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Resumen

No hay duda de que existe una estrecha relacién entre los factores ambientales y la estructura
genética de los organismos en su hdbitat. Estudiar esta relacidon, para entender cémo la
composicion y estructura del paisaje afecta el movimiento de los individuos (y sus genes) entre
poblaciones de una especie, es el campo de estudio de la Genética del paisaje. Asimismo, conocer
el movimiento de los organismos en el paisaje, especialmente durante periodos reproductivos, es
clave para describir el drea que requieren para realizar actividades clave, incluyendo alimentacién
y reproduccidn, entre otras; es decir, su dmbito hogarefio. Asimismo, esta informacion es
fundamental para poder evaluar de manera certera los patrones de diversidad y estructura
genética de las poblaciones y para tomar decisiones sobre conservacion.

Los actuales avances tecnolégicos, como la Secuenciacidon de Nueva Generacidon (NGS por sus siglas
en inglés, Next Generation Sequencing), permiten abordar estudios genéticos con mejores
herramientas. Asi, la gendmica del paisaje permite evaluar procesos microevolutivos; por ejemplo,
la posible accion de elementos del paisaje sobre ciertas regiones del genoma. A pesar de ser una
disciplina en creciente desarrollo, aun existen pocos trabajos sobre gendmica del paisaje, en
particular con pequeifios mamiferos y en zonas desérticas. Los objetivos del presente trabajo
fueron determinar el tamafio del dmbito hogarefio de la rata canguro Dipodomys nelsoni en la
Reserva de la Biosfera Mapimi durante la temporada reproductiva, describir distintos factores
ambientales y del paisaje, y evaluar la relacion del paisaje con la diversidad y estructura genética
poblacional, con base en SNPs (single nucleotide polymorphisms, por sus siglas en inglés).

El tamaio del ambito hogarefo se estimé con radiotransmisores colocados en individuos de
ambos sexos, los cuales fueron monitoreados con telemetria durante las horas de actividad en la
noche. Generamos capas de variables del paisaje (NDVI, tipo de suelo, temperatura, humedad y
elevacién), a partir de informacidén tomada en campo y de herramientas de percepcién remota
(imagenes Landsat 8), complementadas con informacion de la literatura. Posteriormente, para
estimar matrices de distancias de las variables del paisaje utilizamos un método de optimizacién
especifico para superficies de resistencia, basado en modelos de efecto mixto y teoria de circuitos.
Evaluamos la relacion entre la distancia genética y cada variable individual, y combinadas (analisis
multivariado), con base en hipdtesis que consideraban variables biolégicamente relevantes. Los
resultados mostraron que el tamafio del ambito hogareino de D. nelsoni es marcadamente amplio,
sin diferencias entre machos y hembras; lo cual se corrobordé con la ausencia de estructura
genética para la escala del estudio. Sin embargo, identificamos que la vegetacion arbustiva limita
significativamente el movimiento (alta resistencia), mientras que la menor resistencia se observd
en dareas con poca vegetacion y predominancia de suelos arenosos. Finalmente, identificamos
algunos loci candidatos relacionados con el tipo de suelo, lo cual representa una primera
aproximacion al conocimiento de sefiales potenciales de seleccidn para un roedor endémico
mexicano de desierto a escalas goegraficas pequefias (microescala).



Abstract

Undoubtedly, there is a strong relationship between environmental features and the genetic
structure of natural populations. Evaluating such relationship to understand how the landscape
matrix and composition impacts the movement of individuals (and their genes) between
populations of a species, is the field of study of Landscape genetics. Likewise, elucidating the
organisms’ movement across the landscape, particularly during reproduction periods, is key for
describing the area needed to perform their crucial activities, like feeding and reproduction, among
others; namely, their home range. Additionally, this information is important to describe the genetic
diversity and structure of populations in nature more accurately, and to make sound conservation
decisions.

Current technological advances like Next Generation Sequencing enable to perform genetic studies
with better tools. Indeed, with landscape genomics one can evaluate microevolutionary processes,
for example, the effect of landscape features on certain regions of the genome. Although landscape
genomics is a discipline in constant development, there are still very few studies involving small
mammals in desertic regions. The objectives of the present study were to determine the home
range of the kangaroo rat Dipodomys nelsoni in the Mapimi Biosphere Reserve during the
reproductive season, to describe different environmental and landscape features, and to evaluate
the landscape relationship with the population genetic diversity and structure, based on single
nucleotide polymorphisms (SNPs).

We estimated home ranges with radiotransmiters fit to individuals of both sexes, which were
monitored with radiotelemetry during their activity periods at night. We built landscape variable
layers NDVI, type of soil, temperature, humidity and elevation) both from information measured on
site and from remote sensing techniques (Landsat 8 images), as well as with published information.
Next, to estimate resistance distance matrices for the landscape variables, we used an optimization
method for resistance surfaces based on a mixed effects model and circuit theory. We evaluated
the relationship between the genetic distance and each variable as well as combined (multivariate),
based on biologically relevant hypotheses. Our findings showed that D. nelsoni‘s home range is
markedly wide, with no difference between males and females, which was supported by a null
genetic structure at the scale of the study. Nonetheless, we identified that shrub vegetation
significantly limited movement (high resistance), whereas the least resistance was observed for
areas with low vegetation cover and more sandy soils. We also identified a few candidate loci
related with the soil type, which is a first approximation to potential selection signals for a Mexican
endemic desert rodent at a microgeographic scale.



Introduccion

Ambito hogarefio

El ambito hogarefio se define como el espacio necesario para que un animal se desplace,
desarrolle, reproduzca y alimente (Burt, 1943). Este se modifica en funcién de la disponibilidad de
recursos, el sexo y la edad de los individuos, asi como por la temporalidad (Burt, 1943; Mohr,1947;
Fulbright y Ortega-S, 2007; Powell y Mitchell, 2012). Conocer el ambito hogarefio de una especie
en temporada reproductiva puede ser Util para hacer inferencias sobre el flujo génico, ya que este
evalua el movimiento de los individuos para fines reproductivos. Existen diferentes técnicas para la
estimacion del dmbito hogarefio, dentro de las cuales la radio-telemetria es un método eficaz y
con multiples aplicaciones (Dillon y Kelly, 2008; Cagnacci, et al., 2010). Esta se define como la
transmision de informacidon desde un transmisor que porta un animal en su hdbitat natural a un
receptor, logrando registrar con alta precision la localizaciéon del individuo en estado silvestre
(Hidalgo-Mihart y Olivera-Gémez, 2011; Amlaner y Macdonald, 2013). Esta técnica ha sido esencial
para la obtencion de informacién sobre movimiento, conducta y uso de habitat, entre otros;
especialmente para especies que es dificil seguir y observar en campo (Hidalgo-Mihart y Olivera-

Gbémez, 2011; Flores-Manzanero et al. 2019).

La radio-telemetria ha sido muy utilizada para el estudio de la conectividad, un parametro clave en
estudios de genética del paisaje. Este método provee informacién a nivel del individuo, con una
resolucién espacial de metros y temporal de hasta segundos, dependiendo del equipo utilizado
(Amlaner y Macdonald, 2013,). Las limitantes que puede tener esta técnica son la capacidad del
individuo de soportar y transportar el transmisor, ademas del tipo de locomocién y la duracién de

la bateria del transmisor (Sinsch et al., 2012; Kool et al., 2013; Hauenstein et al., 2019).

Gendmica del paisaje

La gendmica del paisaje es una de las ramas de la ecologia molecular que busca entender cdmo las
caracteristicas del paisaje influyen en la estructura genética de las poblaciones, con base en los
rasgos heterogéneos del paisaje y la informacién genética de los individuos (Andrew et al., 2013).

Precedida por la genética del paisaje (Manel et al. 2003), la genémica del paisaje utiliza



un mayor numero de marcadores genéticos, los cuales estan distribuidos de manera mas o menos
homogénea a lo largo del genoma de la especie de interés. Estos permiten hacer inferencias mas
robustas sobre la relacién genoma-ambiente. Ademas, permiten poner a prueba hipétesis sobre la
presion selectiva que pueden ejercer las variables ambientales en las poblaciones (Andrew et al.,
2013; Schwartz et al. 2010; Manel y Holderegger, 2013; Balkenhol et al, 2017; Li et al., 2017).

El avance de la tecnologia de secuenciacién de préxima generacién (NGS, Next Generation
Sequencing, por sus siglas en inglés) permite obtener, en poco tiempo, una enorme cantidad de
fragmentos de secuencias de ADN, pudiendo detectar, entre otros, cientos a miles de SNPs (single
nucleotide polymorphisms, por sus siglas en inglés) ubicados en regiones codificantes y no-
codificantes del genoma (Ulucan, 2014). Existen diferentes métodos de secuenciacion, de los
cuales el Genotipado por Secuenciacién (GBS, por sus siglas en inglés; Elshire et al., 2011), permite
obtener una buena representacion del genoma, ya que se basa en el uso de enzimas de restriccion

con sitios de corte altamente repetitivos (Davey et. al., 2011).

Dado que los organismos se distribuyen mayormente en ambientes heterogéneos, Ia
disponibilidad de recursos, las caracteristicas bidticas y abidticas, asi como las caracteristicas
intrinsecas de los individuos (p.ej. ambito hogarefio, dieta, conducta) pueden inhibir o promoverel
flujo génico y la conectividad entre poblaciones de una especie (Cushman y Lewis, 2010; Balkenhol,
et al., 2017). La conectividad se define como el movimiento de los individuos entre poblaciones a
través del paisaje (Taylor et al. 1993), esta consta a su vez de dos componentes: la conectividad
estructural, determinada por variables abidticas, geograficas y antropogénicas, y la conectividad
funcional, es decir, la respuesta de los individuos a dichas variables medida a través de Ia
dispersion y el flujo génico (Chetkiewicz et al., 2006; Spear et al.,, 2010; Garrido-Gardufio vy
Vazquez-Dominguez 2013). Los métodos de andlisis de la gendmica del paisaje permiten evaluar la
composicion y configuracion del paisaje dentro de una matriz. Con base en la informacién de dicha
matriz, se evalla estadisticamente su relacién con los patrones de estructura y diversidad genética

de los individuos de la poblacién (Manel et al., 2003; Balkenhol et al., 2015).

Las principales hipdtesis que se ponen a prueba bajo el contexto de la GP son las de aislamiento
por distancia, aislamiento por barrera y aislamiento por resistencia (Balkenhol, et al., 2015). El

aislamiento por distancia es la hipdtesis nula, ya que si los patrones genéticos se explican por la



distancia entre las poblaciones, es decir, las mas cercanas en el espacio son las mds parecidas
genéticamente y las mas alejadas en el espacio son las mas estructuradas o distintas, entonces las
caracteristicas del paisaje no estan afectando el flujo génico (Garrido-Garduiio y Vazquez-
Dominguez, 2013; Van Strien, et al., 2015). Por otro lado, el aislamiento por barrera nos propone
que algun(os) elemento(s) del paisaje puede(n) actuar como barreras, impidiendo el movimiento
de los individuos y, por lo tanto, el flujo de genes entre poblaciones. Estas barreras explicarian
entonces la estructura genética (Garrido-Gardufio y Vazquez- Dominguez, 2013). La hipdtesis de
aislamiento por resistencia se refiere a que los distintos componentes del paisaje dificultan, en
mayor o menor medida, el movimiento de los organismos a lo largo de la matriz del paisaje; por lo
tanto, existen ciertas variables del paisaje que pueden ejercer una mayor resistencia al flujo
génico, generando estructuracién de las poblaciones (McRae, 2006; Garrido-Garduiio y Vazquez-

Dominguez, 2013).

Evaluacion de las variables del paisaje

Existen distintas herramientas para generar las capas de las variables del paisaje que se usan para
probar posibles relaciones entre las variables utilizadas y los patrones genéticos; entre las que
estan las imagenes Landsat (Storfer, et al., 2007). Las imagenes Landsat se obtienen por medio de
satélites que orbitan la tierra desde 1972; el satélite con que se producen las imagenes Landsat 8
fue lanzado en 2012. Estas son imagenes producidas por sensores para once bandas del espectro
de luz que van desde los 433 nm hasta 12500 nm, con una resolucién de hasta 15x15 m por pixel
para la banda pancromatica (Acharya y Yang, 2015). La informacién sobre la reflectancia de una
superficie para distintas longitudes de onda, por ejemplo, rojo, verde, azul (RGB por sus siglas en
inglés) e infrarrojo cercano, permiten caracterizar la presencia de vegetacidon en un sitio, entre

otras caracteristicas del terreno (Acharya y Yang, 2015; USGS, 2019).

La principal ventaja del uso de imagenes Landsat es la disponibilidad de este recurso, ya que sonde
libre acceso, ademads tienen una excelente representaciéon de la superficie global, que permite
analizar cualquier parte del globo, ademds de tener informacién de distintos afios (USGS, 2019).
Sin embargo, algunos de los retos al trabajar con estas imagenes son la presencia de nubes, lo que
obstruye la visibilidad del terreno, ademds de las correcciones algebraicas a las que deben

someterse los datos de la imagen, como correcciones atmosféricas o geométricas dependiendo del
5



tipo de proyecciones geograficas utilizadas (Young et al., 2017). También se requierencorrecciones
radiométricas si las imagenes presentan bandeado por el movimiento rotatorio terrestre y del

satélite (Sobrino, 2000).

Deteccidn de sefiales de seleccion

La seleccidén natural es una fuerza que moldea a las poblaciones dependiendo de mantenimiento
de ciertos alelos en distintas proporciones dentro o entre poblaciones, por ejemplo, la seleccion
balanceadora promueve el mantenimiento de la diversidad genética al mantener loci que
proporcionen un “rasgo funcional intermedio”, por otro lado la seleccién direccional puede
generar pérdida de diversidad al favorecer loci particulares que confieran cierta ventaja
adaptativa en poblaciones particulares (Holderegger, 2006; Reed, 2007; Whitlock, 2014). En la
naturaleza puede ser dificil identificar la accidn de la seleccién, debido a la escala espacial y

temporal en la que esta cominmente sucede (De Mita, et al., 2013).

En el contexto de la gendmica, existen dos grupos de andlisis para detectar SNPs candidatos
sujetos a seleccidn: los andlisis de deteccidn de datos atipicos (outliers) y los analisis de asociacién
genotipo-ambiente (Genetic-Environment Associations, GEA) (Rellstab et al., 2015; Hoban et al.,
2016). Los analisis de detecciéon de outliers se basan en cuantificar la diferenciacion genética entre
poblaciones, donde aquellos alelos que muestran una mayor diferenciacién con respecto al
promedio, se consideran candidatos a estar sujetos a una presion selectiva (Rellstab, et al., 2015).
Por otro lado, los analisis GEA se basan en identificar correlaciones entre frecuencias alélicas y
variables ambientales, como temperatura, tipo de vegetacién, entre otras (Coop et al.,, 2010;
Rellstab, et al., 2015; Hoban et al., 2016). En gendmica del paisaje, dado que se generan capas con
informacién de las variables ambientales para probar las distintas hipdtesis de aislamiento, se

utilizan estas superficies para realizar andlisis GEA.

La Reserva de la Biosfera Mapimi
Los desiertos se caracterizan por su baja humedad, temperaturas extremas a lo largo del dia y el
afo, y por una escasa vegetacion arborescente. A pesar de estas limitantes, los desiertos albergan

una alta diversidad de especies animales y vegetales (INEGI, 2008; Granados-Sanchez, et al., 2011).



EnMéxico existen dos grandes regiones desérticas, el Desierto Sonorense y el Chihuahuense; éste
ultimo se encuentra rodeado por tres cadenas montafiosas en territorio mexicano; la Sierra Madre
Oriental, la Faja Volcanica Trans-mexicana y la Sierra Madre Occidental, ademds de Las Rocallosas

en Estados Unidos, lo cual provoca su condicidn arida (INEGI, 2008; DesertUSA, 1996).

De las 44 reservas de la Bidsfera con las que cuenta México (SEMARNAT, 2018), 14 se encuentran
en desiertos o resguardando areas con vegetacion de tipo matorral xeréfilo. De éstas, la Reserva
de la Biosfera Mapimi (RBM) es la novena reserva de mayor extension (CONANP, 2006). La RBM se
localiza en el desierto del noroeste de México, entre los estados de Durango, Chihuahua y
Coahuila, tiene una superficie de 342,387.99 hectdreas, y estd conformada por cuencas
endorreicas que se encuentran entre 1000 y 1200 m de altitud (CONANP, 2006, SEMARNAT, 2006).
Alberga alrededor de 270 especies de vertebrados, incluyendo 200 aves, 28 mamiferos, 36 reptiles
y cinco anfibios (CONANP, 2006). En cuanto a la diversidad vegetal, existen 403 especies siendo
Asteraceae, Poaceae y Cactaceae las familias mas diversas (CONANP, 2006). Presenta un clima muy
arido, semicalido, con lluvias de verano y temperaturas de entre 3.9 y 37.4°C (Garcia, 1973;
CONANP, 2006). Esta reserva estd conformada por terrenos ejidales y de pequefias propiedades,
de las cuales resalta el Rancho San Ignacio con 20,300 ha, por ser cede del Laboratorio del Desierto

INECOL (Gobierno Federal de México, 2006).

Una rata canguro endémica del norte México

Los roedores son el grupo de mamiferos mas diverso, dentro del cual se identifican mas de 481
géneros (Feldhamer et al., 2007). Dipodomys (Rodentia: Heteromyidae) es el género que abarca las
ratas canguro del continente americano; este contiene 22 especies, de las cuales D. nelsoni, D.
insularis, D. ornatus y D. phillipsii son endémicas de México (Cobert y Hill, 1991; Alexander y
Riddle, 2005; Ceballos y Oliva, 2005; Flores-Zamarripa y Fernandez, 2018). La rata canguro D.
nelsoni se caracteriza por presentar patas grandes y una cola delgada y larga, que termina en un
mechén de pelo negro con la punta blanca; el vientre, la regidn supraorbital y las patas suelen ser
de color blanco (Best, 1988; Ceballos y Oliva, 2005). Es una de las especies de mayor talla dentro
del género y presenta dimorfismo sexual, donde los machos son de mayor tamafio (Best, 1988; Fig.

1). Anteriormente estaba incluida dentro de D. spectabilis; sin embargo, estudios morfométricos y



de DNA mitocondrial permitieron identificarla como especie hermana de D. spectabilis (Patton,

2005).

La distribucién de D. nelsoni abarca desde el este de Chihuahua y el noreste de Durango, hasta el
sureste de Coahuila, suroeste de Nuevo Ledn y las partes norteiias de San Luis Potosi y Zacatecas
(Best, 1988). Segun la IUCN, D. nelsoni es una especie de “preocupacion menor” y no estd listada
por la legislacion mexicana (Alvarez-Castafieda et al. 2016; SEMARNAT, 2010). Su época de
apareamiento se distribuye de abril a septiembre, y puede tener de dos a tres crias en una camada
(Best, 1988). Habita en zonas de suelo no pedregoso y con presencia estricta de vegetacion
arbustiva, ya que forma madrigueras en las raices de diversas especies de plantas, de cuyas
semillas también se alimenta, como mezquites (Prosopis) o arbustos del género Larrea (Best, 1988;
Ceballos y Oliva, 2005). De hecho, es un roedor que desempefia un rol clave en el desierto, como
dispersor de semillas y participando activamente en el mantenimiento de la vegetacion dentro del
ecosistema (Best, 1988). Sin embargo, existen muy pocos estudios enfocados a describir aspectos
ecolégicos y genéticos de esta especie (Serrano, 1987; Stock, 1974; Rogovin et al. 1991). Su
informacién genética esta contenida en 36 pares de cromosomas, al igual que D. spectabilis, su
especie hermana (Best, 1988; Alexander y Riddle, 2005; Ceballos, 2014). No existe un genoma de
referencia para ninguna de estas especies y solo se cuenta con un scaffold de 2.2 Gb, que
representa casi la totalidad del tamafo estimado del genoma de una especie del mismo género,

Dipodomys ordii (Baylor College of Medicine, no publicado).



Figura 1. Ejemplares de Dipodomys nelsoni en la Reserva de la Biosfera Mapimi. a) individuo
colectado en tipo de suelo arenoso-arcilloso; b) individuo en tipo de suelo rocoso. Fotos por:

Madisson Luna-Barcenas.



Antecedentes

Ambito hogarefio, gendmica del paisaje y roedores de desierto

El dmbito hogareifio ha sido estudiado desde hace afos utilizando técnicas como captura y
recaptura, en combinacidn con estimaciones por ocupacion de area en gradillas o mas
comunmente utilizando el Poligono Minimo Convexo (PMC; Behrends et al., 1986; Jones et al.,
1989). En los 1950°s comenzo la aplicacidon de la telemetria para el estudio del movimiento de los
animales en vida silvestre, modernizandose con los avances tecnolégicos aplicados al desarrollo de
radiotransmisores mas eficaces (Hidalgo-Mihart y Olivera-Gémez, 2011; Amlaner y Macdonald,
2013; Paxton, et al., 2022), ademas de la incorporacidon de métodos de estimacidn mas robustos
como el Método fijo de kernel, ya que el PMC, a pesar de ser el método mas utilizado para la
estimacion de admbito hogareno, tiende a subestimarlo (Mohr, 1947; Llorente-Bousquets vy
Morrone, 2001); no obstante el calculo del ambito hogarefio con PMC es util para realizar

comparaciones con trabajos previos (Downs y Horner, 2009; Laver y Kelly, 2008).

Solo existen dos trabajos que estiman el tamafio del &mbito hogarefio (AH) de roedores mexicanos
con telemetria y utilizando el método fijo de kernel (Marines-Macias et al., 2018; Flores-
Manzanero et al., 2019). El primer trabajo se realizé en bosques templados del centro de México
donde estimaron el AH de Habromys schmidly, un roedor endémico de México de entre 72 a 78
mm de longitud corporal, y Reithrodontomys microdon, un roedor arboricola de entre 68 a 70 mm
de longitud corporal, reportando un AH para H. schmidly de 0.29 ha en hembras y 0.83 ha para
machos, mientras que para R. microdon el AH de hembras y machos es de 0.72 ha y 0.24 ha,
respectivamente (Marines-Macias et al. 2018). El segundo se desarrollé con un roedor de desierto
de amplia distribucién, Dipodomys merriami, cuyo tamano corporal varia entre 75 a 100 mm y su
AH durante la época de apareamiento es, en promedio 0.6294 + 0.264 ha en la Reserva de la
Bidsfera Mapimi, siendo mas grande el de los machos que el de las hembras (0.695 y 0.245 ha
respectivamente; Flores-Manzanero et al. 2019). Esta variacion en el tamano del AH en funcidn del
sexo se ha visto en otras poblaciones de D. merriami, por ejemplo, en Arizona donde coexiste con
D. ingens que es de mayor tamafio, las estimaciones con PMC indican que las hembras tienen un

AH de 0.07 y los machos de 0.167 ha (Perri y Randall, 1999).
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El entendimiento del movimiento de los organismos en su entorno natural es de suma importancia
para poder entender algunos patrones genéticos, asi como para tener una aproximaciéon desde un
punto de vista mas holistico, sobre la relacién del paisaje con la informacion genética (Cushman y
Lewis, 2010). Al tener acceso a una mayor cantidad de marcadores genéticos generados con las
técnicas de secuenciacidn masiva se puededetectar con mayor fineza la estructuracidn ocasionada
por las caracteristicas del paisaje. Esto ademas permite poner a prueba diferentes hipdtesis y
desarrollar investigaciones diversas con un mismo set de muestras (Eguiarte et al., 2013; Bragg et

al., 2015; Zimmerman, 2020).

La mayoria de los trabajos de genémica de poblaciones de especies no modelo se han desarrollado
en plantas, principalmente para evaluar posibles adaptaciones a caracteristicas ambientales
extremas, con énfasis en conservacién bajo distintos escenarios de cambio climdtico o
contaminacién (Bashaljanov et al., 2013; Guillot et al., 2014; Bragg et al., 2015; Martins et al.,
2018; Supple et al., 2018). Respecto a fauna, los vertebrados han sido también ampliamente
estudiados con enfoques de gendmica del paisaje (Berg et al., 2015;Manthey y Moyle, 2015; Funk
et al., 2016; Ramos et al., 2018). Por ejemplo, se han identificado loci adaptativos relacionados a la
salinidad, lo que promueve la divergencia en las poblaciones del bacalao del atlantico Gadus
morhua L (Berg et al., 2015). Otro ejemplo es la divergencia adaptativa encontrada en poblaciones
islefias del zorro Urocyon littoralis, que se reflejan en caracteres morfolégicos de menor aptitud

fisica comparadas con las poblaciones continentales (Funk et al.,2016).

Los roedores estdn presentes en todos los ecosistemas, por lo que son un buen modelo para
estudiar la relacién entre el ambiente y su estructura genética, asi como la posible asociacién con
caracteres adaptativos (Dickman, 1999; Hoekstra, et al., 2005; Morris, 2011; Mapelli, et al., 2012;
Russo, et al., 2016; Flores-Manzanero et al., 2019). Un par de ejemplos demuestran la modificacién
del metabolismo por las dietas entre ecosistemas urbanos y agricolas en poblaciones neoyorquinas
de Peromyscus leucopus y la relacidén entre la supervivencia y el camuflaje dado por coloracién del
pelaje en diferentes sustratos en P. maniculatus luteus de Nebraska (Harris y Munshi-South, 2017;
Pfeifer et al., 2018). En general existen pocos trabajos de gendmica del paisaje en ambientes
desérticos, mas especificamente en México, y aun mas escasos aquellos sobre roedores (Flores-

Manzanero y Vazquez-Dominguez 2019). Un ejemplo es la relacidon encontrada entre de suelo en
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un gradiente de montafa en el desierto Chihuahuense como factor que influye en Ia
estructuracion genética del ratén de abazones Chaetodipus nelsoni, a su vez se ha relacionado con

el tamafio de la pata que varia a lo largo del gradiente altitudinal (Pineda, 2020).

Justificacion

Los roedores de desierto son un grupo esencial para el funcionamiento del ecosistema dada su
funcién como dispersores de semillas y removedores de suelo, asi como presas de un gran numero
de depredadores en este ecosistema (Dickman, 1999). Asimismo, uno de los objetivos de la
Reserva de la Biosfera Mapimi es conservar la diversidad genética de las especies que alberga
(CONANP, 2006). Por ello, caracterizar genéticamente a Dipodomys nelsoni, y en particular con
herramientas gendmicas, es clave para evaluar sus poblaciones en la reserva. Igualmente, D.
nelsoni representa un excelente sistema de estudio para evaluar el efecto que tienen el paisaje y
las caracteristicas ambientales sobre la dispersion, variacién y estructura genética de sus
poblaciones naturales. Se presume que dichos efectos serdn mas pronunciados en un ambiente
desértico, por la limitante de recursos, aunado a las caracteristicas ecolégicasde la especie. Asi,
este estudio permitird obtener informacién novedosa sobre la biologia y ecologia bdsica de una
especie endémica, integrandola con informacién genética y su asociacidn con variables de su
habitat, todo lo cual tiene ademds gran potencial de informacidn para los objetivos de

conservacion de la RBM.
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Objetivo general
Evaluar factores ambientales y del paisaje que puedan estar asociados a la diversidad y estructura

genética de poblaciones de Dipodomys nelsoni en la Reserva de la Biosfera Mapimi.

Objetivos especificos

o) Determinar el ambito hogarefio de Dipodomys nelsoni en |la Reserva de la Biosfera Mapimi.
o Evaluar la diversidad y estructura genética de D. nelsoni en la Reserva de la Biosfera
Mapimi, con base en marcadores moleculares de SNP’s.

o Identificar las caracteristicas del paisaje y de la matriz donde se distribuye D. nelsoni
(conectividad estructural) y evaluar el flujo genético entre individuos (conectividad funcional), asi
como la relacién entre los patrones genéticos observados y las caracteristicasdel paisaje.

o Identificar loci potencialmente sujetos a seleccidn relacionados con las caracteristicas de la

matriz del paisaje y los patrones genéticos de D. nelsoni.

Hipétesis

* Al ser una especie con dimorfismo sexual, donde los machos son mds grandes, el ambito
hogarefio de los machos serd mayor que el de las hembras.

* Dada la heterogeneidad del paisaje del desierto, la dispersidon y el flujo génico de los
individuos de D. nelsoni estaran determinados por el tipo de vegetacién, el tipo de suelo, o la
elevacion; todos directamente asociados a los patrones de estructuracion genética de la poblacién.
*  Por la estrecha asociacién de D. nelsoni con ciertas plantas (mezquite, gobernadora) para su
alimentacion y construccién de madrigueras, asi como su organizacion social en grupos familiares,
se espera una alta diferenciacién genética y un bajo flujo génico entre individuos en la poblacién
estudiada; donde las areas abiertas (suelo desnudo) serdn las principales limitantes al movimiento

de individuos.
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Materiales y Métodos

Método de trampeo y obtencidon de muestras

Durante los meses de mayo y junio de 2015 a 2018, dentro del territorio del Rancho San Ignacio de
la RBM, se capturaron individuos con trampas Sherman (3x 3.75x 12 cm), con un disefio de
muestreo variado: en 2015 se realizaron tres transectos separados 500 m y compuestos de redes
de trampeo (Flores-Manzanero et al. 2019), para un total de 330 trampas; en 2016 se utilizaron
transectos lineales con 560 trampas; en 2017 y 2018 el muestreo fue dirigido, identificando
visualmente las madrigueras y colocando cinco trampas por madriguera (375 trampas, 75
madrigueras). Cada trampa permanecid activa durante tres noches, utilizando como cebo una
mezcla de avena, crema de cacahuate y esencia de vainilla. El mapa con la distribucion de las

trampas se muestra en el Anexo 1.

Los individuos capturados fueron sexados, pesados y medidos. Se determiné su longitud total (LT)
y las longitudes de la cola (LC), de la oreja (O) y de la pata (LP); también se tomd una muestra de
tejido de oreja, que se conservd en tubos eppendorf con alcohol al 96%. Todos los individuos
fueron liberados en el sitio donde se colectaron y su manejo se realizé siguiendo los
lineamientos de la Sociedad Americana de Mastozoologia (Sikes et al., 2016) y de acuerdo con los
permisos de colecta otorgados por SEMARNAT (FAUT-0168).

Para la toma de datosambientales se utilizaron data loggers que recopilaron la temperatura y la
humedad del sitio, que también se registraron manualmente durante el dia, mientras se colocaban
y revisaban trampas (Hobo UX-100-003; Hobo Pro v2, ONSET Computer Corporation). Los loggers

se colocaron en diferentes madrigueras por24 horas.

Telemetria y ambito hogareio

Respectivamente, se seleccionaron 17 y 10 de los individuos colectados en 2016 y 2018 (2016: 9
hembras, 8 machos; 2018: 5 hembras, 5 machos), para colocarles un radiotransmisor Telenax TXA-
001G (0.42 g, tamafio en mm 13x5x5) entre los omédplatos, sobre elpelaje previamente recortado.
Cada radiotransmisor tenia una frecuencia distinta, con la cual se aseguraba obtener el registro de
solo un individuo a la vez. Se realizé un seguimiento nocturno de estos individuos durante dos

semanas, iniciando a las 9 pm hasta la 1 am en el primer afio; y por dos periodos de 9 pm a 1 am
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y de 4 a 7 am en el segundo ano. Para cada individuo se registré la fecha, la hora, la longitud y
latitud, la vegetacién asociada a la actividad registrada, y si se tenia o no un avistamiento del
individuo. Cada noche se iniciaba la busqueda de un individuo al azar, con la finalidad de tener
registros a lo largo de todos los horarios para cada individuo. Ademas, para reducir la correlaciéon
de los registros de cada individuo, se procurd distanciar dos tomas de datos consecutivas por al
menos una hora. Para considerar el registro de una localizacién, se esperd hasta que la seiial del
radio fuese alta y clara, o bien cuando se lograba observar al individuo. Después de las dos
semanas de rastreo, se colocaron las trampas en la madriguera de cada individuo para

recapturarlos y quitarles el radiotransmisor.

Analisis de ambito hogareino

Para la estimacion del ambito hogarefio, primero se calculd el Poligono Minimo Convexo (PMC)
para cada conjunto de datos utilizando el software ArcMap v10.2.1, asi como el centroide de dicho
poligono. Posteriormente, se midié la distancia de cada punto al centroide y se excluyeron el 5%
de los datos mas alejados de éste, para excluir puntos atipicos que pueden corresponder a
movimientos exploratorios de un individuo (White y Garrot, 1990; Moraes-Junior y Chiarello,
2005). Nuevamente se estimé el PMC con el 95% de los datos y con esta base se calculé el ambito
hogarefio con el método fijo de kernel, con el paquete adehabitatHR (Calenge, 2015) en R (R Core
Team, 2018). Se utilizd el pardmetro de suavizado “href”, ya que éste estima con mayor precision
el dmbito comparado con el suavizado por validacién cruzada de minimos cuadrados “hlscv”

(Calenge, 2015).

Para probar si existian diferencias significativas en el tamafio del ambito hogarefio entre sexos,
entre datos de los distintos afios y entre los dos métodos (PMC y kernel), se utilizé una prueba de
Wilcoxon. También se hicieron pruebas de correlacion entre las medidas morfométricas y el
tamafio del ambito hogareno, con el paquete stats de R. Adicionalmente se midié la distancia
lineal entre dos puntos consecutivos en el tiempo para cada individuo y se promediaron las
distancias de puntos tomados en el mismo horario para diferentes individuos. Estas se graficaron,
separando los datos tomados en distintas fases lunares, para tratar de estimar picos de actividad;

es decir, horarios en los que los individuos se desplazan mas.
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Finalmente, para conocer las especies de plantas que visitaban con mayor frecuencia, calculamos
el porcentaje promedio de visita de cada especie. En los casos en los que un punto de localizacidn
tuviera asignado dos especies vegetales diferentes, se contaban como visitas independientes; por
lo que el 100% del porcentaje de las visitas a las especies vegetales no corresponde con el 100% de

las localizaciones de telemetria.

Datos del paisaje
Se probaron cinco variables del paisaje bioldgicamente importantes para al movimiento de los

individuos y su estructura genética: la presencia de vegetacion, el tipo de suelo, la temperatura, la
humedad y la elevacién (Storfer et al., 2007). Se obtuvieron las capas de vegetacion y tipo de suelo
a partir de imagenes Landsat 8 para el mes de mayo de 2017, que corresponde a las fechas
de muestreo, en la pagina de Earth Explorer (https://earthexplorer.usgs.gov/), con el Path: 30
Row: 42, correspondiente al sitio de estudio, en coordenadas UTM.

Se realizé una agrupacion de las primeras ocho capas de la imagen Landsat (ID:
LC80300422017131LGNOO) con el programa ERDAS Imagine 2014, recortdndolas con las siguientes
coordenadas extremas: superior izquierdo X 620557.379, Y 2953834.797; inferior derecho X
625750.379, Y 2946064.797. Posteriormente, se hizo una correcciéon radiométrica siguiendo a
Markham et al. (2018). La imagen resultante, con una resoluciéon de 15 x 15 m por pixel y una

extension de 40 km?, se utilizé para generar las capas de las variables de interés.

Un estimador indirecto de la presencia de vegetacién es el indice de Vegetacién de Diferencia
Normalizada (NDVI), que calcula el verdor o la biomasa relativa de una imagen a partir de los datos
de reflectancia percibidos por dos bandas de un sensor satelital: rojo (R, 640-670 nm) e infrarrojo
cercano (NIR, 850-880 nm); con la formula (NIR-R)/(NIR+R). El resultado de este indicevade -1 a 1,
donde los valores negativos son propios de zonas con agua o nieve, los valores menores a 0.1
corresponden a suelo desnudo o rocas, los valores entre 0.2 y 0.3 representan terrenos con pastos
o arbustos (vegetacidén escasa) y los valores entre 0.6 y 0.8 indican vegetacion densa y continua,
tipica de un bosque (Araiza, 2013; ArcGis, 2016). Se generd la capa de NDVI con el programa
ERDAS Imagine 2014.

16



La capa de tipo de suelo se realizd con base en lo descrito por Montaiia (1988). Se eligieron siete

categorias representativas del drea de estudio, que se pueden agrupar en tres grupos: rocoso (Sby

Fb2), arenoso (Bpg, Bg3 y Fa) y arcilloso salino (Vcc2 y Blgl); estas se pudieron identificar faciimente

en campo (Tablal). Se realizé una clasificacién supervisada con el programa ERDAS Imagine 2014,

donde se probaron diferentes combinaciones de algoritmos de asignacion y se probd la precision de

la clasificacidn resultante corroborando con la informacién de tipo de suelo identificada en campo.

Tabla 1. Tipos de suelo utilizados en el estudio, basados en la clasificacién de

Montaia (1988), agrupados de acuerdo con lo identificado en campo.

Tipo de

Suelo

Descripcién Grupo

Sb

Suelos superficiales y pedregosos, sobre

roca volcanica o basalto.
Rocoso

Fb2

Suelos profundos, pardos y gravosos,

sobre basalto.

Bpg

Suelos moderadamente profundos a

pFOfUI'ldOS, marrones y arenosos.

Fa

Suelos profundos, marrones claros,

arcillosos, pedregosos y pesados.

Vcc2

Suelos profundos, rojizos y arcillosos.

Blgl

Suelos profundos, pardos, arcillosos y Arcilloso-Salino

salinos.

Para las capas de temperatura y humedad se utilizaron los datos tomados en campo con

dataloggers. Se hizo una interpolacién con ArcMap 10.2.1, utilizando un método Gaussiano y

tomando como base la capa de NDVI, para mantener un tamano y resolucién uniforme entre las

capas. La capa de elevacion (Continuo de Elevaciones Mexicano, CEM) del area de estudio se

obtuvo de la pagina del INEGI (http://www.inegi.org.mx); la cual se recorté con ArcMap tomando
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como base la capa de NDVI. El area de muestreo tiene un rango de elevacién de 1,127 m a 1,480

m.

Para eficientizar el tiempo y recursos computacionales para los andlisis de resistencia, se recortaron
las superficies generadas utilizando el método de PMC (Worton, 1995). Para ello se considerd
un buffer alrededor de cada punto de colecta, generado con base en el tamafio estimado promedio

del ambito hogarefio (Anexo 2).

Datos gendmicos

Se extrajo el ADN de cada individuo con el kit DNeasy Blood & Tissue Kit Quiagen (cat. No. 69506),
aumentado el tiempo de lisis del protocolo de fabrica a 30 minutos a 56°C. La calidad y cantidad de
las extracciones se cuantificaron con Qubit™ y se almacenaron a 4°C. La secuenciacién por
genotipificacion (GBS) de 94 muestras de Dipodomys nelsoni se realizé en el Biotechnology Center
de la Universidad de Wisconsin-Madisson, en una linea de secuenciacién de la plataforma llumina

HiSeq2000. Se utilizé la enzima ApeKI cuyo sitio de restriccion es “CWG” (W=AoT).

Analisis de datos gendmicos

En primer lugar, se evalud la calidad de las librerias con el programa FastQC (Andrews, 2010).
Posteriormente, para el tratamiento de los datos genéticos, se utilizaron tres diferentes pipelines:
iPyrad, UNEAK y otra donde utilizamos una secuencia de diferentes programas; en ésta se realizé
el llamado de las variantes con el software GATK, por lo que nos referiremos a este ultimo pipeline

como GATK (Eaton, 2014; Lu et al., 2013; McKenna et al., 2010).

iPyrad es un programa que permite realizar desde la separacion de las muestras (demultiplex),
hasta el llamado de las variantes en una misma plataforma (Eaton, 2014). Se realizaron varias
pruebas modificando diferentes parametros, y se probdé ademas el llamado de variantes con vy sin
el scaffold de D. ordii (GCF_000151885.1; Baylor College of Medicine, no publicado). Los
parametros utilizados para la base de datos final con iPyrad se detallan en el Anexo 3.

UNEAK es un pipeline disefado especificamente para datos obtenidos con GBS y donde no se tiene
un genoma de referencia (Lu et al., 2013). Para la base de datos de UNEAK se hicieron varias

pruebas modificando algunos pardmetros; por ejemplo, el conteo (nUmero minimo de veces que
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debe estar presente una variante, similar al depth en un individuo), y la tasa de tolerancia de
error (ETR) en el nimero de SNPs obtenidos. Tomando en cuenta las recomendaciones de los
desarrolladores, se determind que los parametros que mejor funcionaban para nuestra base de

datos fueron un conteo de 10 y un ETR de 0.03. El protocolo final se muestra en el Anexo 4.

El pipeline que seguimos para GATK incluyd los siguientes programas y funciones: GBSX para el
demultipex (Herten et al., 2015), Trimomatic para el corte de los adaptadores y los sitios de
restriccion (Bolger et al., 2014), Samtools para el alineamiento y mapeo (Li, 2011) y GATK
(haplotipe caller; McKenna et al., 2010) para el llamado de las variantes a partir del genoma de
referencia (Dipodomys ordii; GCF_000151885.1). El conjunto de scripts para la obtencién de esta

base de datos son propiedad de Azalea Guerra-Garcia (Anexo 5).

Se obtuvo un archivo de variantes (.vcf) de cada pipeline, que se analizaron con VCFtools
v.0.1.13 (Danecek et. al., 2011) para determinar el porcentaje de datos faltantes por individuo y

por sitio, asi como la profundidad (depth) por individuo, por sitio y el promedio por sitio. Con base
en los resultados obtenidos, se eligieron los pardmetros adecuados para el correcto filtrado de los
datos. En primer lugar, se eliminaron los individuos con mas de 90% de datos faltantes (--remove
IND9OMD.txt); posteriormente, se utilizé una base de datos preliminar obtenida con GATK con los
siguientes filtros para eliminar individuos altamente emparentados: sin indels, un depth minimo
de 2, missing data <70% y maf=0.05. Esta incluyd 93 individuos y 3,091 SNPs resultantes. Para el
filtrado por parentesco se utilizé el método de Yang et al. (2010) --relatedness en VCFtools, con un
valor umbral de 0.5 (--remove INDrelatedness.txt; cuatro individuos). Se eliminé 13% de los
individuos, las relaciones de parentesco obtenidas se muestran en el Anexo 6. A los alineamientos
de las lecturas de los individuos retenidos se les filtraron los indels (--remove-indels), y los sitios
con mas del 10%, 80% y 25% de datos faltantes (--max-missing 0.1/ 0.8/ 0.25; para iPyrad,
UNEAK y GATK respectivamente). Luego se eliminaron los sitios con una profundidad (depth)
promedio mayor al tercer cuartil de los valores calculados ya que podrian corresponder a sitios
paralogos. Esto se hizo para las bases resultantes de iPyrad, UNEAK y GATK(--max- meanDP); no se
pudo hacer con la base de UNEAK porque el .vcf obtenido no tenia esta informacidn.
Adicionalmente, se elimaron sitios cuyo alelo menor tenia una frecuencia por debajo de 0.05 (--

maf 0.05) para eliminar alelos raros que limiten el poder estadistico de los analisis (Turner et al.,
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2011); estos ademas pueden ser falsos SNPs, originados por errores de secuenciacién. Finalmente,
se eliminaron los SNP’s que estaban en desequilibrio de ligamiento (>0.25 en ventanas de 1000

Kb), usando Plink v.1.07 (Purcell et al., 2007).

Analisis de gendmica del paisaje

Para evaluar patrones de estructura genética, se realizd un analisis de componentes principales
para las tres bases de datos finales con el paquete SNPRelate de R (Zheng, 2015). También se
realizé un analisis snmf, que se basa en coeficientes de ancestria, con el paquete /lea de R (Frichot y

Francois, 2015), probando valores de K de 1 a 10, con 100 repeticiones y 100,000 iteraciones.

Se calculé la distancia geografica Euclidiana y la distancia genética con base en la informaciondel
PCA, para la cual se consideraron los componentes que sumaron el 80% de la variacién total
explicada (41 en nuestro caso), para construir una matriz de distancias genéticas siguiendo a Coop
et al. (2010). Para el andlisis de aislamiento por distancia (/solation by Distance, 1BD), se hizo una
prueba de Mantel simple con las matrices de distancia geografica y genética, con el paquete ade4

de R (Dray y Dufour, 2007).

Para evaluar la relacidn entre las variables ambientales y la estructura genética a nivel de
individuos, realizamos analisis de resistencia con cada una de las cinco capas generadas, usando
el método de Circuitscape en el paquete ResistanceGA de R (Peterman, 2018). Dado que para este
analisis es necesario tener solo un dato por pixel, es decir, si las coordenadas de dos individuos son
las mismas o estan en el mismo pixel del mapa, se debe considerar sdlo un individuo, dejamos por
fuera el individuo que tuviera un menor porcentaje de datos faltantes. Se obtuvo asi una base de
GATK reducida de 72 a 52 individuos y para UNEAK de 84 a 63 individuos. Se realizé primero una
optimizacién de las capas recortandolas con un buffer de 7,500 m? alrededor de cada punto de
colecta, basado en el tamafio promedio del ambito hogarefio obtenido (ver Resultados), con el
paquete raster de R y utilizando el método de PMC (Anexo 2 para el PMC). Para determinar qué
modelo obtenido del analisis de resistencia explicaba mejor los datos, se utilizd el Criterio de
Informacién Akaike (AIC), para cada variable de manera individual; luego se realizé un analisis
Boostrap con 10,000 iteraciones con la funcion Resist.boot, para comparar los modelos de cada

variable individual. Se probaron también modelos multivariados, que consideraban dos
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combinaciones de variables, denominadas Vegl y Veg2; la primera incluyé NDVI, el tipo de suelo y

CEM, y la segunda NDVI, temperatura y humedad.

Deteccion de loci candidatos a seleccion
Primero se generd una nueva base depurada sin datos faltantes (Unicamente con las bases UNEAK y

GATK) interpolando los valores faltantes a partir del promedio de los datos obtenidos para cada
sitio, con la funcidn impute del paquete lea. Luego, se extrajeron los valores de cada capa ambiental
a partir de la ubicacidn de colecta de cada individuo con el programa raster de R. Posteriormente,
para identificar SNPs asociados a estas variables, se realizé un anadlisis de modelos mixtos de
factores latentes (Ifmm) para cada variable (NDVI, tipo de suelo, temperatura, humedad vy altitud),
con el paquete LEA de R con 100 repeticiones, 100,000 iteraciones y un burnin de 50,000. Se
calcularon dos estadisticos de correccién que disminuyen la identificacion de falsos positivos para
identificar los SNPs candidatos, el “gvalue” y el FDR (False Discovery Rate). Finalmente, se usé

un valor umbral de FDR de 0.01.

Resultados

Durante los cuatro afios de colecta se capturaron 120 individuos en un area de 47 km? en la RBM.
Se seleccionaron 94 de estos individuos para ser secuenciados: 43 hembras, 49 machos y dos
juveniles no sexados (Fig. 2). Las medidas morfolégicas promedio para las hembras fueron LT:
281.4 £ 3.6 mm, LC: 174 £ 3.1 mm, PT: 42.7 £ 0.2 mm, 0: 16.1 £ 0.3 mm vy peso 83.9+ 2.3 g;
mientras que para los machos fueron LT: 291.4 + 4.9 mm, LC: 179.5 + 3.9 mm, PT: 43.5 £+ 0.2 mm,
0:16.4 + 0.2 mm y peso 95.2 + 1.5 g. No se encontraron diferencias significativas entre sexos

(Anexo 7).
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Figura 2. Mapa con las localidades de muestreo de los 120 individuos (puntos naranjas) de Dipodomys nelsoni en la Reserva de la

Biosfera Mapimi. Las estrellas moradas indican el sitio de colecta de los 94 individuos secuenciados.
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Ambito hogarefio
Se obtuvieron datos de 12 de los 17 radios colocados en 2016 (seis hembras y seis machos), que en

conjunto con los recolectados para los 10 radios de 2018, sumaron 385 localizaciones (Fig. 3,
Tabla 2). El promedio estimado del ambito hogarefio (AH) de D. nelsoni fue de 0.77 + 0.1 ha con el
método de kernel y de 0.21 + 0.04 con PMC. No se encontraron diferencias significativas del AH
entre hembras y machos (W=55, p=0.747; Tabla2, Fig. 4). Tampoco se obtuvieron correlaciones
significativas entre las medidas morfométricas y el tamafio del AH estimado con el método de
kernel (Tabla 3).

La sobreposicién de los dmbitos hogarefios varié entre individuos, habiendo un sobrelape entre
machos y hembras y entre individuos del mismo sexo (Fig. 3, Tabla 4). De hecho, incluso se observd
un caso en el que el AH de una hembra estuvo incluido totalmente dentro del AH de otra hembra
(radios R2 y R9) y otro en el 95% del AH de una hembra estuvo ocupado por el de un macho (R11-

2018 y R12-2018).

23



Tabla 2. Numero de localizaciones obtenidas por radio y tamafio del ambito
hogarefio (AH) de Dipodomy nelsoni, en hectareas, obtenido con los métodos de
Kernel y poligono minimo convexo (PMC). Se incluyen el sexo (H: hembra; M:
macho), el numero de localizaciones (No. Pts), y el indice de autocorrelacidon de
Schoener. (*) valores significativos; ES: error estandar.

D Radio Sexo No. Pts indice de K’ernel AH !’MC AH
Schoener darea (ha) area (ha)
R2 H 8 1.753 1.593 0.348
R6 H 8 0.781* 0.668 0.11
R7 M 15 1.702 0.761 0.252
R9 H 14 1.765 0.754 0.448
R11 H 14 1.403* 1.456 0.29
R12 M 11 1.716 0.472 0.137
R13 M 12 1.603 0.317 0.095
R16 H 10 1.065%* 0.207 0.052
R17 M 5 0.916* 0.614 0.062
R18 M 5 2.926* 3.028 0.146
R21 M 5 1.915 0.103 0.011
R22 H 5 1.762 0.721 0.056
R1-2018 M 18 2.241 0.202 0.059
R3-2018 H 31 1.61 0.117 0.066
R9-2018 M 29 1.999 0.267 0.104
R10-2018 M 31 1.796 0.397 0.239
R11-2018 H 21 1.659 0.548 0.232
R12-2018 M 21 1.74 1.111 0.49
R15-2018 H 24 1.809 1.513 0.57
R16-2018 H 24 2.371 0.143 0.069
R17-2018 M 23 2.252 1.27 0.603
R19-2018 H 29 2.003 0.413 0.198
Promedio + ES 0.76 £0.15 0.21+0.04
M+ES 0.78+£0.25 0.2 +0.06

H+*ES 0.74+0.17 0.22 £0.05
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Figura 3. Distribucién, forma y tamafio de los ambitos hogarefios de 22 individuos de

Dipodomys nelsoni en la Reserva de la Biosfera Mapimi.
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Figura 4. Comparacion de la variacion del tamafio del dmbito hogarefio entre machos (azul) y

hembras (rosa) de Dipodomys nelsoni.

Tabla 3. indice de correlacién entre variables morfoldgicas y el tamafio del dmbito
hogarefio (método de Kernel) de Dipodomys nelsoni. Ambito hogarefio (AH), longitud del
cuerpo (LCu), longitud de la cola (LC), longitud de la pata (PT), longitud de la oreja (O).

Variables correlacionadas indice de correlacion Valor de t-Student Valor p
AH- Sexo -0.0231 -0.1033 0.9187

AH- LCu -0264 -0.1182 0.9071

AH- LC 0.2919 1.3649 0.1874

AH- PT 0.0818 0.3669 0.7175

AH- 0O 0.2891 1.3504 0.1920

AH- Peso -0.2881 -1.3455 0.1935




Tabla 4. Porcentaje de empalme de los AH. 5e presenta el porcentaje pareado del empalme, donde el valor indicado es el porcentaje del drea
gue ocupa el radio de la columna sobre el area del radio de la fila.
2 R6 R7 R9 R11 R17 R21 R22

12% - 51% 67% 25% 20% 2% - - - -
28% 12% 2% 19% - - 29% - - - -
- 10% - - - - A9, - - i, _
100% 2% - 86% 44% 39% - - - - -
73% 9% - 47% 32% 21% 2% - - - -
83% - - 76% 99% 45% - - - - -
99% - - 99% 99% 66% - - - - -
14% 93% 16% - 15% - - - - - -
- - - - - - - - 100% - -
y - - - - - - - 20% - 23%
R21 - - - - - - - - - - -
R22 - - - - - - - - - 95% -

2 1
R1-2018 | R3-2018 RS9-2013 galveelisim R11-2018 WWbSUBER R15-2018 R16-2018 B isbeviinbimm ek eyl

R1-2018 | 100% - - - _ - B _ _ -
R3-2018 - 100% - - - ; . _ _ _
R9-2018 . . 100% - _ - ; _ _ _
R10-2018 - - - 100% - - - - - -
R11-2018 - - - - 100% 93% - - _ _
R12-2018

R15-2018 - - - - - - 100% 2% 67% -
R16-2018 - - - - - - 24% 100% 1% -
R17-2018 - - - - - - 80% 0% 100% -

R19-2018 - - - - - - - - - 100%

En negritas el porcentaje del &mbito hogarefio de hembras que estéd empalmado con el dmbito hogarefio de un macho. El color de la celda de
cada radio corresponde con el color en el mapa de la Fig. 3.




De acuerdo con el horario en el que se realizd el seguimiento con telemetria, se obtuvo un
aproximado del horario de actividad de D. nelsoni entre las 21:00 a 01:00 y de las 04:00 a las 6:00.
Al separar los datos de acuerdo con las fases lunares durante el periodo estudio, se observa que
durante luna nueva hay un pico de actividad mas tardio (23:00-23:45h) que durante la fase de
cuarto menguante (22:00-22:45). Ademas, durante luna llena las distancias recorridas fueron en
promedio menores que durante las otras fases lunares, presentdandose un aumento cerca de la

01:00 am (Fig. 5).

Horario de actividad
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Figura 5. Horario de actividad. Distancias promedio recorridas entre dos localizaciones, por fase
lunar, considerando los dos afios (2016 y 2018). Para el periodo de ‘Cuarto menguante’ se

separaron los datos ya que corresponden a diferentes afios (2016-18 azul, 2018 morado).

Los individuos estudiados visitaron al menos 10 especies diferentes de plantas (Fig. 6), de las
cuales Opuntia sp. fue la de mayor frecuencia (30%), seguida por Larrea tridentata (27%) y Agave

sp. (12%).
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Figura 6. Porcentaje de visitas nocturnas de individuos de D. nelsoni a diferentes especies de
plantas durante seguimiento de telemetria. Se consideran los datos de los dos afios (2016 y

2018).

Datos del paisaje

Se obtuvo la capa de NDVI con valores minimos de 0.017 y maximos de 0.185 (Fig. 7a), que indican
sitios con suelo abierto y vegetacion arbustiva. Para la capa de tipos de suelo se realizaron 121
clasificaciones, que incluyeron todas las combinaciones posibles de los algoritmos de asignacion
que se permiten en Erdas IMAGINE. De éstas se utilizé la clasificacion obtenida con la siguiente
combinacion de algoritmos: Regla no paramétrica (Feature Space), regla de empalme (Clasificacion
por Orden), regla para no clasificados (Regla paramétrica) y regla paramétrica (Spectral Angle
Mapper), con una precision del 47%, muy similar a la elaborada por Montafa (1988) (Fig. 7b). Las
capas de temperatura y humedad, producto de la interpolacién de los datos recabados en campo,
presentaron valores de entre 28.1 a 31.79°C y 15.95 a 47.12 %HR (humedad relativa),

respectivamente (Figs. 8a 'y 8b).
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Figura 7. Mapas de NDVI y tipos de suelo del drea de estudio en la RBM. a) Capa de NDVI donde se muestran los valores devegetacion

arbustiva como las zonas verde oscuro. b) Capa de tipos de suelo basado en la clasificacion de Montafia (1988; Anexo 8).
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de humedad relativa.
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Datos gendémicos

Se obtuvieron 104,823,687 reads, correspondientes aleatoriamente a todas las muestras; aunque,
la muestra Dn-284 estuvo subrepresentada y se eliminé de los andlisis. Las tres bases de datos
generadas tuvieron las siguientes caracteristicas de acuerdo con el pipeline: iPyrad 796 SNPs, 49
individuos 41.9% de datos faltantes por sitio en promedio (MD-P/S); UNEAK 3,400 SNP’s, 72
individuos 3.4% MD-P/S; GATK 844 SNPs, 63 individuos, 27.5% de MD-P/S. Dadoel nimero limitado
de SNPs de la base de iPyrad, y que tuvo ademds el mayor nimero de datos faltantes, no se

presentan los resultados obtenidos para esta base de datos.

El PCA no mostré una separacion clara de los individuos para ninguna de las bases de datos
retenidas (Fig. 9). El analisis de coeficientes de ancestria (snmf) identificé un valor de K=2 para la
base de UNEAK (Fig.10, Anexo 9-A), mientras que para la de GATK se detecté sélo un grupo (Anexo
9-B). No se encontré un patrén de agrupacion asociado al espacio geografico para los dos grupos
identificados (UNEAK; Fig. 10). Estos resultados no cambian (ambas bases) al incluir o excluir los

cuatro individuos emparentados que fueron eliminados para los analisis posteriores.
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Figura 9. Andlisis de componentes principales (PCA) con la base dedatos de UNEAK (a) GATK (b).

Se indica el porcentaje de variacidn explicado por los eigenvectores 1y 2. Se muestra el cédigo de

los individuos mayormente diferenciados; los no son valores significativos.
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Figura 10. Mapa de distribucién en el espacio geografico de estructura genética con snmf.
Proporciones de los dos grupos genéticos (K=2) identificados con la base de UNEAK (el orden delos

individuos es de norte a sur).

Analisis de gendmica del paisaje

Los resultados de la prueba de Mantel para identificar aislamiento por distancia (IBD) no fueron
significativos para ninguna bases de datos, UNEAK (r = 0.0412, p>.44) y GATK (r = -0.0325, p >0.5)
(Fig. 11).
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Figura 11. Correlograma de matrices de distancia genética basada en PCA y distancia geografica,

para las bases de datos UNEAK (a) y GATK (b).

Los resultados del andlisis de resistencia para ambas bases de datos mostraron valores de NDVI
que indican una menor resistencia al movimiento en el suelo desnudo (0.02-0.1) (Figs. 12a, 13a),
mientras que para el tipo de suelo los valores de resistencia mds bajos fueron en la transicidn
entre pedregosos (Sb2 y Fb2) y arenosos-arcillosos (Bpg, Bg3; Figs. 12b, 13b). Por otro lado, la
resistencia también se incrementa en terrenos mas calidos (31°C; UNEAK) y disminuye en un
pequefio rango cerca de los 28°C (GATK) (Figs. 12c, 13c). Para la humedad, la resistencia fue menor
a medida que esta aumentaba, particularmente a partir de los 25 mm para ambas bases de datos
(Figs. 12d, 13d). Finalmente, la resistencia condicionada por la elevacién solo fue baja cerca de los

1200 m (Figs. 12e, 13e).
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Figura 12. Graficas de resistencia para las distintas variables del paisaje, basadas en los datosobtenidos con UNEAK. a) indice de Vegetacién
normalizado (NDVI), en rojo valores representativos de suelos desnudos y en verde valores correspondientes a vegetacion arbustiva; b) tipos
de suelo, Sb y Fb2- suelos rocosos, Bpg, Bg3 y Fa- suelos arenosos/arcillosos y Vcc2 y Blgl- suelos arcillosos salinos (Montafia, 1988); c)
temperatura, en azul 28°C, en rojo 32°C; d) humedad, azul claro- 15%, azul marino- 47% humedad relativa e) Continuo de Elevacidn Mexicano

(CEM), amarillo- 1100 a café- 1500 m.s.n.m. Los colores de cada grafica corresponden a los colores de los mapas en las Figs. 7 y 8.
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Fig. 13. Graficas de resistencia para las distintas variables del paisaje, basadas en los datosobtenidos con GATK. a) indice de Vegetacidn normalizado
(NDVI), en rojo valores representativos de suelos desnudos y en verde valores correspondientes a vegetacion arbustiva; b) tipos de suelo, Sb y Fb2-
suelos rocosos, Bpg, Bg3 y Fa- suelos arenosos/arcillosos y Vcc2 y Blgl- suelos arcillosos salinos (Montafia, 1988); c) temperatura, en azul 28°C, en
rojo 32°C; d) humedad, azul claro- 15%, azul marino- 47% humedad relativa e) Continuo de Elevacién Mexicano (CEM), amarillo- 1100 a café- 1500

m.s.n.m. Los colores de cada grafica corresponden a los colores de los mapas en las Figs. 7 y 8.
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El modelo que mejor explicd la estructura genética para ambas bases datos fue el modelo nulo o
de distancia euclidiana (82.4% y 63.3%), seguido de la temperatura (14.2% con UNEAK) y la
humedad (21.6% con GATK) (Tabla 5).

Tabla 5. Seleccién de modelos de acuerdo con la optimizacion de
modelo de efectos mixtos linearizado (Boostrap), para las bases de
datos UNEAK y GATK. Distancia genética basada en PCA.

UNEAK DistGen PCA

Peso % Top
Capa/Variable AlIC AlCc Promedio Model
Distancia/Nulo -2371.434 -2371.1 0.115 82.408
Temperatura -2372.261 -2371.085 0.128 14.233
CEM -2371.518 -2370.342 0.081 1.23
Suelo -2371.485 -2370.309 0.079 1.189
NDVI -2371.184 -2370.008 0.067 0.031
Humedad -2371.01 -2369.834 0.065 0.91
Veg 1
(NDVI+Suelo+CEM) -2371.517 -2363.66 0.003 0
Veg 2
(NDVI+Hum+Temp) -2371.011 -2363.153 0.002 0
GATK DistGen PCA

Peso % Top
Capa/Variable AIC AlCc Promedio Model
Distancia/Nulo -2168.936 -2168.603 0.102 63.302
Humedad -2169.871 -2168.695 0.122 21.644
NDVI -2169.556 -2168.379 0.093 4.146
Temperatura -2169.488 -2168.311 0.09 1.93
Suelo -2169.572 -2168.396 0.101 8.731
CEM -2169.258 -2168.081 0.079 0.247
Veg 2
(NDVI+Hum+Temp) -2169.819 -2161.962 0.004 0
Veg 1

-2169.468 -2161.611 0.003 0

(NDVI+Soil+CEM)
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Pruebas de asociacion genotipo-ambiente
El analisis de Ifmm con la base de UNEAK identificé cuatro SNPs asociados con el tipo de suelo

(Tabla 6; Fig. 14), mientras que con la base de GATK no se identificd ningun locus asociado a las
variables ambientales evaluadas (Tabla 5). Se probd un valor umbral mas laxo de FDR (0.05), con el
que se identificd un mayor nimero de SNPs candidatos para UNEAK, asi como un loci relacionado a
la elevacion en la base de GATK (Tabla 6, Anexo 10); sin embargo, estos deberdn considerarse con

cautela dadas las caracteristicas de los datos gendmicos (datos faltantes y profundidad promedio

por sitio).

-log10(P-values)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Figura. 14. SNPs identificados como outliers para la variable tipo de suelo (base de UNEAK). Los
circulos rojos indican los SNPs identificados con un valor umbral de FDR=0.01, los verdes con g-

value=0.01, los puntos rojos FDR=0.05 vy los tridngulos verdes g-value=0.05.
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Tabla 6. SNPs candidatos bajo seleccion segun el andlisis Ifmm, para cada variable
con las dos bases de datos UNAK (3,433 SNPs) y GATK (1,664 SNPs).

UNEAK GATK
. Numero de Numero de
Variable Umbral SNPs ID SNPs SNPs ID SNPs
NDVI gvalue 0.01 0 0
FDR 0.01 0 0
282, 1305
gvalue 0.05 4 1776, 2580 1 768
282, 1305 0
FDR 0.05 4 1776, 2580
Suelo 711, 2178,
gvalue 0.01 6 2610, 2711, 0
2751, 2989
711, 2178,
FDR 0.01 4 2610, 2711 0
711, 1776,
2178, 2197,
2211, 2486,
2610, 2655,
gvalue 0.05 15 2711, 2701, 0
2751, 2944,
2989, 3052,
3132
711, 2178,
2610, 2711,
FDR 0.05 7 2751, 2989, 0
3052
Temperatura qgvalue 0.01 0 0
FDR 0.01 0 0
2093, 2732,
gvalue 0.05 4 2912,3186 1 466
FDR 0.05 2 2093, 2912 1 466
Humedad gvalue 0.01 0 0
FDR 0.01 0 0
gvalue 0.05 1 14 0
FDR 0.05 1 14 0
CEM gvalue 0.01 0 1 628
Elevacion FDR 0.01 0 0
gvalue 0.05 0 2 429, 628
FDR 0.05 0 1 628
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Discusion

Factores de historia de vida y ambito hogareiio

Pese que se reporta dimorfismo sexual en D. nelsoni, en nuestro estudio no hay evidencia
estadistica respecto al tamano de los organismos, lo que impacta directamente nuestra hipdtesis de
que el ambito hogarefio (AH) variaria de acuerdo con el sexo. Ello contrasta con Dipodomys
merriami, también distribuida en el desierto de Mapimi, donde los machos presentan un AH mayor
que las hembras, lo que estd asociado a su mayor tamafio y al hecho de que son ellos quienes se
dispersan en busca de pareja durante la temporada reproductiva (Flores- Manzanero, et al., 2019).
Asimismo, el tamafio estimado del AH de D. nelsoni es considerablemente mayor al de su especie
hermana D. spectabilis (Schroder, 1979), de 0.21 comparado con 0.07ha (estimacion basada en
PMC). Que los AH de hembras y machos en D. nelsoni sea similar puede deberse a que no presentan
diferencias en medidas morfométricas entre sexos; es decir no encontramos dimorfismo sexual.
Esto implica que aunque se sabe que el macho busca hembras durante la temporada reproductiva,
esto implicaria recorrer largas distancias (Jones et al., 1989). Sin embargo, los resultados sugieren
que las hembras también se mueven distancias amplias, probablemente en busca de alimento. Es
posible que en otras temporadas del afio o en otros sitios con estructuras y composiciones
paisajisticas distintas, este patron cambie. También hay que considerar la abundancia de ésta
especie en las distintas “unidades floristicas” presentes a lo largo de la RBM (Serrano, 1987), en
conjunto con una escala de estudio mas amplia, puesto que al ser mas abundantes en zonas con
presencia de vegetaciéon de los géneros Opuntia y Agave, unidad identificada como “nopalera”, los
discontinuos de este tipo de vegetacidn al ampliar el sitio de estudio, podrian ser determinantes en
la estructuracién poblacional, esperando que la distribucién de esta unidad floristica en la reserva y
el resto del desierto Chihuahuense donde se distribuye D. nelsoni, sean un factor clave en la

estructuracion genética de estos roedores

Observamos un alto porcentaje de sobrelape del AH entre machos y hembras, conforme a nuestra
prediccidn para la época reproductiva. De hecho, encontramos sobrelapes de AH de un macho con
el de hasta tres hembras, y del de una hembra con el de hasta dos machos. Esto podria estar
indicando que D. nelsoni puede tener un sistema apareamiento poligamo, similar al de D.

spectabilis (Steinwald et al., 2013). Curiosamente, se sabe que algunas especies de Dipodomys son
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altamente territoriales (Ward y Randall, 1987), inclusive observamos individuos peleando como
consecuencia de haber entrado en la misma madriguera después de la liberacién durante el
trabajo de campo, sin embargo los resultados de sobrelapamiento de AH nos indica que en algunos
casos el area ocupada por individuos del mismo sexo es compartida en un buen porcentaje, por lo
qgue resultaria interesante continuar estudiando estas caracteristicas ecoldgicas no solo en
temporada reproductiva sino a lo largo del afio y en dreas con una configuracidon paisajistica
distinta para entender mejor el sistema de apareamiento y las conductas que presenta esta

especie, que pueden ser claves para entender mejor datos genéticos poblacionales.

El tamafio y la forma del AH también podrian estar determinados por la configuracién de la
vegetacidn. Asi, cabe resaltar que de la diversidad de plantas que se encuentran en la RBM,
durante su actividad nocturna D. nelsoni visité con la mayor frecuencia plantas de tres géneros,
Opuntia sp., Larrea tridentata y Agave sp., lo que presumimos se relaciona con la proteccidn
contra depredadores aéreos como lechuzas, por las espinas que poseen Opuntia y Agave (Zuliani
et al.,, 2021). Otra razén es el consumo de estas plantas o sus derivados, ya que durante el
muestreo encontramos individuos con semillas de L. tridentata en los abazones. También se sabe
que algunos roedores pueden consumir parte de los cuerpos de los nopales para obtener agua (Orr

et al,, 2015).

Otro factor cuyo impacto en el tamafio del AH es clave considerar en un roedor nocturno como lo
es D. nelsoni, es la posibilidad de experimentar fobia lunar. Nosotros encontramos que las fases
lunares influyen en los horarios de actividad de D. nelsoni; los individuos recorrieron distancias
promedio mas cortas durante el periodo de luna llena en comparacién con el cuarto menguante o
la luna nueva, Si bien se tendria que realizar un estudio dirigido a analizar este efecto, nuestros
hallazgos indican que es altamente probable que presenten el fendmeno de fobia lunar, como se
ha encontrado en la RBR con D. merriami como prevencién de depredaciéon (Kronfeld-Schor et al.,
2013; Flores-Manzanero et al., 2019). Seria también interesante explorar esta caracteristica como
una variable mas en los estudios sobre la presion selectiva, por su relacién con los ciclos

reproductivos ademasdel riesgo de depredacion.

El uso de telemetria para estudiar ambito hogarefio, patrones de actividad y movimiento esuna
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herramienta muy atil por su gran precisién, y permite ademds entender y registrar otras
caracteristicas del movimiento de los individuos, como aspectos de su conducta, el uso de distintas
especies de plantas durante actividad en la superficie (fuera de madriguera). Otro dato interesante
es que registramos en distintos momentos el movimiento de la sefial de los radios, con sefal
fuerte y clara, pero donde n o se podia observar al individuo. Ello apunta a la posible existencia
de comunicacién subterrdnea entre madrigueras, o de tuneles hacia salidas alejadas de la
madriguera “central”, identificada por sus caracteristicas peculiares demonticulos con mas de tres
orificios o entradas (Anexo 11). Ello afiade informacidn sobre la arquitectura de las madrigueras de
estos roedores, pues se sabe que dentro de una madriguera pueden existir diferentes galerias,
para reposo, para almacenar semillas, entre otros (Koontz y Simpson, 2010). Nuestras
observaciones de campo sugieren ademas que esta especie presenta alta movilidad no sélo en la

superficie, sino debajo de la tierra en zonas cercanas a las madrigueras.

Obtencion de SNPs en gendmica de poblaciones y del paisaje

El andlisis de datos gendmicos implica un gran reto bioinformatico, ya que al manejar una mayor
cantidad de informaciéon se debe de asegurar la eficiencia y el rendimiento de los multiples
softwares utilizados (Wickland et.al., 2017). Por esto, a pesar de no ser un objetivo del presente
trabajo, se utilizaron tres pipelines para la obtencidn de SNPs. Si bien las bases de datosobtenidas
variaron enormemente, se debe tener presente que existe una constante actualizacion de los
programas para analisis gendmicos y surgen continuamente distintas formas de procesar datos,
por lo que también los protocolos mas adecuados variaran segun el objetivo del estudio y los datos
gue se tengan (Mielczarek y Szyda, 2016; Torkamaneh et al., 2017; Wickland, et.al., 2017; Oget-
Ebrad et al., 2022). Por ejemplo, ipyrad es mejor para andlisis filogenéticos, cuando se analizan
secuencias de diferentes especies, por lo que para nuestros datos intraespecificos y objetivo de
andlisis a escalas temporales y espaciales pequefias no fueel mas adecuado (Jahner et al., 2017;
Eaton y Overcast, 2020).

Por otro lado, GATKA funciona adecuadamente cuando se tiene un genoma de referenciacompleto
y sobre todo si éste estd anotado, permitiendo identificar loci con alta certidumbre (Pirooznia et
al., 2014; Wright et al, 2019). Dado que en nuestro caso sélo estd disponible un scaffold de

Dipodomys ordii, con informaciéon muy limitada, y aunque pudimos obtener una base de datos
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robusta considerando la cantidad de datos faltantes, individuos y SNPs, en realidad los resultados
con la base de UNEAK fueron los de mejor calidad, sobre todo si tomamos en cuenta que se realizé

a partir de un ensamble de novo.

Gendmica del paisaje de Dipodomys nelsoni

Cabe resaltar que este es el primer trabajo de gendmica del paisaje con una rata canguro, que
aporta informacidon novedosa sobre los patrones gendmicos de Dipodomys nelsoni en la Reserva
de la Biosfera Mapimi. Nuestros resultados (UNEAK, snmf) identificaron una estructura genética
somera, con dos grupos parcialmente distintos. Dado que no contamos con informacion biolégica
previa de la especie, la definicion del drea y el método de muestreo se fueron optimizando a lo
largo del estudio. La limitada estructuracién genética puede deberse a que el tamafio del area
muestreada no fue lo suficientemente extensa para detectar diferenciacién. Sin embargo, cabe
anotar que un congénere de la especie de interés, D. merriami, también distribuida en la RBM,

también mostré baja estructura genética (Flores-Manzanero et al., 2019).

Resulta tan interesante ver que no hubo diferencias en la distribucién de machos y hembras,
mientras que para la especie hermana, Dipodomys spectabilis, se ha descrito una reparticion
filopatrica (Wilson et al.,, 2016), donde las hembras se dispersan menos que los machos. Es
importante resaltar, sin embargo, que el muestreo se realizéd durante la época reproductiva, lo cual
podria resultar en una mayor dispersidon de ambos sexos, como se observé en D. merriami (Flores-
Manzanero et al., 2019). Por otro lado, hay ejemplos con roedores en paisajes antropizados de
hasta 500 km?, es decir con presencia de zonas agricolas y carreteras, caracteristicas que suelen
ser de alta resistencia para el flujo génico, donde tampoco se ha encontrado estructuracién
genética (Gauffre et al., 2008). Cabe afadir que la distribucion en campo de las madrigueras de D.
nelsoni es en parches, de modo que se encuentran grupos de madrigueras préximas entre si
(alrededor de 100 m), que a su vez se encuentran alejadas del siguiente grupo de madrigueras
(alrededor de 500 m), por loque una vez que se identifica un grupo de madrigueras, la probabilidad

de encontrar otras en unkildmetro a la redonda es alta.
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Factores del paisaje y su efecto en la conectividad

A pesar de la poca estructura genética, es una buena practica descartar el aislamiento por
distancia como la Unica causante de la distribucién genética en el paisaje (Balkenhol et al., 2017).
Ello permite comprender mejor la relacién del complejo de variables que afectan el flujo génico.
Nuestros resultados no significativos (Mantel y analisis de correlacion), dan mayor soporte a las

relaciones encontradas con los analisis de resistencia y las variables ambientales analizadas.

El tipo de suelo y la distribucién de la vegetacién (NDVI) fueron las variables mas importantes para
explicar la relacion del paisaje con la distancia genética individual. En un estudio realizado con las
mismas poblaciones de esta especie, pero utilizando microsatélites, se encontré una relacion
similar con las variables de tipo de suelo y NDVI (Flores-Manzanero, 2019), lo que apoya la
relacion encontrada entre el paisaje y la variacidon genética intrapoblacional. Contrario a nuestra
tercera hipotesis, el suelo abierto no representa una limitante o barrera a la dispersién (flujo
génico) de D. nelsoni, mientras que la presencia de vegetacion indicd cierta resistencia. Ello se
puede relacionar con la forma en que se dispersan los individuos, que cruzan zonas sin vegetacion
para moverse de una madriguera a otra. Ello conlleva mayor riesgo de predacion (White y Garrot,
1990). Interesantemente, durante el seguimiento con telemetria observamos que los individuos
utilizan la vegetacién para protegerse en caso de percibir alguna amenaza, no propiamente para

avanzar en el entorno.

En cuanto al tipo de suelo sugerimos que el ‘grano’, es decir desde suelo muy fino hasta rocoso, asi
como la composicion mineral que tiene el suelo en este paisaje, pueden ser importantes para el
desplazamiento y la construccion de madrigueras. Asi, proponemos que suelos mas finos pueden
facilitar el excavar las madrigueras y tuneles, y la salinidad puede asociarse al establecimiento de
la vegetacion de las especies donde encontramos madas madrigueras asociadas (Freckman vy
Virginia, 1989; Geesing et al., 2000). Efectivamente, se conoce que el volumen, longitud,
complejidad y microclima de las madrigueras de algunas ratas canguro varian conforme a las
propiedades de los suelos; por ejemplo, para D. ordii estos aumentan en suelos con mayor
cantidad de arcilla y limo, sin mencionar el cambio en las condiciones de humedad y concentracién
de gases que también aumenta en el interior de las madrigueras (Laundre y Reynolds, 1993; Burda

et al., 2007).
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Las variables de temperatura y humedad mostraron un estrecho rango en el que la resistencia fue
menor, lo que puede relacionarse con las caracteristicas microclimaticas que generan los parches
de vegetacion (Rogovin et al., 1991), donde se tienen valores de temperatura y humedad
particulares, mas cercanos al 6ptimo identificado en nuestros resultados. Adicionalmente, las
adaptaciones de los roedores de desierto para evitar la pérdida de agua estan relacionadas con
porcentajes de humedad cercanos al 40% (Flores-Manzanero et al., 2019), valores en los que
identificamos bajaresistencia.

Los resultados de Bootstrap de los modelos puestos a prueba indicaron que la distancia fue el
modelo con mayor porcentaje de explicacién, seguido de humedad vy tipo de suelo (GATK) y de
temperatura (UNEAK), mientras que los multivariados no fueron informativos. Cabe resaltar que
con el método utilizado para la construccién de las superficies de resistencia, que se basa en la
asignacion de valores con algoritmos de optimizacién estadisticos (Peterman et al.,, 2014), se
reduce la incertidumbre sobre los valores de resistencia comparado con otros métodos (por e;j.
pruebas de Mantel parcial), teniendo mayor certeza sobre el efecto del paisaje con los datos

genéticos aun en escalas pequeiias (Dudaniec et al., 2016).

Identificacion de loci candidatos sujetos a seleccién

La eleccién del habitat juega un papel fundamental para el entendimiento de los patrones
genéticos; por ejemplo, los organismos suelen preferir habitats que les confieren alguna ventaja
para sobrevivir, lo que origina diferenciacién entre las poblaciones y la seleccién diferencial de
genes especificos para cada ambiente (Edelaar et al., 2008). El contar con informacion sobre el
ambito hogarefio de D. nelsoni y con observaciones de primera mano sobre las variables del
paisaje clave para su sobrevivencia y asociadas con el flujo génico de los individuos, nos permitio
evaluar nuestro objetivo de identificar, de manera general, patrones genéticos asociados con el
ambiente.

Los andlisis de asociacién genotipo-ambiente (GEA por sus siglas en inglés), como Ifmm, se utilizan
comunmente después de obtener patrones definidos con genética del paisaje. Es decir, para
explorar loci candidatos potencialmente adaptativos asociados con las variables del paisaje
identificadas como determinantes del flujo génico (Rellstab et al.,, 2015). El analisis Ifmm ha
mostrado un buen desempefio aun cuando existe flujo génico (Nadeau et al., 2016), el cual ademas
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corrige por efectos demograficos, dando mayor certeza a los loci candidatos identificados (Frichot
y Francois, 2015; Rellstab et al., 2015; Forester et al., 2016; Medina et al., 2021). En este
estudio pudimos identificar asociaciones GEA con el umbral menos estricto (FDR=0.05) y para
ambas bases con las variables NDVI (1-4 loci) y temperatura (1-4), mientras que la variable tipo de
suelo presentd el mayor numero de loci (4-6 y 7-15 segun el umbral) pero sélo con la base de
UNEAK. Si bien los analisis de deteccion de seleccidn pueden contemplar aquellos SNPs con
umbrales FDR menos estrictos (Nadeau et al., 2016; Schweizer et al., 2016; Price et al., 2020), hay

gue ser cautelosos con los datos faltantes y el no contar con un genoma de referencia.

Si bien los roedores han sido muy estudiados en términos de genética del paisaje, Flores-
Manzanero y Vazquez-Dominguez (2019) reportan sélo dos trabajos con especies de desierto, en
América, Dipodomys spectabilis (Cosentino et al., 2015) y D. merriami (Flores-Manzanero et al.,
2019), y mas recientemente el de Chaetodipus nelsoni (Pineda-Sanchez, 2020). Ello resalta la
importancia de este trabajo, que aporta informacién de gendmica del paisaje de apenas la cuarta
especie de roedor de desierto en el continente. Se hace asi evidente la necesidad de contar con
genomas ensamblados, para poder estudiar con mayor detalle la influencia del paisaje en la
estructuracién genética de poblaciones de estos roedores, probar caracteristicas que sean una

fuerza seleccionadora de caracteres fenotipicos y de adaptacién local.

Conclusiones y reflexiones finales

Este trabajo resalta la importancia de continuar generando informacién bioldgica sobre las
especies silvestres, como el ambito hogarefio, ya que ayuda a conocerlas mejor, a entender los
resultados de andlisis genéticos, y contribuye ademas a tener un disefio de muestreo adecuado.
Expone también la importancia del uso de la telemetria para el estudio de especies de tamafio
pequeiio, pues es una excelente opcidon para reducir el rango de error en las ubicaciones vy
movimientos de los individuos.

En la Reserva de la Bidsfera Mapimi, en el territorio del Rancho San Ignacio, el tamafio promedio
del AH de Dipodomys nelsoni durante la temporada reproductiva es de 7.76 ha (0.78 y 0.74 ha
para machos y hembras, respectivamente). Durante su actividad nocturna estos organismos suelen

visitar en mayor medida plantas de los géneros Opuntia sp., Agave sp. y Larrea tridentata,
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principalmente para evadir depredadores y como fuente de alimento (semillas). Los horarios de
dichos movimientos se asocian con el ciclo lunar, comenzando a horas mds tempranas durante
luna llena y mas entrada la noche durante la fase de Luna menguante, ademds de ser mas cortas
las distancias recorridas durante luna llena, al inicio de la noche, lo que se conoce como fobia

lunar.

La alta vagilidad de D. nelsoni concuerda con la evidencia de flujo génico alto, que se refleja enla
baja estructuracidn genética a lo largo del drea de muestreo. Si bien no se encontrd una relacion
entre las medidas morfométricas y el tamafio del dmbito hogarefio, es importante continuar
estudiando este aspecto en otras regiones de la distribuciéon de este roedor, para conocer mas
sobre su eleccion del habitat y adaptacion local. Ademas, el movimiento de Dipodomys nelsoni se
ve claramente influenciado por el ambiente, donde el tipo de suelo y las dreas abiertas son las

principales caracteristicas del paisaje que facilitan el movimiento de los organismos.

Para aumentar el éxito de captura de individuos de Dipodomys nelsoni el método mas eficaz de
muestreo es dirigido a las madrigueras, las cuales son faciles de identificar ya que son un
monticulo de arena de mas de 1 m de didmetro y cerca de 30 cm de alto, con mas de dos agujeros
o entradas. Asimismo, la telemetria es un método que permite obtener estimaciones bastante
acertadas sobre el ambito hogarefio, aunque si se desea obtener datos que sean mas homogéneos
para las horas de registro entre los individuos habria que usar transmisores con capacidad de
almacenar datos de manera automatizada. Asi, se podria tener un nimero similar de registros de
todos los individuos estudiados y en horas determinadas. Sin embargo, el costo de estos equipos
suele ser mucho mas alto y no elimina la necesidad la recaptura de individuos para la recuperacion
de los transmisores, pues de ello depende el extraer los datos; durante el desarrollo de este
trabajo, el porcentaje de pérdida de los transmisores es alto, sobre todo por el tamafio tan

pequefio y que los animales logran desprenderlos.

La continua innovacion de las herramientas tecnoldgicas tanto para la obtencion de informacién
genética como ambiental, asi como métodos para analizar la relacidn entre éstos (Balkenhol et al.,

2017), sin duda abre un mar de posibilidades para el estudio de las poblaciones naturales de
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distintas especies. Si bien implica un gran reto pues es indispensable el manejo bioinformatico de
datos (Balkenhol et al., 2017; Luikart et al. 2018), la gendmica del paisaje es un campo que
continda innovando el entendimiento no solo genético de los organismos, sino sobre sus
caracteristicas bioldgicas dentro de la multiplicidad de mosaicos del paisaje. Por ello, estudios con
especies no modelo, como en este trabajo, son clave para entender mucho mejor la ecologia,

conducta y genética de las especies silvestres.

Cabe resaltar la importancia de los repositorios de datos, asi como de los ‘scripts’ de los diversos
analisis bioinformaticos, que permiten replicar el trabajo y hacer mas eficientes los andlisis en
trabajos posteriores. Finalmente, es de enorme relevancia contribuir a la construccidon de
bibliotecas gendmicas para especies no modelo, que contribuyan al conocimiento de Ia

biodiversidad mexicana.
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Anexo 1
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Figura Al. Mapa con ubicacion de las trampas utilizadas durante los cuatro afios de muestreo de

Dipodomys nelsoni en la Reserva de la Biosfera de Mapimi, México.
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Anexo 2
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Figura A2. Superficies generadas de las cinco variables del paisaje recortadas por poligono minimo convexo,

con un buffer basado en el tamafio del ambito hogarefio estimado. A) indice de Vegetacion Normalizado-

NDVI; B)Tipo de suelo; C) Temperatura; D) Humedad; E) Continuo de Elevacion Mexicano- CEM.
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Anexo 3

Parametros utilizados para la obtencion de la base de datos de iPyrad.

dataDnconRefDordii ## [0] [assembly_name]: Assembly name. Used to name output directories for
assembly steps

J ## [1] [project_dir]: Project dir (made in curdir if not present)

## [2] [raw_fastg_path]: Location of raw non-demultiplexed fastq files

./barcodesDn.txt ## [3] [barcodes_path]: Location of barcodes file

./dataDn_fastqs/*.fastq.gz ## [4] [sorted_fastq_path]: Location of demultiplexed/sorted fastq files

denovo+reference ## [5] [assembly_method]: Assembly method (denovo, reference, denovo+reference,

denovo-reference)

./reference/Dipodomys_ordii.fasta ## [6] [reference_sequence]: Location of reference sequence file
gbs ## [7] [datatype]: Datatype (see docs): rad, gbs, ddrad, etc.

CWG, ## [8] [restriction_overhang]: Restriction overhang (cutl,) or (cutl, cut2)

5 ## [9] [max_low_qual_bases]: Max low quality base calls (Q<20) in a read

33 ## [10] [phred_Qscore_offset]: phred Q score offset (33 is default and very standard)
6 ## [11] [mindepth_statistical]: Min depth for statistical base calling

6 ## [12] [mindepth_majrule]: Min depth for majority-rule base calling

10000 ## [13] [maxdepth]: Max cluster depth within samples

0.85 ## [14] [clust_threshold]: Clustering threshold for de novo assembly

0 ## [15] [max_barcode_mismatch]: Max number of allowable mismatches in barcodes
0 ## [16] [filter_adapters]: Filter for adapters/primers (1 or 2=stricter)

35 ## [17] [filter_min_trim_len]: Min length of reads after adapter trim

2 ## [18] [max_alleles_consens]: Max alleles per site in consensus sequences

5,5 ## [19] [max_Ns_consens]: Max N's (uncalled bases) in consensus (R1, R2)

8,8 ## [20] [max_Hs_consens]: Max Hs (heterozygotes) in consensus (R1, R2)

4 ## [21] [min_samples_locus]: Min # samples per locus for output

20, 20 ## [22] [max_SNPs_locus]: Max # SNPs per locus (R1, R2)

8,8 ## [23] [max_Indels_locus]: Max # of indels per locus (R1, R2)

0.5 ## [24] [max_shared_Hs_locus]: Max # heterozygous sites per locus (R1, R2)
0,0,0,0 ## [25] [trim_reads]: Trim raw read edges (R1>, <R1, R2>, <R2) (see docs)
0,0,0,0 ## [26] [trim_loci]: Trim locus edges (see docs) (R1>, <R1, R2>, <R2)

p,s,V ## [27] [output_formats]: Output formats (see docs)

## [28] [pop_assign_file]: Path to population assignment file
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Anexo 4

Comandos utilizados para la obtencion de la base de datos de UNEAK.

./run_pipeline.pl -fork1 -UCreatWorkingDirPlugin -w /ProyectoDipo/AnalisisUNEAKv4/ -endPlugin -runforkl
.Jrun_pipeline.pl -forkl -UFastqToTagCountPlugin -w /ProyectoDipo/AnalisisUNEAKv4/ -e ApeKl -endPlugin -
runforkl

.Jrun_pipeline.pl -fork1 -UMergeTaxaTagCountPlugin -w /ProyectoDipo/AnalisisUNEAKv4/ -c 10 -endPlugin -
runforkl

./run_pipeline.pl -fork1 -UTagCountToTagPairPlugin -w /ProyectoDipo/AnalisisUNEAKv4/ -e 0.03 -endPlugin -
runforkl

./run_pipeline.pl -fork1 -UTagPairToTBTPlugin -w /ProyectoDipo/AnalisisUNEAKv4/ -endPlugin -runforkl
./run_pipeline.pl -fork1 -UTBTToMaplInfoPlugin -w /ProyectoDipo/AnalisisUNEAKv4/ -endPlugin -runforkl

.Jrun_pipeline.pl -fork1 -UMapInfoToHapMapPlugin -w /ProyectoDipo/AnalisisUNEAKv4/ -mnMAF 0.05 -mxMAF 0.5 -
mnC 0 -mxC 1 -endPlugin -runforkl
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Anexo 5

Comandos utilizados para la obtencion de la base de datos de GATK (Guerra-Garcia, A.).

STEP 1 DEMULTIPLEXING:

java -jar GBSX-master/releases/latest/GBSX_v1.3.jar --Demultiplexer -f1
../data/ChaetodipusAndDipodomys_Nolndex_L003_R1_001.fastq.gz -i
../meta/BarcodesDnelsoni.txt -gzip true -t 2 -0 ../data/Dipodomys/fastqSTEP 2 ALING:
fastg="/data/Dipodomys/fastq" ngm="/bin/miniconda3/pkgs/nextgenmap-

0.5.3-0/bin/ngm" ref="/ReferenceDipo/sequence.fasta"

bam="/data/Dipodomys/bam"

picardtools='bin/picard.jar' log="/data/Dipodomys/log" #

output directory tmp="/data/Dipodomys/tmp" # output
directorysamtools='/bin/samtools-1.6/samtools'

project="dipod_snpcall" home="/data/Dipodomys" # output

directory? bin="/bin" trimmed="/data/Dipodomys/trimmed"

javarules="/speedy/tmp"

ncores="3" trim="/bin/Trimmomatic-0.36"

#Should only be one raw data file in the raw_data directory (i.e. two files, R1 and R2)Is $fastq |grep -v
nobar | grep fastq | grep R1 | sed s/.R1.fastq.gz// | sort -r | uniq >
Shome/meta/samplelist.txtwhile read name

do

if [ | -f Sbam/Sname.sort.bam ]; then

{ java -jar Strim/trimmomatic-0.36.jar SE -threads Sncores -phred33 Sfastq/"Sname".R1.fastq.gz
Strimmed/"Sname".R1.trimmed.fastq ILLUMINACLIP:Strim/adapters/adapters.fa:2:30:10:8:TSLIDINGWINDOW:4:15
MINLEN:36

echo "Aligning paired Sname" echo "Aligning

unpaired Sname"

Sngm -r Sref -q Strimmed/"Sname".R1.trimmed.fastq -o Sbam/$Sname.bam -t Sncores -b --rg-id
Sname --rg-sm $Sname --rg-pl illumina --rg-pu Sproject --rg-lb Dipodomysecho "Processing

for Shame"

Ssamtools sort -@ Sncores Sbam/Sname.bam > Sbam/S${name}.sort.bam

Ssamtools index Sbam/S{name}.sort.bam rm
Strimmed/"Sname".R1.trimmed.fastq rm

Sbam/Sname.bam

}>& Slog/Sname.alignment.logif

done < Shome/meta/samplelist.txtSTEP 3.1 PRE-

VARIANT DISCOVERY:

##tBefore the variant discovery step, prepare variant dictionary and index
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#Create a variant dictonary using Picard

java -jar /bin/picard/build/libs/picard.jar CreateSequenceDictionary R=
/ReferenceDipo/sequence.fasta O= /ReferenceDipo/sequence.dict#Create index

with samtools

./samtools-1.6/samtools faidx /ReferenceDipo/sequence.fastaSTEP 3.2

VARIANT DISCOVERY:
javarules="-Djava.io.tmpdir=/LUSTRE/Genetica/aguerra/SNP_calling_Madi_Madi/speedy/tmp" ncores="3"
while read prefixdo

if [ | -f /data/gvcf/Sprefix.gvcf.vc.idx Jthen

#Call GATK HaplotypeCaller

./gatk-4.0.1.0/gatk --java-options "-Xmx60g" HaplotypeCaller \
-R /ReferenceDipo/sequence.fasta \

-| /data/Dipodomys/bam/Sprefix.sort.bam \

-0 /data/gvcf/Sprefix.gvcf.vef \

--native-pair-hmm-threads Sncores\

-ERC GVCF;

if

done < /data/Dipodomys/meta/samplelist.txtSTEP 4 MERGE
PROCES:

combinedGVCFs='/data/gvcf'

Is ScombinedGVCFs | grep "vcf" | grep -v ".idx" > GVCFs.samplelist.txttmp=
while read prefixdo

tmp="Stmp --variant ScombinedGVCFs/$prefix"done <
GVCFs.samplelist.txt

java -Xmx20g -jar /bin/GenomeAnalysisTK.jar \

-nt7\

-l INFO\

-R /sequence.fasta \

-log /data/log/GenotypeGVCF.log \

-T GenotypeGVCFs \

Stmp \

-o /data/out/Dipodomys.vcf\

-hets 0.001 \

--max_alternate_alleles 3
--disable_auto_index_creation_and_locking_when_reading_rods



Anexo 6

Tabla Al. Relaciones de parentesco entre individuos, basadas en la base preliminar de GATK con 93
individuos y 1664 SNPs. Se muestra que el individuo de la columna A estd relacionado con los de la

columna B. Los valores estimados se calcularon basados en Yang et al. (2010).

Individuo Individuo
Individuo A 5 Relatedness Individuo A 5 Relatedness
Dn-139 Dn-152 5.81 Dn-182 Dn-229 1.49
Dn-182 3.27 Dn-243 1.59
Dn-229 3.35 Dn-302 1.01
Dn-243 2.47 Dn-312 2.79
Dn-302 2.57 Dn-320 4.63
Dn-312 5.17 Dn-194 Dn-250 0.57
Dn-320 7.79 Dn-229 Dn-243 0.69
Dn-145 Dn-213 0.59 Dn-302 0.71
Dn-152 Dn-182 2.29 Dn-312 1.97
Dn-229 3.11 Dn-320 34
Dn-243 2.76 Dn-243 Dn-302 1.07
Dn-302 2.28 Dn-312 2.62
Dn-312 4.02 Dn-320 3.49
Dn-320 6.68 Dn-301 Dn-379 0.58
Dn-157 Dn-165 0.77 Dn-302 Dn-312 2.09
Dn-259 0.52 Dn-320 2.66
Dn-165 Dn-213 0.61 Dn-312 Dn-320 6.12
Dn-296 0.59

Dn-322 0.76




Anexo 7
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Anexo 8
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Figura A4. Mapa de los tipos de suelo que se encuentran en la Reserva de la Biésfera Mapimitomado de

Montafia 1988, se muestra la zona correspondiente al sitio de estudio.
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Anexo 9
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Figura A5. Resultados de estructura por coancestria (snmf) de Dipodomys nelsoni. A) Base de datos UNEAK
con 72 individuos no relacionados y 3433 SNPs. B) Base de datos GATK con 63 individuos no relacionados y

1182 SNPs. Las flechas negras indican la K (numero de clusters genéticos) mas probable.
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Anexo 10
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Figura A6. Resultados de Ifmm para deteccidon de SNPs candidatos bajo seleccién, de Dipodomys nelsoni,con
las bases UNEAK (rosa) y GATK (azul), para cada variable: A) y B) NDVI; C) y D) Tipo de suelo; E) y F)
Temperatura; G) y H) Humedad; I) y J) Elevacidn (CEM). Los puntos con relleno sélido en rojo son los SNPs
significativos tomando como umbral un valor FDR=0.05 y con relleno verde gvalue= 0.05. Los ID de los SNPs

identificados en cada umbral se muestran en la Tabla 5.
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Anexo 11

Figura A7. Fotografias de algunas madrigueras de Dipodomys nelsoni identificadas durante el trabajo
de campo.
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