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RESUMEN: La fragmentacion del habitat es la principal causa de pérdida de biodiversidad y, al
reducir los tamafios efectivos poblacionales e interrumpir el flujo génico, se promueve la pérdida
de la diversidad genética por efecto de la endogamia y la deriva génica, incrementando la
probabilidad de extincion de poblaciones y especies. El objetivo de este estudio fue evaluar el
posible efecto de la fragmentacion de hébitat en la variabilidad genética de los perros llaneros
(Cynomys ludovicianus) del complejo Janos - Casas Grandes, Chihuahua. Se capturaron 160
individuos en 13 colonias del complejo y se amplificaron 10 microsatélites especificos. En la
mayoria de los loci se encontrd al menos un alelo con frecuencia cerca a 0.1, lo cual sugiere que
éstos se encuentran en proceso de fijacion por deriva génica o transicion. Ademas, el andlisis de
equilibrio de Hardy-Weinberg revel6 deficiencia de heterdcigos en 3 de los 10 loci y en 8 de las
13 colonias estudiadas. No se encontraron alelos nulos ni desequilibrio de ligamiento. El valor
de variabilidad genética obtenido (He = 0.525) fue menor a los reportados para otros sciuridos y
mayor a los observados en algunas especies en peligro de extinciéon. Se encontr6 diferenciacion
significativa entre las colonias y alto nimero de migrantes. Este valor puede deberse a que los
nameros son un promedio histérico y no reflejan el flujo génico actual y se relacionan con una
poblacién panmictica que se ha visto afectada por la fragmentacion del habitat. Los coeficientes
F (Fst=0.103; Fis = 0.18 y Fi7 = 0.264) y el analisis de AMOVA revelaron que la mayoria de la
variabilidad se encuentra distribuida a nivel intra-individuos y en menor medida entre las
colonias, situacion que se puede deber a la alta diferenciacién reportada entre grupos familiares.
Asimismo, se observo efecto de la deriva génica y la endogamia en la distribucién de la
variacion. El analisis de estructuracion distribuy6 a los individuos dentro de dos grupos; el 50%
de los individuos estuvieron entremezclados, es decir que son inmigrantes o descendientes de
inmigrantes. Los resultados coinciden con la historia de un complejo que se ha fragmentado a

causa de las actividades antropogénicas; sin embargo, la fragmentacion del hébitat es muy
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reciente de manera que el efecto mas importante en la variacion genética se refleja en el bajo
numero de alelos observados. La variabilidad encontrada en cada colonia se relaciona con su
historia individual. La colonia del complejo con mayor variabilidad fue ElI Cuervo que hasta
hace algunos afios era la mas grande de Norteamérica, de manera que proponemos que esta
colonia se proteja y funcione como poblacion fuente en caso de realizar reubicacion de
individuos hacia las colonias con baja variabilidad genética como El Uno Norte; también es
necesario manejar aquellas colonias con baja variabilidad, alta endogamia y aisladas como Agua
Blanca, La Cal, EI Uno Norte y Presa Casa de Janos, asi como incrementar la conectividad entre
colonias que permita el reestablecimiento de flujo génico entre ellas, para promover la

permanencia, a largo plazo, de esta especie y el pastizal que habita.
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ABSTRACT: Habitat fragmentation is one of the main causes of biodiversity loss, and when
effective population size decreases and gene flow is interrupted, loss of genetic variability is
promoted by the effect of inbreeding and genetic drift, which increases the extinction probability
of populations and species. The objective of this study was to assess the possible effect of habitat
fragmentation on the genetic variability of the black tailed prairie dogs (Cynomys ludovicianus)
in the Janos - Casas Grandes complex in Chihuahua. 160 prairie dogs were captured in 13
colonies from this complex, and 10 specific microsatellite loci were amplified. In most loci, one
allele with a frequency close to 0.1 was found, which suggests that these alleles are closed to
fixation due to genetic drift or in transition. In addition, analysis of Hardy-Weinberg equilibria
revealed heterozygote deficiency in three of the 10 amplified loci and in 8 of the 13 sampled
colonies. There were no null alleles or linkage disequilibrium. Genetic variability (He = 0.525)
was lower than those previously reported for other sciurids and higher than the reported for
some endangered species. Genetic differentiation between colonies was statistically significant
and gene flow was high. High gene flow estimates could be related to the fact that they represent
historic values and not the actual gene flow, and they could also reflect a panmictic population
that has been fragmented by human activities. F statistics (Fst = 0.103; Fis = 0.18 and Fr =
0,264) and AMOVA analysis revealed that variability is distributed in a greater proportion
within individuals and in a lesser proportion among colonies, which can be related to the high
differentiation between coteries previously reported. There were signs of the effect of genetic
drift and inbreeding on genetic variation distribution. Structure analysis assigned individuals to
two clusters; 50% of individuals presented admixture, which could be interpreted as being
immigrants or descendents of immigrants. Results were consistent with the history of a complex
that has been fragmented by anthropogenic activities, nevertheless, habitat fragmentation is very

recent and the most important effect of fragmentation on genetic variability is observed on the
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low number of alleles found on the population. Genetic variability found on each colony is
related to its history. The colony that presented the highest genetic variation was El Cuervo,
which until recently, was the largest colony in North America. This colony must be protected
and, it can work as a source for the translocation of individuals towards those colonies that have
low genetic variability such as ElI Uno Norte; it is also necessary to manage those colonies that
presented low genetic variability, high inbreeding and isolation such as Agua Blanca, La Cal, El
Uno Norte and Presa Casa de Janos, as well as increasing population connectivity that will
allow gene flow reestablishment in order to promote this species and grassland permanence in a

long term.
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1. Introduccién

Nos encontramos en un periodo de extincion de especies a gran escala (Myers, 1997; Ceballos y
Ehrlich, 2002; Frankham et al. 2005). A diferencia de los periodos de extincion pasados, el
actual se debe principalmente al efecto directo o indirecto de las actividades antropogénicas y el
principal problema radica en que las especies se estan perdiendo a una tasa que sobrepasa el
origen de especies nuevas (Frankham et al. 2005).

Como respuesta a esta crisis surge la biologia de la conservacién, un campo
multidisciplinario que aplica principios de ecologia, biogeografia, genética, economia, sociologia,
antropologia, filosofia y otras disciplinas tedricas en el mantenimiento de la diversidad biol6gica
(Meffe y Carrol, 1997). Con el avance de las técnicas moleculares, surge la genética de la
conservacion que se centra en la aplicacion de la genética de poblaciones y la genética
cuantitativa para preservar a las especies como entidades dinamicas capaces de acoplarse al
cambio ambiental a partir del manejo genético de poblaciones pequefias, de la resolucion de
ambiguedades taxonoémicas, de la definicion de unidades de manejo dentro de las especies y del
uso de andlisis genéticos moleculares en la ciencia forense y la comprension de la biologia de las
especies (Frankham et al. 2005; Rocha y Gasca, 2007).

Por otra parte, diversos estudios han sefialado la importancia de considerar datos tanto
demograficos como genéticos en la toma de decisiones para la conservacion de especies, ya que
ambos aspectos se encuentran cercanamente relacionados. Esta relacién ocurre porque en
poblaciones pequefas los factores estocasticos aceleran el declive de la poblacién e inician un
ciclo de alta deriva génica y depresion por endogamia que disminuyen la adecuacion, e
incrementan la variacion demografica promoviendo un declive mayor del tamafio efectivo

poblacional, aumentando asi, la probabilidad de extincion; a este modelo se le denomina “vértice
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de extincion” (Fig. 1; Rocha y Gasca, 2007). En consecuencia, la toma de decisiones de
conservacion y la implementacion de planes de manejo de especies que se encuentran en riesgo,
se apoyan cada vez més en el estudio de la variabilidad genética y la manera en la que ésta esta

estructurada dentro las poblaciones (Frankham, 1996; Frankham et al. 2005).

Variacion ambiental

Eventos catastroficos

Cambio climético

+ Depresion
por endogamia + Variacion

\ \ K demogréfica
+ Deriva \
Génica \ + Subdivisién por

fragmentacion

«—{ Extincién

N

Destruccion del habitat

Menor tamaiio
efectivo Ne

Degradacion ambiental
Fragmentacion

Sobreexplotacién

Especies invasoras

Figura 1. Vértice de extincion (Rochay Gasca, 2007).

En la actual crisis de extincién (Myers, 1997; Ceballos y Ehrlich, 2002; Frankham et al.
2005) se ha identificado a la fragmentacion del habitat como una de las causas principales de la
pérdida de biodiversidad (Myers, 1997; Frankham et al. 2005), y el tipo de perturbacion
antropogénica con mayor impacto negativo en la variabilidad genética (DiBattista, 2008). La
fragmentacion del habitat tiene consecuencias en el medio ambiente fisico, al alterar los flujos
fisicos (radiacion, viento, agua y nutrientes) y en el ambito biogeogréfico. El efecto de ésta sobre
las poblaciones varia de acuerdo al tiempo de aislamiento y a la distancia entre parches, asi como
con el tamafo, la forma y la posicion de los parches individuales, siendo los remanentes grandes

los menos afectados por el proceso (Saunders et al. 1991).
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De acuerdo con Frankham y colaboradores. (2005), la fragmentacién del hébitat involucra
dos procesos: 1) la reduccidn en el &rea total del habitat; y 2) la generacién de parches aislados a
partir de una distribucion continua. Estos procesos tienen como implicacion la reduccion general
del tamafio poblacional de la mayoria de las especies y la reduccion de la migracion entre los
parches de manera que afectan la composicion genética de las especies, ya que al incrementarse
la endogamia y la deriva génica se erosiona la variabilidad.

La UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza; www.iucn.org)
sefiala que la variabilidad genética es uno de los aspectos de la biodiversidad que se debe
preservar, ya que ésta es la materia prima para la evolucién (McNeely et al. 1990). La
variabilidad genética representa un balance entre la mutacion, la deriva génica y la seleccion
natural, y altos niveles de variacion son considerados sanos ya que confieren a las poblaciones la
habilidad de responder a presiones de seleccion (Amos y Harwood, 1998). Estudios
experimentales y de campo han relacionado bajos niveles de variabilidad genética con alta
probabilidad de extincion (Newman y Pilson, 1997; Saccheri et al. 1998; Madsen et al. 1999;
Spielman et al. 2004). La variabilidad genética es importante para la persistencia de las
poblaciones, especialmente, para aquellas que se han fragmentado, han atravesado cuellos de
botella o presentan pérdida rapida de la variabilidad genética y se encuentran en peligro de
desaparecer (Gaggiotti, 2003; Spielman et al. 2004; Frankham et a. 2005).

Para comprender la influencia de las fuerzas evolutivas en poblaciones perturbadas,
primero debemos describir y cuantificar la cantidad de variacion genética en una poblacion y el
patron de variacion entre poblaciones (Hedrick, 2005). Los estudios de variabilidad genética en
poblaciones afectadas por actividades antropogénicas permiten evaluar y distinguir entre patrones
actuales e historicos de variabilidad, asi como el estado de conservacion de las poblaciones y, en

caso de ser necesario, realizar planes de manejo para su incremento, considerando la historia
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bioldgica de la especie o poblacion estudiada (Frankham et al. 2005). Ademas, es necesario
realizar estudios comparativos entre sitios fragmentados y no fragmentados (Williams et al.,
2003), o con especies cercanas, lo cual permite identificar los resultados relacionados con la
fragmentacion del habitat. Los estudios con este enfoque deben ser considerados prioritarios
(DiBattista, 2008).

La fragmentacion del habitat incrementa la diferenciacion genética entre poblaciones y
disminuye los niveles de variacion dentro de las poblaciones con relacion a taxa emparentados
(Williams et al. 2003; DiBattista, 2008). Al reducirse el tamafio efectivo poblacional se observa
un incremento en el efecto de la endogamia y la deriva génica, lo cual implica una tendencia
hacia la pérdida y fijacion de alelos y una disminucion en la heterocigosidad (Frankham, 1997;
Frankham et al. 2005). Ademas, al restringirse el flujo génico se observa un incremento en la
endogamia, y en consecuencia en la depresion por endogamia, y en la diferenciacion genética
entre los fragmentos; procesos que tienen como efecto la pérdida de variabilidad genética dentro
de cada fragmento que compromete el potencial evolutivo e incrementa la probabilidad de
extincion de las especies (Frankham, 1996; Maudet et al. 2002; Frankham et al. 2005).

Es importante realizar estudios de variabilidad genética en poblaciones amenazadas por la
fragmentacion del habitat como es el caso del perro llanero de cola negra (Cynomys
ludovicianus), una especie que en México se encuentra en la categoria de especie amenazada
(NOM-ECOL-059-2001), que ademaés es considerada especie clave e ingeniero del ecosistema de
los pastizales del norte de México (Ceballos et al. 2005). Los pastizales de la region de Janos,
Chihuahua, donde se llevo a cabo el estudio estan considerados dentro de las regiones terrestres
prioritarias para la conservacion por la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO; Arriaga et al. 2000). Ademas, el sistema de colonias de perros

Ilaneros representa un modelo ideal para estudios de fragmentacién del habitat y conservacion,
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pues conforman una metapoblacion con colonias de distintos tamafios, edades y densidades
poblacionales, en las cuales el impacto antropogénico se ha dado de manera diferencial.

El objetivo del presente estudio es evaluar el posible efecto que ha tenido la
fragmentacion del hébitat causada por la expansion de la agricultura y la ganaderia en la
variabilidad genética de los perros llaneros del complejo Janos - Casas Grandes, Chihuahua, asi
como, proponer medidas de manejo, basadas en informacidn genética, para la recuperacion y
persistencia de la especie que, ademas, puede influir directamente en la permanencia de este
pastizal en el largo plazo. El presente trabajo representa el primer estudio genético de la especie

en el extremo sur de su area de distribucion.
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2. Antecedentes

2.1 Marco Tedrico
2.1.1 Microsatélites

Los marcadores genéticos se pueden utilizar para calcular muchos parametros de interés
para los ecdlogos, como las tasas de migracién, el tamafio poblacional y el parentesco (Selkoe y
Toonen, 2006). Entre los marcadores moleculares, los microsatélites son ampliamente utilizados
porque tienen el potencial para proveer estimaciones recientes de migracion, también tienen un
alto poder de resolucion para distinguir tasas de migracion relativamente altas, y pueden estimar
el parentesco de los individuos (Selkoe y Toonen, 2006). Son marcadores neutrales altamente
variables, ideales para el estudio de la variacion intraespecifica (Harper et al. 2003).

Los microsatélites son repeticiones de secuencias de 1 a 6 nucledtidos colocadas una junto
a otra y se encuentran en alta frecuencia en los genomas nucleares de la mayoria de los taxa. Las
unidades de repeticion encontradas comuUnmente son dinucleétidos, trinucleGtidos y
tetranucledtidos. Un locus de microsatélite generalmente varia entre 5 y 40 unidades de
repeticién en cuanto a longitud, aunque se pueden encontrar cadenas mas largas (Selkoe y
Toonen, 2006).

Una caracteristica importante de los microsatélites, es que mutan de manera frecuente por
errores de acoplamiento durante el proceso de replicacion del ADN, en el que cambian el nimero
de unidades de repeticion y por lo tanto la longitud de la cadena (Selkoe y Toonen, 2006). La
tasa de mutacion en microsatélites se ha calculado en el orden de 107 por locus, en contraste con
las secuencias de ADN donde las mutaciones puntuales por nucleétido van de 10 a 10”° (Vali et
al. 2008). Estas altas tasas de mutacién generan mayor diversidad alélica, condicién necesaria

para el estudio de procesos genéticos que actlan en escalas de tiempo ecoldgico, de manera que
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permiten responder preguntas ecoldgicas en una escala fina y tienen poder para detectar patrones
demograficos (Selkoe y Toonen, 2006).

Los microsatélites son marcadores moleculares altamente informativos, que tienen bajo
costo, se aislan facilmente y presentan alto polimorfismo, por lo que se consideran marcadores
moleculares 6ptimos para el desarrollo de estudios genéticos a una escala ecoldgica, simpre y
cuando el investigador esté conciente de sus limitaciones, pues al tratarse de sitios altamente
polimérficos con tasas de mutacion alta y un comportamiento mutacional complejo pueden
producir una vision sesgada de los niveles generales de variabilidad genética. Ademas, son
dificiles de automatizar y se presenta un sesgo en la publicacion, ya que aquellos loci
monomdrficos o con variabilidad limitada no son reportados ni considerados al realizar los
andlisis (Schlotterer, 2004; Selkoe y Toonen, 2006; Vali et al. 2008). Algunos autores
recomiendan el uso de los single nucleotide polymorfisms (polimérfismos en un sélo nucle6tido;
SNPs) en lugar de los microsatélites, ya que presentan tasas de mutacién bajas, son abundantes en
el genoma, son faciles de tipificar y permiten la comparacién entre estudios; sin embargo existe
debate respecto a las ventajas del uso de estos marcadores sobre los microsatélites (Schlotterer,

2004; Vali et al. 2008; Vignal et al. 2002).
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2.1.2 Diversidad y estructura genética
Principio de Hardy-Weinberg

El principio de Hardy-Weinberg nos permite estimar las frecuencias genotipicas a partir
de las frecuencias alélicas y es la base de la teoria de la genética de poblaciones. La relacion
entre las frecuencias alélicas y genotipicas de acuerdo con este principio, esta dado por:

AA:p? Aa: 2pq aa:q’

Donde p?, 2pq y g° son las frecuencias de los genotipos AA, Aa y aa en los cigotos de una
generacion dada, y p y q son las frecuencias de los alelos A y a en los gametos de la generacion
previa, de manera que p + q = 1 (Hartl y Clark, 2007). Las frecuencias genotipicas esperadas de
acuerdo al modelo de Hardy-Weinberg para un locus dos alelos (p y q) se encuentran en la
proporcion (Hedrick, 2005):

p*+2pq +q°=1

Cuando se cumplen los supuestos de este principio: 1) organismos diploides; 2)
reproduccion sexual; 3) un gen con dos alelos; 4) frecuencias alélicas idénticas en machos y
hembras; 5) apareamiento aleatorio; 6) poblacién infinita; 7) no migracion; 8) no mutacion y; 9)
la seleccion natural no afecta a los alelos; entonces, las frecuencias genotipicas son estables en el
tiempo, es decir, se encuentran en las proporciones esperadas de acuerdo al equilibrio de Hardy-
Weinberg (Hedrick, 2005; Hartl y Clark, 2007).

Al analizar cdmo se comportan las frecuencias alélicas con respecto al equilibrio de
Hardy-Weinberg, podemos determinar si las fuerzas evolutivas estdn actuando en nuestra
poblacion (Hedrick, 2005). Este analisis no indica qué supuestos son los que se rompen y, por lo
tanto, qué fuerzas evolutivas son las que actuan, de manera que es necesario realizar otros analisis
que ayuden a identificarlas. Sin embargo, el que las frecuencias genotipicas se encuentren dentro

del equilibrio de Hardy-Weinberg no implica que se cumplan todos los supuestos de la teoria, ya
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que las pruebas estadisticas convencionales no lograran detectar el desequilibrio si las
desviaciones de los supuestos no son lo suficientemente grandes (Hartl y Clark, 2007).

La presencia de alelos nulos y desequilibrio de ligamiento producen artefactos que se
observan como una desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg. Los alelos nulos se producen
cuando hay una mutacion, provocando una falla en la amplificacién del microsatélite que se
puede expresar como un exceso de homocigotos (Van Oosterhout et al. 2004), mientras que el
desequilibrio de ligamiento es la asociacién no aleatoria de alelos en diferentes loci, y se
relaciona con la frecuencia de recombinacion entre genes (Hedrick, 2005; Hartl y Clark, 2007).
El desequilibrio de ligamiento es resultado de la historia, ya que refleja la ancestria comun entre
los haplotipos presentes en cualquier poblacion. Este se presenta cuando dos o mas alelos se
encuentran en una posiciébn muy cercana dentro de un cromosoma Yy la segregacién no es
independiente, provocando que sus frecuencias alélicas y genotipicas se comporten de la misma
manera, es decir, estén asociados estadisticamente (Frankham et al. 2005; Hedrick, 2005). El
desequilibrio de ligamiento también se puede presentar en genes que no se encuentran
fisicamente ligados; tal es el caso 1) cuando hay desequilibrio de ligamiento en la poblacion
ancestral y éste alin no se ha disipado debido a una tasa de recombinacion baja; 2) cuando se
presenta ventaja selectiva en cierto tipo gamético; 3) como artefacto de la entremezcla de
subpoblaciones que difieren en cuanto a sus frecuencias alélicas; 4) cuando hay una inversion en
un cromosoma que afecta la tasa de recombinacion en un sitio, seguido de una conversion; y 5)

cuando hay autofecundacion (Hartl y Clark, 2007).

26



Variabilidad genética

La diversidad genética es la variedad de alelos y genotipos presentes en una poblacién,
una especie o un grupo de especies (Frankham et al. 2005). La teoria neutral (Kimura, 1968)
asume que la mayor parte de la variacién es selectivamente neutra, es decir que la seleccion juega
un papel poco importante en la determinacion de las variantes moleculares que se mantienen, y
propone que los distintos genotipos tienen un efecto equivalente en la adecuaciéon. De acuerdo
con esta teoria, la variabilidad genética esta influenciada principalmente por la mutacion que la
generay la deriva génica que la elimina; y los procesos que influencian la cantidad y el patron de
la variacion molecular son los mismos en cualquier tipo de variacion genética (alelos o
secuencias de nucleédtidos), aunque sus efectos relativos puedan ser diferentes (Hedrick, 2005).

La variabilidad genética se requiere para que las poblaciones se adapten a los cambios
ambientales, y se refleja en las diferencias entre individuos para diversos caracteres, entre ellos la
tasa reproductiva, la sobrevivencia y el comportamiento. Al utilizar marcadores moleculares, la
variabilidad genética se describe utilizando la proporcion de loci polimoérficos, la heterocigosidad
esperada y la diversidad alélica (Hedrick, 2005).

El polimorfismo, se refiere a la presencia de méas de un alelo por locus y, la proporcién de

loci polimdrficos se mide de la siguiente manera:

donde x es el nimero de loci polimdrficos en una muestra de m loci (Hedrick, 2005). Esta
medida de variacion es la mas adecuada para loci de aloenzimas y en menor medida para loci
altamente variables, en los cuales una alta proporcion de loci son polimérficos en la mayoria de

las poblaciones (Hedrick, 2005).
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La heterocigosidad esperada es la cantidad de heterocigotos que esta presente en una
poblacion suponiendo el modelo de Hardy-Weinberg (Nei, 1987); generalmente se reporta la
heterocigosidad esperada como medida de variabilidad genética, ya que es menos sensible al

tamano de la muestra que la observada. La heterocigosidad esperada se calcula como:

k
He = (n/n-1)1 - =p;?
i=1

donde k es el nimero de alelos y p; es la frecuencia del homocigoto para el alelo i.
Por otra parte, la diversidad alélica, riqueza alélica o promedio de alelos por locus se

expresa:
A =Y numero de alelos por locus/NUmero de loci muestreados

En términos de conservacion la riqueza alélica se considera mas importante que la
heterocigosidad, ya que el limite de respuesta a la seleccion durante varias generaciones esta
determinada por la composicion alélica inicial, independientemente de las frecuencias (Petit et al.
1998). Esta medida de variabilidad est4 fuertemente influenciada por el tamafio de la muestra, de
manera que comparaciones entre poblaciones con tamafios de muestra distintos deben ser
interpretados con precaucion (Hedrick, 2005). La relacion entre el tamafio de la muestra (N) y el
numero promedio de alelos (A) es asintética y se ha reportado que N > 40 es necesario para
eliminar el sesgo (Leberg, 2002). El grado de polimorfismo también afecta la relacion entre N 'y
A. Los loci con bajo polimorfismo se verdn menos afectados por el tamafio de la muestra que los

loci altamente polimérficos (Leberg, 2002). Dada la importancia de la riqueza alélica en
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términos de conservacion, se deben realizar correcciones para el tamafio de la muestra como las
curvas de rarefaccion (Petit et al. 2002; Kalinowski, 2004).

La mayoria de las especies y poblaciones en peligro de extincion tienen menor diversidad
genética que aquellas especies con tamafios poblacionales grandes. La diferencia en los niveles
de variacién genética entre poblaciones y especies se relacionan con los tamafios poblacionales
historicos y actuales, la presencia de cuellos de botella, el sistema de apareamiento, la seleccion
natural, la presencia de tasas de mutacion diferenciales, la inmigracion y emigracion entre

poblaciones y la interaccion entre todos estos factores (Frankham et al. 2005).

Estructura genética

La mayoria de las poblaciones se encuentran agrupadas en subpoblaciones méas pequefias
dentro de las cuales ocurre el apareamiento; a esta subdivision se le llama estructura poblacional.
Cuando hay subdivisién poblacional habra diferenciacion genética entre las poblaciones. La
diferenciacion genética se refiere a la diferencia en las frecuencias alélicas de las subpoblaciones,
y puede ser resultado de la seleccion natural diferencial entre poblaciones y de la deriva génica
(Hartl y Clark, 2007).

Wright (1969) desarroll6 una aproximacion a la reparticion de la variabilidad genética en
una poblacién subdividida que se utiliza comdnmente y provee una descripcion obvia de la
diferenciacion y consiste de tres coeficientes de correlacion o coeficientes F que distribuyen la
variabilidad genética a nivel de poblacional total (T), de subpoblacion (S) y de individuo (1)
(Hedrick, 2005; Hartl y Clark, 2007).

Los parametros de los estadisticos F son: Fsr que es una medida de la diferenciacion
genética en las poblaciones. Este coeficiente se refiere al efecto de la subdivision poblacional en

la endogamia y es la probabilidad de que dos alelos obtenidos al azar de una poblacion sean
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idénticos por descendencia. El valor de Fsr siempre es positivo y puede variar entre 0 (sin
diferenciacion) y 1 (poblaciones completamente diferenciadas) (Frankham et al. 2005; Hedrick,

2005; Hartl y Clark, 2007). Se puede expresar en términos de la heterocigosidad, de manera que:

FST =1- (HslHT)

donde Hs es la heterocigosidad promedio esperada a nivel subpoblacional y Hr es la
heterocigosidad esperada a nivel total (Hedrick, 2005; Hartl y Clark, 2007).

Los indices de fijacion Fis y Fir se utilizan como medidas de la endogamia, que se refiere
al apareamiento no aleatorio en donde la probabilidad de que un individuo sea autécigo (con
alelos idénticos por descendencia) es mayor que para una poblacion panmictica (Moreno-
Letelier, 2007). EIl indice Fis es la correlacion entre alelos homdlogos en los individuos con
referencia a la poblacion local y mide la reduccién de la heterocigosidad de un individuo debido
al apareamiento no aleatorio dentro de una subpoblacién. Fr o coeficiente de endogamia total de
un individuo es la correlacion entre alelos homologos en los individuos con referencia a la
poblacion total. Ambos pueden tener valores de -1 a 1, donde valores positivos indican
deficiencia de heterdcigos y negativos exceso de heterdcigos (Hedrick, 2005; Abarca-Garcia y
Lépez-Villalobos, 2007; Hartl y Clark, 2007). También se expresan en términos de la

heterocigosidad:

F|3 =1- (H|/H3) F|T =1- (H|/HT)

donde H, es la heterocigosidad promedio observada a nivel subpoblacional (Hedrick,

2005; Hartl y Clark, 2007).
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Cuando dos o mas subpoblaciones se fusionan o son consideradas como una sola
poblacion (por un error en el muestreo), se presenta un fenémeno conocido como rompimiento
del aislamiento o efecto Wahlund. Este establece que la fusion y apareamiento aleatorio de las
subpoblaciones incrementard la frecuencia observada de homocigotos en comparacion a la
esperada en una poblacion homogénea en una cantidad igual a la varianza, mientras que la
frecuencia observada de heterocigotos disminuird en una proporcion igual al doble de la varianza.
Si existen diferencias en las frecuencias alélicas de las subpoblaciones consideradas como una
sola poblacion habra deficiencia de heterocigotos y un exceso de homocigotos aun cuando las
frecuencias alélicas de cada subpoblacion se encuentren en equilibrio de Hardy-Weinberg

(Hedrick, 2005).

2.1.3 Procesos evolutivos en poblaciones fragmentadas

La cantidad de variacién encontrada en una poblacion depende de la relacion entre la
mutacion, el flujo génico, la seleccion y la deriva génica. Sin embargo, se ha observado que en
poblaciones pequefias y fragmentadas el impacto de cada una de estos procesos cambia con
respecto a lo registrado en poblaciones con tamafos efectivos poblacionales grandes; por
ejemplo, la seleccién es menos efectiva y la deriva génica tiene une impacto mucho mayor, de
manera que se compromete el potencial de respuesta a cambios ambientales de las poblaciones, lo
cual puede llevarlas a la extincién (Frankham et al. 2005). A continuacion se describe el efecto

de cada uno de estos procesos en la variabilidad genética de poblaciones fragmentadas.
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Deriva génica

La deriva génica o cambios al azar de las frecuencias alélicas resultantes del muestreo de
los gametos de una generacion a la siguiente en una poblacién finita produce cambios erraticos y
grandes en las frecuencias alélicas en periodos de tiempo relativamente pequefios (Hedrick,
2005). La probabilidad de fijacién de un alelo se relaciona con el tamafio poblacional y su
frecuencia inicial. Se ha observado que la deriva génica tiene el mismo efecto esperado en todos
los loci del genoma (Hedrick, 2005).

Se ha propuesto que cuando el tamafio poblacional es pequefio, como en poblaciones
fragmentadas, la deriva génica es significativa aun para loci con efectos selectivos considerables
o cuando hay flujo génico. Asi mismo, las fluctuaciones poblacionales pueden generar cuellos de
botella o efecto fundador, donde las poblaciones descendientes pueden tener baja variabilidad
genética o baja frecuencia de alelos particulares (Hedrick, 2005). La deriva génica en
poblaciones fragmentadas provoca cambios aleatorios en las frecuencias alélicas de una
generacion a la siguiente, promueve la pérdida de variabilidad genética y la fijacion de alelos en
las poblaciones, e incrementa la diversificacion entre poblaciones réplica provenientes de la

misma poblacién ancestral (Frankham et al. 2005).

Flujo génico

El flujo génico es el movimiento entre grupos o subpoblaciones que resulta en
intercambio genético y es diferente a la migracién y dispersion (Frankham et al. 2005). Es un
componente importante en la estructura de las poblaciones, ya que actia como una fuerza que
mantiene integrada a la especie e influye en procesos ecolégicos; puede determinar la persistencia
y adaptacion de poblaciones locales, las tasas de extincién de las especies y la evolucién de los

rangos de distribucion de las especies (Aguirre-Planter, 2007).
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Los métodos indirectos de estimacion de flujo génico, desarrollados a partir de la genética
de poblaciones, se basan en la observacion de la distribucion espacial de los alelos en las
poblaciones y permite realizar inferencias de los niveles o patrones de flujo génico. En este
sentido, la mayoria de los modelos de flujo génico se basan en los conceptos desarrollados por
Sewall Wright, y suponen que los organismos forman poblaciones discretas que se diferencian
por mutacion y deriva génica (modelo de islas); o forman poblaciones con una distribucion
continua en donde la probabilidad de flujo génico disminuye conforme incrementa la distancia
geogréfica (modelo de aislamiento por distancia) (Aguirre-Planter, 2007).

El método de estimacion de flujo génico mas utilizado es el que se basa en Fsr, donde
Nm = % (1/Fst — 1) para organismos diploides; el resultado de este método debe interpretarse con
precaucion, ya que por un lado representa un promedio histérico y por el otro, sus supuestos rara
vez se cumplen. EI modelo asume un namero infinito de poblaciones, ausencia de seleccion o
mutacion, el flujo génico no es afectado por la distancia entre poblaciones y cada poblacion se
encuentra en equilibrio mutacion-deriva (Whitlock y McCauley, 1999; Aguirre-Planter, 2007).
Sin embargo, representa una aproximacion sencilla y practica al calculo de flujo génico, que con
el uso del marcador molecular adecuado, nos puede dar una idea general de lo que sucedi6 en el
pasado reciente de nuestra poblacion.

Cuando las poblaciones se han fragmentado, la conexion genética entre parches o
subpoblaciones depende de la cantidad de flujo génico efectivo entre ellas, de manera que cuando
el flujo es alto, homogeniza la variacion entre los grupos, mientras que si es bajo la deriva génica,
la seleccion y la mutacion en grupos separados van a producir diferenciacion genética.

Algunos autores consideran que las poblaciones fragmentadas se comportan como una
metapoblacion, es decir, una poblacion que consiste de un numero diferente de subdivisiones

poblacionales en parches de habitat adecuados, cuya ausencia esta determinada por extincion y
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cuya presencia esta determinada por recolonizacién desde otras poblaciones (Frankham et al.
2005). En una metapoblacion, cada subpoblacion presenta una dindmica poblacional
independiente (Antolin et al. 2006), y se ha observado que las dindmicas de extincion-
recolonizacién hace a las metapoblaciones distintas ecoldgica y genéticamente del concepto

tradicional de poblacion subdividida (Frankham et al. 2005).

Mutacion

La mutacion es la principal fuerza responsable del incremento de la variabilidad genética,
ya que es responsable de la aparicion de nuevos alelos en la poblacion (Hedrick, 2005). La teoria
establece que en poblaciones grandes la acumulacién de mutaciones se mantiene en bajas
frecuencias debido al balance entre seleccion y mutacion. Sin embargo, en poblaciones pequefias
la seleccion es menos efectiva y los alelos ligeramente deletéreos se vuelven selectivamente
neutros, de manera que las fluctuaciones en sus frecuencias son determinadas por la deriva
génica. En consecuencia, la frecuencia de algunos de estos alelos se incrementa, y se reduce la
adecuacion reproductiva; durante periodos de tiempo largos, algunos de estos alelos se pueden
fijar en la poblacion causando crecimiento poblacional negativo y un declive hacia la extincion

(Frankham, 2005).

Endogamia

En las poblaciones fragmentadas, la disminucion del tamafio poblacional y la pérdida de
conectividad entre parches promueve un incremento en la endogamia, de manera que se reduce la
heterocigosidad y el tamario efectivo poblacional (Moreno-Letelier, 2007). El apareamiento entre
individuos emparentados puede causar desviaciones de las proporciones de Hardy-Weinberg e

influye en la adecuacion promedio de la poblacion, en la tasa de cambio de las frecuencias

34



alélicas y en las condiciones para un polimorfismo estable, produciendo depresion por endogamia
(reduccion de la adecuacion reproductiva; Frankham, 1998; Hedrick, 2005). La endogamia tiene
efectos deletéreos en todos los aspectos relacionados con la reproduccion y la sobrevivencia,
incluyendo los aspectos de éxito reproductivo como son: la produccion de esperma, la habilidad
para aparearse, la fecundidad femenina, la sobrevivencia de los jovenes, la habilidad parental, la
edad a la madurez sexual y la sobrevivencia de los adultos. Estos factores inciden en la
probabilidad de extincién de las poblaciones (Frankham, 1998; Wayne y Morin, 2004; Frankham,

2005; Frankham et al. 2005; O’Grady et al. 2006).

2.1.4 Cuellos de botella

La fragmentacion del habitat puede provocar una disminucién drastica del tamafio
poblacional, al producir varias poblaciones pequefias a partir de una grande. Cuando una
poblacion desciende de pocos individuos, ya sea por efecto fundador o un cuello de botella,
puede haber cambios aleatorios en la variacion genética, de manera que las frecuencias alélicas
son diferentes de aquellas en la poblacion ancestral, resultando en baja heterocigosidad y menor
namero de alelos (Hedrick, 2005).

El resultado de un cuello de botella esta relacionado con su magnitud y duracién, mientras
méas dramatica sea la disminucion poblacional mayor sera el efecto en la variabilidad genética.
Un cuello de botella produce baja diversidad alélica, ya que cuando se presenta una reduccion
dréastica en el numero de individuos se pierden los alelos raros. Ademas, puede generar distancia
genética de manera rapida entre las poblaciones y cuando la heterocigosidad inicial es muy alta,
como la esperada en microsatélites, el efecto puede ser muy grande. En loci altamente variables
la pérdida de alelos ocurre de manera mas rapida que la pérdida de heterocigosidad (Cornuet y

Luikart, 1996; Hedrick, 2005).
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Los cuellos de botella son de primordial importancia para la genética de la conservacion,
ya que se ha observado que la variabilidad genética disminuye en especies que pasan por una
reduccion dréstica del tamafio efectivo de la poblacion. Ademas, promueven la susceptibilidad
de las especies al incremento de las tasas de endogamia, fijacion de alelos deletéreos y reducen el

potencial adaptativo de las especies aumentando el riesgo de extincion (Cornuet y Luikart, 1996).
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2.2 Sujeto de estudio: Cynomys ludovicianus

Los perros llaneros, género Cynomys, son ardillas terrestres pertenecientes a la familia
Sciuridae, que habitan planicies y pastizales extensos (Hoogland, 1995 y 1996; Pacheco y
Ceballos, 2005). Se reconocen cinco especies dentro del género, de las cuales dos se distribuyen
en México: C. mexicanus, que es endémica y se encuentra en los estados de Coahuila, Nuevo
Ledn, Zacatecas y San Luis Potosi, y C. ludovicianus que alcanza la parte méas surefia de su
distribucion en los pastizales de los estados de Sonora y Chihuahua (Ceballos et al. 2003).

Los perros llaneros de cola negra presentan la distribucion més amplia de todas las
especies de este género. Hasta hace 150 afios se distribuian desde el sur de Saskatchewan en
Canada y hasta el sur de Coahuila en México, limitaban al este en Nebraska y al oeste en
Montana y el este de Nuevo México. Se cuenta con registros fosiles que establecen que los
perros llaneros se encontraban en los estados de Chihuahua, Sonora, Jalisco y San Luis Potosi
desde el Pleistoceno (Harris, 1977; Messing, 1986). Sin embargo, el registro histérico mas
antiguo con el que se cuenta es de 1819 (Escudero, 1834), y al no contarse con registro en
petroglifos y sitios arqueoldgicos del area, se cree que esta especie pasé por una expansion
poblacional a mediados del siglo XIX, que acompafié a la expansion ganadera y el sobrepastoreo
(R. List com. pers. 2009).

Historicamente se piensa que la poblacion de C. ludovicianus en Norteamérica llegé a los
5,000 millones de individuos en 32 millones de hectéareas (156.25ind/ha; Hoogland, 2005); sin
embargo, las campafias de exterminio realizadas por medio de caceria y envenenamiento, junto
con la destruccion del habitat, produjeron una disminucién precipitada en su namero poblacional
y se estima que, en la actualidad, ocupan alrededor del 2% de su distribucién original (Ceballos et

al. 1993; Slobodchikoff et al. 2009). Actualmente se pueden encontrar en colonias aisladas
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ubicadas a todo lo largo de su area de distribucidn historica y en algunos parques nacionales de
Estados Unidos de América (Hoogland, 1996).

Su pelaje es café o café-rojizo en el lomo y con el vientre blanco. Los bigotes y ufias son
negros y el iris es de color café oscuro. Las hembras tienen 8 mamas que son visibles Gnicamente
durante la temporada de lactancia. La longitud total de los adultos es de 355 a 415 milimetros y
los machos suelen ser entre el 10% y el 15% mas grandes que las hembras. La masa corporal
varia de acuerdo a la estacion, siendo mayor en el otofio y menor en el invierno (Hoogland,
1996).

Son diurnos y gregarios (Pacheco y Ceballos, 2005) vy, a diferencia de otras ardillas de la
subfamilia Marmotinae, no hibernan (Dobson et al. 1998). Forman colonias que estan
subdivididas en grupos familiares, los cuales a su vez, estdn conformados por varias hembras
emparentadas y uno o dos machos no emparentados.

Los perros llaneros presentan gran variedad de comportamientos sociales, como la
defensa cooperativa de territorios familiares, los llamados anti-depredadores, el acicalamiento
entre individuos, y las hembras comparten el cuidado parental una vez que las crias han emergido
de la madriguera (Dobson et al. 1998). Se cree que una de las ventajas que proporciona la
formacidén de colonias en esta especie es la deteccion y proteccion de depredadores, ya que los
individuos toman turnos para alimentarse y vigilar, y al avistar un depredador los perros llaneros
emiten un llamado de alarma (Hoogland, 1995). Sin embargo, la formacion de colonias
representa una desventaja al incrementar la tasa de contagio de enfermedades y parasitos entre
individuos, y el aumento en la competencia por los recursos (Hoogland, 1995).

Las hembras son filopatricas y los machos de un afio se dispersan entre familias dentro de
la misma colonia o entre colonias. La dispersién entre colonias se caracteriza porque ocurre de

manera solitaria, el pico de dispersion es entre junio y agosto y aunque presenta un sesgo hacia
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los machos, también se ha registrado dispersion entre colonias por parte de las hembras. El
movimiento a distancias mayores de 5 km es ocasional, y generalmente se da hacia colonias
establecidas o inactivas (Antolin et al. 2006). La distancia de dispersion méxima reportada es de
10 km (Hoogland, 1996).

La mayoria de los individuos alcanza la madurez sexual alrededor de los 21 meses de
edad, aunque una baja proporcion se reproduce al alcanzar el afio. Algunos individuos,
generalmente los machos, retrasan la reproduccion hasta el tercer afio de vida (Hoogland, 1996).
El periodo de celo de las hembras dura un dia, y si no se produce la fecundacion, éstas pueden
entrar en un segundo periodo de celo 13 dias despues. Para evitar la competencia entre machos la
copula se realiza dentro de la madriguera. Generalmente, las hembras copulan sélo con el macho
residente, aunque se han registrado copulas multiples en baja proporcion (5 al 10%), asi como
solicitud de copula por parte de las hembras a machos de los grupos familiares contiguos
(Hoogland, 1995, 1996; Dobson et al. 1998). Un aspecto importante de la conducta reproductiva
de esta especie es el infanticidio, perpetrado por las hembras dentro de su grupo familiar, que
puede ser responsable de entre el 5% y el 26% de la mortalidad de las camadas (Dobson et al.
1998).

En México, la temporada reproductiva es de febrero a marzo, produciendo entre 4 y 5
crias por hembra reproductiva por afio. El parto se produce bajo tierra y las crias emergen de la
madriguera en mayo, cuando son destetadas. Los jovenes son capaces de conseguir su propio
alimento para mediados de verano (Hoogland, 1996; Pacheco y Ceballos, 2005) y los machos se
dispersan al cumplir un afio de vida.

Estos animales son herbivoros, se alimentan de pastos y hierbas aunque, ocasionalmente,
pueden consumir saltamontes y otros insectos. Excavan su propias madrigueras, las cuales estan

conformadas por taneles de 100 a 130 mm de didmetro, de 4 a 34 m de largoy de 1 a 3 m de
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profundidad (Pacheco y Ceballos, 2005). En Meéxico, la densidad promedio de madrigueras por
unidad de area dentro de las colonias de perros llaneros es de 52.7 madrigueras por hectarea, con
gran variacion espacial (42.3 - 86.5 madrigueras/ha), de las cuales alrededor del 51% se
encuentran activas (Ceballos et al. 1999).

Los perros llaneros de cola negra (Cynomys ludovocianus) son considerados especie clave
por el impacto que tienen en el ecosistema que habitan. Al excavar sus madrigueras remueven
los nutrientes de la tierra, provocando que la vegetacion sea mas productiva, ademas su conducta
de forrajeo evita el avance del mezquite y mantiene el pastizal (List y MacDonald, 1998;
Ceballos et al. 1999; Manzano et al. 2000; Miller et al. 2000; Pacheco y Ceballos, 2005). Las
madrigueras construidas por los perros llaneros son utilizadas como refugio por muchas especies
(Miller et al. 2000; Slobodchikoff et al. 2009).

Es presa importante de aves rapaces y mamiferos carnivoros como el coyote (Canis
latrans), el gato montés (Linx rufus), la zorra del desierto (Vulpes macrotis), el tejon (Taxidea
taxus), el huron de patas negras (Mustela nigripes), aves rapaces y serpientes de cascabel
(Hoogland, 1996; Pacheco y Ceballos, 2005).

A principios de los afios 1900s, se condujeron campafas de exterminio que diezmaron a la
poblacion de perros llaneros y provocaron una disminucion y fragmentacion del habitat
importante en el &rea de distribucion, ademés de la disminucién en la densidad poblacional
(Hoogland, 1996).

Uno de los complejos de colonias de perros llaneros mas grande que existe en la
actualidad es el que se encuentra en los municipios de Janos y Casa Grandes en el estado de
Chihuahua en México. Este complejo se encuentra amenazado por el cambio en el uso de suelo,
situacion que ha provocado la fragmentacion de las colonias que quedaban (Pacheco y Ceballos,

2005).
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Antecedentes genéticos de Cynomys ludovicianus

La especie de perro llanero Cynomys ludovicianus es la que mas se ha estudiado
(Hoogland, 1996). Entre los estudios que se han realizado destacan los que se refieren a la
variabilidad genética, en distintas partes de su distribucién. Aunque la mayoria de ellos fueron
realizados con aloenzimas y no son comparables con el presente estudio, permiten identificar
ciertos patrones relacionados con los procesos que afectan el comportamiento de la variabilidad
genética de esta especie. En el cuadro 1 se reportan los valores de variabilidad encontrados en
estos estudios, asi como los coeficientes de endogamia y estructuracion.

Entre los resultados mas relevantes de estos estudios se ha observado que los valores de
variabilidad y estructura genética se relacionan con la presencia de peste bubdnica (Yersinia
pestis) en las colonias, que ocasiona una dindmica metapoblacional para la cual es importante la
conectividad entre colonias, representada como la distancia entre colonias y el tiempo desde la
recolonizacion (Roach et al. 2001; Trudeau et al. 2004; Antolin et al. 2006).

Por otra parte, la mayoria de estos estudios han reportado que los altos niveles de
estructuracion genética y endogamia, se deben a la conformacion de grupos familiares dentro de
las colonias, la filopatria de las hembras y al efecto Wahlund (Chesser, 1983; Dobson et al. 1997,
1998, 2004). Daley (1992) sugiere que la alta diferenciacion genética entre grupos familiares, es
un factor que influye en el mantenimiento de la variabilidad después de un cuello de botella'y que
la heterogeneidad genética en las poblaciones de perros llaneros se debe a la baja tasa de
migracion exitosa, al reclutamiento de juveniles dentro del grupo familiar natal y a que las
hembras copulan casi exclusivamente con el macho residente.

Los analisis realizados considerando a los grupos familiares han encontrado alta
estructuracion genética entre ellos y variacion temporal en la diversidad genética al interior de los

grupos familiares (Dobson et al. 1998, 2004). Se ha observado que alelos alternativos se fijan en
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diferentes grupos familiares, pero la variacion genética a nivel de colonia se mantiene y la
migracion entre grupos familiares la redistribuye; de manera que la presencia de grupos
familiares dentro de las colonias tiene un efecto de conservacion en la diversidad genética, ya que
diferentes alelos pueden predominar en diferentes grupos familiares y la dispersion de los machos
disminuye la endogamia hacia el interior de cada grupo familiar (Dobson et al. 2004). Otro
factor que influye en el valor de los indices de fijacion es el infanticidio selectivo que puede
promover un incremento en los valores de endogamia dentro de un grupo familiar, ya que las
crias de las camadas sobrevivientes son hermanos (Dobson et al. 1998).

A partir de los andlisis genéticos a nivel de grupo familiar, se ha observado que los perros
Ilaneros tienden a incrementar la exogamia (Dobson et al. 1997); sin embargo, esto no descarta la
posibilidad de que se produzcan apareamientos entre parientes lejanos como primos y tios que, a
través de las generaciones, pueden incrementar los niveles de endogamia (Hoogland, 1995). Los
mecanismos por medio de los cuales se minimiza la endogamia son: a) la dispersion de los
machos antes de alcanzar la madurez sexual, b) los machos reproductivos permanecen maximo
dos afios en un grupo familiar y después se dispersan, c) las hembras de un afio retrasan la
madurez sexual cuando su padre se encuentra dentro del grupo familiar, y d) cuando las hembras
maduran sexualmente y su padre se encuentra dentro del grupo familiar evitan la copula con éste
y solicitan cépulas con los machos de los grupos vecinos (Foltz y Hoogland, 1983; Hoogland
1992, 1995, 1996; Dobson et al. 1998).

Dobson et al. (1997), también sugieren que, conforme aumenta la escala geogréfica, el
valor de los indices de fijacion y de variabilidad genética incrementaran; lo cual se relaciona con
la capacidad de dispersion de los perros llaneros y con que al incorporar nuevos grupos

familiares, cambian las frecuencias alélicas e, incluso, se incorporan alelos nuevos.
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Por otra parte, Roach et al. (2001) detectaron que la conectividad entre colonias es muy
importante para mantener la variabilidad genética en ellas y disminuir la endogamia. Los
aspectos importantes para la dispersion entre colonias son: la deteccion de las colonias por parte
de los perros llaneros, la proximidad de una colonia a héabitat favorable y barreras posibles como
el habitat utilizable entre ellas. Sin embargo, en complejos donde esta presente Y. pestis la
conectividad entre colonias puede resultar contraproducente al incrementar el riesgo de infeccion
de esta enfermedad que puede aniquilar al 100% de los individuos de una colonia (Roach et al.
2001; Trudeau et al. 2004; Antolin et al. 2006).

Trudeau et al. (2004) encontraron baja variabilidad y alta estructuracion en colonias que
han pasado por epidemias de peste (Y. pestis) y sugieren que en estos casos las colonias
periféricas y aisladas son reservorios de diversidad genética ya que contienen mayor variabilidad.
Ademas, se ha observado que existe correspondencia entre los valores de exogamia Yy
estructuracion cuando esta enfermedad esta presente (Antolin et al. 2006).

Finalmente, en lo que se refiere a cuellos de botella, Daley (1992) reporta que los perros
Ilaneros presentan una rapida recuperacion (3 a 5 afios), razén por la cual no se pierde tanta
variabilidad genética, aunque hay pérdida de alelos por efecto de la deriva geénica,
principalmente, en las colonias méas pequefias. Los alelos que se retienen en las colonias son
redistribuidos por medio de la dispersion, cuyo éxito estd influenciado por la distancia entre

colonias y las fluctuaciones temporales en la densidad poblacional.
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Cuadro 1. Estudios sobre variabilidad genética de perros Ilaneros.

Cynomys ludovicianus

Referencia Sitio Marcador A He Fis Fir Fst
Chesser, 1983 Nuevo México Aloenzimas 1-3 0.11-0.44 0.40 0.33 0.10
Foltz y Hoogland, 1983 Dakota del Sur Aloenzimas 1.24 0.066 -0.06 - 0.03
Daley, 1992 Dakota del Sur Aloenzimas 2-4 0.04 -0.02 009 0.12
Dobson et al. 1997 Dakota del Sur Aloenzimas -0.21  -0.01 0.16
Dobson et al. 1998 Dakota del Sur Aloenzimas -0.21  -0.01 0.16
Dobson et al. 2004 Dakota del Sur Aloenzimas -0.18 0 0.16
Roach et al. 2001 Colorado Microsatélite/s *3.0-5.1 *0.4-0.7 0.02 0.13 0.12
*1.44 *0.27
Trudeau et al. 2004 Montana RAPD 162 0.36 0.23
Cynomys gunnisoni
Travis et al. 1997 Arizona DNA fingerprint 0.11
Hayne et al. 2003 Arizona Microsatélite/s 4.29 0.49
Cynomys parvidens
Hayne et al. 2003 Utah Microsatélite/s 3 0.33-0.34
Cynomys mexicanus
McCullough y Chesser, 1987 Nuevo Leony Aloenzimas 1-4 0-0.45 0.5 0.47  0.06

Coahuila

* Sitios con registro de Yersinia pestis. A = Alelos por locus; He = Heterocigosidad esperada; y coeficientes F (Fis, Fir y Fsr).
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El &rea de estudio se encuentra en un gran valle; limita al sur y al oeste con la Sierra
Madre Occidental y al norte y al este con las tierras aridas del norte de México (List et al. 2003).
El clima es arido y templado con veranos calientes, la temperatura media anual es de 15.7°C (6°C
en enero, 26.1°C en junio; Garcia, 1973; Ceballos et al. 1999). La temporada de lluvias se
presenta en julio, agosto y durante el invierno, con una precipitacion media anual de 381 mm
(Garcia, 1973; Ceballos et al. 1999). Asi mismo, se han registrado periodos de sequia como los
que se presentaron entre 1994 y 1996 (List et al. 2003) y en 2005 (Rivera-Tellez, 2009).

La vegetacion consiste en un mosaico de diferentes tipos de pastizal, de zonas de arbustos
y plantas lefiosas, principalmente arbustos espinosos y desérticos, y de algunas zonas de bosque
ripario (Ceballos et al. 1999). Los perros llaneros se encuentran en zonas de pastizal corto y de
pastizales anuales; el primero se caracteriza por la presencia de especies como Bouteloa gracilis
y Bouteloa eriopoda, mientras que en el segundo las especies predominantes son Aristida
adscensionis y Bouteloa barbata (Ceballos et al. 2005). Dentro del pastizal se encuentran
parches aislados de cholla (Opuntia spp.), yuca (Yucca spp.), efedra (Ephedra trifurca) y
mezquite (Prosopis spp.; Ceballos et al. 1999). En distintas areas la vegetacion natural se mezcla
con zonas cultivadas, de manera que el pastizal ocupa el 34% del area, mientras que la zona
arbustiva el 16% (Ceballos et al. 2005).

Existen 333 especies de vertebrados terrestres registradas en la zona: 218 aves, 77
mamiferos, 31 reptiles y 7 anfibios (Ceballos et al. 2005). Ademas, se han observado diferencias
importantes en la composicion, riqueza y diversidad de especies de flora y fauna dentro y fuera

de las colonias de perros llaneros (Ceballos et al. 1999).
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Complejo Janos - Casas Grandes

El complejo de perros llaneros de Janos - Casas Grandes era el mas grande registrado para
1987 con més de 55,000 ha (Ceballos et al. 1993) y es uno de los pocos que no ha sido afectado
por la peste (Yersinia pestis). Este complejo fue clasificado en tres regiones (I, 11 y I1I) por
Ceballos et al. (1993), de acuerdo con la localizacion geogréfica de las colonias. La primera
comprende todas las colonias ubicadas al norte de la Sierra de EI Medio, y es el sitio que se ha
visto més afectado por la fragmentacion y pérdida del habitat; la segunda comprende todas las
colonias localizadas entre la Sierra de EI Medio y Casas Grandes, es donde se encuentra la mayor
concentracion de colonias del complejo y donde se realizo la parte principal del muestreo de este
trabajo; la tercera comprende todas las colonias ubicadas entre Nuevo Casas Grandes y Mata
Ortiz donde se muestreo una sola colonia.

En décadas recientes, el impacto masivo de las actividades humanas se ha intensificado ya
que lo que antes eran ranchos aislados se han transformado en grandes poblados (Ceballos et al.
2005), cuyas principales actividades productivas son la ganaderia y la agricultura (List y
Macdonald, 2003); mismas que se han convertido en amenazas por la pérdida y degradacion del
hébitat, el sobrepastoreo, la caza y otras actividades antropogénicas.

El reporte del efecto del sobrepastoreo como problema para la conservacién del area data
de 1955, y las sequias han incrementado su efecto hasta el punto en el que se observan areas
completamente desnudas y carcavas formadas por la erosion (Ceballos et al. 2005). Ademas,
también relacionado con las actividades ganaderas, muchas colonias fueron envenenadas hasta
1996. El impacto ha sido dramatico, para el afio 2000 se habia perdido alrededor del 64% de las
55,178 ha ocupadas por 39 colonias dispersas en 1988 (para las cuales se calculé una densidad
total de 1,155,080 a 1,696,390 perros llaneros basado en una densidad relativa de 20.9 a 30.7

ind/ha; Ceballos et al. 1993). La colonia mas grande del complejo y de Norteamérica, conocida
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2.3 Sitio de Estudio

El estudio se realizé en el complejo de colonias de perros llaneros, que se localiza en la
parte noroeste del estado de Chihuahua de la Republica Mexicana (30°50’N. 108°25°W), en el
desierto Chihuahuense, a 50 km de la frontera entre México y Estados Unidos (Fig. 2; Ceballos et
al. 1999). El complejo esta ubicado dentro de los municipios de Janos y Casas Grandes (Fig. 2),
por lo que se ha denominado complejo Janos- Casas Grandes y es el complejo de colonias
remanente mas grande de Norteamérica (Ceballos et al. 1993). Es un sitio relevante porque en él
se encuentran gran cantidad de especies amenazadas y la fauna de vertebrados de la region es
considerada una de las mas importantes en el noroeste de México (List et al. 1998), de manera

que es considerada region terrestre prioritaria por la Comision Nacional para el Conocimiento y

Uso de la Biodiversidad (CONABIO; Arriaga et al. 2000).
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Figura 2. Localizacion del sitio de estudio. Se resalta en el mapa la ubicacion del estado de Chihuahua,
México y los municipios de Janos y Casas Grandes. A la izquierda se observa la distribucion del

complejo (tomado de Ceballos et al. 2005).
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como “El Cuervo”, disminuy6 de 35,000 ha a 15,000 ha (Marcé, 2001; Ceballos et al. 2005). Las
colonias de la parte central del complejo fueron las mas afectadas, aunque las que se localizan al
norte quedaron completamente aisladas, lo que las hace més susceptibles a la extincion (Ceballos
et al. 2005). En afios recientes se han expandido las areas agricolas en diversas partes del
complejo, provocando que entre 1996 y 2000 se perdieran 1,169 ha de colonias debido a la
agricultura, lo que resultd en la desaparicion de al menos cuatro colonias y la fragmentacion del
resto (Marcé, 2001). Otra problematica a la que se enfrenta el sitio, es el avance del mezquite
que provoca cambios en la composicion de las comunidades de especies animales y vegetales
(Ceballos et al. 1999), transformando el habitat hasta el punto en que la recolonizacion de estas
areas por perros llaneros y la recuperacion del pastizal se vuelven virtualmente imposibles.

La presencia de los perros llaneros es vital para la persistencia del pastizal ya que son
especie clave e ingenieros del ecosistema que con sus actividades afectan la estructura vegetal, la
productividad y los procesos del ecosistema, asi mismo proveen refugio para al menos 21
especies de vertebrados en el area (List, 1997 y Ceballos et al. 1999), suprimen el avance del
mezquite hacia el pastizal y son presa importante de muchos carnivoros y rapaces (Ceballos et al.
2005).

Desde 1940 los municipios de Ascencion y Janos fueron decretados refugios de vida
silvestre y en la actualidad se estan realizando esfuerzos para convertir la zona en una Reserva de

la Biosfera (Ceballos et al. 2005).
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3. Objetivos

Objetivo general
Determinar el posible efecto de la fragmentacion del habitat, provocado por la expansion de la
agricultura y la sobre-explotacion ganadera, en la variabilidad genética de los perros llaneros

(Cynomys ludovicianus) de Janos, Chihuahua.

Objetivos particulares

Describir la variacion genética de los perros llaneros del complejo de Janos- Casas

Grandes.

» Conocer los niveles de estructuracion genética entre colonias del complejo de Janos-
Casas Grandes.

» Determinar el posible efecto del tamafio de la colonia y la distancia geografica entre
colonias en la variabilidad genética de los perros llaneros de Janos, Chihuahua.

» Proponer medidas para la conservacion de los perros llaneros del complejo de Janos-

Casas Grandes basadas en la variabilidad y estructuracion genética.
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Hipdtesis

» Seencontrard menor variabilidad genética en las colonias pequefias y aisladas, debido a la
reduccion en el tamafio poblacional y del flujo génico.

» Los valores de estructuracion genética aumentaran con respecto a la distancia geogréafica
entre las colonias, debido a la fragmentacién del habitat y al aislamiento.

» Habra mayor variacion genética hacia el interior de las colonias que entre ellas, ya que la
organizacion social de los perros llaneros promueve mayor estructuracion hacia el interior
de las colonias.

* Los valores de Fis no seran significativamente diferentes de cero a menos que se haya
presentado un cuello de botella reciente, haya habido una interrupcion del flujo génico, o

un incremento del efecto de la deriva génica debido a la fragmentacion del habitat.
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5. Métodos

5.1 Obtencion de muestras

Se capturaron perros llaneros en 13 colonias del complejo Janos - Casas Grandes,
Chihuahua (Fig. 3) entre el 16 de mayo y el 22 de julio de 2007. Se colocaron entre 1y 6
cuadrantes por colonia (3x4, 4x4 y 5x5 trampas por cuadrante con una distancia de 20 a 25
metros entre trampas). El nimero de cuadrantes por colonia y su tamafio varié dependiendo del
tamafio de la colonia (Cuadro 2) y la disponibilidad de trampas. La separacién minima entre
cuadrantes fue de 150 metros, correspondientes con el &rea de actividad promedio reportada para
un grupo familiar (Hoogland, 1986). Se utiliz6 alimento para caballo como cebo para el trampeo,
con un dia de precebamiento para permitir que los animales se acostumbraran a la presencia de

las trampas; los cuadrantes permanecieron activos en cada sitio entre 3y 5 dias.

Cuadro 2. Nombre, abreviacion, tamafio (ha), densidad relativa (ind/ha) y densidad (ind/colonia) de las 13

colonias muestreadas en el complejo de perros llaneros (Cynomys ludovicianus) en Janos, Chihuahua.

Tamano *Densidad relativa *Densidad total

Colonia Clave  ~ ) (ind/ha) (ind/colonia)
Agua Blanca AB 4.14 39 161.5
Buenos Aires BA 400.68 14 561
Presa Casa de Janos  CJ 6.52 8.8 57.4
El Aguila EA 303.39 5.7 1,729.3
El Cuervo EC 6,076.71 falalal ) 30,383.6
La Bascula LB 2,405.67 6 14,434
La Cal LC 29.75 **8.6 255.9
Mata Ortiz MO 71.26 2.6 185.3
Monteverde MV  3,258.89 6 19,553.3
Ojitos Sur oS 246.67 1.4 345.3
Papalote San Pedro PP 8.05 20.9 168.2
Pancho Villa PV 309.86 4.9 1,518.3
El Uno Norte UN 36.10 3.8 137.2
Total 13,121.60 8.5 111,533.6

*Datos de densidad relativa y densidad por colonia calculadas a partir de datos para loas afios 2006 y 2007
publicados por Avila-Flores (2009); **Dato calculado a partir de Rivera-Tellez (2009); ***Dato

proporcionado por R. List (muestreo diciembre-marzo 2007)
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Figura 3. Mapa de colonias muestreadas durante el trampeo. También se presentan los sitios de captura. Colonias AB: Agua Blanca, BA: Buenos
Aires, CJ: Presa Casa de Janos, EA: El Aguila, EC: El Cuervo, LB: La Bascula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde, OS: Ojitos Sur,

PP: Papalote San Pedro, PV: Pancho Villay UN: ElI Uno Norte (Modificado de Pacheco et al. 2009).
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Los individuos capturados fueron pesados, sexados y marcados con un arete metélico
numerado en cada oreja. Se extrajo 1 ml de sangre de la arteria femoral, con una jeringa
pediatrica de 3 ml. La sangre se coloc6 inmediatamente en un tubo screw tap de 1.5 ml con 20 pl
de EDTA 10 mM (Higuchi, 1989) y se agité manualmente para evitar la formacion de coagulos.
El tubo fue puesto en una hielera hasta el momento de refrigerar. Las muestras se mantuvieron

congeladas a -20 °C hasta el momento de extraccién de ADN.

5.1.1 Extraccion de ADN
El ADN de todas las muestras colectadas fue extraido con el kit de extraccion de ADN de
sangre de Bio-Rad (BioRad Blood Kit), siguiendo el protocolo del fabricante (Anexo 1). La
integridad del ADN se observo por medio de geles de agarosa al 1%, (Fig. 4) tefiidos con 0.5
pg/ml de bromuro de etidio. Los geles se corrieron durante 40 minutos y fueron visualizados con

luz ultravioleta.

.EC22 PV4 EA6 LC9 PP6 BA1 LB8 UN1

Figura 4. Gel de agarosa al 1% para comprobacion de extraccion de ADN. Cada banda representa un
individuo (EC22, PV4, EA6, LC9, PP6, LB1 y UN1); en el Gltimo pozo se observa una escalera molecular
de 100 pb
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5.2 Amplificacion y lectura de microsatélites

Se estandarizaron 10 (Cuadro 3) de los 14 microsatélites especificos para Cynomys
ludovicianus reportados por Jones et al. (2005; Cuadro 3). La amplificacion se realiz6 por medio
de reacciones de PCR con un volumen final de 20 pl que contenian las siguientes
concentraciones: Buffer 1X, dNTP 0.4 mM, Primer Forward 0.8 uM con fluorescencia HEX,
Primer Reverse 0.8 uM, Taq Polimerasa 1u/pl (Pro - Omega). Se realizaron curvas de MgCl,
con tres concentraciones distintas (la concentracion reportada, + 0.05 mM y — 0.05 mM) para
estandarizar el éptimo a utilizar en la reaccion de PCR para cada microsatélite; ademas, las
concentraciones de ADN y MgCl, variaron para cada microsatélite (Cuadro 3). El PCR se
realiz6 en un termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler con el siguiente programa:
3 min 94 °C, seguidos de 35 ciclos de 1 min 94 °C, 30 s de temperatura de anillamiento (T,*C), 30
sa72°C,y 4 mina72°C, al final se utilizé una temperatura de 4 °C para mantener el producto
en buen estado (Cuadro 3). Cabe sefialar que en todas las amplificaciones se utilizéd un control
negativo a base de agua bi-destilada para confirmar que no hubiese contaminacion.

El producto de PCR se comprobd por medio de geles de agarosa al 1.5% tefiidos con 0.5
pg/ml de bromuro de etidio, utilizando una escalera de 100pb para hacer la lectura. Los geles se
corrieron en camara de electroforesis durante 30 minutos y se observaron con luz ultravioleta; si
el producto resultante de la reaccion de PCR coincidia con el rango de tamafio reportado para
cada microsatélite (Cuadro 3), el producto era secado en una centrifuga de vacio (SpeedVac
REC10.10.-RCTO; Jouan) a 55 °C durante 3 horas. Los tubos fueron sellados con parafilm y se
enviaron al laboratorio de la CDC de Maryland en donde fueron genotipificados en un

secuenciador ABI Prism 3100.
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Cuadro 3. Condiciones para la reaccion de PCR para cada microsatélite.

No. de acceso

GeneBank Locus T.°C MgCl, (mM) ADN (ul) Motivo Rango de alelos
AY665790 A2 53 35 2 (AC)1s 208-220
AY665792 A8 57 3 2 (G 254-268
AY665791 A101 61 3 3 (GT)s 129-141
AY665793 A104 57 3.75 2 (AC);AA(AC)10 170-186
AY665796 A119 54 2.5 2 (AC)13AT(AC); 97-115
AY665797 Cl16 54 2 2 (AAGG); 185-207
AY665798 D1 52 3 3 (TATC)g 178-202
AY665799 D2 57 2.5 2 (TCTA)s 286-310
AY665802 D115 52 2.5 2 (TAGA)11 188-208
AY665803 D120 52 2.5 4 (GT)17(GA)1s 202-216

T.°C = Temperatura de anillamiento

5.3 Analisis estadisticos

La desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg de cada locus se evalud con una prueba
exacta por medio del método de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), con 10,000
desmemorizaciones, 20 batches (tratamientos por lote) y 5,000 iteraciones por batch, con el
programa GENEPOP v.4.0 (Raymond y Rousset, 1995). También las frecuencias alélicas fueron
calculadas con este programa.

Los alelos nulos se producen cuando hay una mutacion, provocando una falla en la
amplificacion del microsatélite que se puede expresar como un exceso de homaocigos; ademas, se
pueden observar alelos nulos cuando algunas muestras no amplifican o cuando hay tartamudeo
que dificulta la lectura del tamafio del alelo. La presencia de alelos nulos pueden modificar de
manera sustancial los resultados de los analisis, por la cual se analiz6 la presencia de éstos
mediante el software MICROCHECKER v.2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) por medio del
método de Brookfield (1996). Este programa, ademas, puede identificar si una deficiencia de

heterdcigos se debe a endogamia, efecto Wahlund o alelos nulos (VVan Oosterhout et al. 2004).

55



Se calculd la Fsr y los intervalos de confianza sin y con correccion ENA (estimacion de
alelos nulos), por medio del programa FREENA (Chapuis y Estoup, 2007), para observar si la
diferencia entre los valores de Fsr obtenidos era significativa y establecer si era necesario
desechar algun locus en caso de observar la presencia de alelos nulos en la muestra.

Por otra parte, se realizd una prueba de desequilibrio de ligamiento con el programa
GENEPOP v.4.0 (Raymond y Rousset, 1995) que utiliza el algoritmo EM (Expectation-
Maximization) con condiciones iniciales de 10 y 10,000 permutaciones y permite determinar la

presencia de dicho ligamiento.

5.3.1 Variabilidad genética

Las medidas de variabilidad genética generalmente utilizadas son el nimero promedio de
alelos por locus o riqueza alélica (A), la proporcién de loci polimoérficos (P) y la heterocigosis
esperada (Hg). La heterocigosis esperada (Hg), cuando hay equilibrio de Hardy-Weinberg, es la
medida de variacion més utilizada. Esta medida de variabilidad es equivalente a la diversidad
genética de Nei (1978) y considera un factor de correccion para el tamafio de la muestra y la
posible presencia de alelos nulos al realizar el calculo (Hedrick, 2005); ésta es considerada como
la medida de variabilidad genética mas adecuada. La medidas de variabilidad genética fueron
obtenidas con los programas ARLEQUIN v 3.0 (Excoffier et al. 2005) y GENEPOP v.4.0
(Raymond y Rousset, 1995). Se obtuvo la riqueza alélica (A;) corregida para el tamafio de la
muestra por medio del método de rarefaccion con el programa HP-RARE 1.0 (Kalinowski,

2005).
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5.3.2 Estructuracién genética

Coeficientes F

Los estadisticos F de Wright son los pardmetros mas utilizados para describir la
estructuracion genética de una poblacion (Weir y Cockerham, 1984; Hedrick, 2005). Se calculd
la estructuracion por poblacion y total con el programa GENEPOP v.4.0 (Raymond y Rousset,
1995) que utiliza el método propuesto por Weir y Cockerham (1984). El método de Weir y
Cockerham (1984) no tiene supuestos respecto al nimero de poblaciones, tamafio de la muestra o
frecuencia de heterécigos, y es un estimador general que permite hacer comparaciones entre
estudios con diferente estructura alélica. Los pardmetros definidos por Weir y Cockerham son
equivalentes a los estadisticos F de Wright de la siguiente manera: 1) 6 = Fgr, es la correlacion
entre gametos, elegidos al azar, de una subpoblacion con relacion a la poblacién total (co-
ancestria), se relaciona con la varianza en las frecuencias alélicas y equivale a la proporcion de
diversidad genética debida a las diferencias en las frecuencias alélicas entre poblaciones; 2) f =
Fis, es la correlacion entre gametos dentro de los individuos con relacion a la subpoblacion a la
cual pertenecen y es equivalente al coeficiente de endogamia y a la desviacion promedio de las
frecuencias genotipicas con respecto a lo esperado de acuerdo con el equilibrio de Hardy-
Weinberg; 3) F = Fyr, es la correlacion entre gametos dentro de los individuos con relacion a la
poblacion total (endogamia) y equivale a la desviacién de las frecuencias genotipicas con
respecto a lo esperado de acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg con relacion a la
poblacion total (Weir y Cockerham, 1984; Holsinger y Weir, 2009). Dada la equivalencia, en
adelante nos referiremos a los parametros 6, fy F como Fsr, Fis y Fir respectivamente.

La Rsr es otra medida de estructuracién, equivalente a Fsr, que es mas recomendada para

estimar la estructuracion cuando se utilizan microsatélites (Hedrick, 2005) ya que considera un
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modelo de mutacidn de pasos y el tamafio de los alelos al hacer el célculo de la varianza y no el
valor de He como en el caso de la Fst. Se obtuvieron los valores de Rsr pareadas con el programa
ARLEQUIN v 3.0 (Excoffier et al. 2005), utilizando los valores predeterminados por el programa
(100 iteraciones para obtener el grado de significancia). Las Rst pareadas miden el nivel de
estructuracion al comparar pares de poblaciones.

Por otra parte, se utilizd el programa POPULATIONS 1.2.30 (Langella, 1999), que
permite el célculo de los valores de soporte estadistico de cada nodo, utilizando 10,000
repeticiones, para construir un dendograma partiendo del valor de distancia genética de Nei (Da;
Nei et al. 1983). Takezaki y Nei (2008) determinaron que esta medida proporciona valores de

distancia genética y de soporte a las ramas méas adecuados para microsatélites.

Flujo génico

Con el programa ARLEQUIN v 3.0 (Excoffier et al. 2005) se calculd el nimero de
migrantes (Nm) por generacion a partir de los valores de Rsy pareadas, dado por la expresion de
Wright: Fsr = 1/(4Nm +1). Este modelo es muy sensible al cumplimiento de los supuestos de los
cuales parte (organismos diploides, apareamiento aleatorio, y tamafio poblacional, tasa de
mutacion y tasa de intercambio de migrantes constantes; Beerli, 1998; Beerli y Felsenstein,
1999). Por esta razdn también se utiliz6 el programa MIGRATE-N (Beerli y Felsenstein, 1999)
que calcula el nimero de migrantes (M;j = mi/4) entre poblaciones a partir del parametro ©
(4Nep) que permite incorporar una tasa de mutacion y una tasa de intercambio de migrantes
variables por medio de la teoria de coalescencia y el método Bayesiano (Beerli y Felsenstein,

1999).
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Los valores iniciales de ® y M fueron generados a partir del calculo de Fsr, y se permitié
variacion en el valor inicial de ® de cada subpoblacion. Ademas, se calcul6 el valor de la tasa de
mutacion (1) a partir de los datos obtenidos previamente, y al tratarse de microsatélites, se
considero que p puede ser diferente para cada loci.

Por otra parte, para reducir la varianza y lograr un analisis mas robusto, se utiliz6 una
cadena larga con 50,000 pasos registrados cada 20 pasos con una réplica y 1,000,000 burn-in
chains (arboles descartados por cadena). Ademas, de acuerdo con lo sugerido por Beerli (1998),
en el presente estudio se reporta el valor de la mediana, ya que de esta manera se reduce el efecto
del error producido por “outliers” o puntos que incrementan la varianza.

Por medio de una sumatoria se calculd el nimero total de emigrantes (E) e inmigrantes (1)
por colonia y con datos de densidad por colonia (Cuadro 2; Avila-Flores, 2009; List, com. pers;
Rivera-Tellez, 2009) se obtuvo la proporcion de emigrantes (PE = E/N) e inmigrantes (Pl = I/N)

con respecto a la poblacion actual de cada colonia.

Efecto de la distancia geografica y el tamafio de la colonia

El aislamiento por distancia se determiné con una prueba de Mantel, con 10,000
permutaciones, realizada con XLSTAT PLUS para EXCEL (Microsoft), que prueba la
correlacion existente entre una matriz de Rsr pareadas y una matriz de distancia geogréfica al
distribuir los datos de manera aleatoria y evallUa la probabilidad de que la correlacién entre las
dos matrices sea mayor que la encontrada por azar. Primero se calcul6 la matriz de distancia
geogréfica a partir de la coordenada de captura promedio por colonia con el programa
GEOGRAPHIC DISTANCE MATRIX GENERATOR VER. 1.2.2 (Ersts, 2006), por lo que el

valor obtenido representa una aproximacion lineal y no considera la distancia desde el borde de la
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colonia a la colonia mas préxima, lo cual puede provocar un sesgo en el célculo; aunque
consideramos que este sesgo no es importante. Otro aspecto que tampoco se considera en este
andlisis es, como se observa en la figura 2, la presencia de colonias intermedias que no fueron
muestreadas y pueden funcionar como corredores para el flujo génico, que alteran la conectividad
entre colonias muestreadas.

Se realizo6 un andlisis de correlacién entre el tamafio de la colonia y la diversidad genética
(He) vy el indice de endogamia (F;s) con el programa XLSTAT PLUS para EXCEL (Microsoft)
para determinar si existe una relacion entre estas variables y por lo tanto un efecto del tamafio de

la colonia en ellas.

Anélisis de varianza molecular

Para determinar la fuente de variacién se realiz6 un andlisis de varianza molecular
(AMOVA,; Excoffier et al. 1992) con el programa ARLEQUIN v 3.0 (Excoffier et al. 2005), que
utiliza la suma de diferencias cuadradas entre pares de observaciones, y los componentes de
diversidad en un modelo jerarquico (p. e. regiones, poblaciones y subpoblaciones). Se realizo el
AMOVA incluyendo a todas las poblaciones dentro de un sélo grupo para obtener los valores
totales de estructuracion y particion de la diversidad. Ademas, se calcul6 AMOVA por medio de
Fsr para obtener valores comparables con lo reportado en la literatura y Rst que se considera mas
adecuada para analisis de datos obtenidos con microsatélites. EI programa realizé 1,000
repeticiones para probar la significancia estadistica de los datos y calculd los intervalos de
confianza basados en 20,000 repeticiones.

Ademas, se realizd un analisis espacial de varianza molecular (SAMOVA ver. 1.0;
Dupanloup et al. 2002) que integra las coordenadas geograficas para determinar la organizacién

jerarquica que explica mejor la variacién y la estructuracion de la poblacion a partir de la
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estructura geografica. Consideramos que la estructuracion mas probable es aquella en que se
maximiza el valor de Fcr (variacion entre grupos). Se utilizaron las condiciones predeterminadas
por el programa partiendo de valores de K = 1 a K = 13. Un componente interesante de
SAMOVA es que puede determinar barreras geneticas de acuerdo a la estructura y calcular su

grado de confianza, generando un mapa de dichas barreras.

Estructura genética

Se utiliz6 el programa STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al. 2000) que calcula la
probabilidad de que un genotipo se origine en cada poblacién, utilizando las frecuencias alélicas.
Este programa permite identificar subpoblaciones y asignar a los individuos, de manera
probabilistica, a cada una de ellas. Asi mismo, permite identificar individuos entremezclados, es
decir que pueden provenir de mas de una subpoblacion y que se pueden asumir como
descendientes de migrantes (Pritchard et al. 2000). El modelo supone que no hay desequilibrio
de ligamiento y las frecuencias se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. La
aproximacion utilizada por este programa es el método Bayesiano que permite incorporar la
incertidumbre inherente a la estimacion de parametros en el proceso de inferencia y evaluar el
poder de la evidencia para las agrupaciones inferidas (Pritchard et al. 2000). Los resultados
obtenidos permiten determinar si los individuos son asignados por su genotipo a la colonia de
captura e identificar posibles vias de flujo génico entre las colonias.

De acuerdo con lo sugerido con Pritchard et al. (2000), se analizaron corridas previas para
determinar la cantidad de burn-in chains (valores desechados que permiten disminuir la varianza
de los datos) y cadenas de Markov Monte Carlo que permiten que la probabilidad se estabilice
antes de iniciar el analisis y maximizan la verosimilitud de los resultados (Pritchard et al. 2000).

Los parametros se determinaron de la siguiente manera: 50,000 burn-in chains (cadenas previas
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desechadas) y 50,000 cadenas de Markov Monte Carlo (posteriores al periodo burn-in chains y
que aleatorizan los datos), ademas se realizaron 30 repeticiones para cada K, donde este valor es
el nimero de grupos o subpoblaciones que se desea analizar. Para este analisis se utilizé una K =
15. Los a priori considerados para el modelo fueron: 1) ancestria entremezclada (admixture), por
el supuesto de que todas las colonias provienen de una poblacion ancestral comun; 2) poblaciones
correlacionadas, por el supuesto de que hay flujo génico entre ellas; y 3) se permitié que el
programa infiriera el valor de a.. Para determinar el valor real de K se aplicé la prueba propuesta
por Evanno et al (2005) que parte de los valores del logaritmo de la verosimilitud obtenidos para
cada K. Cabe sefialar que esta prueba es méas adecuada para definir el valor real de K que el

teorema Bayesiano propuesto por Pritchard et al. (2000; Evanno, 2005).

5.3.3 Relaciones de parentesco

El programa ML-RELATE (Kalinowski et al. 2006), utiliza un analisis de maxima
verosimilitud para determinar el coeficiente de relacion (r) entre pares de individuos que
comparten un genotipo similar. Este programa determina el nivel de significancia para cuatro
posibles relaciones: 1) no relacionados, 2) medio hermanos, 3) hermanos y 4) padre/cria, a partir
de los supuestos de que no hay endogamia y la poblacién es cerrada (Kalinowski et al. 2006). El
programa puede comparar la verosimilitud de una relacion dada contra una hipotesis alternativa
(sin relacion) y la verosimilitud de que exista una relacion plausible contra el valor del
coeficiente K (r = % k; + k») de los individuos. Ademas, el programa establece la significancia
entre cada relacion, por lo que puede haber valores de r parecidos con diferentes grados de
significancia. Este programa, especialmente disefiado para microsatelites, incorpora el célculo de

alelos nulos para reducir el error posible (Kalinowslki et al. 2006). Los resultados de este
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andlisis permiten observar con mayor detalle las relaciones de endogamia que pueden existir en

las colonias.

5.3.4 Cuellos de botella

Se utiliz6 el programa BOTTLENECK (Piry et al. 1999) que detecta los cuellos de botella
por los que pudo pasar una poblacion a través de desviaciones significativas del equilibrio
mutacion-deriva, por medio de coalescencia y comparando la heterocigosidad esperada con la
heterocigosidad en equilibrio. El programa utiliza los dos modelos bésicos de mutacion: de
alelos infinitos (IAM), que considera que cada mutacién es nueva, es decir surge en un lugar
distinto en cada evento; y el de mutacién de un paso (single-step o step-wise mutation; SMM,;
Chakraborty y Nei, 1977), que considera que las mutaciones solo pueden ocurrir en lugares
adyacentes y se pueden presentar alelos iguales a los que ya estan presentes en la poblacion.
Aunqgue el modelo SMM se ajusta mejor a microsatélites, en ocasiones se puede presentar un
continuo entre ambos modelos de mutacion; por esta razon Piry et al. (1999) implementaron la
prueba del modelo de mutacion dos pasos (TPM), que establece que las mutaciones pueden dar
saltos mas grandes que los predichos por el modelo SMM. EI andlisis incluye tres pruebas
estadisticas: de significancia, de diferencia estandarizada y de Wilcoxon (Luikart et al. 1998).

Se calcul6 la presencia de cuellos de botella recientes utilizando los modelos de mutacion
SMM y TPM (95% mutaciones de un paso y 5% mutaciones multipaso) considerando al
complejo como unidad, ya que se requieren al menos 30 individuos y 10 microsatélites para que
la prueba sea robusta estadisticamente (Piry et al. 1999); el programa realiz6 1,000 repeticiones

para calcular el nivel de significancia.
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6. Resultados

6.1 Obtencion de muestras

Se captur6 un total de 160 perros llaneros, de los cuales se extrajo sangre para la
obtencion de ADN. Como se observa en el Cuadro 4, la conformacion de individuos
muestreados fue: 63 hembras adultas, 30 hembras jovenes, 31 machos adultos y 36 machos
jovenes. Al analizar el nimero de muestras obtenidas por colonia se obtuvo un promedio de 12.3
(x 2.3 s.d.) muestras por colonia. Los sitios donde se obtuvieron mayor y menor nimero de
capturas fueron EI Cuervo (EC) y EI Uno Norte (UN), con 6 y 22 individuos respectivamente.
Ademas, se observo que en la colonia Presa Casa de Janos (CJ) sélo se capturaron individuos

jévenes, mientras que en el Uno Norte solo se capturaron adultos.

Cuadro 4. Numero de individuos muestreados clasificado en hembras y machos, en adultos y juveniles y

namero total por colonia.

Colonia Clave Hembras _ Machos _
Adultos Juveniles Adultos Juveniles

Agua Blanca AB 3 1 4 3 11
Buenos Aires BA 6 3 2 4 15
Presa Casa de Janos CJ 0 6 0 2 8
El Aguila EA 5 3 2 1 11
El Cuervo EC 8 1 2 11 22
La Bascula LB 6 4 4 2 16
La Cal LC 5 1 4 0 10
Mata Ortiz MO 6 1 2 0 9
Monteverde MV 6 1 4 3 14
Ojitos Sur oS 6 3 2 3 14
Papalote San Pedro PP 4 5 1 5 15
Pancho Villa PV 3 1 3 2 9
El Uno Norte UN 5 0 1 0 6

TOTAL 63 30 31 36 160

Las hembras adultas pesaron entre 6259 y 1190g, mientras que los machos presentaron un

rango de entre 745g y 1310g. EIl peso promedio de las hembras adultas (886 + 103g s.d.) fue
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menor al de los machos adultos (1061 + 129¢g s.d.), y el peso promedio considerando sélo a los

individuos adultos capturados fue de 944g (+ 139 s.d.).

6.2 Amplificacion de microsatélites

Los 10 loci amplificados fueron polimérficos (Cuadro 5), aunque la colonia EI Uno Norte
(UN) resulté monomorfica para cuatro loci (A2, A104, C116 y D1). Se encontr6 un total de 34
alelos, que corresponden a entre 2 y 4 alelos por locus. Cabe sefialar que para los loci A2, A101
y D2 no se encontr6 un alelo intermedio (Anexo 2), de acuerdo a lo esperado por el modelo de
mutacion de piedra de paso (SMM), que indica que cada vez que hay una mutacion puede haber
ganancia o pérdida de una unidad de repeticion.

Al analizar las frecuencias alélicas por locus (Fig. 5, Anexo 2), se observd que en todos
los loci hay un alelo predominante con frecuencias entre 0.4 y 0.55 y se encontraron cinco alelos
con frecuencias menores de 0.1 (A2-218 = 0.04; A8-264 = 0.06; A104-182 = 0.02; C116-201 =
0.04 y D115-200 = 0.04); sin embargo, todos los alelos estuvieron presentes en més de una
poblacion, de manera que no se encontraron alelos privados.

Al examinar con detalle los alelos presentes por locus en cada poblacion (Anexo 2), se
observd, en primer lugar, que la colonia El Cuervo (EC) fue la Unica en la que estan presentes 33
de los 34 alelos encontrados; y que algunos alelos estuvieron presentes Unicamente en dos o tres
colonias muestreadas; tal fue el caso de los alelos 218 del locus A2, 182 del locus A104 y 201 del
locus C116 que estuvieron presentes en tres (EC, LB y MV), dos (CJy EC) y tres (AB, LBy LC)
colonias, respectivamente. Asimismo, se observo que el alelo 264 del locus A8, que fue
encontrado en cinco colonias del complejo, s6lo se present6 en alta frecuencia en la colonia El

Aguila (EA; Anexo 2).
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Figura 5. Frecuencias alélicas por locus para 10 microsatélites amplificados para 160 perros de las

praderas (Cynomys ludovicianus) de 13 colonias de Janos, Chihuahua. Cada color representa un alelo.

Por otra parte, el analisis de Hardy-Weinberg determiné que los loci A101, A104 y C116
presentan una desviacion significativa del equilibrio cuando se juntan los datos de todas las
poblaciones (p = 0.03, p = 0 y p = 0.0003, respectivamente; Cuadro 5). Los valores positivos de
Fis indican que la desviacion se debe a una deficiencia de heterécigos, donde sélo los loci D1y
D115 presentan valores menores a 0.1 (Cuadro 5). Ademas, se observaron valores de Fst
mayores a 0.1 en cuatro de los diez loci analizados, asi como valores altos de Fr en nueve de los

diez loci; esto sugiere la presencia de endogamia y deriva génica en la poblacion.
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Cuadro 5. Resultados de prueba exacta de equilibrio de Hardy-Weinberg por locus.

Locus Ho He X gl p Fis Fst Fir
A2 0.469 0.616 22.89 24 0.526 0.131 0.134 0.248
A8 0.506 0.636 28.42 26 0.338 0.164 0.053 0.208
A101 0.413 0.605 40.14 26 0.037* 0.139 0.223 0.331
A104 0.256 0.639 113.07 24 0** 0.505 0.203 0.606
A119 0.581 0.688 30.94 26 0.231 0.125 0.037 0.157
C116 0.350 0.614 54.59 24 0.0003**  0.359 0.119 0.436
D1 0.538 0.641 23.11 24 0.513 0.0102 0.164 0.173
D2 0.406 0.496 22.66 26 0.651 0.2 -0.026 0.179
D115 0.594 0.621 26.62 26 0.429 0.015 0.032 0.046
D120 0.381 0.499 24.78 24 0.417 0.196 0.055 0.240

0.18 0.103 0.264

*p < 0.05; **p < 0.001

Al realizar el andlisis de Hardy-Weinberg por colonia se observé que 8 de las 13 colonias
presentaron desviaciones significativas del equilibrio (Cuadro 6). Las colonias Agua Blanca
(AB; Fis = 0.321), Buenos Aires (BA; Fis = 0.225), Presa Casa de Janos (CJ; Fis = 0.262), El
Aguila (EA; ; Fis =0.167), El Cuervo (EC; Fis = 0.172), La Cal (LC; Fis = 0.291), Monteverde
(MV; Fis = 0.197) y Ojitos Sur (OS; Fis = 0.181) presentaron desviaciones de las proporciones
esperadas (Cuadro 6). Ademas, al considerar todas las colonias y todos los loci también se
observé una desviacion significativa del equilibrio de Hardy-Weinberg (x°s0) = 385.1; p = 0). El
tamarfio de la muestra no aparenta ser un factor que afecte los resultados, ya que la riqueza alélica
estimada por medio del método de rarefaccién siguié la misma tendencia que los datos no
corregidos y en cinco de las 13 colonias (CJ, LC, OS, PP y PV) la riqueza alélica obtenida fue
igual a la esperada, mientras que en 7 colonias (AB, BA, EA, EC, LB, MO y MV) se obtuvo una
riqueza alélica mayor a la esperada de acuerdo al tamafio de la muestra (Cuadro 6). La Unica
colonia en la que se encontr6 un nimero menor de alelos al esperado de acuerdo al tamafio de la

muestra fue EI Uno Norte (UN) donde sélo se capturaron 6 individuos.
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Una de las causas por las que es posible encontrar desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg es la presencia de alelos nulos. Se observo presencia de alelos nulos, debido a un
exceso de homocigotos, en 10 de las 13 colonias muestreadas y en 6 de los 10 loci amplificados
(Anexo 3). Sin embargo, el analisis de Fst estimada considerando (ENA) y sin considerar
(S'ENA) la presencia de alelos nulos indicé que no hay una diferencia significativa entre ambas
(Fst S'ENA = 0.103 y Fst ENA = 0.097; Anexo 3) ya que los valores medios de cada una se
ubicaron dentro de los intervalos de confianza del otro estimado (Intervalos de confianza de Fst
S/ENA 0.059 — 0.148 y Fst ENA 0.059 — 0.133; Anexo 3), de manera que al no encontrar un
patrdn claro y no haber diferencias significativas entre los valores de Fst SSENA y ENA podemos
decir que no es necesario preocuparse por la presencia de alelos nulos en la muestra.

Por otra parte, se realiz6 un andlisis de desequilibrio de ligamiento que detectd ligamiento
entre algunos loci en algunas colonias (21 casos; Anexo 4), mientras que el analisis de cada par
de loci, considerando todas las colonias, detectd ligamiento Unicamente entre los loci A104 y
D120 (x2(24) = 37.4; p = 0.04). Sin embargo, los loci A104 y D120 presentaron comportamientos
distintos en cuanto a la desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg (Cuadro 5), y el
andlisis por colonia sélo detect6 ligamiento entre estos loci en las colonias La Cal (LC) y Pancho
Villa (PV), lo que sugiere que el desequilibrio es un artefacto del andlisis, de manera que

podemos considerar que los loci no estan ligados.

6.3 Anélisis estadisticos
6.3.1 Variabilidad genética
Se midié la variabilidad genética con el promedio total de alelos encontrados que fue de
3.4 (£ 0.8 s.d.) y, dado que los microsatélites son marcadores nucleares hipervariables, se puede

considerar bajo para una muestra de 10 loci (Cuadro 6).
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Por otra parte, se calculé la variabilidad genética por medio de la heterocigosidad

esperada (Hg), que resulté mayor que la heterocigosidad observada (Ho) en todas las colonias

(Cuadro 6). La variabilidad genética promedio para todas las colonias y todos los loci fue de

0.525 (% 0.11 s.d.); siendo El Cuervo (EC =0.618 £ 0.09 s.d.) la colonia con mayor variabilidad,

seguida por El Aguila (EA = 0.606 + 0.07 s.d.) y el Papalote San Pedro (PP = 0.574 + 0.07 s.d.);

El Uno Norte fue el sitio con el valor mas pequefio (UN = 0.276 + 0.25 s.d.), seguido por Agua

Blanca (AB =0.448 £ 0.15 s.d.).

Cuadro 6. Medidas de variabilidad genética para 13 colonias de perros llaneros (Cynomys ludovicianus)

de Janos, Chihuahua.

Colonia N P A (s.d.) A, Ho (s.d.) He (s.d.) Fis
AB 11 10 2.5(0.53) 2.4 0.309 (0.16) 0.448 (0.15) 0.321*
BA 15 10 2.8(0.63) 2.6 0.447 (0.20) 0.572 (0.12) 0.225*
CJ 8 10 2.2(0.42) 2.2 0.375 (0.17) 0.499 (0.10) 0.262*
EA 11 10 2.9(0.57) 2.8 0.509 (0.13) 0.606 (0.07) 0.167*
EC 22 10 3.3(0.82) 3.0 0.514 (0.14) 0.618 (0.09) 0.172*
LB 16 10  2.7(0.48) 2.5 0.475 (0.20) 0.543 (0.07) 0.128
LC 10 10 2.4(0.52) 2.4 0.380 (0.27) 0.527 (0.05) 0.291*
MO 9 10 2.5(0.71) 2.4 0.433 (0.20) 0.510 (0.13) 0.158
MV 14 10 2.7 (0.68) 2.6 0.464 (0.16) 0.565 (0.07) 0.197*
0S 14 10  2.3(0.48) 2.3 0.436 (0.17) 0.528 (0.09) 0.181*
PP 15 10 2.6(0.52) 2.6 0.547 (0.15) 0.574 (0.07) 0.049
PV 9 10  2.4(0.52) 2.4 0.500 (0.26) 0.556 (0.11) 0.107
UN 6 6 1.2 (1.03) 1.6 0.233 (0.29) 0.276 (0.25) 0.167

TOTAL 160 10 3.4 (0.8) 0.449 (0.11) 0.525 (0.11) 0.180*

N = Ndmero de individuos por colonia; p = loci polimdrficos; A = nimero promedio de alelos por locus;

A; = nimero promedio por locus calculado por medio de rarefaccion; Ho = Heterocigosidad observada y

He = Heterocigosidad esperada. * p < 0.05. AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires, CJ: Presa Casa de
Janos, EA: El Aguila, EC: El Cuervo, LB: La Bascula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde,
OS: Qjitos Sur, PP: Papalote San Pedro, PV: Pancho Villa; UN: EI Uno Norte.
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6.3.2 Estructuracién genética

Indice de fijacion Fis

En el Cuadro 6 se puede observar que los valores del coeficiente de endogamia (Fs)
sugieren que 8 de las 13 colonias presentaron deficiencia de heterécigos significativa, con valores
de 0.167 a 0.321, con respecto a la esperada de acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg.
Las colonias que no presentaron esta deficiencia fueron La Béscula (LB), Mata Ortiz (MO),
Papalote San Pedro (PP), Pancho Villa (PV) y EI Uno Norte (UN), aunque de éstas solo Papalote
San Pedro tuvo un valor de F;s menor a 0.1. Asi mismo, EI Uno Norte (UN) presentd un valor
igual al de EI Aguila (EA; 0.167), que si fue significativo, lo cual sugiere que en esta colonia se
observa un efecto del tamafio de la muestra (n = 6) y del nimero de loci polimdrficos (p = 6). El
valor total de Fs o coeficiente de endogamia fue de 0.18 y fue significativamente diferente de 0
(p < 0.05), es decir que hay endogamia en nuestra poblacién o estructuracion en las colonias

debido a efecto Wahlund.

Iindice de diferenciacion genética (Rst) y distancia genética de Nei (Da)

El 87% de las comparaciones entre colonias presentaron diferenciacion genética
significativa (Rst > 0; p < 0.05; Cuadro 7). El mayor y menor indice significativo se presento en
PV-LC (0.458) y en PP-EA (0.059); y de los indices no significativos, unicamente EC-LB tuvo
un valor igual a cero.

Por otra parte, se observd que Agua Blanca (AB), Pancho Villa (PV) y EI Uno Norte
(UN) presentaron indices de diferenciacion altos y significativos con respecto a todas las colonias
(0.086-0.241, 0.094-0.458 y 0.199-0.365, respectivamente; Cuadro 7); mientras que para la
colonia EI Cuervo (EC) el indice no fue significativo en cuatro ocasiones (EC-EA, EC-LB, EC-

MV y EC-OS).
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Cuadro 7. Valores del indice diferenciacion genética entre colonias (Rst pareadas) del complejo de perros
llaneros (Cynomys ludivicianus) de Janos-Casas Grandes. Los asteriscos muestran los valores de Rst

pareadas que NO son significativos.

AB BA CJ EA EC LB LC MO MV 0§ PP PV UN

AB 0

BA 0.165 0

CJ 0.206 0.273 0

EA 0.087 0.072° 0214 0

EC 0.086 0.061 0.230 0.020" 0

LB 0.108 0.149 0.280 0.068 0 0

*

LC 0.232 0.358 0.089 0.255 0.264 0.280 0

MO 0.093 0.149 0217 0.035 0.070 0.092 0.278 0

MV 0165 0.185 0.361 0.092 0.043° 0.031° 0.356 0.131 0

OS 0.218 0.151 0359 0.105 0.024" 0.033° 0.361 0.152 0.047 0

PP 0153 0.140 0.162 0.059 0.072 0.109 0.220 0.042° 0.139 0.079 0

PV 0241 0.250 0443 0.136 0.138 0.186 0.458 0.132 0.094 0.145 0.142 0

UN 0239 0363 0.231 0284 0245 0.236 0.214 0.199 0.365 0.364 0244 0470 O

"p>0.05. AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires, CJ: Presa Casa de Janos, EA: El Aguila, EC: EI Cuervo,
LB: La Béascula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde, OS: Ojitos Sur, PP: Papalote San Pedro,
PV: Pancho Villa; UN: El Uno Norte.

Ademas, se estimaron los valores de distancia genética de Nei (Nei et al. 1983), que
presentaron un gradiente que va desde 0.042 hasta 0.309 (Anexo 5). En el dendograma obtenido
con el algoritmo del Vecino méas cercano (Neighbor-joining) a partir de las distancias genéticas
de Nei (Dp; Fig. 6) se observan 3 grupos de colonias; sin embargo, los valores de soporte de las
ramas fueron menores a 50% en casi todos los casos, de manera que el resultado no es confiable.
Los unicos nodos que tuvieron soporte estadisticos son los que unen a las colonias La Cal (LC) y
Presa Casa de Janos (CJ); las colonias Buenos Aires (BA) y El Aguila (EA); y las colonias La
Bascula (LB) y Qjitos Sur (OS) con 63%, 60% y 58%, respectivamente. Los resultados sugieren
que Presa Casa de Janos (CJ), La Cal (LC) y EI Uno Norte (UN) fueron las colonias que mas se

diferencian del resto.
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Figura 6. Dendograma calculado con el algoritmo del Vecino mas cercano y construido a partir de los
valores de distancia genética de Nei (Da; Anexo 5; Nei et al. 1983). AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires,
CJ: Presa Casa de Janos, EA: El Aguila, EC: El Cuervo, LB: La Bascula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz,
MV: Monteverde, OS: Ojitos Sur, PP: Papalote San Pedro, PV: Pancho Villa; UN: El Uno Norte.

Flujo génico

Se calcul6 el namero de migrantes (Nm) con respecto a los valores de Rst y se observé un
rango que va desde 0.6 hasta infinito (Cuadro 8). EIl flujo génico entre colonias resulté alto, con
s6lo 11 casos en los que el nimero de migrantes fue menor a 1, minimo sugerido por la regla del
equilibrio mutacion-deriva que establece que un migrante por generacion es suficiente para
mantener una estructura homogénea, es decir, para que las poblaciones se mantengan cohesivas
como una poblacion (Wright, 1931). Sin embargo, los supuestos del modelo de Wright rara vez
se cumplen en la naturaleza, de manera que Lacy (1987) sugiri6 que alrededor de 5 migrantes por
generacion son necesarios para prevenir la diferenciacion y, como se observa en el Cuadro 8, s6lo

en 18 de las 78 comparaciones (el 23%) se rebaso esta cantidad.

72



Cuadro 8. Matriz con valores de flujo génico (Nm = 1-Rst/4Rsr).

AB BA C EA EC LB LC MO MV OS PP PV UN

AB 0

BA 25 0

c)] 19 13 0

EA 53 65 18 0

EC 53 77 17 240 0

LB 41 29 13 69 0

LC 17 09* 51 15 14 13 0

MO 49 29 18 138 67 50 13 0

MV 25 22 09* 49 111 154 0.9* 33 0

OS 18 28 09* 43 207 144 09* 28 101 O

PP 28 31 26 79 65 41 18 113 31 58 0
PV 16 15 06* 32 31 22 06" 33 48 29 30 0
UN 16 09* 17 13 15 16 18 20 09* 09* 16 06* 0

* = < 1 migrante por generacion. AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires, CJ: Presa Casa de Janos, EA: El
Aguila, EC: El Cuervo, LB: La Bascula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde, OS: Ojitos Sur,
PP: Papalote San Pedro, PV: Pancho Villa; UN: El Uno Norte.

Por otra parte, se calculd el nimero de migrantes entre colonias por medio del método
Bayesiano y la teoria de coalescencia. En el Cuadro 9 se observa que el flujo génico por
generacion fue considerable, ya que el nimero de migrantes presentd un rango que va desde 33
de PV a EC, hasta 848 migrantes de LB a MO. Ademaés, se observo menor flujo génico hacia las
colonias ElI Cuervo (EC; 33 — 208; 1370 inmigrantes) y La Bascula (LB; 53 — 313; 1775
inmigrantes) que hacia el resto de las colonias, mientras que Papalote San Pedro (PP) y Pancho
Villa (PV) son los sitios que recibian mayor flujo génico (233 — 753; 5855 inmigrantes y 233 —
598; 5085 inmigrantes). Asi mismo, se puede ver que el flujo fue mayor desde Monteverde (MV;
4530 emigrantes) y menor desde EI Uno Norte (UN; 2870 emigrantes).

Se observaron seis casos en los que el numero de migrantes fue menor de 100: en cinco de

estos El Cuervo (EC) fue la colonia receptora, mientras que las colonias de origen eran El Aguila

73



(EA), Mata Ortiz (MO), Monteverde (MV), Ojitos Sur (OS) y Pancho Villa (PV); otro caso
involucra el flujo génico entre EI Uno Norte (UN) y La Bascula (LB).

Las colonias Agua Blanca (AB), Mata Ortiz (MO), Monteverde (MV) y Ojitos Sur (OS)
presentaron emigracion e inmigracion muy similares, mientras que en Presa Casa de Janos (CJ),
Papalote San Pedro (PP), Pancho Villa (PV) y EI Uno Norte (UN) hubo mayor emigracion que
inmigracién y en Buenos Aires (BA), ElI Cuervo (EC), la Bascula (LB) y La Cal (LC) la

inmigracién fue mayor a la emigracion (Cuadro 9).

Cuadro 9. Valor de la mediana del nimero de migrantes por generacion (M = m/u). Numero de
emigrantes (E) en las filas y nimero de inmigrantes (1) en las columnas; total de emigrantes (Total (E)) e
inmigrantes (Total (1)) por colonia. PE y Pl se refieren a la proporcion de emigrantes e inmigrantes con

respecto a la densidad calculada en el cuadro 2 para cada colonia (PE = E/N; Pl = I/N).

Total

Colonia AB BA CJ EA EC LB LC MO MV OS PP PV UN ) PE
AB - 213 788 113 108 113 433 378 213 133 313 273 418 3490 216
BA 363 - 253 573 158 178 178 228 218 408 533 493 453 4030 7.2
CJ 178 343 - 233 208 148 238 463 193 318 478 438 278 3510 61.2
EA 293 663 228 - 63 103 143 418 318 388 338 458 583 3990 23
EC 273 163 168 498 - 143 488 178 138 203 488 433 383 3550 0.1
LB 263 338 378 233 108 - 218 848 278 328 498 513 433 4430 0.3
LC 533 248 353 248 208 103 - 398 198 153 708 293 463 3900 15.2
MO 293 343 283 568 58 188 403 - 283 403 753 463 223 4255 23.0
MV 478 333 568 483 73 188 278 303 - 628 423 308 473 4530 0.2
(ON) 313 228 483 313 93 313 173 243 148 - 358 588 443 3690 10.7
PP 113 373 398 208 153 128 253 463 258 293 - 598 308 3540 21.0
PV 193 283 468 248 33 123 498 218 493 423 738 - 473 4185 2.8
UN 173 213 498 543 113 53 208 208 263 138 233 233 - 2870 20.9
Tat)al 3460 3735 4860 4255 1370 1775 3505 4340 2995 3810 5855 5085 4925 99970

Pl 214 67 847 25 005 01 137 234 02 110 348 33 359 0.9

AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires, CJ: Presa Casa de Janos, EA: El Aguila, EC: El Cuervo, LB: La
Béscula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde, OS: Ojitos Sur, PP: Papalote San Pedro, PV:
Pancho Villa; UN: ElI Uno Norte. Total inmigracion (I); Total emigracion (E); PIl: proporcion de

inmigrantes; PE: Proporcion de emigrantes.
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Al calcular la proporcion de emigrantes (PE) e inmigrantes (P1) con respecto a la densidad
total actual de cada colonia (Cuadro 9), se observo que sélo en las colonias La Béscula (LB; PE, g
= 0.4; Pl g = 0.2), El Cuervo (EC; PEgc = 0.1; Plgc = 0.05) y Monteverde (MV; PEuy = 0.2;
Plmv = 0.2) el nimero de migrantes fue menor a la densidad por colonia. Ademas, se observo
que EI Cuervo (EC) fue la colonia que presenté menor proporcion de migrantes. La proporcion
de emigrantes fue mayor a la proporcién de inmigrantes en La Bascula (LB) y El Cuervo (EC),
mientras que en Monteverde (MV) se encuentran en equilibrio. La proporcion total de migrantes
(E+1) con respecto a la densidad total de las 13 colonias del complejo representd el 90% de la

poblacidn total actual del complejo.

Efecto de la distancia geografica y el tamafio de la colonia

Se realiz6 una prueba de Mantel para determinar si existe aislamiento por distancia (Fig.
7). Aunque se observé una tendencia negativa, el resultado no fue significativo (r = - 0.189; p =
0.096), de manera que la estructuracion no se ajusté a un patron geogréafico y no hubo aislamiento

por distancia.

05
T y =-0.0012x + 0.2101
04 . . R’ =0.0359
. . p=0.09

Distancia Km?

Figura 7. Gréfica de correlacion entre distancia genética y distancia geogréfica.
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Por otra parte, se probo la correlacion entre los valores de la diversidad genética (Hg) v el
indice de endogamia (F;s) con el logaritmo (log) del tamafio de la colonia, y ninguna de las
correlaciones fueron significativas (r = 0.48, p = 0.094, Fig. 8ay r = 0.302, p = 0.31, Fig. 8b).
Sin embargo, se observo una tendencia positiva con respecto a la diversidad genética y negativa

con respecto a la endogamia, lo cual fue consistente con lo esperado segun la teoria.

a) 0,65 -
0,6 .
0,55
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0,45 | .
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0,35 y = 0.0404x + 0.4382
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0,3 p=0.094

0,25 -
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Tamaiio colonia log(ha)

b) 035
0,3 -

0,25

02 .

Fis

0,15

0.1 y =-0.0216x + 0.2329
0,05 . R’=0.0918
p=031
0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4
Tamaiio colonia log(ha)

Figura 8. Gréfica de correlacion entre a) valores de diversidad genética (Hg) y b) indice de endogamia

(Fis) contra el logaritmo del tamafio de la colonia (ha).
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Anélisis de varianza molecular

Se realizaron dos anélisis de AMOVA (Fst Yy Rsr; Cuadro 10). En ambos analisis se
observo la misma distribucion: la mayor parte de la variacion se encontré entre individuos dentro
de las colonias (Fir: 73.6%; R;r: 65.8%), seguida por la variacion intracolonias (Fs: 16.1%; Ris:
18.7%) y en menor medida entre las poblaciones (Fst: 10.3%; Rst: 15.5%). A detalle, se observé
que aunque la tendencia en la distribucion de la varianza fue igual en ambos analisis hubo
diferencias en la manera en que se reparten los porcentajes de variacion, ya que para Rst
incremento la varianza atribuida a las diferencias intracolonia y entre las colonias y disminuy6 la
varianza atribuible a las diferencias entre individuos con respecto a la poblacién total o entre
todos los individuos sin considerar a las colonias. Ambos analisis indican que la variabilidad esta
distribuida de manera aleatoria entre las colonias.

También en el Cuadro 10 se observa que los valores de Fsr (intervalos de confianza 95%)
y Rst (intervalos de confianza 95%) fueron de 0.103 (0.043-0.149) y de 0.155 (0.034 - 0.263)
respectivamente y ambos fueron significativamente diferentes de cero (p < 0.05), aunque la
diferencia entre ellos no fue significativa. Los valores de diferenciacién genética y su
significancia sugieren estructuracion genética entre las colonias. Ademaés, los valores de
endogamia (Fis: 0.18 (0.081 — 0.258); Rs: 0.221 (0.099 — 0.342); Fyr: 0.264 (0.155 — 0.350); Ryr:
0.342 (0.202 — 0.498)) fueron estadisticamente diferentes de 0 (p < 0.05) y sefialan la presencia
de esta fuerza evolutiva en el complejo. En general, los tres coeficientes estimados con Rst
fueron mayores que los obtenidos con Fst, aunque las diferencias entre ambos estimados no
fueron significativas, ya que los intervalos de confianza se sobrepusieron. Ambos estimadores
indican la presencia de endogamia y de deriva génica, siendo la endogamia la fuerza evolutiva

que actua con mayor fuerza en esta poblacion.
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Cuadro 10. Resultados del andlisis de varianza molecular (AMOVA) a partir de Fsr y Rsr.

Fst
Fuente de Variacion Porcentaje de variacion Coeficientes
Entre colonias 10.3 Fst  0.103
Intracolonia 16.1 Fs 0.180
Entre individuos dentro de las colonias 73.6 Fir 0.264
Rst
Fuente de Variacién Porcentaje de variacion Coeficientes
Entre colonias 15.5 Rst 0.155
Intracolonia 18.7 Ris 0.221
Entre individuos dentro de las colonias 65.8 Rt 0.342

Por otra parte, al realizar el anlisis espacial de varianza molecular (SAMOVA) se
observé que la mejor explicacién de la distribucion de la variacion se obtuvo cuando se
conformaron 3 grupos de colonias: el primero contuvo a las colonias Presa Casa de Janos y La
Cal (CJ y LC), el segundo a la colonia el Uno Norte (UN) y el tercero a las diez colonias
restantes. En el Cuadro 11 se observa que el mayor porcentaje de variacion se encontro a nivel
intrapoblacional (71.9%), seguido por el porcentaje de variacion que se encontré entre grupos
(19.8%) y en tercer lugar estuvo el porcentaje de la varianza que se encontrd entre poblaciones
dentro de los grupos (8.3%), de manera que la variacién se encuentra distribuida de manera
aleatoria entre las poblaciones. Ademas, los indices de fijacion (Rct = 0.198; Rsc = 0.104; y Rsr
= 0.282) fueron estadisticamente diferentes de 0 (p < 0.05); incremento la diferenciacion genética
y disminuy6 la endogamia con respecto a lo obtenido con AMOVA. De acuerdo con lo anterior,
se observé que, con este agrupamiento de colonias, disminuyé la importancia de la endogamia e

incrementd el papel de la deriva génica.
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Cuadro 11. Resultados de analisis espacial de varianza molecular (SAMOVA) por diferencia de distancia

cuadradas (Rsr).

Rst
Fuente de Variacion Porcentaje de variacion Coeficientes
Entre Grupos 19.8 Rer  0.198
Entre colonias dentro de los grupos 8.4 Recs 0.104
Intracolonia 71.8 Rst 0.282

Otra caracteristica de SAMOVA es que identifica barreras genéticas entre los grupos, y
les asigna valores de confianza. En la figura 9 podemos observar que las colonias EI Uno Norte
(UN) y La Cal (LC) se encontraron completamente aisladas del resto de las colonias del
complejo, y en segundo lugar que las colonias Presa Casa de Janos (CJ) y Mata Ortiz (MO)
estuvieron aisladas del resto del complejo por barreras genéticas con 95% de confiabilidad. La
barrera que separ6 CJ y MO fue consistente con la presencia de las faldas de la Sierra Madre
Occidental, mientras que las barreras que aislaron UN y LC del resto de las colonias no tuvieron
relacion con barreras geograficas aunque pudieran tenerla con la vegetacion que rodea a los
sitios. Ademas, el andlisis establecio otras barreras con menor grado de confiabilidad y que
aparentemente no interrumpieron el flujo génico entre las colonias. Sin embargo, es necesario
sefialar que los analisis de flujo génico (Cuadros 8 y 9) establecieron que existe intercambio de

individuos entre todas las colonias.
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Figura 9. Barreras genéticas estimadas por SAMOVA. En rojo aquellas con mas del 95% de confiabilidad. AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires,
CJ: Presa Casa de Janos, EA: El Aguila, EC: El Cuervo, LB: La Bascula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde, OS: Ojitos Sur, PP:
Papalote San Pedro, PV: Pancho Villa; UN: El Uno Norte.
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Estructura genética

En cuanto a los resultados arrojados por el programa STRUCTURE, la prueba propuesta
por Evanno y colaboradores (2005) sugiri6 que la poblacion se separa en dos grupos bien
definidos (K = 2; Anexo 7). La asignacion de individuos a estos grupos no fue consistente con
las 13 colonias muestreadas; sin embargo, fue consistente con los resultados arrojados por los
andlisis de SAMOVA que separa a las colonias EI Uno Norte (UN), La Cal (LC) y Presa Casa de
Janos (CJ) del resto de las colonias del complejo (Cuadro 12).

Al considerar la probabilidad de asignacién de los individuos a cada uno de los grupos se
observa, en el Cuadro 12, que en cinco de las trece colonias (AB, CJ, LC, PP y UN) la
probabilidad de asignacion al grupo 1 fue mayor a 0.5, y en las colonias restantes la probabilidad
de asignacion al grupo 2 también fue mayor a 0.5. Del total de la muestra, el 41% fue asignado al
grupo 1 y el 59% al 2. Sin embargo, al considerar Unicamente aquellos casos en los que la
asignacion se realiz6 con una confiabilidad mayor al 90% se observé un cambio en las
proporciones: el 50% de los individuos estuvieron entremezclados, mientras que el 19% fue
asignado al grupo 1y el 31% al 2 (Fig. 10). Cabe resaltar que, como se observa en el Cuadro 12
y en la Figura 10, dentro del grupo 1 se encontré el 100% de los individuos de las poblaciones
Presa Casa de Janos (CJ) y La Cal (LC), y el 90% de los individuos de la colonia EI Uno Norte
(UN); y dentro del grupo 2 se encontré el 71% de los individuos de la colonia Monteverde (MV)
y el 67% de la colonia Pancho Villa (PV). La falta de resolucion en la asignacion de los
individuos corresponde con el alto flujo génico detectado entre las colonias (Cuadros 8 y 9), ya

que los individuos entremezclados podrian corresponder a migrantes o sus descendientes.
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Cuadro 12. Proporcidn de asignacion de individuos total y de acuerdo a intervalos de confianza para K =
2 definidos por el programa STRUCTURE.

Colonia TOTAL CONFIANZA 95%
Grupol Grupo2 Grupol Grupo?2 Entremezclados

AB 0.589 0.411 0.273 - 0.727
BA 0.38 0.62 - 0.4 0.6
CJ 0.966 0.034 1 - -
EA 0.381 0.619 - 0.182 0.818
EC 0.217 0.783 - 0.409 0.591
LB 0.189 0.811 - 0.5 0.5
LC 0.966 0.034 1 - -
MO 0.482 0.518 - 0.111 0.889
MV 0.142 0.858 - 0.714 0.286
(O] 0.109 0.891 - 0.429 0.571
PP 0.649 0.351 0.333 0.067 0.6
PV 0.112 0.888 - 0.667 0.333
UN 0.9 0.1 0.833 - 0.167

TOTAL 041 0.59 0.19 0.31 0.5

AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires, CJ: Presa Casa de Janos, EA: El Aguila, EC: El Cuervo, LB: La
Béscula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde, OS: Ojitos Sur, PP: Papalote San Pedro, PV:
Pancho Villa; UN: El Uno Norte.

Q@ FF & 2 9L s & & 3

v v S &) R

Figura 10. Resultados de asignacion genética de los individuos a cada uno de los grupos determinados por
STRUCTURE. Rosa, grupo 1. Verde, grupo 2. AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires, CJ: Presa Casa de
Janos, EA: El Aguila, EC: EI Cuervo, LB: La Bascula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde,
OS: Qjitos Sur, PP: Papalote San Pedro, PV: Pancho Villa; UN: EI Uno Norte.
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Por otra parte, el programa calcul6 los valores de Fsr para cada grupo, que son analogos al
coeficiente F de Wright. EI grupo 1 presentd un valor de estructuracion alto (Fst; = 0.15) y
mayor al valor de Fsr calculado por medio de AMOVA. La estructuracion encontrada en el
grupo 2 fue baja (Fst2 = 0.061), resultado consistente con que la mayoria de los individuos que se
encuentran dentro de este grupo estuvieron entremezclados. De manera que sélo el grupo
compuesto, en su mayoria, por los individuos de las colonias Presa Casa de Janos, La Cal y El
Uno Norte presentd diferenciacion genética, mientras que el resto de las colonias pueden

considerarse como una sola poblacion.

6.3.3 Relaciones de parentesco

El programa ML-RELATE asignd con significancia estadistica (p < 0.05) diversas
relaciones de parentesco entre los individuos de cada colonia (Anexo 6). Se obtuvo un total de
214 relaciones de parentesco (de 1013 posibles combinaciones; Anexo 6), de las cuales 109
correspondieron a medios hermanos, 36 a hermanos y 59 a padre-cria (Cuadro 13).

En la colonia Presa Casa de Janos (CJ) no se encontraron relaciones de parentesco padre-
cria (Cuadro 13), lo cual fue consistente con que en este sitio solo se capturaron individuos
jovenes (Cuadro 4). Ademas, es interesante que en la colonia ElI Uno Norte (UN) donde s6lo se
capturaron individuos adultos, no se detectaron relaciones de medios hermanos y la relacion que
se encontrd6 con mayor frecuencia fue de padre-cria (Cuadro 13); los valores de parentesco

encontrados en UN sugieren que la endogamia es muy alta en esta colonia.
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Cuadro 13. Relaciones de parentesco significativas calculadas con ML-RELATE.

Relacién de parentesco

Colonia hg/lr?:aiﬁzs Hermanos Padre-cria Total
AB 5 1 3 9
BA 18 2 4 24
CJ 2 2 - 4
EA 3 2 2 7
EC 26 5 6 37
LB 7 7 11 35
LC 5 2 3 10
MO 1 2 2 5
MV 10 2 4 16
oS 10 5 8 23
PP 18 2 8 28
PV 4 3 4 11
UN - 1 4 5

Total 109 36 59 214

AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires, CJ: Presa Casa de Janos, EA: El Aguila, EC: El Cuervo, LB: La
Béscula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde, OS: Ojitos Sur, PP: Papalote San Pedro, PV:
Pancho Villa; UN: El Uno Norte.

6.3.4 Cuellos de botella

Se realizé una prueba con BOTTLENECK considerando a todos los individuos en una
poblacion, con el fin de incrementar el poder estadistico de analisis. De manera global, el anlisis
detectd un cuello de botella reciente (Cuadro 14) bajo ambos modelos de mutacién (TPM y
SMM) con la prueba de significancia, la prueba de diferencias estandarizada y las pruebas de
Wilcoxon con una cola y dos colas (prem = 0.0019 y psmm = 0.0026; prem = 0.00001 y psym =
0.0007; prem = 0.0005 y psmm = 0.00098, respectivamente). Los resultados sugieren que hay
desviacion del equilibrio mutacion-deriva.

Por otra parte, al observar los niveles de significancia por locus se observaron diferencias
entre modelos; bajo el modelo TPM los loci A101, A119, D1, D2 y D120 presentaron diferencias

significativas entre la heterocigosidad esperada y la heterocigosidad en equilibrio, mientras que
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bajo el modelo SMM fueron los loci D1, D2 y D120 en los que se observo esta diferencia

(Cuadro 14). Los loci con diferencias consistentes bajo ambos modelos fueron el D1, el D2 y el

D120, que a su vez tuvieron numero de alelos bajo (2 y 3) y fueron los mas afectados por el

cuello de botella.

Cuadro 14. Estimacion de cuello de botella recientes de acuerdo al modelo de mutacion en dos fases

(TPM) y al modelo de mutacidn paso a paso (SMM).

Locus Observado TPM SMM
Ko He Heq d.e. DH/sd p Heq d.e. DH/sd p
A2 320 4 0.616 0.460 0.168 0.932 0.186 0.563 0.115 0.465 0.387
A8 320 4 0.636 0.447 0.164 1.150 0.111 0.562 0.109 0.679 0.274
A101 320 3 0.605 0.330 0.183 1500 0.037* 0.432 0.142 1.217 0.077
A104 320 4 0.638 0.455 0.166 1.107 0.118 0.561 0.115 0.672 0.275
A119 320 4 0.687 0.454 0.166 1.407 0.024* 0559 0.116 1.104 0.082
Cll6 320 4 0.614 0453 0.161 0.997 0.148 0559 0.111 0.492 0.384
D1 320 3 0.641 0.341 0.185 1.621 0.025* 0.426 0.147 1.462 0.036*
D2 320 2 049 0.176 0.168 1.902 0.042* 0.195 0.17 1775 0.04*
D115 320 4 0.621 0459 0.167 0.965 0.166 0.556 0.116 0.554 0.349
D120 320 2 0.499 0.175 0.169 1.923 0.032* 0.191 0.172 1.787 0.044*

*p < 0.05; n =2N,

equilibrio mutacion-deriva, d. e. = desviacion estandar, p = probabilidad de significancia.

ko = Numero de alelos, He = Heterocigosidad esperada, Heq = Heterocigosidad en
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7. Discusion.

Se han realizado gran cantidad de trabajos sobre la variabilidad genética de los perros de
las praderas en colonias de Estados Unidos, (Cuadro 15). En México no se han realizado trabajos
de genética poblacional con Cynomys ludovicianus, de manera que este es el primer trabajo que
se realiza en su tipo. La finalidad de este estudio fue medir la variabilidad y estructuracion
genética de las colonias de perros llaneros de Janos y determinar el posible impacto que han
tenido la fragmentacion y pérdida de habitat en éstas.

De los trabajos previos realizados con genética de perros llaneros, s6lo uno utilizé
microsatélites que fueron disefiados para un grupo hermano Spermophilus (Roach et al. 2001) y
puede ser, hasta cierto punto, comparable con los resultados aqui obtenidos. Por otra parte, existe
gran cantidad de trabajos realizados con otras especies de scidridos en distintas partes del mundo
(Cuadro 15), cuyos resultados también se pueden comparar con los actuales.

Con respecto a la variabilidad genética, se observd que el nimero de alelos registrados en
Janos fue bajo. La evidencia en que se basa este hallazgo es que Jones et. al. (2005), quienes
elaboraron la caracterizacion de los microsatélites, reportan un numero de alelos mayor.
Asimismo, Roach y colaboradores (2001), quienes utilizaron microsatélites de Spermophillus en
C. ludovicianus, encontraron mayor nimero de alelos y Ochoa-Hein (2008), obtuvo el mismo
resultado, utilizando el microsatélite A8 disefiado por Jones et al. (2005) en el género hermano
Spermophilus. Otro estudio que también encontré mayor nimero de alelos que el presente fue el
realizado por Goossens et al. (2001) con marmotas en Francia.

Cabe sefialar que al utilizar microsatélites no especificos, como en los trabajos de Roach
et al. (2001) y Ochoa-Hein (2008), se espera encontrar menor nimero de alelos que cuando se

utilizan para la especie que fueron disefiados (Selkoe y Toonen, 2006). Por lo anterior podemos
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concluir que el nimero de alelos encontrados en nuestro sitio de estudio es bajo, aunque no tanto
como el presente en poblaciones altamente fragmentadas y en peligro de extincion de la ardilla
europea (S. citellus) en la Republica Checa (Hulova y Sedlacék, 2008). Aunque el bajo nimero
de alelos puede ser sefial de una reduccion en la variabilidad genética por efecto de la
fragmentacion del habitat, no se puede descartar que éste se deba a que el complejo de Janos -
Casas Grandes representa la parte mas surefia de la distribucion de la especie, ya que se ha
observado que en algunas especies las poblaciones periféricas presentan menor variabilidad
genética (Eckert et al. 2008), por lo que alelos presentes en otros complejos no necesariamente
se encontraran aqui.

Evaluar el tamafio de la muestra es importante ya que algunos estimadores de la
variabilidad genética, como la riqueza alélica, pueden presentar un sesgo que limita su utilidad
para la genética de la conservacion (Kalinowski, 2004). El analisis de rarefaccién para la riqueza
alélica indica que el tamafio de la muestra fue adecuado, ya que se encontrd la misma tendencia
respecto a la muestra y la riqueza alélica observada y esperada en cada colonia excepto EI Uno
Norte (UN), donde el nimero de alelos encontrados fue menor al esperado (Cuadro 6). Los
resultados obtenidos para la colonia EI Uno Norte (UN) pueden presentar un sesgo debido al bajo
tamafio de muestra obtenido en esta poblacion.

El modelo de mutacién de piedra de paso, establece que cada vez que hay una mutacién
se pierde 0 gana una unidad de repeticion del microsatélite (Hedrick, 2005); al no encontrar 3
alelos intermedios, podemos suponer que: a) hubo un error de amplificacién; b) que los alelos se
encuentran en muy baja frecuencia en la poblacién y por esta razén no se encontraron en los
individuos muestreados o; c) que estos alelos se perdieron por deriva génica o endogamia. La
primera opcion se puede descartar, ya que el analisis de alelos nulos no los encontré en estos loci,

siendo més factibles las opciones b y ¢, que se ven reforzadas al confirmar que hay alelos con
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frecuencias muy bajas en la poblacion, situacion que sugiere que éstos estan en vias de fijacion
por efecto de la deriva génica. Las bajas frecuencias de estos alelos también se podrian
relacionar con que alelos que han surgido recientemente por mutacién se encontraran en
frecuencias bajas en las poblaciones (Hedrick, 2005).

Las colonias de Janos se encontraron fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg debido a
una deficiencia de heterdcigos. Una desviacion significativa del equilibrio sugiere que no se
cumplen los supuestos de este modelo y que tanto la deriva génica como la endogamia estan
actuando en nuestra poblacion. Los supuestos que se podrian romper en esta poblacién es que al
formar grupos familiares de varias hembras emparentadas y uno o dos machos no relacionados, el
apareamiento no es aleatorio y la fragmentacion del hébitat interrumpe el flujo génico e
incrementa el aislamiento, aumentando el efecto de la endogamia y de la deriva génica en la
poblacion, produciendo asi un exceso de homocigotos. Es necesario realizar analisis a nivel
intracolonial para determinar si esto es lo que estd sucediendo. Por otra parte, al conformar
secciones dentro de las colonias y grupos familiares dentro de las secciones, es probable que la
deficiencia de heterdcigos observada se deba a efecto Wahlund producido por un error en el
muestreo al no considerar la subestructura de las colonias en los analisis; sin embargo, el
programa MICROCHECKER no detect6 la presencia de éste en nuestras colonias. Para realizar
un analisis que considere a los grupos familiares y que podria ayudarnos a determinar con mayor
certeza la presencia de este efecto es necesario contar con informacion conductual referente a la

conformacion de los grupos familiares dentro de cada colonia.
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Cuadro 15. Antecedentes en estudios de genética de poblaciones realizados con microsatélites en algunas

especies de la familia Sciuridae.

No.

Referencia Especie microsatélites A He Fis Fir Fst
Goossens et al. 2001 M. marmota 5 4.2-6.3 0.6-0.8 0.05 0.19 0.14
Roach et al. 2001* C. 7 3.0-51 04-07 0.02 0.13 0.12

ludovicianus
*Jones et al. 2005 C. 14 3-11 0.4-1
ludovicianus
Ochoa Hein, 2008 S. perotensis 1% 5 0.6 0.34 043 0.14
Hulové y Sedlacek, S. citellus 5 22-28 0.3 055-09 - 0.6
2008
Presente estudio C. 10 2-4 0.5 0.18 0.26 0.10
ludovicianus

" Sitios con registro de Yersinia pestis. ¥ Microsatélites inespecificos. A = Alelos por locus; He =
Heterocigosidad esperada; y coeficientes F (Fis, Fir y Fsr). * Caracterizacion de microsatélites de C.

ludovicianus; Ho en lugar de He.

Al comparar nuestros resultados con los publicados por otros autores, observamos que la
heterocigosidad esperada o diversidad genética es menor en los perros Ilaneros en Janos que en
Colorado (Roach et al., 2001; Cuadro 15) y que la observada en otras especies de scilridos como
las marmotas de los Alpes Franceses (M. marmota, Goossens et al. 2001) y ardillas del Perote,
Meéxico (S. perotensis, Ochoa-Hein, 2008). Estos resultados sugieren que la variabilidad genética
es baja en el complejo en estudio; situacion reforzada por el hecho de que la heterocigosidad
esperada es menor que la maxima esperable de acuerdo al nimero de alelos encontrados (Huax =
0.97; Cuadro 6).

Por otra parte, la diversidad genética encontrada en este estudio (He = 0.5) es mayor a la
reportada para especies de mamiferos en grave peligro de extincion y que han atravesado cuellos
de botella severos como la ardilla de tierra europea (S. citellus, He = 0.33; Hulova y Sedlacek,
2008), el guepardo (A. jubatus, Hg = 0.39; Maudet et al. 2002), el lobo mexicano (C. lupus
baileyi, He = 0.13; Maudet et al. 2002) y el ledn asiatico (P. leo persica, Heg = 0.15; Maudet et al.

2002). Los resultados sugieren que aunque hay una disminucion en la variabilidad genética, la
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situacion no es tan grave como la de otras especies importantes en términos de conservacion. Al
tomar medidas de manejo como la reubicacion de individuos, podremos aumentar la variabilidad
en pocas generaciones (Frankham, 2005), aunque es necesario realizar simulaciones que permitan
determinar el numero de individuos a introducir a la poblacion para alcanzar los niveles de
variabilidad deseados y evitar la depresién por exogamia. Ademas, se debe considerar que la
introduccion de hembras dentro de una colonia puede resultar en la pérdida rapida de la
diversidad genética al romper la influencia de la estructura genética de los grupos familiares
sobre la distribucion de los alelos en la colonia (Dobson et al. 2004).

Los resultados sugieren que la variabilidad genética se ha visto afectada por un cuello de
botella. La teoria sefiala que una reduccion drastica del tamafio poblacional ocasiona la pérdida
de los alelos raros y modifica la manera que éstos se distribuyen entre las poblaciones. La deriva
génica, cuando hay un cuello de botella, provoca cambios aleatorios en las frecuencias alélicas de
una generacion a la siguiente, promueve la pérdida de variabilidad genética y la fijacion de alelos
en las poblaciones, e incrementa la diversificacion entre poblaciones réplica provenientes de la
misma poblacion ancestral. El efecto de la endogamia produce una reduccion de la
heterocigosidad, una disminucidn en el éxito reproductivo y la sobrevivencia, y un incremento en
el riesgo de extincion (Frankham et al. 2005).

Al analizar los resultados considerando a las colonias de manera independiente, se
observaron diferencias en cuanto a la pérdida de variabilidad genética y el efecto de la
fragmentacion del habitat en ellas. La colonia de este complejo con menor diversidad genética
(Hg; Cuadro 5) fue El Uno Norte (UN), y es, probablemente, la que tiene mayor riesgo de
extincion. Las colonias Agua Blanca (AB), Presa Casa de Janos (CJ) y La Cal (LC) también
presentaron baja variabilidad genética e indices de endogamia significativos, por lo cual también

pueden presentar riesgo de extincion. La colonia ElI Cuervo (EC), que era la mas grande
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conocida hasta 1988 y es la mas grande del complejo en la actualidad, contuvo mayor
variabilidad genética que el resto de las colonias estudiadas; situacion que sugiere que ésta se ha
mantenido sana a pesar de la disminucion poblacional ocasionada por los efectos combinados de
la sequia de los ultimos afos, la expansién de la agricultura y el manejo ganadero. EIl Cuervo
representa un reservorio de la variabilidad del complejo y como tal se deben tomar medidas para
su proteccion. Otras colonias con alta variabilidad genética son el Papalote San Pedro (PP), que
fue una de las colonias mas pequefias muestreadas, y El Aguila (EA), que se encuentra en riesgo
de desaparecer debido al establecimiento de nuevas zonas de cultivo en el area.

Los valores del coeficiente de endogamia (Fs) indicaron su presencia en la mayoria de las
colonias del complejo, aunque ésta es menor a la reportada para dos especies de Spermophilus
(Goossens et al. 2001; Ochoa-Hein, 2008). Al respecto, Chesser (1983) sugiere que los altos
niveles de Fs indican niveles altos de endogamia entre las secciones de la colonia, sin embargo,
la organizacion social de los perros Ilaneros tiene efectos draméticos en la distribucion de los
genotipos dentro de una poblacion, ya que al conformar grupos familiares hay estructuracion
hacia el interior de la colonia, y los altos valores de Fs pueden ser reflejo de las relaciones de
parentesco entre los miembros de los grupos familiares y no del apareamiento entre parientes
cercanos (Chesser, 1983; Goossens et al., 2001). No se puede descartar que los altos valores de
endogamia en la poblacion sean reflejo directo del resultado de la fragmentacién del hébitat, y la
consecuente disminucion del tamafio poblacional en las colonias, asi como de algun cuello de
botella, ya que Roach et al. (2001) encontraron niveles de endogamia mucho menores que los
registrados en Janos.

Los niveles altos de endogamia se han relacionado con disminucion en la variabilidad
genética, factor que incrementa el riesgo de extincion (Frankham et al. 2005; Hulova y Sedlacek,

2008). Asi mismo, los valores altos de Fis se relacionan con depresion por endogamia que
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disminuye la fecundidad y sobrevivencia de individuos adultos, que afecta la tasa de crecimiento
poblacional e incrementa la probabilidad de extincion por eventos estocésticos (Goodman, 1987;
Saccheri et al. 1998; Madsen et al. 1998; O’Grady et al. 2006; Hulova y Sedlacek, 2008).

El andlisis de diferenciacién genética obtenida a partir de Rst pareadas obtuvo un rango
que va de baja a alta diferenciacion genética entre colonias (Cuadro 7), con valores significativos
en la mayoria de las comparaciones, siendo ElI Cuervo (EC) la colonia que presentd el mayor
namero de relaciones no significativas y Pancho Villa (PV) y ElI Uno Norte (UN) las que
presentaron los valores méas altos de diferenciacion genética. Se ha observado que la deriva
génica en poblaciones pequefas tiene el efecto de promover una répida diferenciacion entre
poblaciones (Frankham et al. 2005; Hedrick, 2005); sin embargo, al analizar estos resultados, no
se puede descartar una posible sobreestimacion debida a las diferencias en el tamafio de la
muestra de cada colonia, que va de 6 a 22 individuos. Hulova y Sedlacek (2008) reportaron que
se pueden observar altos niveles de diferenciacion en sitios donde el hébitat nunca ha sido
continuo y las poblaciones son reminiscencias de eventos discretos de colonizacion en el pasado;
bajo este supuesto, se observaria una fuerte relacion entre las distancias genéticas y las distancias
geogréficas. Como se discute mas adelante, en Janos no se encontro relacion entre las distancias
genéticas y las distancia geogréafica, lo cual se puede relacionar con que ésta era una poblacion
panmictica que se ha fragmentado debido a las actividades humanas, de manera que la
diferenciacion genética se debe a la distribucion aleatoria de los alelos en los fragmentos y al
efecto de la deriva génica que causa rapida diferenciacion.

Por otra parte, en el dendograma realizado con la distancia genética de Nei se observo que
los soportes de las ramas no fueron robustos (Fig. 6), por lo que se puede concluir que el patrén
que sigue la estructuracion no es claro. Al presentarse fragmentacion del habitat reciente no sera

posible identificar un patrén de diferenciacion genética, ya que, aunque la diferenciacion genética
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es rapida, los alelos quedan distribuidos al azar en las poblaciones (Frankham et al. 2005;
Hedrick, 2005).

En este estudio se encontraron niveles de diferenciacion genética significativos, asi como,
alto flujo génico entre colonias obtenido por medio de dos métodos distintos. EI flujo génico se
considera un factor primordial en el mantenimiento de la variabilidad genética, porque tiene el
potencial de homogenizar las poblaciones y minimizar los efectos de la deriva génica y la
endogamia, es decir, reduce el impacto de la fragmentacion del héabitat (Frankham et al. 2005;
Hedrick, 2005). Los altos niveles de flujo génico deberian disminuir los valores del coeficiente
de diferenciacion; al respecto, se observa que la regla de Wright de que un migrante por
generacion es el minimo sugerido para mantener una estructura homogénea, asi como, los
supuestos de este modelo (poblaciones del mismo tamafio y tasa de migracion constante entre
subpoblaciones) rara vez se cumplen en la naturaleza (Whitlock y McCauley, 1999), de manera
que otros autores han sugerido que se requieren entre alrededor de 5 y mas de 10 migrantes por
generacion para evitar la diferenciacion (Frankham et al. 2005).

Es importante considerar que puede haber un sesgo en los resultados ya que los analisis de
flujo génico realizados no consideran modelos como el de metapoblaciones, en el que éste no es
unidireccional (Withlock y McCauley, 1999; Frankham et al. 2005), como se ha reportado en
colonias de perros llaneros que estan aisladas espacialmente y genéticamente diferenciadas, en las
que la dispersion contina después de la colonizacién inicial sin que se pierda la diferenciacion y
presentan una dinamica de metapoblacién — extincidn y recolonizacion continua (Roach et al.
2001). Se puede considerar la posibilidad del sesgo, ya que las colonias que no se muestrearon
pueden funcionar como piedras de paso, pues se encuentran a una distancia intermedia entre dos
colonias lejanas y mantienen el flujo génico entre ellas. En el caso de las colonias que aparecen

aisladas geogréficamente en el mapa (Fig. 3): pueden existir pequefias colonias que no fueron
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detectadas durante el mapeo del sitio y mantienen un flujo génico continuo hacia ellas, pueden
presentar tamafos efectivos grandes o el tiempo de aislamiento no ha sido suficiente para que
nuestro anélisis lo detecte.

Por otra parte, se debe recordar que los estimados de flujo génico representan un
promedio a través de un periodo de tiempo, y los valores reflejan tasas evolutivas historicas
(Beerli y Felsenstein, 1999; Frankham et al. 2005), de manera que es probable que el alto nimero
de migrantes arrojados por el programa MIGRATE-N se refiera a los patrones historicos de flujo
génico en lugar de la situacion actual de las colonias. También es importante sefialar que algunos
factores que pueden ocasionar un incremento en la varianza y la sobreestimacion de los valores
(Beerli y Felsenstein, 1999), son la presencia de poblaciones fantasma (Slatkin, 2005), las
diferencias en el tamafio de la muestra entre colonias, y que el célculo esta basado en la tasa de
mutacion (© = 4Nep), que para microsatélites es muy alta (10) y varia entre loci (Vali et al.
2008). Para resolver esta incognita es necesario realizar andlisis con otros marcadores
moleculares, como la regién control del ADN mitocondrial que permite rastrear linajes
femeninos, identificar patrones de migracion historicos, asi como diferencias entre la dispersion
de machos y hembras, detectar sefiales de expansion poblacional histérica y el nimero efectivo
de hembras (Frankham et al. 2005).

La alta proporcion de numero de migrantes puede relacionarse con que se estan
comparando tasas de migracion histéricas con tamafios poblacionales actuales. Si se considera
que algunas colonias, que antes constituian una unidad, son producto de la fragmentacién del
habitat y que los tamafios poblacionales histéricos eran de miles o cientos de miles se puede
concluir que los resultados reflejan que el complejo era una poblacion panmictica constituida por

colonias de gran tamafio conectadas por medio de flujo génico continuo.
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Por otra parte, se realizd una prueba de aislamiento por distancia y no se encontrd
correlacion entre la diferenciacion genética y la distancia geografica entre las colonias (r = -
0.189; p = 0.096; Fig. 7). Chesser (1983) tampoco encontrd esta correlacion en un complejo de
perros llaneros de Nuevo México, asi como Hulova y Sedlacek (2008) no la encontraron en
ardillas de tierra europeas. Estos autores sefialan que la falta de correlacion se debe a que la
deriva génica actla de manera independiente en cada subpoblacién debido a la fragmentacion y
pérdida de habitat, acompafadas de falta de flujo génico (Chesser, 1983; Hulova y Sedlacek,
2008), es decir, al impacto de la deriva génica en poblaciones finitas (Frankham et al. 2005).

El célculo de flujo génico se basa en el modelo de islas (Wright, 1969), en el que se
espera que las islas o parches de habitat distantes reciban menor nimero de migrantes que las
islas o parches cercanos, de manera que la variabilidad decrecera con respecto a la distancia del
continente, y el efecto dependera de la naturaleza de la matriz circundante y su influencia en las
tasas de dispersion (Frankham et al. 2005); sin embargo, en metapoblaciones el efecto en la
endogamia y la variabilidad genética difiere del modelo de islas, ya que en éstas la pérdida de
variabilidad depende de las tasas de extincion y recolonizacién, asi como de la estructura
poblacional (Frankham et al. 2005). Algunos autores sugieren que los complejos de perros
llaneros tienen una dindmica metapoblacional (Roach et al. 2001; Antolin et al. 2006;
Slobodchikoff et al. 2009).

Por otro lado, Wiasiuk et al. (2003) sugieren que para especies con dispersion restringida,
la falta de aislamiento por distancia puede ser sefial de falta de equilibrio e indica una expansion
poblacional reciente. La historia reciente de este complejo sugiere que la falta de aislamiento por
distancia es consecuencia de la fragmentacion del habitat y por lo tanto de efecto fundador y

cuellos de botella, y aparentemente no de una expansion poblacional.
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En este sitio, donde el tamafio de las colonias varia en méas de un orden de magnitud, no
se encontr6 correlacion entre los valores de heterocigosidad esperada y el coeficiente de
endogamia con el tamafio de la colonia (r = 0.48, p = 0.094, Fig. 8ay r = 0.302, p = 0.31, Fig.
8b), pero observamos una tendencia en ambas correlaciones, que se ajusta a lo establecido por la
teoria que predice que los fragmentos mas pequefios son mas propensos a la extincién por efecto
de la depresion por endogamia y la deriva génica (Frankham, 1997; Frankham et al. 2005;
O’Grady et al. 2006). Sin embargo, en Janos la fragmentacién del hébitat es reciente, ya que el
registro del efecto de las actividades antropogénicas de 1988 a 2000 (Marcé, 2001) sefiala que
hubo cambios importantes en la presencia, el tamafio, la conectividad y la composicién de las
colonias del complejo durante ese periodo; lo cual sugiere que estas fuerzas evolutivas no han
tenido tiempo suficiente para que se muestre una tendencia significativa.

Los analisis AMOVA y SAMOVA (Cuadro 10 y 11), que establecen como se encuentra
distribuida la variacion en diferentes niveles jerarquicos y nos dan una idea de como actian la
deriva génica y la endogamia en la conformacion de ésta, determinaron que la variacion se
encuentra repartida en mayor medida entre los individuos con respecto a la poblacion total;
resultados que sugieren que la variabilidad genética que queda en la poblacién se encuentra
repartida de manera aleatoria en las colonias. Al respecto, Chesser (1983) report6 la misma
distribucion de la varianza genética en perros llaneros de Nuevo México, y concluyé que ésta se
puede atribuir a que la organizacién social de los perros llaneros en unidades familiares dentro de
secciones en las colonias permite que se minimice la endogamia y favorezca la exogamia (Foltz y
Hoogland, 1983; Dobson et al. 1997) dentro de los grupos familiares, aunque en apariencia la
endogamia sea alta debido al efecto Wahlund. Para que se maximice la exogamia es necesario
que haya conectividad entre las colonias y las secciones que las componen, algo que se ha

perdido en algunas colonias del complejo de Janos — Casas Grandes debido a la fragmentacién y
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pérdida del habitat, y que se ve reflejado en el papel que juegan la endogamia y deriva génica en
él; podemos promover este proceso e incrementar la variabilidad en las colonias al incrementar la
conectividad entre ellas, permitiendo asi el intercambio de alelos. También se observd
estructuracion significativa en la poblacion, aunque ésta es menor que la hallada en otras ardillas
(Cuadro 15) y al promedio reportado para mamiferos (0.24; Frankham et al. 2005). EIl valor de
Fsr mide el impacto de la division en subpoblaciones y, por lo tanto, la reduccién en la
heterocigosidad causada por la deriva génica (Hulova y Sedlacek, 2008), de manera que se puede
ver que tanto endogamia como deriva génica tienen un papel importante en la distribucion de la
variabilidad genética de los perros llaneros. Estos resultados se relacionan con la historia reciente
de fragmentacion del habitat resultante de las actividades antropogénicas, ya que se ha observado
que en poblaciones fragmentadas las subpoblaciones estan altamente estructuradas y el efecto de
la deriva génica y la endogamia es mas dramético (Goossens et al. 2001; Frankham et al. 2005;
Hedrick, 2005; Hulova y Sedlacek, 2008).

Por otra parte, al considerar la distribucion espacial, y separar 3 colonias del resto del
complejo (CJ, LC y UN), se observo un incremento en el valor de la estructuracion genética, es
decir que el papel de la deriva génica se volvié méas fuerte con respecto a la endogamia. Estas
colonias tienen en comun un alto indice de endogamia y baja diversidad genética. Relacionado
con esto, se sabe que al menos La Cal (LC) y ElI Uno Norte (UN) comparten una historia de
fragmentacion por envenenamiento y sequia (Marcé, 2001; List et al. 2003), y que Presa Casa de
Janos (CJ) es una colonia que se encuentra aislada geograficamente y pudo crecer a partir de
pocos individuos (Fig. 3); factores que, como predice la teoria respecto a poblaciones pequefias
(Frankham et al. 2005), inciden en un mayor efecto de las fuerzas evolutivas en estas tres

colonias que en el resto del complejo.
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Las barreras genéticas determinadas por SAMOVA, y que separan estas tres colonias, se
pueden explicar, por una parte, porque el mezquite (Prosopis sp.) y el popotillo (Ephedra sp.) que
rodean a las colonias pueden representar una barrera al flujo génico en estas poblaciones, ya que
se ha observado que la dispersién ocurre principalmente entre grupos familiares dentro de una
colonia y que los perros llaneros requieren de un ecosistema abierto para protegerse de sus
depredadores y dispersarse entre colonias (Hoogland, 1996; Roach et al. 2001). Ademas, en caso
de ocurrir la dispersion entre colonias, la densidad de depredadores como el coyote es mayor en
areas con mezquite (List, 1997) y la probabilidad de establecerse en un nuevo grupo familiar al
alcanzar otra colonia es baja. Se ha registrado que el porcentaje de individuos que se dispersan
de manera exitosa es de sélo entre el 1% y el 3% (Hoogland, 1996). Sin embargo, es necesario
resaltar que existen otras colonias rodeadas de mezquite que no estan genéticamente
diferenciadas y que los analisis de flujo génico no coinciden con esta historia.

Por otra parte, es mas probable que la diferenciacion de estas colonias se deba a efecto
fundador o a un cuello de botella, pues como se mencion6 con anterioridad, al menos La Cal
(LC) y EI Uno Norte (UN) son colonias que estuvieron sujetas a envenenamiento constante
durante el periodo de 1988 a 1996 (Marcé, 2001); ademas se tiene registro de que La Cal es una
colonia resultante de la fragmentacion del habitat, y por tanto atravesd un cuello de botella,
mientras que EI Uno Norte es una recolonizacion que presenta efecto fundador (Marcé, 2001).
Como se aprecia en la figura 3, estas colonias se encuentran muy cercanas geograficamente lo
que sugiere que pueden provenir de la misma poblacién fuente ancestral, y que la alta
diferenciacion entre ellas con respecto al resto de las colonias, se debe al efecto fundador y cuello
de botella ocurrido en ellas, lo cual también explicaria la baja variabilidad genética encontrada en
El Uno Norte (UN). Desafortunadamente, no se cuenta con informacion referente a la historia de

la colonia Presa Casa de Janos (CJ), aunque, como se observa en el mapa de las colonias (Fig. 3),
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ésta se encuentra aislada geograficamente al estar ubicada en un valle localizado en las faldas de
la Sierra Madre Occidental y podemos atrevernos a sugerir que esta colonia también pudo verse
afectada por efecto fundador.

Existe la posibilidad de que la diferenciacion de estas colonias del resto del complejo se
deba a que éste representaba una distribucion continua que se fragment6 como consecuencia de
las actividades antropogénicas. Al extinguirse las colonias que las conectaban, éstas quedaron
aisladas. Marcé (2001) reporta que las colonias més afectadas por la fragmentacion del habitat en
el periodo 1987 - 1996 fueron aquellas localizadas en la parte central del complejo, sitio en el que
se encuentran La Cal (LC) y El Uno Norte (UN).

Al comparar nuestros resultados con otros estudios realizados con perros llaneros, se
observa que el valor de estructuracién calculado por Roach et al. (2001) no es estadisticamente
distinto al encontrado en Chihuahua (tops = 0.033; t(1: 0.05) = 12.7), mientras que el reportado por
Chesser (1983), calculado a partir de aloenzimas, es igual al del presente estudio (Fsr = 0.103).
La similitud entre los valores de estructuracion genética entre sitios puede relacionarse con el
comportamiento filopatrico de las hembras y de dispersion de los machos, asi como con la escala
del estudio y con la distancia entre las colonias de cada complejo (Antolin et al. 2006).

Los valores de los coeficientes de endogamia (Fis y Fir) son menores en Colorado (0.02 y
0.13; Roach et al. 2001) y mayores en Nuevo México (Fis = 0.32 y Fir = 0.4; Chesser, 1983) con
respecto a los calculados para Chihuahua (0.18 y 0.24; Cuadro 15). Estas diferencias pueden
relacionarse con la conectividad entre las colonias, el periodo que ha pasado desde la
fragmentacion y la dinamica de la metapoblacion (Antolin et al. 2006), ya que en Colorado, a
pesar de que las colonias son mas pequefias, la endogamia es baja debido a la alta conectividad
entre ellas; asi mismo, el complejo de Colorado se encuentra en la parte central de la distribucion

historica por lo que es posible que la variabilidad genética inicial en este sitio fuese mayor que la
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de Nuevo México y Chihuahua. Ademas, la presencia de peste en el complejo de Colorado
puede ser responsable de una dinamica de metapoblacion - extincion y recolonizacion constante —
mas pronunciada, que afecta a la distribucion de la variacion y la estructura genética de la
poblacion, asi como el efecto de la endogamia en ella (Hedrick, 2005). Las colonias de perros
llaneros pequefias y aisladas tienen menor probabilidad de persistir que las colonias grandes
cuando no hay peste; sin embargo, cuando Yersinia pestis esta presente se reduce la persistencia
de colonias grandes y pequefias de igual manera (Lomolino y Smith, 2001). En contraste, las
colonias encontradas en Janos y Nuevo México (Chesser, 1983) tienen una dindmica que depende
de la disponibilidad de recursos méas que de la presencia de enfermedades, en donde las colonias
se han extinguido por accion antropogénica, y la transformacion del habitat ha sido tal que la
recolonizacion de algunos sitios es préacticamente imposible (Marcé, 2001); situacion que
produce una estructura genética distinta a la observada en sitios donde estd presente Y. pestis,
como Colorado y Montana, y la presion antropogénica es menor. EI comportamiento de la
variabilidad genética en metapoblaciones depende de aspectos que se ven afectados por la
fragmentacion del héabitat como el numero de individuos fundadores, la capacidad de dispersion
de la especie, la conectividad entre poblaciones y la tasa de recambio de poblaciones (Harrison y
Hastings, 1996), que en perros llaneros se ve gravemente afectada por la presencia de epidemias
(Lomolino y Smith, 2001; Antolin et al. 2006).

Por otra parte, el analisis de asignacion de individuos realizado con STRUCTURE,
distribuy0 a los individuos en dos grupos. El grupo 1 estuvo conformado, en su mayoria, por los
individuos pertenecientes a Presa Casa de Janos (CJ), La Cal (LC) y El Uno Norte (UN),
mientras que el grupo 2 estuvo configurado, en mayor medida, por individuos entremezclados;
esto sugiere que el complejo funciona como una unidad genética y que la diferenciacion

observada entre colonias puede descartarse al realizar planes de manejo, de manera que las
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colonias grandes puedan funcionar como poblaciones fuente para la reubicacion de individuos
hacia las pequefias, aunque es importante considerar que si no se realizan simulaciones que
consideren la estructura social de la especie, la suplementacién de individuos puede causar
depresion por exogamia (Dobson et al. 2004; Frankham et al. 2005). Los valores de
estructuracion entre los dos grupos fueron muy distintos; por un lado, la baja estructuracion en el
grupo 2 puede ser resultado de flujo génico entre las colonias y la conectividad previa a la
fragmentacion del hébitat, mientras que la moderada estructuracion observada en el grupo 1 se
puede explicar porque la presion de la deriva génica y la endogamia ha deteriorado la variabilidad
genética en estas 3 colonias debido a sus historias individuales.

Los andlisis de estructura genética sefialan la presencia de endogamia y deriva génica en
el complejo, que puede deberse a la fragmentacion y pérdida del habitat; sin embargo, se debe
considerar que los patrones de estructuracion historica en las poblaciones, también, pueden tener
un marcado efecto en la distribucion de la variabilidad genética actual de manera que la
diferenciacion observada puede ser resultado de aislamiento a largo plazo, en lugar de
fragmentacion del habitat reciente (Cunningham y Moritz, 1998) o de la combinacion de
procesos actuales e historicos, como la estructuracion inherente a la organizacion social de los
perros llaneros, la presencia de un cuello de botella y la fragmentacion del héabitat ocasionada por
las actividades antropogénicas. Para discernir entre los patrones actuales e historicos de
colonizacion y flujo génico que pueden explicar la estructura genética del complejo, es necesario
realizar andlisis con otros marcadores moleculares, como la region control de ADN mitocondrial
que permite rastrear linajes femeninos e identificar patrones de migracion y dispersion histéricos
(Frankham et al. 2005), asi como otros marcadores nucleares como los SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) que permiten una estimacion més fina de la diversidad genética (Vali et al.

2008).
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El anélisis de parentesco detectd que sélo el 21% de las relaciones de parentesco posibles
son significativas (Anexo 6) y que la relacién de parentesco que se presentd con mayor
frecuencia fue la de medios-hermanos (Cuadro 13). La alta proporcién de medios hermanos es
consistente con el sistema de apareamiento de los perros llaneros (Hoogland, 1996), mientras que
la baja frecuencia de la relacion de hermanos se puede deber a que no se capturo a todas las crias
de cada cuadrante. En la colonia con menor variabilidad genética (EI Uno Norte) sélo se
detectaron relaciones de padre-cria lo que sugiere que en ella la endogamia es alta; idea reforzada
por el alto indice de endogamia presente en esta colonia; o bien, los seis individuos capturados
pertenecian a un solo grupo familiar.

El bajo numero de alelos y su distribucion en las colonias, los valores de heterocigosidad
esperada y los valores de varianza molecular sugieren que aunque hay pocos alelos en la
poblacion, éstos se encuentran distribuidos al azar en los individuos. Estos resultados son
consistentes con la presencia de un cuello de botella reciente, que ademas se comprobd por medio
del andlisis BOTTLENECK (Cuadro 14). EIl resultado arrojado por este programa puede
relacionarse, también, con evento fundador, el cual tiene un efecto en la variabilidad genética
igual al de los cuellos de botella; lo que apoya la idea de un origen relativamente reciente del
complejo de perros llaneros de Janos - Casas Grandes producto de una expansiéon poblacional
ocurrida como consecuencia de la expansion ganadera y acompafiante sobrepastoreo que a fines
del sigo XIX permitio a la especie colonizar nuevas areas (Truett et al. en prensa).

Es necesario realizar acciones de manejo que permitan recuperar a las especies que han
pasado por cuellos de botella, como es el caso de los perros Ilaneros, ya que éstos generan una
reduccion en la diversidad genética, altos niveles de endogamia y baja adecuacion reproductiva,
que comprometen la habilidad de las poblaciones para enfrentar los cambios ambientales y

reducen su probabilidad de persistencia a largo plazo (Frankham et al. 2005), es decir,
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incrementan su riesgo de extincidn por eventos estocasticos (Newman y Pilson, 1997). El efecto
de los cuellos de botella se relaciona con su magnitud y la historia evolutiva y demogréfica de la
especie (Busch et al. 2007).

Los resultados coinciden con la historia de este complejo, una poblacién continua que se
ha fragmentado recientemente debido al manejo ganadero, el sobrepastoreo, la expansion de la
frontera agricola y el crecimiento de la poblacion local (Marcé, 2001), actividades que fomentan
el avance del mezquite y la pérdida del pastizal. Ademas, las colonias han sido afectadas por la
limitacion de recursos a causa de la sequia, que en 2006 fue tan fuerte que no se produjeron crias
(Rivera Téllez, 2009) y por cuellos de botella recientes que inciden directamente en la
variabilidad genética de las poblaciones, particularmente en su riqueza alélica (Williams et al.
2003). El efecto de estos factores ha actuado de manera distinta en cada colonia del complejo
dependiendo de su grado de perturbacién y aislamiento.

La fragmentacion del habitat es reciente y las sefiales de pérdida de variabilidad genética
que se observan son, todavia, débiles; por lo que es necesario realizar acciones de manejo, como
mantener la conexion entre colonias por medio de corredores de dispersién, promover la
recolonizacion de &reas en las que antes habia perros llaneros y suplementar las colonias
existentes, de manera que disminuya y se remedie la pérdida de variabilidad genética observada
hasta el momento.

Aunque la conservacion del complejo como conjunto es muy importante, debemos
resaltar que la colonia EI Cuervo representa un reservorio importante de variabilidad genética y
puede funcionar como poblacion fuente para la reubicacion de individuos, por lo que se deben
destinar recursos y esfuerzo a su proteccién. La reubicacion de individuos provenientes de El
Cuervo a aquellas colonias con altos indices de endogamia y baja heterocigosidad, como EI Uno

Norte, Agua Blanca, Presa Casa de Janos y La Cal, podria ser una medida a considerar para
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incrementar la variabilidad genética de estas colonias y asegurar su persistencia; sin embargo, se
deben realizar andlisis por medio de simulaciones que consideren la estructura familiar de los
perros llaneros y permitan determinar la cantidad de individuos que es necesario reubicar, asi
como, en qué proporcion sexual y cada cuantas generaciones, para incrementar asi la variabilidad
genética en las colonias en las que se ha perdido.

Este trabajo provee valiosa informacion complementaria para los esfuerzos de
conservacion y manejo de los perros llaneros y su ecosistema, que se estan llevando a cabo en la

region.
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8. Conclusiones

La fragmentacion y pérdida de habitat se han identificado como las causas principales de la crisis
de extincion actual (Myers, 1997; Frankham et al. 2005). La pérdida de variabilidad genética es
uno de los resultados negativos de estos procesos que disminuye el potencial evolutivo de las
poblaciones e incrementa su probabilidad de extincién. Al respecto, sabemos que una de las
especies que se ha visto afectada por la fragmentacion del habitat es el perro de las praderas
(Cynomys ludovicianus), que ademas de ser especie clave e ingeniero del ecosistema, son pilares
para la permanencia de los pastizales de Norteamérica. Por lo anterior, evaluar el posible efecto
que ha tenido la fragmentacion del habitat sobre las colonias que habitan, en cuanto a tamafio y
distancia entre ellas es importante para la conservacion y el objetivo del presente estudio. Una
aproximacion a la evaluacion del efecto de la fragmentacion del habitat es la descripcién de los
niveles de variabilidad genética y estructuracion en las poblaciones, al respecto encontramos que:
 La variabilidad genética de los perros llaneros del complejo Janos - Casas Grandes es baja con
respecto a lo observado en otras especies de scilridos, aunque mayor al encontrado en
especies que han atravesado cuellos de botella severos.

» EI periodo en el que ha actuado la deriva génica en cada una de las colonias no ha sido
suficiente para que se fijen alelos de forma diferencial entre ellas, por lo que la variabilidad
genética se encuentra distribuida de manera aleatoria en el complejo, aunque la distribucién de
la varianza genética evidencia la pérdida de variacion como consecuencia de la accion de la
deriva génica.

» La reduccién de la conectividad entre colonias, la pérdida y fragmentacion del habitat y la

presencia de un cuello de botella han promovido la perdida de variabilidad genética debido al
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apareamiento entre individuos emparentados, como lo evidencian los coeficientes de
endogamia significativos en la mayoria de las colonias.

* Ni la distancia entre colonias, ni su tamafio permiten predecir los niveles de variabilidad
genética que se encontrardn en ellas, ni el impacto de las actividades antropogénicas, ya que
factores como la conectividad, la edad y la historia particular de cada sitio también son
importantes en la distribucién de la variabilidad.

» En términos de manejo y conservacion se debe considerar que el complejo constituye una

unidad genética y la fragmentacién del hébitat es relativamente reciente.

Los resultados coinciden con que la fragmentacion del complejo Janos - Casas Grandes es
muy reciente, de manera que su efecto en la pérdida de la variabilidad genética de los perros
Ilaneros es todavia débil. Sin embargo, detectamos una tendencia hacia la disminucion de la
variabilidad, asi como presencia de endogamia y estructuracion entre colonias, por lo que es
necesario proteger y manejar a las colonias que conforman el complejo para mantener una

poblacion genéticamente sana que pueda permanecer en nuestros pastizales a largo plazo.

Conservacion

La proteccién de los perros llaneros (Cynomys sp.), al tratarse de una especie clave e
ingenieros de ecosistemas, es una estrategia necesaria para la permanencia y recuperacion de los
pastizales de Norteamérica y de las especies amenazadas y en peligro de extincidn asociadas a
ellos. Por lo tanto, es necesario elaborar programas de manejo que incrementen la variabilidad
genética de las colonias y la conectividad entre ellas.

Por un lado, la colonia EI Cuervo, al ser la colonia con mayor nimero de alelos y mayor

variabilidad genética, representa un reservorio de diversidad, de manera que si queremos
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mantener la variabilidad en el complejo es necesario protegerla. Ademas, para preservar el Gnico
alelo que no se encontr6 en El Cuervo es necesario manejar La Béascula y La Cal, de manera que
éste permanezca en la poblacion. Asi mismo, algunos alelos se encuentran en baja frecuencia en
El Cuervo, y para asegurar su permanencia se deben destinar esfuerzos para la conservacion de
las colonias Presa Casa de Janos, Monteverde y El Aguila. El presente trabajo sugiere que
debido a la acelerada conversion agricola sobre las colonias de perros Ilaneros en Janos, es
necesario llevar a cabo reubicaciones en breve, especialmente, entre las colonias en los que se
encuentran aquellos alelos que se presentan en baja frecuencia para evitar su desaparicion.
Asimismo, es necesario resaltar la importancia de llevar a cabo acciones inmediatas en la colonia
El Aguila, que esta en grave riesgo de desaparecer debido a su tamafio y a los intentos constantes
para establecer areas de cultivo en el area.

Por otra parte, el re-establecimiento de la variabilidad genética en aquellas colonias que se
han visto més afectadas por la fragmentacion del habitat puede realizarse por medio de manejo,
como la reubicacion de individuos y el incremento de la conectividad de las colonias. La
reubicacion de individuos se puede realizar llevando individuos de las colonias que presentan
mayor nimero de alelos y mayor heterocigosidad, como El Cuervo, a aquellas colonias que son
mas susceptibles a la extincidn ya que presentan valores de variacién bajos, fijacion de alelos e
indices de endogamia altos, como El Uno Norte, La Cal, Agua Blanca y Presa Casa de Janos.

Es necesario el re-establecimiento de la conectividad de las colonias al promover la
recolonizacion de aquellas areas que han sido transformadas, y asi, impulsar el flujo génico entre
ellas. Las colonias EI Uno Norte y La Cal podrian beneficiarse con esta medida de manejo al
incrementar el flujo génico con colonias cercanas como La Bascula y el Papalote San Pedro que

tienen buenos valores de variabilidad genética. Un impacto adicional que tendria esta medida es
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la recuperacion del pastizal que se ha perdido debido al cambio en el uso de suelo y el avance del
mezquite.

Finalmente, antes de realizar medidas de manejo como la reubicacién de individuos, es
necesario realizar simulaciones que consideren la estructura social de los perros llaneros y
permitan conocer cuadntos, en qué proporcion sexual y cada cuando es necesario realizar la
reubicacion para elevar los niveles de variabilidad genética en aquellas colonias en las que se
encuentra disminuida y evitar la depresién por exogamia que puede ocurrir si las colonias se
vuelven demasiado homogéneas. También se debe incorporar la evaluacion del impacto de las
medidas de manejo tomadas para determinar si son exitosas y en caso necesario realizar las

modificaciones pertinentes para mejorarlas.
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9. Perspectivas

Esta seccion tiene como finalidad proponer lineas de investigacion que se pueden seguir para
responder las incognitas que nos deja el presente trabajo.

1) Es relevante realizar un estudio que integre a todos los complejos de Norteamérica, utilizando
el mismo marcador molecular para evaluar la distribucion de la variabilidad genética a lo largo de
la distribucion de la especie.

2) Es necesario realizar un estudio comparativo entre muestras de museo y actuales que
proporcione informacién respecto a la magnitud del cuello botella causado por la devastacién de
los pastizales de Norteamérica y la capacidad de recuperacion de esta especie.

3) Se deben realizar anélisis de ADN mitocondrial que permitiria determinar los procesos
historicos que han afectado la conformacion actual de la variabilidad en ésta y otras poblaciones
de perros llaneros.

4) Es importante establecer una relacién entre datos demogréficos y de variabilidad genética para
determinar el efecto de la pérdida de variabilidad genética en la adecuacion de nuestra poblacion
y evaluar la probabilidad de permanencia de cada colonia en corto, mediano y largo plazo.

5) Es relevante realizar estudios de adecuacion que permitiran identificar, con mayor confianza,
aquellas colonias mas susceptibles a la extincion por efecto de depresion por endogamia y
desarrollar estrategias de manejo adecuadas para su recuperacion.

6) Finalmente, es necesario relacionar los datos de variabilidad genética y demografia con
aspectos como la conformacion de la comunidad vegetal en cada colonia, su productividad
primaria y el tipo de suelo, asi como con el impacto del sobrepastoreo y la agricultura, que

permitan comprender con mayor profundidad la interrelacion entre los perros y su entorno.
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Anexo 1.

Protocolo de extraccién de ADN de sangre (Bio-Rad modificado sin RNAsa)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Agregar 300ul de sangre a un tubo para microcentrifuga de 1.5 que contenga 900 pl de
Solucioén de lisis RBC. Invertir e incubar durante 10 min a temperatura ambiente.
Centrifugar 1 min a 12,000 rpm. Remover sobrenadante dejando 20 ul y mezclar
vigorosamente hasta que se resuspendan las células.

Agregar 300 pl de solucion de lisis genémico. Pipetear varias veces e incubar entre 15y 30
min a 37°C.

Agregar 100 ul de solucion de precipitacion de proteinas y mezclar 20 seg. Centrifugar 3 min
a 13,000 rpm.

Verter sobrenadante en un tubo nuevo y desechar el pellet.

Agregar 300 ul de Isopropanol. Invertir varias veces.

Dejar precipitar toda la noche a temperatura ambiente.

Centrifugar 10 min a 14,000 rpm a 4°C.

Eliminar sobrenadante dejando sélo el pellet.

Afiadir 300 pl de Etanol al 70%. Mezclar por inversion.

Centrifugar 10 min a 14,000 rpm.

Eliminar sobrenadante y dejar secar el pellet en campana de flujo laminar por 15 min.
Rehidratar con 100 pl de solucién hidratante.

Poner a bafio maria a 60 °C durante 30 min.

Resuspender 24 hrs a 4 °C.
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Anexo 2.

Frecuencias alélicas por locus y por colonia. En negritas observamos los alelos que presentan

una frecuencia menor a 0.1 y subrayados los alelos intermedios no encontrados en la poblacién

Locus\Colonia AB BA CJ] EA EC LB LC MO MV OS PP PV UN Total
210 0.23 0.23 0.19 0.14 011 - 050 0.17 - - 047 033 - 0.18
212 0.77 050 0.81 059 0.45 0.44 050 0.83 0.32 054 053 028 1 0.54
A2 214 - 027 - 027 034 044 - - 050 046 - 039 - 0.24
216 - - - - - - - - - - - - - -
218 - - - - 009 013 - - 018 - - - - 0.04
258 0.45 0.37 0.69 0.09 0.18 0.19 040 0.17 046 0.29 0.27 0.22 0.33 0.30
A8 260 0.45 060 0.31 0.41 0.57 053 060 0.44 036 0.50 053 0.50 0.67 0.50
262 - - - - 020 028 - 033 011 0.21 0.20 0.28 - 0.14
264 0.09 003 - 050 0.05 - - 006 0.07 - - - - 0.06
133 0.73 047 - 032 045 053 0.10 044 064 021 - 078 0.17 0.39
135 0.18 0.50 0.25 0.55 052 0.47 020 056 0.36 0.79 0.67 0.22 0.83 0.48
A101 137 - ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
139 0.09 0.03 0.75 0.14 0.02 - 070 - - - 033 - - 0.13
178 - - - 0.09 0.11 0.06 0.20 0.11 0.21 0.36 050 0.56 - 0.18
A104 180 0.32 0.27 0.25 0.36 0.43 0.75 0.10 0.78 0.64 0.64 0.30 044 1 0.47
182 - - 025 - 007 - - - - - - - - 0.02
184 0.68 0.73 050 055 039 0.19 0.70 0.11 014 - 020 - - 0.33
109 0.14 030 - 0.05 0.20 0.16 - - - 018 - - - 0.10
A119 111 045 0.23 0.38 0.36 0.30 0.41 0.25 0.22 0.29 0.29 0.30 0.11 0.58 0.31
113 0.41 0.33 050 0.27 032 0.44 055 050 054 054 050 0.28 0.42 0.43
115 - 0.13 0.13 032 0.18 - 0.20 0.28 0.18 - 020 0.61 - 0.16
89 - 033 - 018 011 - - - - - 017 033 - 0.09
C116 193 0.68 0.57 0.44 045 048 044 - 0.78 054 0.64 043 039 - 0.47
197 0.14 0.10 056 0.36 0.41 0.53 0.60 0.22 0.46 0.36 0.40 0.28 1 0.39
201 0.18 - - - - 003 040 - - - - - - 0.04
196 0.09 0.27 0.63 0.18 0.14 0.09 045 056 004 - 020 - 1 0.22
D1 200 0.77 037 0.38 041 052 0.69 045 0.11 036 054 053 033 - 0.46
204 014 037 - 041 034 0.22 010 0.33 0.61 0.46 0.27 0.67 - 0.32
290 0.50 0.73 0.56 0.64 0.50 0.50 0.55 0.61 0.57 0.50 057 0.44 050 0.55
D2 294 - - - - - - - - - - - - - -
298 0.50 0.27 0.44 036 050 0.50 0.45 0.39 043 050 043 0.56 050 0.45
192 0.68 0.33 0.63 050 0.39 0.31 050 0.50 0.43 0.25 0.33 056 0.67 0.43
D115 196 0.32 0.37 0.38 0.36 0.30 0.56 0.50 0.50 0.39 050 0.57 0.44 0.33 0.43
200 - - - - 016 - - - 018 - - - - 0.04
204 - 030 - 014 0.16 0.13 - - - 025 010 - - 0.10
D120 200 0.05 0.60 0.69 050 0.41 0.38 0.65 050 046 0.46 0.60 0.50 0.25 0.47
202 0.95 040 0.31 050 059 0.63 0.35 050 054 0.54 040 0.50 0.75 0.53
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Anexo 3. Anaélisis de alelos nulos

Anélisis de alelos nulos por colonia y por locus. « presencia de alelos nulos; X ausencia de

alelos nulos.

A8 Al101 A104 Al119 C116

=

)

2

D115 D120

AB
BA
o
EA
EC
LB
LC
MO
MV
0S
PP
PV
UN

kakkkkkkkkkkg

X X X X X XX XXX X
X X X X X X&{ X XX X X
XA XXACAAX S KNS X

X X X X X X X X& X X X X
X X X X X X X XX X X X

x X X X X X X X X X X Xx XU

X X Xx X X X X Xx X X X X X

X X X X X X X X X X X X X

X XX XX XXX XXX

AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires, CJ: Presa Casa de Janos, EA: El Aguila, EC: El Cuervo, LB: La
Béscula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde, OS: Ojitos Sur, PP: Papalote San Pedro, PV:
Pancho Villa; UN: El Uno Norte.

Fsr por locus y global calculada sin correccion para alelos nulos (SSENA) y con correccion para

alelos nulos (ENA).

Locus Fst S'lENA Fst ENA
A2 0.134 0.131
A8 0.049 0.052

A101 0.223 0.198

A104 0.203 0.172

A119 0.037 0.043

C116 0.119 0.114
D1 0.166 0.165
D2 - 0.026 -0.018

D115 0.032 0.031

D120 0.055 0.064

Total 0.103 0.097

Intervalos de 95% 4 o 148 0.059-0.133
confianza
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Anexo 4.
Valores de probabilidad por colonia y total de desequilibrio de ligamiento calculados con GENEPOP.

Locus Locus Colonia
1 2 AB BA CJ EA EC LB LC MO MV (O8] PP PV UN Todas
A2 A8 0.025* 0.465 1 0.560 0.891 0.186 1 0.128 0.690 0.368 1 0.885 - 0.651
A2  A101 0.451 0.860 0.643 0.389 0.367 0.625 1 1 0.946 1 1 1 - 0.999
A8 A101 0582 0.611 1 0.242 0534 0,570 0.736 0.203 0.502 0.390 0.302 0.189 1 0.788
A2  A104 0.313 0591 0.715 0936 0.791 0.936 0.825 0.587 0.504 0.174 0.689 1 - 0.982
A8 A104 0.012* 0.342 0.372 0.405 0.733 0.393 1 1 0.938 0.324 0.671 0.194 - 0.476
Al101 A104 0.244 1 0.426 0.041* 0.267 0.278 0.674 1 0.202 0.228 0.437 0.008* - 0.077
A2 Al119 0569 0.232 0.566 0.679 0.017* 0.753 0.827 0.763 0.972 0.339 0.948 0.237 - 0.647
A8 A119 0961 0.263 0.870 0.256 0.194 0.907 0.305 0.745 0.422 0.143 0.921 0.943 0.798 0.855
Al101 Al119 0.684 0.949 0.176 0.235 0.824 0.562 1 0.590 0.490 0.385 0.735 0.578 0.499 0.929
A104 Al119 0.650 0.453 0.808 0.666 0.264 0.513 0.575 1 1 0.320 0.683 0.573 - 0.967
A2 Cl16 0.568 0.970 0.678 0.826 0.841 0.255 1 1 0.097 0.134 0.422 0.735 - 0.871
A8 Cl16 1 0.023* 0.753 0.265 0.331 0.016* 0.814 0.437 1 0.975 0.607 1 - 0.439
Al101 C116 0.746 0.940 1 0.858 0.187 0.910 1 0.714 0.504 0.058 0.069 0.710 - 0.786
A104 C116 0.961 0532 0.261 0.823 0.285 0946 0.885 0.168 0.039 0.170 0.238 0.714 - 0.437
Al119 C116 0.289 0.312 0.737 1 0.194 0.544 0.310 0.046* 0.688 0.623 0.652 0.319 - 0.506
A2 D1 0.002* 0.894 0.680 0.582 0.611 0.270 0.364 0.810 0.621 0.726 0.051 0.355 - 0.166
A8 D1 0.064 0.601 1 0.958 0.252 0.818 0.338 0.542 0.116 0.934 0.294 1 - 0.696
Al101 D1 0.907 0.776 0540 0.256 0.998 0.149 1 1 0.411 0.534 0.229 0.527 - 0.897
Al104 D1 0.128 0.707 1 0.206 1 0.105 1 0.828 0.309 0.626 0.980 0.526 - 0.828
Al119 D1 0.324 1 0.293 0.476 0.023* 0.950 1 0.876 0.470 0.531 1 0.782 - 0.831
C116 D1 0.249 0.685 0.742 0.861 0.729 0.841 0.733 1 0.754 0.357 0.488 0.854 - 0.993
A2 D2 0.384 0.206 0.678 0.554 0.490 0.054 0.895 0.502 0.925 0.143 0.832 0.664 - 0.632
A8 D2 0.261 0.382 0.748 0.679 0.299 0.586 0.224 0.187 0.230 0.021* 0.888 0.084 0.391 0.147
Al101 D2 0.177 0.512 1 0.348 0.408 0.204 1 0.280 0.022* 0.791 0.256 1 1 0.505
Al104 D2 0.690 0.307 1 0.871 0.048* 1 0.375 1 0.750 0.147 0.393 1 - 0.819
Al119 D2 0.391 1 0.206 0.755 0.382 0.143 0.467 0.399 1 0.340 1 0.117 1 0.731
C116 D2 0.815 0.479 0.615 0.684 0.402 0.280 1 0.078 0.857 1 0.904 1 - 0.955
D1 D2 0.140 0.487 1 0.978 0.794 0.822 0.167 1 0.138 0.920 1 1 - 0.947

Continda...
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Locus Locus Colonia
1 2 AB BA CJ EA EC LB LC MO MV (O8] PP PV UN Todas
A2 D115 0.705 0.507 0.019* 0.766 0.153 0.168 0.691 0.682 0.147 0.408 0.237 0.579 - 0.222
A8 D115 0.788 0.677 1 0.797 0.770 0.294 0.362 0.176 0.433 0.108 0.528 0.942 1 0.886
A101 D115 0.393 0.466 0.107 0.184 0.941 0.169 1 0.483 0.872 0.174 0.853 1 1 0.768
Al104 D115 1 0.192 0.829 0.018* 0.853 0.015* 0.834 1 1 0.806 0.162 1 - 0.411
A119 D115 0.214 0.850 0.861 0.162 0.963 0.317 0.832 0.573 0.503 0.894 1 1 0.598 0.975
Cl16 D115 1 0.859 0.739 0.645 0.709 0.890 0.223 1 0.970 0.264 0.632 0.391 - 0.987
D1 D115 1 0.794 1 0.817 0.248 0.566 1 0.270 0.282 0.661 0.968 0.148 - 0.930
D2 D115 0.615 0.084 0.740 0.625 0.053 0.939 0.188 0.165 0.563 0.922 0.847 0.382 0.595 0.517
A2 D120 1 0.334 1 0.938 0.261 0.213 0.872 0.760 0.483 0.716 0.411 1 - 0.969
A8 D120 1 0.886 0.479 0.013* 0.789 0.018 0.774 0.755 0.146 0.434 0.742 0.057 1 0.198
A101 D120 1 0.868 0.538 0.245 0.889 1 0.757 0.391 0.379 0.533 0.603 0.015* 1 0.809
A104 D120 0.179 0.794 0.202 0.313 0.809 0.690 0.004* 1 0.081 0.840 0.319 0.016* - 0.040*
Al119 D120 0.634 0.331 0.870 0.560 0.930 0.611 0.612 0.789 0.977 0.238 0.544 1 1 0.995
Cl116 D120 1 0.883 0.282 0.197 0.462 0.044* 0.603 1 0.440 0.364 0.740 0.500 - 0.668
D1 D120 1 0.501 0.258 1 0.122 0.648 0.340 0.103 0.059 0.679 0.150 1 - 0.347
D2 D120 1 0.661 1 0.213 0.329 0.486 0.564 0.180 0.280 0.362 0.873 0.425 0.606 0.804
D115 D120 1 0.727 1 0.678 0.264 0.304 0.566 0.207 0.659 0.667 0.501 1 0.594 0.961
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Anexo 5.

Matriz con valores de distancia genética de Nei (Da; Nei et al. 1983).

Do AB BA CJ EA EC LB LC MO MV OS PP PV UN

AB 0

BA 0111 O

CJ 0154 0169 O

EA 0.116 0.046 0.155 O

EC 0.120 0.056 0.174 0.052 O

LB 0.120 0.107 0.211 0.110 0.048 O

LC 0.150 0.177 0.090 0.151 0.180 0.213 O

MO 0.133 0.123 0.156 0.097 0.091 0.106 0.179 O

MV 0.155 0.134 0.224 0.098 0.055 0.058 0.222 0.093 O

OS 0.186 0.139 0.259 0.133 0.081 0.042 0.272 0.126 0.079 O

PP 0.174 0.123 0.109 0.096 0.100 0.145 0.102 0.094 0.155 0.131 O

PV 0.223 0.156 0.293 0.129 0.100 0.139 0.240 0.115 0.089 0.119 0.130 O
UN 0.233 0.257 0.185 0.232 0.228 0.188 0.224 0.149 0.226 0.231 0.229 0.309 O

AB: Agua Blanca, BA: Buenos Aires, CJ: Presa Casa de Janos, EA: El Aguila, EC: El Cuervo, LB: La
Bascula, LC: La Cal, MO: Mata Ortiz, MV: Monteverde, OS: Ojitos Sur, PP: Papalote San Pedro, PV:
Pancho Villa; UN: El Uno Norte.
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Anexo 6.

Matrices de maxima verosimilitud de relacion de parentesco entre individuos de cada colonia. * Medios hermanos; ** Hermanos

completos; *** Padre-Hijo.

a) Agua Blanca

AB1 AB2 AB3 AB4 AB5 AB6 AB7 AB8 AB9 ABI10 ABIl1

AB1 1
AB2 0.28* 1
AB3 0.33* 0 1

AB4 018 0.29* 0.35* 1

AB5 022 025 0.03 0 1

AB6 019 0.05 0 0.2 0 1

AB7 0 0.1 0 0 007 0.12 1

AB8 0 0 0.45** 014 O 0 0 1

AB9 0 0 0 0 0 009 011 04*** 1

AB10 O 0 0 0 0 0 0.05 0 0.02 1

ABl11 0.27 0 0 0 0 0.36* 0.5*** 0 0.5*** 0 1

130



b) Buenos Aires

BA1 BA2 BA3 BA4 BA5 BA6 BA7 BA8 BA9 BAl1l0 BAl1ll BAl12 BAl3 BAl14 BA15

BAl 1

BA2 0.34* 1

BA3 0 0.35* 1

BA4 0 0.19* 0.5*** 1

BAS 0 0 0.01 0.22 1

BAG 0 0 0 0.27* 0.32* 1

BA7 0 019 0.16 05*** 0.2* 0.21* 1

BA8 0.05 0.21* 0.42** 0 0.09 0 0.15* 1

BA9 0 0 0 0 0 0 0.03 0.11 1

BA10 0.23* 0 0.17 012 012 005 0.13 0 0.1 1

BA1l 0.22* 0.02 0.29 0 0 0 052 0 018 0.13 1

BA12 0 0 0 0 0.25* 0 0 011 0.2* 0 0.09 1

BA13 0 0 0 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0.24* 1

BA14 0 0 0 0 0 0.09 0 0.08 0.09 0 0.02 0.32* 0.5*** 1
BA15 042 0.06 0 0.08 0 0 0.02 0 0.02 0 0.04 0.08 0.45*** 0.32* 1
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c) Presa Casa de Janos

d) El Aguila

CJl Cl2 Cl3 CM4 ClBh Ck Cy7 CrB8
Cil 1
Cl2 0.59** 1
CJ3 0 0 1
Cl4 0.01 0 034 1
CJ5 0 0 022 0 1
CJ6 0 0.06 0 0 0 1
CJ7 0 0.01 0 0 005 022 1
CJ8 0.16 0 0.01 0 0.22 0 0 1
EA1 EA2 EA3 EA4 EA5 EA6 EATY EA8 EA9 EAI0 EAll
EA1 1
EA2 0.11 1
EA3 0 0.18* 1
EA4 003 0.06 0.17 1
EAS 0 0.28* 0.34** 044> 1
EA6 O 0 0.03 0 0 1
EA7 006 O 0 0 0 0.1 1
EA8 007 O 0 0 0 0 0.5*** 1
EA9 0.16 0.04 0.08 0 0 0 0.21 0.55*** 1
EA10 0.04 O 0 0 0 023 0.05 0 0.13 1
EA11 O 0 0 0.47 0 011 0 0 0 0.07 1

132



e) El Cuervo

EC1 EC2 EC3 EC4 EC5 EC6 EC7 EC8 EC9 EC10 EC11 EC12 EC13 EC14 EC15 EC16 EC17 EC18 EC19 EC20 EC21 EC22

EC1 1

EC2 0.02 1

EC3 0.11 0.22* 1

EC4 0 0 0 1

EC5 0 0.14*  0.09 0.32* 1

EC6 0 0.08 0.32* 0.05 0.22* 1

EC7 0 0.22* 0 0 0 0 1

EC8  0.5%** 0 0 0.07 023 011 0.21 1

EC9  041** 0.12 0 0.32* 0 0 0 0.26* 1

EC10 0.14 0.23 0.15 0.32* 0 0.23 0 0 0.28* 1

EC11 0.13 0 0.24 0.24* 0 0 0 0 0 0.33* 1

EC12 0.53*** 0.11 0 0 0 0 0 0.05 0 0.09  0.25* 1

EC13  0.28* 0 0 0 0 0 0 0 0.3 0.08 0 0.35%* 1

EC14 0 0.03 0 0.05 0.03 0 0.12 0.14  0.14* 0 0 0 0.2* 1

EC15 0 0.51** 0.08 0 0.16 0.07 0.53** 0 0.14*  0.05 0 0.08 0 0.09 1

EC16 0 0 0.28* 0.2 0 0 021 0.22* 0 0 0.5%** 0 0 0 0.04 1

EC17 0.01 0 0.03 0.04 0 0.06 0 0.23* 0 0 0 0 0 0 0 0.33* 1

EC18 0.12 0.12 0.21 0.02 0.04 0.03 0 0.11 0 0.06 0 0.21 0 0.02 0 0.12 0.21* 1

EC19 0 0.04 0 0.49*%**  0.04 0 0.03 0 0.66** 0.2 0.2 0.02 0.08 0.2* 0.5*** 0 0 0 1

EC20 0 0 0.16 0 0 0.17* 0 0 0 0.05 0 0 0 0.13 0 0 0.25* 0 0 1
EC21 0.07 0.02 0 0 0 0.05 0.2* 0 0 0 0 0.18 0.16 0.03 0.02 0 0.22* 0 0 0.5%** 1
EC22 0 0 0 0.04 0 0 0.08 0 0 0 0.15* 0.13  0.13* 0 0.08 0.1 0.11  0.39** 0 0.02 0.03 1
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f) La Bascula

LB1 LB2 LB3 LB4 LB5 LB6 LB7 LB8 LB9 LB10 LBl11 LB12 LB13 LB14 LB15 LB16

LB1 1

LB2  0.28* 1

LB3 0.5*** 0.14 1

LB4 0 0.09 0.18 1

LB5 0.55*** 0 0.24 0.32** 1

LB6 0.01 0.13 0 0.07 0 1

LB7 0.12 0 0 0 0.13 0.08 1

LB8 0 0 0.19 0 0.5***  0.02 0.5%** 1

LB9 0.05 0.04 0.07 0 0.5%** 0 0 0.13 1

LB10 0.11 048 0.26 0.27 0 0 0 0.08 0.25 1

LB11 0 0.15 0.16* 0 0 0 0 0 0.15 0.36* 1

LB12 0 0.18 0 0.11 0 0.6*** 0 0.25* 0 0 0 1

LB13 0 0 0 0.03 0 0 0.5*** 0.55** 0.18 0.01 0.03 047** 1

LB14 0 0 0 0 0 0 0.33** 0.5*** 0.18* 0 0.17* 0 0.45*** 1

LB15 0.52*** 0 0.04 0 0.47*** 0.31* 0.27* 0.12 0 0 0 0 0.08 0.18 1
LB16 0 0.04 0.2 0 0 0 0 0 0.6** 0.39** 0.17* 0 0 019* 0 1
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g) LaCal

LC1 LC2 LC3 LC4 LC5 LC6 LC7 LC8 LCY9 LC10

LC1 1

LC2 0.19 1

LC3 0 0.13* 1

LC4 0 0 0.5** 1

LC5 0 0 0 0 1

LC6 0.41** 0 0 0.14* 0 1

LC7 0.15* 0 0.1 0 0 0.47*** 1

LC8 0.05 0.2 0.2 047> 0.1 0.14* 0 1

LC9 0 0.01 0 0 0.26 0 0 0 1
LC10 0 0.24 0 0.14 0.23* 0 0 0 0.59*** 1

h) Mata Ortiz

MO1 MO2 MO3 MO4 MO5 MO6 MO7 MO8 MO9

MO1 1

MO2 0 1

MO3 032 04** 1

MO4 0 0 0 1

MO5 0 0.09 0 039*** 1

MO6 0.15 0 0.27 0 0 1

MO7 0 0 0 0.41** 0 0 1

MOS8 0 0 0 0.12 0.15 0 0.04 1

MO9 0.5*** 0 0 0 0.19 0.04 0 02 1
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i) Monteverde

MV1I MV2 MV3 MV4 MV5 MV6 MV7 MVE MV9 MVI0O MV11I MVI2 MVI3 MV14

MV1 1
MV2 0.57** 1
MV3  0.29* 0.5*** 1

MV4 0 0 0.18* 1

MV5  0.09 0 0 0.2* 1

MV6  0.08 0.5*** 0.14 0 0.34 1

MV7  0.18* 0 0 0.1 0 0.27* 1

MV8 0.07 029** 0 0 0 0.05 0.15 1

MV9  0.04 0.1 0 0 0.09 0 0 0.3* 1

MV10 0 0 0 0 0 0 0.09 0.02 0.08 1

MV11 0 0 0 021 0.09 0 0.08 0.08 0 0.03 1

MV12 0.17* 0 0 034 05*** 0.1 0 0 0 0 0 1

MV13 0 0.03 0 035* 01 0 0 0 013 0.1 0.02 0.02 1
MV14 0 0 0 0 0 0 05*** 0 0 0.06 0 0 0.25* 1
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j) Ojitos Sur

0s1 0S2 0S3 0S4 0S5 0OS6 OS7 0S8 0S9 OS10 OS11 0OS12 0OS13 0Ss14

OS1 1
0S2  0.52** 1
0OS3  0.15* 0.5*** 1

0S4 0 0 0.43 1

0S5 011 0 0 0.2* 1

0S6 0 0 0.13  0.5*** 0.69** 1

0OS7 0 0 0 0.5%** 0 0.5%** 1

0S8  0.34* 0.03 0.16* 0 0.04 0 0.19 1

0S9 0.5*%** 0 0 0 0 0 0.18 0.05 1

0S10 0 0 0.01 0.11 0 0.07 0.5*** 0  0.52** 1

OS11 0 0.13* 0.06 0.22 0.14 0 0 0 0 0 1

0S12 0 0.49***  0.14* 0 0 0 0.03 0 0.04 0 0.65** 1

0OS13 0 0 0 0.03 0 0 0.31* 0.08 0.21* 0.21* 0 0 1
0S14  0.09 0.03 0 0 0 0 0.12 0 0.0 031** 013 027 05*** 1
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k) Papalote San Pedro

PP1 PP2 PP3  PP4 PP5 PP6 PP7 PP8§ PP9 PP10 PP11 PP12 PP13 PP14 PP15
PP1 1
PP2 0 1
PP3  0.06 0 1
PP4 0 0.02 0 1
PP5  0.07 0.06 0.14* 05*** 1
PP6 0 0.14 0 0.1 0.24* 1
PP7 0 0.02 0 0 0.07 0.5*** 1
PP8 0 0.21* 0 0 0.11  0.26* 0.22* 1
PP9  0.19 0 0.1 0 0 048*** 0.57** 0.19 1
PP10 0 0.15 0.17* 0.36 0 0 0.5*** 0.34* 0.14* 1
PP11 0.5*** 0 0.39* 0.22 0.03 0 0.08 0 0 05 1
PP12 0 0.09 0.19* 0.13 0 0.07 0 0 0 0 0.23* 1
PP13 0 0.28* 0 0.28* 0 0 0 0 0 0 0 039** 1
PP14 0.02 0.5*** 0.13* 0 0.17 0.04 0 0 0.17 0 0 0.03 0.18* 1
PP15 0.24* 0 0.01 0 0 0 0 0 013* 0 0 0.21* 0.08 057*** 1
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I) Pancho Villa

m) El Uno Norte

PV1 PV2 PV3 PV4 PV5 PV6 PV7 PV8 PV9
PV1 1
PV2 0 1
PVv3 0.05 0.57** 1
Pv4 0.12 0.53*** 0.54*** 1
PV5 0 0.24* 019 0.26* 1
PV6 0.22* 0 0 0 0 1
PV7 0 0 0 0 0 0.3** 1
PV8 0.21 0 0.07 0 0 0.56** 0.54*** 1
PV9 0 0 0 0 0 0.08 0.23* 0.59*** 1
UN1 UN2 UN3 UN4 UNS5 UNG6
UN1 1
UN2 O 1
UN3 0 0.5*** 1
UN4 0 0.5*** 0.56*** 1
UN5S O 0 0.16* 0 1
UN6 0.42 0 0 0 05 1
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Anexo 7.

Valor de AK obtenido a partir del analisis de Evanno et al. (2005) para los valores del logaritmo

de la verosimilitud posterior calculados por STRUCTURE.

K LK) sd. [L'(K)] L'(K) AK
1 -3281.85 0.205

2 -3165.927 1.660 115.923 70.570 42.510
3 -3120573 11.896 45.353 11.657 0.980
4 -3086.877 7.108 33.697 22.953 3.229
5 -3097.62 19.540 10.743 8.837 0.452
6 -3099.527 28.235 1.907 3.743 0.133
7 -3105.177 27.061 5.650 47.843 1.768
8 -3158.67 43914 53.493 16.083 0.366
9 -3196.08 51.109 37.410 1640 0.032
10 -3235.13 75.080 39.050 30.087 0.401
11 -3304.267 62.803 69.137 4.677 0.074
12 -3368.727 81.621 64.460 47.173 0.578
13 -3386.013 84.391 17.287 34.467 0.408
14 -3437.767 102.018 51.753 31.263 0.306
15 -3417.277 77.829  20.490

<1 20

4

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

K
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