepper ef al. (2002) quienes sefa-
lan que las poblaciones de S. hirsutus de Sura-
mérica (con base en las muestras de Venezuela)
son las mds ancestrales, asi que por ley de prio-
ridad, los ejemplares de esta distribucién estdn
correctamente nominadas como la forma sensu
stricto, S. hirsutus hirsutus. Esta afirmacion es
importante desde el punto de vista taxonémico,
puesto que permiten generar una descripcion
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formal de S. hirsutus con ejemplares de Vene-
zuela (trabajo en progreso) por su distribucion
actual endémica.

Finalmente, los resultados de diferencia-
cién genética y filogenética para la especie S.
hirsutus hirsutus respecto al clado B/C, sugiere
al menos la existencia de dos subespecies den-
tro de S. hirsutus: subespecie a) la forma sensu
estricto de Venezuela y subespecie b) la forma
Centro América-México. La subespecie b agru-
pa varias regiones geogréfica, cuyos linajes
han sido sefialados por otros autores como al
menos tres subespecies, sin embargo, los ané-
lisis muestran valores bajos de Bootstrap para
los dos subclados internos B y C, y un origen
parafilético para los haplotipos pertenecientes
a las poblaciones de México, lo que invalida
la existencia de varias subespecies, y su reduc-
cién taxénomica a una subespecie filogenética
denominada en el presente trabajo como subes-
pecie S. hirsutus mexicanensis.
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RESUMEN

Recientes estudios filogenéticos basados en la
secuencia del gen del citocromo b, han determinado que la
especie conocida histéricamente como Sigmodon hispidus
(Rodentia) en Suramérica incluye una especie S. hirsutus
de origen parafilético. El objetivo de este estudio fue pro-
bar la hipétesis de que las poblaciones de Venezuela, repre-
sentan la forma sensu estricto, los haplotipos ancestrales
y una subespecie monofilética. La metodologia consistié
en un andlisis cladistico y cdlculos de distancia genética,
a partir de secuencias de citocromo b en 12 individuos de
tres localidades en Venezuela que pertenecen a diferentes
regiones biogeogrificas, y a su vez compararlas con las
dos secuencias disponibles en Genbank de especies del
género Sigmodon. Los andlisis filogenéticos indican que
las tres poblaciones de S. hirustus de Venezuela forman un
subclado ancestral y monofilético con el apoyo de valores
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de bootstrap altos y con significativa distancia genética,
entre subclados dentro de S. hirsutus. La existencia de dos
subclados dentro de S. hirsutus sugiere dos subespecies, S.
hirsutus hirsutus en Venezuela y S. hirsutus mexicanus en
México y Centroamérica. Sin embargo, ambas subespecies
necesitan una descripcion formal.

Palabras clave: Sigmodon hirsutus, Venezuela, citocromo
b, parsimonia andlisis, taxonomia.
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