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Resumen

La filogeografia se refiere al andlisis filogenético de datos genéticos puestos en un contexto
geografico, y su meta principal es la comprension de los factores causales que contribuyen a la
divergencia de las poblaciones y los mecanismos que llevan a la especiacion. Ademas, los estudios
filogeograficos permiten identificar poblaciones que se deben atender desde el punto de vista de la
conservacion. Un sistema interesante para el estudio filogeografico es el de los perros llaneros de cola
negra (subgénero Cynomys), ardillas de tierra que se distribuyen unicamente en Norteamérica. Este
subgénero incluye dos especies Cynomys ludovicianus y C. mexicanus que son consideradas especie
clave e ingenieros ecosistémicos de los pastizales, por lo que son fundamentales para la permanencia de
estos ecosistemas en Norteamérica. Sin embargo, ambas especies se han visto fuertemente afectadas
por las actividades humanas, de manera que su estado de conservacion es alarmante y requieren de
medidas inmediatas para su recuperacion. En el presente estudio se utilizaron 12 marcadores
moleculares (region control y citocromo b del ADN mitocondrial (mtADN) y diez microsatélites
nucleares) para abordar preguntas relacionadas con: 1) los patrones de diversidad genética de dos
especies cercanamente relacionadas (una de amplia distribucion y otra endémica); y 2) la historia
evolutiva de los perros llaneros de cola negra, incluyendo el tiempo de divergencia entre las dos
especies hermanas, y la historia demografica de ambas especies. Esta aproximacion permitid identificar
poblaciones relevantes para la conservacion, considerando las poblaciones de C. ludovicianus
localizadas en el limite sur de su area de distribucion (en los estados de Nuevo México, Chihuahua y
Sonora; n = 223), y seis poblaciones silvestres y una en cautiverio de C. mexicanus (78 individuos
silvestres y 18 en cautiverio). Se encontr6 que las poblaciones silvestres de C. mexicanus presentan
altos niveles de variacion genética (mtADN: H; = 0.778; y m = 0.0016; y microsatélites nucleares: 4 =
7; Ho=10.509; y Hg = 0.591;) en comparacion con los niveles reportados para la especie hermana, aun
tratindose de una especie de distribucion restringida. Los niveles de variacion, diferenciacion (Fsr =
0.203 mtADN; y G’ ’sy = 0.362 microsatélites) y estructura genética presentes en C. mexicanus son
similares a los observados a nivel local en C. ludovicianus (mtADN: H; =0 — 0.829; 1 =0 — 0.0026; y
Fsr=0.259; y microsatélites nucleares: 4 = 3.5 -9.3; Hp=0.431 - 0.437; H;=0.492 - 0.633; y G"’sr
=0.289). Esto se relaciona con la divergencia reciente de C. mexicanus (hace ~ 230,000 afios) a partir
de una poblacion relicto de C. ludovicianus que quedo6 aislada debido a los cambios de distribucion
promovidos por el cambio climatico del Pleistoceno. Este evento de especiacion peripatrica fue seguido
de una expansion poblacional en ambas especies, que mitigd la pérdida de diversidad genética
relacionada con el evento fundador por el que atravesé C. mexicanus. Ademas, se detectd la presencia

de sitios climaticamente estables al sur de la distribucion actual de C. ludovicianus, estos sitios pueden



poseer altos niveles de variacion genética y son de particular importancia para la conservacion de la
especie. Las colonias analizadas de C. ludovicianus indican que hay alta variacion genética en
Chihuahua y Nuevo México, por lo que es importante proteger estas poblaciones. Sonora se encuentra
aislada por la Sierra Madre Occidental y debe ser considerada como una unidad de manejo
independiente, y se recomienda promover medidas de proteccion in situ. Las poblaciones de C.
mexicanus presentan alta conectividad por lo que los planes de manejo y conservacion deben enfocarse
en mantener dicha conectividad entre las colonias. Finalmente, la poblacion de C. mexicanus cautiva en
el Museo del Desierto, presenta una alta variacion y puede ser considerada como una candidata para

reintroduccion a la vida silvestre.



Abstract

Phylogeography refers to the phylogenetic analysis of genetic data within a geographic context.
Its main goal is to understand the causal factors that contribute to population divergence and speciation.
In addition, phylogeographic studies allow identifying populations that are important for conservation.
An interesting system for such studies are black-tailed prairie dogs (subgenus Cynomys), ground
squirrels that are endemic to North America. This subgenus includes two species, Cynomys
ludovicianus and C. mexicanus, which are considered key species and ecosystem engineers, as they are
of major importance for the long-term survival of North American grasslands. Nevertheless, these
species have been severely affected by human activity. Their conservation status is alarming and they
require immediate management action for their recovery. In this study, we used 12 molecular markers
(control region and cytochrome b sections of the mitochondrial DNA (mtDNA) and ten nuclear
microsatellites) to answer questions related to: 1) the patterns of genetic diversity in two closely related
species (a widespread and an endemic one); and 2) the evolutionary history of black-tailed prairie dogs,
including the time of divergence between them and their respective demographic history. This
approach allowed identifying populations that are relevant for conservation, such as those from the
southernmost area of C. ludovicianus’ range (New Mexico, Chihuahua and Sonora; n = 223), and six
wild populations and a captive one of C. mexicanus (78 wild individuals, and 18 captive individuals).
We found that C. mexicanus, compared to levels reported for its sister species, show high levels of
genetic variation (mtDNA: H; = 0.778; and © = 0.0016; and nuclear microsatellite loci: 4 =7; Hp =
0.509; y Hg = 0.591), even though it is a species with a restricted distribution. Levels of genetic
variation, genetic differentiation (Fsr = 0.203 mtDNA; and G "’sr = 0.362 microsatellite) and genetic
structure in C. mexicanus were similar to those found in C. ludovicianus at the local scale (mtDNA: H,
=0-0.829; 1=0-0.0026; and Fsr= 0.259; and nuclear microsatellite loci: 4 = 3.5 -9.3; Hp = 0.431
—0.437; H; =0.492 — 0.633; and G "’sy = 0.289). These results relate to the recent divergence of C.
mexicanus (c.a. 230,000 years ago) from a relict population of C. ludovicianus that became isolated
because of changes in the distribution range promoted by Pleistocene climate change. This event of
peripatric speciation was followed by population expansion in both taxa, which mitigated the loss of
genetic variation in C. mexicanus associated to the founder effects. Furthermore, we detected two
climatically stable areas in the southern area of the current range of C. ludovicianus. These sites might
possess high levels of genetic variation and are of importance for the conservation of this species. The
analyses for C. ludovicianus showed high genetic variation in Chihuahua and New Mexico, implying a
key role for the conservation of the species. The Sonora population is isolated by the Sierra Madre

Occidental and should be considered as an independent management unit that should be conserved in



situ. For C. mexicanus, the analyses revealed a high connectivity among colonies, implying that
management plans should focus in maintaining this connectivity. Finally, the captive population of C.
mexicanus from the Museo del Desierto, Saltillo, showed high genetic variation and should be

considered a candidate for wildlife reintroduction.



Presentacion

El presente trabajo se centra en la filogeografia y genética de la conservacion de dos especies de
perros llaneros de cola negra (Cynomys mexicanus 'y C. ludovicianus) con distribucion en México. El
objetivo general fue evaluar la distribucion de la variacion y estructura genética de las poblaciones de
estas especies, considerando su contexto historico y geografico, con la finalidad de proponer estrategias
relevantes para su manejo y conservacion, y la de los pastizales que habitan. Para este fin, la presente
tesis estd estructurada en varias secciones que incluyen: una introduccion general, tres capitulos
principales en formato de articulo cientifico, y una seccion de conclusiones generales, junto con las
perspectivas de estudios que se derivan del presente trabajo. Finalmente, se incluyen dos apéndices con
informacion relevante para la comprension de la presente tesis.

En la introduccién se proporciona un panorama general sobre la filogeografia y la genética de
poblaciones, su relacion con la conservacion de las especies y los perros llaneros (Cyrnomys) como
modelo de estudio. Posteriormente se revisa el avance que ha habido en estudios de genética de
poblaciones de roedores en México, y se finaliza con la informacién actualizada de la historia evolutiva
de los perros llaneros (Cynomys) y los estudios moleculares realizados hasta el momento.

Los tres capitulos principales constan cada uno de una introduccion, métodos, resultados y la
discusion de los mismos, que se relaciona con los objetivos particulares del presente trabajo. Los
objetivos particulares fueron: 1) cuantificar la variabilidad y estructura genética en las poblaciones de
perros llaneros en México; 2) determinar la influencia de los procesos histdricos en la estructura
genética de las poblaciones de estas especies en el pais; 3) estimar el tiempo de divergencia de las
poblaciones de C. mexicanus utilizando diversos marcadores moleculares; 4) identificar las poblaciones
mas relevantes para la conservacion en términos de variabilidad genética; y 5) proponer acciones de
manejo y conservacion, basadas en datos genéticos, para las poblaciones de ambas especies de perro
llanero presentes en México.

En el capitulo 1 (Genetic variation and structure in contrasting geographic distributions:
widespread vs. restricted black-tailed prairie dogs (subgenus Cynomys)) se realiza una descripcion y
comparacion de la variacion y la estructura genética de las dos especies de perros llaneros presentes en
México. El objetivo de este capitulo fue evaluar los patrones de variacion genética, diferenciacion
genética y estructura genética en una especie restringida (C. mexicanus) y una especie cercanamente
relacionada de distribucion amplia (C. ludovicianus). Se cuantifico y contrast6 la variabilidad y la
estructura genética, con marcadores de ADN mitocondrial y nuclear, para poner a prueba la hipotesis de
que las especies de amplia distribucion poseen niveles de variacion y estructura genética mayores que

las especies de distribucion restringida. Ademas, se puso a prueba la prediccion de que C. mexicanus



presentard niveles de diferenciacion genética entre colonias similares a las reportadas entre colonias de
C. ludovicianus dentro de cada region ya que ambas especies tienen caracteristicas bioldgicas muy
similares. Finalmente, con base en los datos de variacion y estructura genética se identificaron
poblaciones relevantes para la conservacion de ambas especies.

El capitulo 2 (Peripatric speciation of an endemic species driven by Pleistocene climate change:

the case of the Mexican prairie dog (Cynomys mexicanus)) tiene como objetivo inferir los procesos que

influyeron en la divergencia de una especie endémica del Altiplano Mexicano (C. mexicanus) a partir de
un ancestro de amplia distribucion y, poner a prueba la hipotesis de que esta especie se origind por
especiacion peripatrica. Se analiz6 la influencia de los procesos historicos (particularmente los cambios
climaticos del Pleistoceno) en la variacion y estructura genética de ambas especies de perros llaneros a
través de proyecciones de nicho al pasado. Se estim¢ el tiempo de divergencia de estas especies
hermanas, y se plantearon y contrastaron ocho hipétesis respecto al origen de C. mexicanus a partir de
una poblacion relicto de C. ludovicianus por medio de analisis Bayesianos. Las hipotesis consideradas
contrastan cuatro tiempos de divergencia y dos modelo demograficos (poblacion constante o expansion
poblacional).

El capitulo 3 (Conservacion de Cynomys mexicanus: el papel de la conservacion ex situ en la
persistencia de especies en peligro de extincion) se enfoca en la genética para la conservacion de la
especie endémica y en peligro de extincion (C. mexicanus). Este capitulo tuvo como objetivo evaluar la
variacion genética presente en una poblacion cautiva y determinar si ésta representa una poblacion
candidata para esfuerzos de reintroduccién. Se compard la variacién genética de esta poblacion y su
diferenciacion genética respecto a seis poblaciones silvestres (incluyendo la poblacion fundadora). Este
capitulo retoma informacion reportada en la tesis de licenciatura de la Bidloga Yocelyn Gutiérrez
Guerrero, pero a diferencia de ésta se incluye en el analisis la region del citocromo b del ADN
mitocondrial y un microsatélite nuclear adicional. Ademas se toman datos reportados de tamafo y
conectividad de todas las poblaciones silvestres muestreadas con la finalidad de profundizar en el
analisis de la genética de poblaciones de esta especie y proponer acciones para su manejo y
conservacion tanto in situ como ex siftu.

A continuacion se presenta una seccion de conclusiones generales tomadas de los tres capitulos
principales y relacionadas con los objetivos particulares del presente trabajo. Ademas, se incluye una
seccion de perspectivas en la que se realizan propuestas para estudios posteriores que permitan
continuar avanzando en la comprension de la distribucion de la variacion genética en estas especies y en

el mejoramiento de los planes de manejo y conservacion de estas especies clave y en peligro.
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Dentro del marco del presente trabajo se presentan dos apéndices. El apéndice 1 (Castellanos-
Morales et al. 2014. Genetic variation in a peripheral and declining population of black-tailed prairie

dogs (Cynomys ludovicianus) from Mexico. Journal of Mammalogy, 95(3):467-479) es el antecedente

directo al presente trabajo. Es un estudio de genética de poblaciones de 13 colonias de C. ludovicianus
localizadas en la Reserva de la Bidsfera de Janos, Chihuahua. Este sitio constituye el limite sur del area
de distribucion de esta especie, ademas de considerarse como una poblacion periférica, aislada y en
declive. Sin embargo, contrario a lo esperado, se encontr6 alta variacion genética que se atribuye a la
estructura dada por la presencia de grupos familiares dentro de las colonias (efecto Wahlund), y también
se relaciona con la historia de esta poblacion.

Finalmente, el apéndice 2 (Correspondencia geografica de los principales linajes de ardillas
(Sciuridae): revision filogenética de las ardillas del mundo) es un meta-analisis en el que se retoman
datos del citocromo b del ADN mitocondrial de distintas especies de Sciuridos reportados en el
GenBank. Se realizaron analisis filogenéticos (parsimonia y maxima verosimilitud) para determinar las
relaciones entre las tribus que componen a esta familia de roedores, y se determiné la concordancia
geografica de cada uno de los clados que constituyen a estas tribus. Cabe resaltar que las ardillas
terrestres (Marmotini), entre las que se encuentran los perros llaneros (Cynomys), es un clado que se
distribuye principalmente en América, con unos cuantos representantes Euroasiaticos, y que dentro de

esta tribu se encuentran varias especies endémicas de México, algunas de origen reciente.
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Introduccion

La filogeografia se refiere a los analisis filogenéticos puestos en un contexto geografico, y su
meta principal es la comprension de los factores causales y los mecanismos que contribuyen a la
divergencia de las poblaciones y llevan a la especiacion (Avise 1987; Hickerson et al. 2010; Eckert
2011). La filogeografia se basa en la interpretacion geografica de datos genéticos intraespecificos, que
permiten inferir la estructura y demografia historicas y actuales de las poblaciones, de manera que
constituye un puente entre el estudio de los procesos micro y macroevolutivos que contribuyen a la
divergencia de los linajes (Eckert 2011).

En sus inicios, la filogeografia se baso en la inferencia de eventos historicos por medio de la
comparacion de la topologia de arboles filogenéticos y la distribucion geografica de las especies. Sin
embargo, en la actualidad la filogeografia estadistica pretende evaluar la probabilidad de distintos
escenarios tomando como base datos descriptivos obtenidos a partir de registro fosil y de estudios
genéticos previos que permiten desarrollar y probar hipotesis alternativas (Eckert 2011).

Desde el punto de vista de la genética de la conservacion, los estudios filogeograficos permiten
comprender los procesos historicos que determinaron la manera en que se distribuye la variacion
genética, como los eventos demograficos que han afectado a las poblaciones a lo largo de su historia
evolutiva. Al contrastar esta informacion con el estado actual de las poblaciones podemos ampliar
nuestra comprension del efecto de las actividades antropogénicas en la variacion genética de
poblaciones en riesgo. Asimismo, este enfoque permite identificar poblaciones que cuentan con una
variacion y estructura genética particular que las distingue del resto de las poblaciones que conforman a
la especie, y pueden representar Unidades de Manejo (MUs) o Unidades Evolutivas Significativas
(ESUs), que se deben atender desde el punto de vista de la conservacion (Moritz 1994).

En la actualidad la nocidén de preservar los procesos biologicos, y no solo a las especies, ha
tomado fuerza (Meffe et al. 1997). En este contexto, la conservacion de especies clave, cuyo impacto
en la comunidad o ecosistema es considerable y desproporcionado con respecto a su densidad, deben ser
una de las prioridades para la conservacion (Meffe et al. 1997).

Los perros llaneros de cola negra o perritos de la pradera (subgénero Cynomys) son un sistema
de estudio relevante, tanto por su importancia ecolégica como por su interés evolutivo. Estos son
ardillas de tierra que se distribuyen tnicamente en Norteamérica, son considerados especies clave e
ingenieros ecosistémicos de los pastizales que habitan, y han sido fuertemente afectados por las
actividades humanas (Miller et al. 2000). Sus hébitos fosoriales y de forrajeo promueven la
productividad de la vegetacion, proporcionan refugio para muchas especies y contrarrestan la pérdida

del pastizal (Miller et al. 2000; Martinez-Estévez et al. 2013; Sierra-Corona et al. 2015). Ademas, son
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presa importante para muchos depredadores como el aguila real, los coyotes, los tlalcoyotes, las zorritas
nortefias y las serpientes de cascabel (Hoogland 1996). Estas caracteristicas hacen que los perros
llaneros sean fundamentales para la permanencia de los pastizales de Norteamérica, quienes se
encuentran en riesgo de desaparecer por el cambio en el uso de suelo, el sobrepastoreo, el avance del
mezquite y la sequia (Avila-Flores 2009; Slobodchikoff et al. 2009). Sin embargo, al considerarse
competencia del ganado las poblaciones en gran parte de su area de distribucion en Estados Unidos de
América (EUA) han estado sujetas a control por medio de caceria y envenenamiento desde principios de
los 1900s (Hoogland 1996; Sierra-Corona et al. 2015), mientras que en México estas campafias fueron
limitadas y se prohibieron a finales de los 1980°s (Ceballos et al. 1993). Las intensas campafias de
erradicacion aunadas a la introduccion de Yersinia pestis en América alrededor de los 1920°s (Hoogland
1996), han llevando a sus poblaciones a una considerable reduccion y fragmentacion, principalmente en
EUA donde se ha reportado hasta un 90% de mortalidad relacionada con esta enfermedad (Ceballos et
al. 2010; Scott-Morales et al. 2005; Slobodchikoff et al. 2009). En México no se ha reportado la
presencia de Y. pestis en ninguna de las dos especies (Ceballos et al. 1993; Trevifio-Villareal et al.
1998).

En la actualidad, Cynomys ludovicianus ocupa tinicamente alrededor del 2% de su distribucion
historica (Slobodchikoff et al. 2009) y se encuentra protegida por la ley solo en algunas partes de su
distribucion (SEMARNAT 2010), mientras que su especie hermana C. mexicanus, endémica de
México, ha perdido alrededor del 64% de su area de distribucion histdrica, de por si restringida (Scott-
Morales et al. 2005; Trevifio-Villarreal y Grant 1998), y se encuentra en peligro de extincion (CITES
2010; IUCN 2010; SEMARNAT 2010). Cabe senalar que recientemente las poblaciones de C.
ludovicianus de Sonora y Chihuahua han pasado por disminuciones drésticas de sus tamafios
poblacionales, de causas desconocidas, quedando s6lo una de las dos poblaciones registradas
anteriormente en el estado de Sonora (G. Carreon 2013, com. pers; Amador-Alcala et al. 2014) y
habiendo perdido el 73 % de las colonias presentes en Chihuahua entre 1988 y 2013 (Pacheco et al.
2014). Por lo que su estado de conservacion es alarmante y requieren de medidas inmediatas para su
recuperacion.

Tradicionalmente, en los estudios filogeograficos de mamiferos se ha utilizado la region control
del ADN mitocondrial (Avise 2000). Esta es una region hipervariable que presenta altas tasas de
evolucion molecular en comparacion con otras regiones del ADN mitocondrial y permite explorar
eventos historicos a nivel intraespecifico (Avise 1998, 2009; Arif y Khan 2009; Wang 2011). Por otra
parte, la region del citocromo b del ADN mitocondrial es una region codificante que presenta tasas de

evolucion menores a las de la region control y se ha utilizado para abordar preguntas relacionadas con
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filogenia y tiempos de divergencia entre las especies en mamiferos (Kocher et al. 1989; Avise et al.
1998; Harrison et al. 2003; Nabholz et al. 2008). Ambos marcadores mitocondriales se heredan por via
materna, de manera que ofrecen una vision parcial de los sucesos historicos que determinan la manera
en que se distribuye la variacion en las poblaciones (Avise et al. 1987, 1998; Sunnucks 2000; Nabholz
et al. 2008; Arif y Khan 2009; Avise 2009).

Los microsatélites nucleares, por otra parte, son marcadores neutrales que presentan altas tasas
de mutacion y alta variacion y, permiten explorar eventos que han afectado a las poblaciones en tiempo
reciente. Estos son de herencia biparental y su uso en combinacion con marcadores de ADN
mitocondrial permiten distinguir procesos que determinan la distribucion de la variacion relacionados
con diferencias entre los linajes materno y paterno (Avise 1998; Sunnucks 2000; Selkoe y Toonen
2006; Arif y Khan 2009).

En este estudio, se utilizaron doce marcadores moleculares (region control, citocromo b y diez
microsatélites nucleares) para abordar preguntas relacionadas con la historia evolutiva y actual de los
perros llaneros de cola negra (subgénero Cynomys). Los resultados de este estudio enriquecen el
conocimiento bioldgico sobre la especie endémica, C. mexicanus, que se ha estudiado desde el punto de
vista ecoldgico (Pizzimenti y McClenaghan 1974; Ceballos et al. 1993; Mellink y Madrigal 1993;
Trevino-Villarreal y Grant 1998; Trevifio-Villarreal et al. 1998; Scott-Morales et al. 2004, 2005; Rioja-
Paradela y Scott-Morales 2004; Mellado et al. 2005; Yeaton y Flores-Flores 2006; Rioja-Paradela et al.
2008; Estrada-Castillon et al. 2010; Gonzalez et al. 2012; Hernandez-Gomez et al. 2012; Pando-Moreno
et al. 2013), pero ha sido poco estudiada desde el punto de vista genético (McCullough y Chesser 1987;
Guevara-Chumacero el al. 2006). El presente trabajo es un aporte significativo para el conocimiento
filogeografico de los mamiferos de México que permite avanzar en la comprension de los procesos

evolutivos que han afectado a las biotas de las zonas aridas de Norteamérica.
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Biologia de la conservacion: la vision actual y el papel de la genética en la conservacion.

La biologia de la conservacion fue propuesta originalmente como una disciplina de crisis, en la
que se debe actuar de manera informada y racional, pero a veces antes de conocer todos los hechos
(Frankel y Soulé 1981). Soulé (1985, pp. 727 ) la defini6 como “una nueva etapa en la aplicacion de la
ciencia a los problemas de conservacion, que aborda la biologia de las especies, comunidades y
ecosistemas que son perturbadas de manera directa o indirecta por las actividades humanas y otros
agentes. Su meta es proveer de principios y herramientas para preservar la diversidad biologica”.

Desde su inicio, la biologia de la conservacion fue considerada un area multidisciplinaria que
aborda temas tanto bioldgicos como sociales. El objetivo de esta disciplina fue planteado en el sentido
de la proteccion y continuidad de las comunidades y ecosistemas completos (Soulé 1985). Se ha
avanzado de manera considerable en las bases tedricas relacionadas con la biologia de la conservaciéon y
la manera en que se abordan estos problemas ha evolucionado conforme se generan nuevos datos
(Frankham 2010). Sin embargo, las preocupaciones que originalmente abordaba esta disciplina siguen
vigentes 30 afios después: el estudio de las consecuencias ecologicas y en la salud de la contaminacion
quimica, de la introduccion de especies exoticas y de cepas producidas artificialmente, los sitios y
tamanos de los parques nacionales, la definicion de las condiciones minimas para poblaciones viables
de especies particulares, la frecuencia y el tipo de practicas de manejo en refugios existentes y en areas
silvestres manejadas y el efecto ecologico del desarrollo (Frankham 2010).

En la vision propuesta por la biologia de la conservacion, el enfoque se centra en la integridad y
continuidad de los procesos naturales, mas que en la preservacion de individuos o de especies aisladas
(Soulé 1985). En este sentido, la diversidad genética es considerada uno de los niveles de biodiversidad
que deben conservarse (IUCN 2014) y la genética para la conservacion es una disciplina que involucra
la aplicacion de la genética evolutiva y molecular a la conservacion de la biodiversidad (Frankham
2010).

De acuerdo con Ouborg (2010), el nacimiento de la genética para la conservacion es atribuido a
Frankel y Soulé (1981), quienes por primera vez abordaron en detalle que la conservacion de las
poblaciones y las especies tienen componentes evolutivos y genéticos claramente identificables. La
premisa principal en la que se basa la genética para la conservacion es que en poblaciones pequeiias la
deriva génica y la endogamia afectan la variacion alélica y genotipica dentro de las poblaciones en
funcién de su tamano efectivo (Ouborg 2010; Ouborg et al. 2010a). De esta manera, se espera que las

especies amenazadas presenten niveles de diversidad genética menores que los observados en sus
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contrapartes no amenazadas, asi como niveles de endogamia mayores, que pueden llevar a una
disminucién en la adecuacion, es decir depresion por endogamia. En general, en los estudios empiricos
se ha observado una correlacion positiva entre el nivel de variacion y el tamafio de las poblaciones. Sin
embargo, no todas las especies amenazadas responden de la misma manera a la disminucién en el
tamano poblacional provocado por la actividad humana y, la respuesta depende de la historia evolutiva
y demogréfica de la especie de estudio (Kohn et al. 2006; Ouborg 2010).

La genética para la conservacion ha sido fundamental para la resolucion de incertidumbres
taxondmicas, en la definicion de unidades evolutivas divergentes para manejo de especies y en el
manejo genético de poblaciones silvestres para minimizar el riesgo de extincion (Frankham et al. 2004;
Frankham 2010), asi como en el manejo genético de poblaciones en cautiverio para minimizar la
endogamia y la pérdida de diversidad y, para maximizar el éxito de reintroduccion (Frankham et al.
2004; Frankham 2010). También ha contribuido en el manejo de las especies invasoras y su impacto en
las especies amenazadas y, en la obtencion de informacion bioldgica importante para la conservacion de
las especies (p. e., tamafio poblacional, historia demografica, sistema de apareamiento, estructura
poblacional, flujo génico, paternidad, entre otras) (Frankham et al. 2004; Frankham 2010). Ademas, se
ha integrado con variables demograficas y ambientales, junto con datos de catastrofes e impacto
humano, para predecir el riesgo de extincion y comparar alternativas en los programas de recuperacion
de especies (Frankham 2010; Primmer 2009). Sin embargo, a pesar de existir literatura extensa
referente a la genética para la conservacion, Frankham (2010) y Ouborg (2010) concluyen que hasta el
momento se ha fallado en considerar los temas genéticos en el manejo de especies silvestres. Por lo
tanto, el reto mas importante para la biologia de la conservacion es integrar la informacion genética en
el disefio de programas de manejo de poblaciones fragmentadas de especies silvestres amenazadas.

Uno de los principales avances tedricos en el campo de la genética para la conservacion es el
desarrollo de una gran cantidad de modelos capaces de incorporar cada vez mas atributos de historia de
vida y mayor complejidad del paisaje. Esto con la finalidad de realizar predicciones mas realistas sobre
la dindmica de la variacidon genética en el tiempo y el espacio (Ouborg 2010). Sin embargo, hay poca
informacion empirica referente al impacto a largo plazo que tiene la pérdida de variacion genética sobre
el riesgo de extincion de las especies (Frankham 2010). Por lo tanto, es necesario realizar planes que
consideren el monitoreo ecoldgico y genético a largo plazo de las especies en riesgo. Se requiere
conocimiento adicional en topicos como la depresion por exogamia y el costo de la endogamia en
poblaciones silvestres (Frankham 2010). Ademads, se debe evaluar la contribucion relativa de la
genética vs. otros factores al riesgo de extincion de las especies y, realizar estimaciones de la variacion

genética cuantitativa en especies amenazadas (Frankham 2010).
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La tendencia actual en la genética de poblaciones y en la genética para la conservacion sera
utilizar datos gendmicos. Por esta razon, la gendmica para la conservacion se ha definido como el uso
de técnicas gendmicas para resolver problemas de conservacion (Allendorf et al. 2010; Avise 2010).
Una aproximacion gendmica en la genética para la conservacion permitird obtener datos mas precisos
del tamafio efectivo poblacional (N,), la historia demogréfica, los niveles de endogamia, las tasas de
flujo génico, la diferenciacion entre poblaciones y el estatus taxondémico. El reto mas importante en
esta area es desarrollar medios que permitan medir la diversidad genética adaptativa en un contexto
gendmico, ya que la gendmica provee una oportunidad realista para detectar loci bajo seleccion e
identificar loci involucrados en la especiacion (Allendorf et al. 2010; Frankham 2010; Ouborg et al.
2010a; Primmer 2009; Steiner et al. 2013).

En el futuro se debera utilizar informacion proporcionada tanto por herramientas gendmicas
como por herramientas moleculares tradicionales ya que son aproximaciones complementarias con
objetivos distintos para la conservacion de especies en riesgo (Allendorf et al. 2010; Avise 2010;
Frankham 2010; Ouborg 2010; Ouborg et al. 2010a, 2010b; Primmer 2009; Steiner et al. 2013). La
genética para la conservacion reconstruye los procesos poblacionales genéticos y demograficos,
mientras que la gendmica para la conservacion dilucida los mecanismos que subyacen a la reduccion en
la adecuacion, a la llamada depresion por endogamia y mecanismos que subyacen a la adaptacion local
y la mal-adaptacion en poblaciones reducidas y en especies amenazadas (Ouborg et al. 2010a).

En México la genética para la conservacion es una disciplina de desarrollo relativamente
reciente (Pifiero y Eguiarte 1988; Eguiarte 1990; Eguiarte et al. 1992) y, atin es necesario generar
informacion basica referente al estado genético de las poblaciones silvestres y en cautiverio de las
especies amenazadas. Ademads, es necesario implementar el uso de la gendmica para la conservacion
para la comprension del papel de las adaptaciones locales en la divergencia de las poblaciones y
especies. Finalmente, es imperativo crear vinculos entre investigadores dedicados a la genética para la
conservacion y las organizaciones, investigadores, grupos y agencias gubernamentales dedicados al
planteamiento de planes de manejo para la recuperacion de especies en riesgo, y que los usuarios
comprendan la importancia de la genética en la conservacion. Esto con la finalidad de implementar de
manera rutinaria las medidas de manejo sugeridas a partir de andlisis genéticos en el disefio de planes
para la conservacion de especies. Lo anterior debe realizarse tomando en cuenta que la genética es solo
una de las consideraciones que afectan la viabilidad de las poblaciones y es importante integrarla en un
contexto general junto con las variables demograficas y ambientales (Frankham 2010; Ouborg et al.

2010a).
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Revision del avance en el conocimiento de la genética de poblaciones de roedores en México.

México es un pais megadiverso que ocupa el 3er. lugar en cuanto a diversidad de mamiferos,
que comprende el 11% de las especies del mundo (Ceballos y Oliva 2005; Sarukhan et al. 2009). De las
535 especies de mamiferos descritas hasta el momento, 161 son consideradas endémicas del pais
(Sarukan et al. 2009). Dentro de los mamiferos, Rodentia es el orden mas diverso en cuanto a total de
especies y a numero de especies endémicas. Este orden estd representado en México por 235 especies,
de las cuales 113 son endémicas del pais [74 muridos (65.49%), 12 heteromidos (10.62%), 13 tuzas
(11.5%), 13 ardillas (11.5%) y 1 agouti (0.88%)]. Esta alta diversidad se ha asociado con el area, la
latitud, la historia geoldgica, los patrones climaticos, la topografia y los diversos tipos de vegetacion
presentes en el pais (Ceballos y Oliva 2005; Vazquez-Dominguez y Vega 2006; Sarukhan et al. 2009).

A pesar de la gran diversidad de mamiferos presentes en México, se han realizado pocos
estudios de genética de poblaciones sobre ellos (Sarukhén et al. 2009). Desde 1995 y hasta el 26 de
enero de 2015 se habian publicado 68 articulos de genética de poblaciones de mamiferos silvestres en
Meéxico, con una produccion de 1 a 13 publicaciones por afio (Tabla 1 y Fig. 1, Material Suplementario)
y un incremento significativo en el numero de publicaciones producidas por afio a partir de 2007 (Fig. 1
Material Suplementario). Esto contrasta con lo reportado por Vazquez-Dominguez y Vega (2006);
hasta ese momento se habian publicado menos de 30 articulos cientificos a cerca de la genética de
poblaciones de mamiferos mexicanos y muchos de estos se realizaron en instituciones extranjeras.

Por otra parte, para dar a conocer los resultados de estos estudios, es importante que se realicen
publicaciones en revistas cientificas y, preferentemente, de circulacion internacional (Vazquez-
Dominguez y Vega 2006). Hasta el momento, la revista en que se ha realizado la mayoria de las
publicaciones es el Journal of Mammalogy, seguida de el Acta Chiropterologica (Figs. 2 y 3 Material
Suplementario), y la revista con mayor indice de impacto en la que se ha publicado es Molecular
Ecology Resources con 5.626 (Hernandez-Davila et al. 2012) (Fig. 3 Material Suplementario).

En cuanto a composicion de especies, los estudios consideran al 22.5% de los géneros y el 9%
de las especies de mamifero presentes en México (de acuerdo con la diversidad de mamiferos de
México reportada por Ceballos y Oliva 2005) (Tabla 1 Material Suplementario). Los roedores son el
orden en el que se han realizado mas estudios (24 estudios; Tabla 1 y Fig. 4 Material Suplementario),
sin embargo, en éstos se representa Unicamente el 39.1% de los géneros y el 8.5% de las especies

mexicanas dentro del orden.
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La familia de roedores mejor estudiada es Cricetidae con 11 estudios realizados en nueve
géneros distintos, seguida por Heteromyidae y Sciuridae con cinco estudios cada uno. Finalmente,
dentro de la familia Geomyidae se han realizado dos estudios con especies del género Thomomys (Tabla
2 Material Suplementario). Cabe sefialar que 11 de estos estudios se han realizado con especies
endémicas de México.

Al realizar un analisis mas fino sobre los estudios de genética de poblaciones de reodores
mexicanos, observamos que la mayoria han utilizado marcadores moleculares unicamente del ADN
mitocondrial (mtADN) o del ADN nuclear (ncADN): 14 han utilizado alguna region del mtADN (13
con citocromo b; uno con ND2-ND4; uno con region control; dos con citocromo b y citocromo oxidasa
I (COI1I); y uno con citocromo b y D-Loop), y siete han utilizado inicamente marcadores de ncADN
(uno con ISSRs, dos con aloenzimas y cuatro con microsatélites). A pesar de que el uso conjunto de
marcadores de ncADN y mtADN permite llegar a conclusiones mas robustas sobre la historia evolutiva
y demogréfica de los organismo, muy pocos estuidos han combinado marcadores moleculares de ambas
regiones del genoma (dos realizados con microsatélites y uno con intrones de genes nucleares) (Tabla 2
Material suplementario). Por lo tanto, es necesario implementar esta metodologia de manera rutinaria
en los estudios de genética poblacional, no solo de roedores sino de todos los mamiferos mexicanos.

Los temas que abordan los estudios realizados con roedores son variados, e incluyen: variacion y
estructura genéticas (siete estudios), filogeografia y filogenia, sistematica (14 estudios) y genética del
paisaje (un estudio). Del total de articulos, 11 abordan las implicaciones que tienen los resultados para
la conservacion de las especies de roedores de México (Tabla 2 Material suplementario). Ademas, los
tamafios muestrales son muy variados y, dependen del objetivo de cada estudio y el area de distribucion
de las especies estudiadas. Estos van desde unos pocos individuos por especie para los analisis
filogenéticos hasta muestras poblacionales provenientes de toda el area de distribucion para estudios de
filogeografia, particularmente de las especies endémicas de México.

Un claro reflejo del avance que ha habido en el estudio genético de los mamiferos mexicanos es
que en el XII Congreso Mexicano de Mastozoologia, realizado en la ciudad de Puebla en 2014, se
presentaron 28 exposiciones orales y una conferencia magistral sobre estudios genéticos. De estos, la
mayoria fue realizado con roedores (11 resumenes: 5 con especies de la familia Cricetidae, 3 con
especies de la familia Heteromyidae y 4 con especies de la familia Sciuridae). La mayor parte de los
analisis se realizaron con ADN mitocondrial y trataron sobre filogenética, filogeografia y sistematica,
aunque también hubo trabajos sobre variacion y estructura genética. Cabe senalar que se presentaron un
trabajo de gendmica de Didelphis virginiana (Nigenda et al. 2014), un trabajo de genética del paisaje de

Liomys pictus (Garrido-Gardufio y Vazquez-Dominguez 2014) y un trabajo de genética de la
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conservacion de una especie endémica en cautiverio (Cynomys mexicanus; Gutierrez-Guerrero et al.
2014). Sin embargo, aunque ha habido un avance considerable en el estudio de los mamiferos
mexicanos con respecto a lo reportado en 2006 por Vazquez-Dominguez y Vega, ain queda mucho
camino por recorrer.

Es necesario continuar realizando investigacion basica sobre filogenética, sistematica,
filogeografia, variacion genética y estructura genética que nos permitan describir los patrones de
diversidad de mamiferos presentes en México. Sin embargo, también es importante comenzar a
incursionar activamente en areas como la genética del paisaje o los estudios de genémica que permitan
abordar preguntas relacionadas con adaptaciones locales y especiacion. Ademas, se requieren estudios
evolutivos que sean menos descriptivos y prueben hipdtesis especificas sobre la historia evolutiva de los
mamiferos de México como los propuestos por la filogeografia estadistica, y estudios de filogeografia
comparada que permitan comprender mejor los procesos que han conformado las comunidades de
mamiferos mexicanos y describir patrones que ayuden a comprender la alta diversidad presente en el
pais.

Finalmente, es necesario realizar estudios que no sélo indiquen cuales son las implicaciones de
los resultados para la conservacion de los mamiferos mexicanos, sino que tengan como objetivo
especifico proponer medidas de conservacion y manejo de mamiferos mexicanos, como el realizado por
Gasca-Pineda et al. (2013) en Ovis canadensis. Estos estudios deben enfocarse hacia el analisis de
endogamia en poblaciones cautivas y silvestres, pedigries, coeficientes de parentesco, propuestas para
reintroduccion y translocacion a partir de datos genéticos, entre otros. Ademads, es necesario gestionar
que estos lineamientos se apliquen en los programas de manejo y conservacion de especies de

mamiferos silvestres de México.
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Historia evolutiva de los perros llaneros

El género Cynomys pertenece a la familia Sciuridae (ardillas, marmotas y perros llaneros) del orden de
los roedores y, estd constituido por cinco especies clasificadas en dos subgéneros. El subgénero
Cynomys o perros llaneros de cola negra, se compone por dos especies: C. ludovicianus y C. mexicanus;
mientras que el subgénero de los perros llaneros de cola blanca o Leucocrossuromys esta conformado
por tres especies: C. gunnisoni, C. leucurus 'y C. parvidens (Slobodchikoff et al. 2009).

La separacion de los subgéneros no se basa tinicamente en la coloracion de la cola, ya que se han
registrado diferencias conductuales y fisiologicas entre los representantes actuales de ambos
subgéneros. Dentro del subgénero Cynomys, ambas especies son altamente coloniales y sociales,
modifican su ambiente activamente, realizan una busqueda aleatoria de alimento, no presentan
hibernacion obligada y maduran a los dos afios de edad. Por otra parte, los representantes del subgénero
Leucocrossuromys, son organismos moderadamente coloniales y sociales, no modifican su ambiente de
manera tan activa, realizan una busqueda dirigida de alimento, maduran al afio de edad y presentan
hibernacion obligada (Goodwin 1995; Slobodchikoff et al. 2009).

Se han registrado diferencias en los ambientes que habita cada especie en la actualidad por
ejemplo, dentro del subgénero Cynomys, C. ludovicianus se distribuye en praderas de pastos cortos y
mixtos (Goodwin 1995) desde el sur de Canada hasta el norte de México y en Arizona, Colorado y
Montana al oeste, las Dakotas y Nebraska al este (Slobodchikoff et al. 2009), con altitudes que van de
los 1,400 a los 1,700 msnm (Mead et al. 2010) (Fig 5). C. mexicanus es endémico de México y se
considera una especie relictual del Pleistoceno tardio que habita pastizales pequenios (Goodwin 1995)
localizados en los valles y cuencas intermontanas al norte y este de la Sierra Madre Oriental, en
altitudes que van desde los 1,600 hasta 2,200 msnm en un area restringida de 500 km?” ubicada en los
estados de Coahuila, Nuevo Ledn, Zacatecas y San Luis Potosi (Mead et al. 2010) (Fig 5). En el caso
del subgénero Leucocrossuromys, C. gunnisoni habita los pastizales y la estepa arbustiva de las
Rocallosas, al norte de Arizona y Nuevo México y al sudoeste de Colorado y sudeste de Utah. C.
leucurus y C. parvidens habitan en estepas arbustivas de las Rocallosas centrales, la primera se
distribuye en el oeste de Colorado, sudoeste de Wyoming y sur de Montana, mientras que la segunda se

restringe a unas cuantas localidades del sur y centro de Utah (Slobodchikoff et al. 2009) (Fig 5).
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Figura 5. Distribucion actual de las cinco especies del género Cynomys.

En la distribucion actual existe sobreposicion limitada entre subgéneros, con zonas de contacto
entre C. gunnisoni 'y C. ludovicianus en Nuevo México. Entre las especies dentro del mismo subgénero
(Leucocrossuromys) hay zonas de contacto entre C. gunnisoni'y C. leucurus en Wyoming (Goodwin
1995) (Fig. 5).

Cynomys cuenta con un registro fosil relativamente bueno; en el pasado existieron tres especies
adicionales de perros llanero de cola negra (subgénero Cynomys: C. andersoni, C. sappensis'y C.
spenceri) y una de perro llanero de cola blanca (subgénero Leucocrossuromys: C. niobrarius) (Goodwin
1995; Mead et al. 2010). Los fosiles mas antiguos del género Cynomys pertenecen al periodo Blancano
tardio del Plioceno tardio (hace 2.4 a 1.8 mda) (Mead et al. 2010), mientras que los primeros fosiles de
ambos subgéneros pertenecen al Pleistoceno temprano y se encontraron en las Grandes Planicies
(Goodwin 1995). Los perros llaneros de cola negra (subgénero Cynomys) aparecen por primera vez en
el registro fosil en el sur de las Grandes Planicies en el Irvingtoniano temprano (entre 1.8 a 0.75 mda) y
mantuvieron su presencia en la parte sur y central de las Grandes Planicies hacia el Irvingtoniano medio
(0.75 a2 0.5 mda). Durante este periodo, no se tiene registro de perros llaneros de cola blanca (subgénero
Leucocrossuromys) en las Grandes Planicies, pero se tienen registros provenientes de la parte sur-

central de Colorado (Goodwin 1995). Durante el Irvingtoniano tardio (hace 0.5 a 0.3 mda) la especie
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extinta C. niobrarius estaba presente desde el sur de Canada hasta el centro de Kansas y otra especie no
identificada se encontraba del sur de Nebraska al norte de Texas. Para el periodo Sangamoniano (entre
125,000 y 75,000 afios), los perros llaneros de cola negra y de cola blanca se encontraban en el sur de
Nebraska y en Colorado (Goodwin 1995). Los cambios biogeograficos ocurridos durante el Pleistoceno
tardio (0.12 — 0.01 mda) incluyen la expansion al norte de C. niobrarius durante el repliegue glacial del
Sangamoniano (125,000 — 75,000 afios) y Farmdaliano (40,000 — 22,000 afios) y, la dispersion hacia el
este de C. ludovicianus durante la expansion del pastizal en el Farmdaliano. Ambos linajes retuvieron
sus distribuciones centrales a lo largo del Pleistoceno tardio (Goodwin 1995).

Mas recientemente, durante el Wisconsiniano (75,000 — 10,000 afios), C. ludovicianus se
extendia desde el norte de México en Chihuahua hasta el centro de Nebraska y del oeste de lowa al este
de Kansas. C. ludovicianus y C. gunnisoni se encontraban en las partes altas del sur de Nuevo México,
en ocasiones en las mismas localidades y es posible que C. mexicanus se encontrara hasta el sudeste de
Nuevo México (40,000 — 22,000 anos) (Goodwin 1995). Estos datos sefialan que han existido
diferencias en cuanto al area de distribucion de cada especie con respecto a la actualidad; ésta pudo
haberse formado después de la transicion del Pleistoceno al Holoceno (Goodwin 1995). De hecho,
Truett et al. (2006) han sugerido que la distribucion de los perros llaneros era restringida y que la
distribucion actual, particularmente en el norte del Desierto Chihuahuense, esté relacionada con una
expansion del area de distribucion promovida por la introduccion del ganado en el siglo X VII.

La evidencia f6sil indica, ademads, que los perros llaneros del subgénero Cynomys se distribuian
en gran parte de México durante el Pleistoceno tardio, con 2 registros fosiles mucho mas al sur de la
distribucion actual, en los estados de Jalisco e Hidalgo (Alvarez-Solorzano 1983), un registro en Sonora
a 600 km de donde se encuentran actualmente (Mead et al. 2010) y un fosil de C. mexicanus localizado
en Puebla (Cruz-Muiioz et al. 2009). Esta evidencia es consistente con la hipodtesis propuesta del origen
de C. mexicanus a partir de C. ludovicianus (Goodwin 1995), que ha sido corroborada con evidencia
molecular proveniente de aloenzimas, que sitlia el momento de divergencia hace 42,180 afios
(McCullough y Chesser 1987), mientras que las estimaciones de tiempo de divergencia obtenidas a
partir de secuencias de citocromo b son mucho mas antiguas (~500,000 afios; Harrison et al. 2003).

Por otra parte, los fosiles de perro llanero se han encontrado asociados con indicadores de
bosque maduro en las localidades de las Grandes Planicies. Lo anterior indica la presencia de mosaicos
locales con una diversidad estructural mayor a la que se presenta hoy en dia (Goodwin 1995). Sin
embargo, se ha propuesto que la mayor colonialidad de C. /udovicianus con respecto a los otros
representantes del género se relaciona con la evolucion de un sistema de alarma contra los depredadores

presentes en los pastizales abiertos con baja cobertura vegetal (Goodwin 1995).
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Estudios moleculares de perros llaneros

La especie de perro llanero mas estudiada es C. ludovicianus. Los estudios moleculares

realizados hasta el momento han tenido un enfoque de genética de poblaciones y genética del paisaje, y

se han basado en el uso de isoenzimas, RAPDs y microsatélites nucleares (Cuadro 3). Existen pocos

estudios que hayan tomado en cuenta los patrones histéricos de distribucion de la diversidad genética a

partir del uso de marcadores del ADN mitocondrial (Castellanos-Morales et al. 2014 ver Apéndice 1;

Gutiérrez Guerrero 2014; Sackett et al. 2014) (Tabla 3).

Entre las conclusiones mas relevantes relacionadas con estos estudios estan:

Presencia de alta estructuracion y endogamia relacionadas con la conformacion de grupos
familiares, filopatria de las hembras y efecto Wahlund (Chesser 1983; Dobson et al. 1997, 1998,
2004).

La alta diferenciacion genética influye en el mantenimiento de la variabilidad después de la
presencia de un cuello de botella (Daley 1992).

Presencia de alta estructuracion entre grupos familiares y variacién temporal de la diversidad
genética al interior de los mismos (Dobson et al. 1998, 2004).

La variabilidad y estructura genética se relacionan con la presencia de peste bubdnica (Yersinia
pestis) en las colonias (Antolin et al. 2006; Roach et al. 2001; Trudeau et al. 2004; Jones y
Britten 2010; Jones et al. 2012; Sackett et al. 2012, 2013).

La conectividad entre colonias en términos de la distancia entre ellas y el tiempo transcurrido
desde la recolonizacion son importantes en la determinacion de la distribucion de la variacion
(Antolin et al. 2006; Roach et al. 2001; Trudeau et al. 2004; Jones y Britten 2010; Jones et al.
2012; Sackett et al. 2012, 2013).

El tamafio de la colonia, en términos de 4rea y tamafio poblacional, es importante en la
determinacion de la cantidad de variacion dentro de cada una de ellas y de la diferenciacion

genética entre colonias (Castellanos-Morales et al. 2014 ver Apéndice 1).

Al comparar los valores de variacion genética reportados para microsatélites en C. ludovicianus

(Tabla 3), se observa que en la mayoria de las poblaciones estudiadas hasta el momento se han descrito

niveles de diversidad genética similares (Hz = 0.4 — 0.7). Los valores de estructuracion genética (Fisr)

tienen un intervalo de 0.10 a 0.24 e indican alta estructuracion entre las colonias estudiadas. Sin

embargo, los valores del coeficiente de endogamia reportados son muy variables (£ = 0.007 — 0.18 y

Fir=0.018 — 0.264), sugiriendo una accién diferencial de la endogamia y la deriva génica en cada
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poblacion, asi como un efecto Wahlund relacionado con la presencia de grupos familiares dentro de las
colonias.

En contraste, solo existe un trabajo acerca de la genética de C. mexicanus (Tabla 3), realizado
con isoenzimas (McCullough y Chesser 1987) y, otro que compara la variacion presente en una
poblacion en cautiverio y la poblacion fuente por medio de microsatélites nucleares y region control del
ADN mitocondrial (Gutiérrez Guerrero 2014). Las conclusiones mas relevantes del estudio realizado
por McCullough y Chesser (1987) indican la presencia de poca diferenciacion genética entre las
poblaciones estudiadas, una alta variacion dentro de las poblaciones y una endogamia significativa en
las mismas, lo cual coincide con lo reportado posteriormente por Gutiérrez Guerrero (2014). Al
comparar los resultados de ambas especies hermanas (Tabla 3), se observa que ambas poseen valores de
variacion (4 y Hg) similares. Sin embargo, el valor del coeficiente de endogamia (Fis) de C. mexicanus
es mayor que el de C. ludovicianus y, el valor de estructura genética (Fsry analogos) de C. mexicanus
es menor. McCullough y Chesser (1987) atribuyen las diferencias entre las especies a la presencia de
un cuello de botella de corta duracion en C. mexicanus, lo cual es congruente con la hipdtesis de
divergencia de C. mexicanus a partir del aislamiento de una poblacion de C. ludovicianus y su posterior
expansion poblacional hace aproximadamente 40,000 afios.

Recientemente se publicé el mitogenoma completo de C. ludovicianus 'y C. leucurus (Li et al.
2015) mostrando una difrenecia global del 4%. El estudio describe el mitogenoma de estas especies y
sugiere que esta informacion es util para la identificacion de las especies, los estudios filogenéticos de
Sciuridae y en analisis de diferencia de expresion de genes en dos especies con dos estilos de

hibernacion distintos.
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Tabla 3. Estudios realizados en las cinco especies de perro llanero (género Cynomys) con distintos marcadores moleculares,
organizados por especie y tipo de marcador molecular. Referencias, sitio de estudio, marcador, medidas de diversidad genética (4 y

Hpg) y coeficientes de fijacion (Fis, Fir y Fsr).

Subgénero Cynomys

Cynomys ludovicianus

Referencia Sitio Marcador A Hg Fis Fr Fsr
Chesser 1983 Nuevo México Isoenzimas 1-3 0.11-0.44 0.40 0.33 0.10
Daley 1992 Dakota del Sur Isoenzimas 2-4 0.04 -0.02 0.09 0.12
Dobson et al. 1997 Dakota del Sur Isoenzimas -—- -—- -0.21 -0.01 0.16
Dobson et al. 1998 Dakota del Sur Isoenzimas -—- - -0.21 -0.01 0.16
Dobson et al. 2004 Dakota del Sur Isoenzimas -—- -—- -0.18 0 0.16
fgg y Hoogland 1y ota del Sur Tsoenzimas 124 0.066 006 - 0.03

1.44 0.27
* — —
Trudeau et al. 2004  Montana RAPDs 162 036 0.23
Biggs 2007 Texas Microsatélites 2.8-5.5 0.39-0.72 0.025 0.185 0.164
Castellanos- Chihuahua
Morales et al. 2014 A Microsatélites 3.4 0.53 0.18 0264  0.10

1 Mexico
(Apéndice 1)

;%Ii%s 5y Bl Montana* Microsatélites 34 0.54 0.17 -—- 0.12-0.19
Magle et al. 2010 Colorado* Microsatélites 3.1 0.524 0.007 - 0.24
Roach et al. 2001 Colorado* Microsatélites 3.0-5.1 0.4-0.7 0.02 0.13 0.12
gg“;ge“ etal- 2012, jorado* Microsatélites 9.3 0.663 0109
Castellanos- .

Morales et al. 2014  Cfiluahua, Cit-b *0.0016 10,704 0233

. Mexico
(Apéndice 1)

Cynomys mexicanus
McCullough y Nuevo Leén y . i
Chesser 1987 Coahuila Isoenzimas 1-4 0-0.45 0.5 0.47 0.07
Gutiérrez-Guerrero Coahuil Microsatélites 4.67 0.49-0.56 0.12-0.14 - 0.17-0.29
2014 oahua Regién control ~ *0.005 '0.63 --- --- ---
Subgénero Leucocrossuromys
Cynomys gunnisoni
Travis et al. 1997 Arizona DNA fingerprint - - - - 0.11
Haynie et al. 2003 Arizona Microsatélites 4.29 0.49 - - -
Nuevo México, Microsatélites LTl D2 o o 0.292
8.7 0.527 -—- -
Sackett et al. 2014 Colorado, Citch t regid
Arizona y Utah feb T region 0.692
control
Cynomys parvidens
Haynie et al. 2003 Utah Microsatélites 3 0.33-0.34 --- --- ---

*Poblaciones con presencia de Yersinia pestis.

* Diversidad nucleotidica estimada para secuencias de ADN mitocondrial ().
" Diversidad haplotipica estimada para secuencias de ADN mitocondrial (Hd).
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Capitulo 1. Genetic variation and structure in contrasting geographic distributions: widespread
versus restricted black-tailed prairie dogs (subgenus Cynomys).
Gabriela Castellanos-Morales, Jorge Ortega, Reyna A. Castillo-Gamez, Loren C. Sackett y Luis E.
Eguiarte.
Journal of Heredity 106 (S1): 478 - 490; doi:10.1093/jhered/esv021
Sometido: 29 de julio 2014; Aceptado: 22 de marzo 2015; Publicado: 05 de agosto 2015.
Factor de Impacto: 1.969

Resumen

Las especies de distribucion restringida pueden ser consideradas mas vulnerables a la extincion debido a
la presencia de niveles bajos de variacion genética, en contraste con los niveles de variacion presentes
en especies de amplia distribucion. Las especies del subgénero Cynomys son un sistema excelente para
comparar la variacion genética y el grado de estructura genética en distribuciones geograficas
contrastantes. Evaluamos los niveles de variacion genética, de estructura genética y de diferenciacion
genética en una especie de distribucion amplia Cynomys ludovicianus y una especie de distribucion
restringida C. mexicanus utilizando 1,997 pb del citocromo b y la region control (n =223 C.
ludovicianus; 77 C. mexicanus) y diez loci de microsatélites nucleares (n = 207 y 78, respectivamente).
La variacion genética en ambas especies fue alta y la estructura genética en C. ludovicianus fue mayor
que la de la especie de distribucion restringida. C. mexicanus presentd valores de variacion genética,
estructura genética y diferenciacion genética similares a los que se han observado en C. ludovicianus a
escala geografica local. Los resultados sugieren la presencia de al menos dos refugios historicos para C.
ludovicianus con la Sierra Madre Occidental como una barrera al flujo génico. Las poblaciones de
Chihuahua y Nuevo México presentaron altos niveles de diversidad genética y deben protegerse,
mientras que la poblacion de Sonora debe ser tratada como una unidad de manejo independiente. Para
C. mexicanus la conectividad entre colonias es muy importante y la fragmentacion y pérdida de habitat

deben ser mitigadas para mantener el flujo génico entre colonias.
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Abstract

Species of restricted distribution are considered more vulnerable to extinction because of low levels of
genetic variation relative to widespread taxa. Species of the subgenus Cynomys are an excellent system
to compare genetic variation and degree of genetic structure in contrasting geographic distributions. We
assessed levels of genetic variation, genetic structure and genetic differentiation in widespread Cynomys
ludovicianus and restricted C. mexicanus using 1,997 bp from the cytochrome b and control region (n =
223 C. ludovicianus; 77 C. mexicanus), and ten nuclear microsatellite loci (n =207 and 78, respectively).
Genetic variation for both species was high, and genetic structure in the widespread species was higher
than in the restricted species. C. mexicanus showed values of genetic variation, genetic structure and
genetic differentiation similar to C. ludovicianus at smaller geographic scales. Results suggest the
presence of at least two historical refuges for C. ludovicianus and that the Sierra Madre Occidental
represents a barrier to gene flow. Chihuahua and New Mexico possess high levels of genetic diversity
and should be protected, while Sonora should be treated as an independent management unit. For C.
mexicanus connectivity among colonies is very important and habitat fragmentation and habitat loss

should be mitigated to maintain gene flow.
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Patterns of genetic variation and structure between widespread and endemic taxa have been the main
focus of many population and conservation genetics studies (Hamrick and Godt 1996; Gitzendanner and
Soltis 2000; Broadhurst and Coates 2002; Coates et al. 2003; Eguiarte et al. 2013; Hobbs et al. 2013;
Blair et al. 2014). Nevertheless, this approach has been seldom used in the study of mammals (Moraes-
Barros et al. 2006; Campbell et al. 2007; Blair et al. 2014). Evolutionary trajectories of species with
restricted geographic ranges resemble those of small populations. In this regard, species with restricted
ranges are often found in small and isolated populations that possess low levels of genetic variation due
to the ongoing effects of genetic drift and inbreeding. This in turn could increase their risk of extinction
(Broadhurst and Coates 2002; Coates et al. 2003; Frankham et al. 2004).

Previous empirical studies in plants and animals have not reached a consensus on whether
restricted species possess lower levels of genetic variation than widespread taxa (Gitzendanner and Soltis
2000; Coates et al. 2003; Hobbs et al. 2013; Blair et al. 2014). This relates to the heterogeneity of their
life histories, since levels of genetic variation depend not only on the actual population size, but also on
the complex demographic historical patterns, adaptation, natural selection and reproductive ecology
(Hamrick and Godt 1996; Gitzendanner and Soltis 2000; Kelley et al. 2000; Broadhurst and Coates 2002;
Hinten et al. 2003; Boessenkool et al. 2007; Raduski et al. 2010; Bock et al. 2012; Hobbs et al. 2013).

In general terms, species with restricted distributions are expected to show lower levels of genetic
structure under an isolation-by-distance model, as the different populations would be seldom or never far
away (Coates et al. 2003). Genetic structure is associated with the breeding system, dispersal capacity,
and historical isolation, among other factors (Broadhurst and Coates 2002; Moraes-Barros et al. 2006;
Campbell et al. 2007; Hedrick 2011). Consequently, the degree of historical isolation and gene flow
between populations of widespread taxa varies considerably, and even restricted species, depending on
their evolutionary history, can show deep phylogeographic divergence (especially if they are habitat
specialists — Moritz 1999).

In this context, restricted species face a higher extinction risk than their widespread congeners, and
conservation action should focus on the maintenance and restoration of microevolutionary processes that
determine the distribution of genetic variation (Moritz 1999; Frankham et al. 2004). Phylogeography is

crucial to understanding the dynamics of species distributions, their genetic variation and structure, and
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the factors that influence them (Rodriguez-Sanchez et al. 2010). Therefore, phylogeography is of major
importance for conservation and management of endangered species.

Black-tailed prairie dogs (Subgenus Cynomys) are an illustrative system for the study of genetic
variation and genetic structure in both widespread and restricted species. Black-tailed (Cynomys
ludovicianus) and Mexican (C. mexicanus) prairie dogs are associated with the arid grasslands of North
America because they are keystone species and “ecosystem engineers” that depend on open grasslands
for their survival (Slobodchikoff et al. 2009; Martinez-Estévez et al. 2013). Currently, C. ludovicianus
is the species with the widest range and can be found in the Great Plains of North America, from
southern Canada to northern Mexico. On the other hand, C. mexicanus is endemic to Mexico and
inhabits valleys within a 477 km® region in central Mexico (Scott-Morales et al. 2005; Slobodchikoff et
al. 2009). McCullough and Chesser (1987) assessed allozyme diversity in both species and determined
low genetic differentiation among populations of C. mexicanus. Genetic variation levels in C.
mexicanus were high and similar to those reported by Chesser (1983) for populations of C. ludovicianus
separated by long geographic distances in New Mexico. Gene flow between populations of C.
mexicanus was high and similar to that reported by Chesser (1983) for colonies of C. ludovicianus
located in close proximity. Nevertheless, the results from these analyses were based on a single type of
low-resolution molecular marker (14 allozyme loci) and on a limited sample size for both species (29
samples from C. mexicanus, and 15 samples from C. ludovicianus from 3 colonies each).

Despite their importance for grassland conservation, prairie dog populations have faced a severe
reduction and fragmentation of their distribution. C. ludovicianus currently occupies only
approximately 2% of its historical distribution, while C. mexicanus is found in 26% of its smaller
historical distribution (Scott-Morales et al. 2005; Slobodchikoff et al. 2009). Although the IUCN lists
C. ludovicianus as a species of least concern for conservation, it is regarded as threatened within
Mexico. C. mexicanus is considered as an endangered species by Mexican law, CITES (Appendix I)
and the [IUCN (SEMARNAT 2010; CITES 2013; IUCN 2014).

Phylogenetically, Cynomys ludovicianus and C. mexicanus are sister species, and evidence from the
fossil record and molecular analyses is consistent with the hypothesis of the origin of C. mexicanus
from a relict population of C. ludovicianus, diverging 20,000 to 40,000 years ago (McCullough and
Chesser 1987; Goodwin 1995; Harrison et al. 2003). Both species are highly social and live in
associations called colonies that are composed of social groups called coteries. Each coterie consists of
several related adult females, one or two unrelated adult males, and their progeny. Females are
philopatric and dispersal is male-biased (Ceballos and Wilson 1985; Hoogland 1996, 2013;
Slobodchikoff et al. 2009).
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The aim of this study is to assess patterns of genetic variation, genetic differentiation, and genetic
structure in a restricted species (C. mexicanus) and a closely-related widespread species (C.
ludovicianus). For this analysis, we use concatenated sequences of the control region (CR) and
cytochrome b (cyt-b) of the mitochondrial DNA (mtDNA), and ten nuclear microsatellite loci. We
predict that, at the species level, widespread C. ludovicianus will show higher levels of genetic
variation, higher genetic differentiation among sites and higher genetic structure than restricted C.
mexicanus. Furthermore, we also predict that given the biological similarities between these species, C.
mexicanus will show overall values of genetic differentiation among colonies similar to those reported
between colonies of C. ludovicianus within regions (i.e. between colonies from Janos, Chihuahua —
Castellanos-Morales et al. 2014). Finally, we discuss the implications of our results for the

conservation of each species.

Materials and Methods
Sample Collection
Given the broad distribution of C. ludovicianus, and to exclude possible influences on genetic variation
such as strong differences in climates, soils and seasonality that are faced by populations from outside
Mexico, we analyzed populations of C. ludovicianus from the southern part of their range. These
populations inhabit arid short-grass prairies that are ecologically similar to the area occupied by C.
mexicanus. Castellanos-Morales et al. (2014) obtained samples from 161 black-tailed prairie dogs (C.
ludovicianus) from 13 colonies located in Janos, Chihuahua (Chi), Mexico in 2007. Between 2009 and
2013, we obtained additional samples from 152 prairie dogs of both species: 74 samples from C.
ludovicianus from Sonora (Son), Colorado (CO) and New Mexico (NM), and 78 samples from C.
mexicanus from 6 colonies throughout its distribution (Fig. 1). Several family groups within each
colony were identified and 1 or 2 members from each family group were captured following the method
described in Castellanos-Morales et al. (2014) and Sackett et al. (2012). Capture and non-lethal
sampling was performed following the American Society of Mammalogists (Sikes et al. 2011) and
Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales guidelines for ethical animal experimentation.
Samples consisted of 1 mm of fresh tissue from the tip of the tail, and 2 mm ear punches
(Braintree Scientific) for the prairie dogs from Colorado. Tissue was obtained from the tip of the tail by
making a clear cut using sterile surgical scissors. The injury was treated to prevent infection and the
prairie dog was released at capture site. Tissue was deposited in a 2 ml Eppendorf tube containing 90%

ethanol. All samples were maintained at — 80 °C until DNA extraction.
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DNA Extraction/ PCR Amplification

Total genomic DNA was extracted from tissue samples with a Qiagen Blood and Tissue Kit (QIAGEN
Sample & Assay Technologies, Hilden, Germany). mtDNA cyz-b sequences were obtained using
primers L14725 (5'-TGAAAAAYCATCGTTGT-3") and H15915 (5'-
TCTTCATTTYWGGTTTACAAGAC-3’) (Harrison et al. 2003), following the conditions reported by
Castellanos-Morales et al. (2014). PCR products were sequenced with an ABI 3730x1 sequencer
(Applied Biosystems) at the High Throughput Genomics Center (UWHTSeq FinchLab; www.htseq.org)
using primers L.14725, 114935 and L15955 to cover the 1140 bp of the cy#-b gen (Harrison et al. 2003).
CR sequences were obtained for all samples using primers L15933 (5°-
CTCTGGTCTTGTAAACCAAAAATG-3") and H637 (5~ AGGACCAAACCTTTGTGTTTATG-3)
(Oshida et al. 2001), following the conditions reported by Ochoa et al. (2012). The CR was sequenced
using primers L.15933 (Oshida et al. 2001) and CR1F (Ochoa et al. 2012) to increase the quality of the
reads and to cover 857 bp. In addition, we amplified and sequenced nuclear introns BGN (Chen et al.
1999) and CHRNA (Lyons et al. 1997) for 5 individuals of each species. However, sequences for these
nuclear markers were monomorphic, and were discarded from the analysis.

We assembled the sequences with Consed 6.0 (Ewing et al. 1998; Gordon et al. 1998), and
polymorphism was checked manually. We performed a BLAST search in GenBank to corroborate
correspondence of our sequences with previously posted cyz-b and CR data. Records from 8 haplotypes
(JQ885584 - JQ885591) obtained from 157 cyt-b sequences of C. ludovicianus from Chihuahua were
taken from Castellanos-Morales et al. (2014) and 149 of these samples were amplified for the CR. In
addition, we downloaded from GenBank sequences for the sister genus Xerospermophilus [X. spilosoma
(CR: DQ106857, DQ106858; cyt-b: AF157885, AF157911) and X. perotensis (CR: JQ326958,
JQ326959; cyt-b: AF157840, AF157948)] and the sister subgenus Leucocrossuromys [ Cynomys
gunnisoni (CR: GU453240, GU453337; cyt-b: AF157923, AF157930)] to be used as outgroups. We
aligned all sequences by hand using BioEdit v. 7.1.3 (Hall 1999) and concatenated both regions of the
mtDNA genome with DnaSP v5 (Librado and Rozas 2009).

We amplified by PCR ten nuclear microsatellite loci (A2, A8, A101, A104, A119, C116, D1,
D2, D115 and D120; Jones et al. 2005), using the conditions reported by Castellanos-Morales et al.
(2014) in 10 pl reaction volumes. We sent PCR products for genotyping with an ABI 3730x1 sequencer
(Applied Biosystems) to UIUC Core Sequencing Facility at the University of Illinois
(unicorn.biotec.illinois.edu). We obtained genotypes for 160 C. ludovicianus individuals from
Chihuahua from Castellanos-Morales et al. (2014), and re-amplified 10% of these samples to

standardize allele reads. In addition, we re-amplified all microsatellite loci for 20% of the samples to
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control for genotyping error. We visualized the fragments in Peak Scanner software v1.0 (Applied
Biosystems). We performed null allele analyses with MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al.
2004) and FreeNA (Chapuis and Estoup 2007). We tested Hardy-Weinberg equilibrium and linkage
disequilibrium with Arlequin v3.5 (Excoffier and Lischer 2010).

Data Archiving

In fulfillment of data archiving guidelines (Baker 2013), we have deposited the primary data underlying
these analyses in Dryad (doi: 10.5061/dryad.pk944) and GenBank (accession numbers KP217107 —
KP217141).

Genetic Diversity

We estimated standard measures of genetic variation for mtDNA sequences for each population and
species [number of segregating sites (S), haplotype number (%), haplotype diversity (Hd) and nucleotide
diversity (m)] with DnaSP v5 (Librado and Rozas 2009). For microsatellite loci, we obtained measures
of genetic variation for each population and species [allelic richness (4), observed heterozygosity (Ho)
and genetic diversity (Hg)] with Arlequin v3.5 and GENODIVE 2.0b21 (Meirmans and Van Tienderen
2004). As suggested by Gitzendanner and Soltis (2000), we compared measures of genetic diversity
obtained for both species using a Wilcoxon signed-rank test, which is a non-parametric test, using the R

Stats package for R v 3.0.2 (R Development Core Team 2013).

Species Evolutionary Relationships

We constructed a gene genealogy (Posada and Crandall 2001) for the mtDNA sequences using the
Maximum Likelihood method with the approximate likelihood ratio test and 1,000 bootstrap (BS)
replicates implemented in PhyML 3.0 (Guindon and Gascuel 2003; Guindon et al. 2010), and using the
substitution model (HKY-+I'+I) determined by jModelTest 0.1.1 (Posada 2008). To explore the
relationships between haplotypes within each species, we constructed a median joining network with
Network 4.6.1.1 (Fluxus-engineering 2014) using the least cost criterion and the default parameters.
We only included variable sites in the analysis. We used the MP option to clean up the network and

used the shortest tree.

Genetic Structure
To determine the presence of overall genetic differentiation within species, we estimated Fsr for

mtDNA and Rs7 for nuclear microsatellites (Weir and Cockerham 1984; Holsinger and Weir 2009) for
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each species with Arlequin v3.5 for comparison with previous reports. Nevertheless, genetic
differentiation measures have shown a dependency on the amount of within population variation,
especially for microsatellite data. Therefore, we also estimated Hedrick’s standardized Gsr (G "’s7 -
Meirmans and Hedrick 2011) for nuclear microsatellite loci using GENODIVE 2.0b21. This measure is
corrected by the maximum heterozygosity and provides an unbiased estimate (Meirmans and Hedrick
2011).

To determine the presence of genetic clusters within each species for mtDNA, we performed two
independent runs on BAPS v5.3 (Corander et al. 2004, 2008) with K = 10 and 20 repetitions using the
method of “clustering for linked loci”. To account for genetic structure and gene flow between
populations for microsatellite loci we used Structure 2.2 (Pritchard et al. 2000) implementing the model
with admixture and uncorrelated allele frequencies without using the sampling locations as a prior. We
used the uncorrelated allele frequencies prior, which is appropriate for populations that are not
extremely closely related, and populations with different allele frequencies (Pritchard et al. 2000). We
expect the allele frequencies among species to depart considerably because these species have allopatric
distributions, and diverged 40,000 to 20,000 years ago (McCullough and Chesser 1987; Goodwin 1995;
Harrison et al. 2003). We performed an initial run with Markov chain Monte Carlo (MCMC)
resampling using 250,000 steps after a burn-in of 50,000 steps and with 5 repetitions for each K
(number of clusters), where K = 1 to 20 to determine the necessary run length for the /n(P) to converge
across repetitions. Accordingly, we performed two independent runs with MCMC resampling using
500,000 steps after a burn-in of 100,000 steps and, 15 repetitions for each K, and K =1 to 20. We
determined the most appropriate value of K following the value of /n(P). We selected the value with the
best posterior probability and the smallest variance between repetitions (Pritchard et al. 2000).
Microsatellite amplification for the individuals from New Mexico was not successful and reported data
from Colorado was obtained using a partially overlapping set of microsatellite loci. Therefore, in this
analysis we included only allelic data from individuals from Chihuahua and Sonora from C.
ludovicianus and all individuals from C. mexicanus.

To analyze how genetic variation is distributed within each species we used Arlequin v3.5 to
conduct a hierarchical AMOVA (Excoffier et al. 1992), which considered the genetic clusters defined
by BAPS v5.3 for mtDNA and Structure 2.2 for nuclear microsatellite data. To determine the genetic
relationship between colonies within each species, we also estimated pairwise Fsy for mtDNA and
pairwise Rsrand G "’sr (Weir and Cockerham 1984; Holsinger and Weir 2009; Meirmans and Hedrick
2011) for nuclear microsatellite loci using Arlequin v3.5 and GENODIVE 2.0b21. We used the

Geographic Distance Matrix Generator version 1.2.3 (Ersts 2011) to obtain a matrix of linear
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geographic distances between colonies for each species. Finally, we tested isolation by distance
through a Mantel test, using 9,999 permutations with the R ade4 library (Dray and Dufour 2007), using

the linearized Fsr for mitochondrial sequences, and linearized Rsr and G "’sy for nuclear microsatellites.

Results

Genetic Diversity of Mitochondrial Data

We obtained a total of 300 concatenated sequences, including the cy#-b and the control (CR) regions
(Table 1). Sequences were 1,997 bp long and showed a total of 55 variable sites (48 parsimony
informative). For C. ludovicianus, we obtained 223 sequences with 37 segregating sites (including 149
cyt-b sequences taken from Castellanos-Morales et al. (2014) that were amplified for the CR). For C.
mexicanus, we obtained 77 sequences with 18 segregating sites.

We found a total of 19 mitochondrial haplotypes in C. ludovicianus (CL1 — CL19). Only one of
these haplotypes (CL12) was shared between Chihuahua and New Mexico (NM), while the rest were
private to each site within the distribution area of C. ludovicianus (Supplementary Table S1). For C.
mexicanus, we found a total of 16 haplotypes (CM1 - CM16). One haplotype was widespread
throughout the species distribution. Two haplotypes were shared between colonies and 13 were private
to each colony within the distribution of this species.

Mitochondrial genetic variation was higher for widespread C. ludovicianus than for restricted C.
mexicanus, but the difference was not significant (P = 0.831 for Hd, and P = 0.522 for w). Within C.
ludovicianus, levels of nucleotide diversity per site varied from 0 in Sonora to 0.0084 in NM (Table 1),
while levels of nucleotide diversity per colony within each site varied from 0.0002 to 0.0065 in
Chihuahua, and from 0 to 0.0011 in Colorado (Table 1; Supplementary Table S2). Within C.
mexicanus, nucleotide diversity per colony ranged from 0.0003 to 0.0018 (Table 1).

Genetic Diversity of Nuclear Data
We obtained genotypes for 10 nuclear microsatellite loci for 285 samples, 207 from C. ludovicianus
(including 160 genotypes taken from Castellanos-Morales et al. 2014), and 78 samples from C.
mexicanus (Table 1). All microsatellite loci were polymorphic and within Hardy-Weinberg
equilibrium. No signals of linkage disequilibrium among them or null alleles were detected. We found
a total of 80 alleles (4 to 10 alleles per locus). 54 alleles were shared between species; 11 alleles were
private to C. ludovicianus and 15 alleles were private to C. mexicanus (Supplementary Table S3).
Nuclear genetic diversity was higher for restricted C. mexicanus than for widespread C.

ludovicianus but the difference was not significant (P = 0.197 for Hg) (Tablel). For C. ludovicianus,
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expected heterozygosity was higher in Chihuahua (0.53) than Sonora (0.49). Expected heterozygosity
for the colonies within each site ranged from 0.45 to 0.62 in Chihuahua and 0.5 to 0.56 in Sonora. For

C. mexicanus, expected heterozygosity ranged from 0.52 to 0.66 (Table 1; Supplementary Table S2).

Species Evolutionary Relationships

According to the mitochondrial gene genealogy, each species forms a well-defined clade (Fig. 2).
Within C. ludovicianus, two distinct maternal lineages can be distinguished. One clade (the southern
clade) is found in Chihuahua, Sonora and NM, while the other clade (the south-central clade) is
distributed in Chihuahua, NM and Colorado. Haplotypes found in C. mexicanus form a single maternal
lineage.

Results from the median joining network were consistent with the gene genealogy. Within C.
ludovicianus, the haplotype network showed a clear geographic structure, with the presence of closely
related haplotypes in Colorado (Fig. 3a). The haplotype found in Sonora was related to haplotype from
NM and Chihuahua. For C. mexicanus, there was no clear geographic structure. The most frequent
haplotype (CM3) represented the center of the network, with many derived haplotypes that were private
to different populations (Fig. 3b).

Genetic Structure

Both species showed significant (P < 0.05) levels of genetic differentiation, and genetic differentiation
across the sampled range was higher for C. ludovicianus (Fsr = 0.448 for mtDNA; Rgr=0.228, G’ 'sr =
0.504 for nuclear microsatellites) than for C. mexicanus (Fsy = 0.203 for mtDNA; Rsr=0.127, G’ 'sr =
0.362 for nuclear microsatellites). Furthermore, the genetic differentiation found throughout the range
of C. mexicanus was similar to the genetic differentiation estimated for colonies in the region of
Chihuahua for C. ludovicianus (Fsr= 0.259 for mtDNA; Rsr = 0.128, G "’s7 = 0.289 for nuclear
microsatellites) (Table 1).

The analysis performed with BAPS v5.3 for mtDNA separated the two species with K =5 (In(P) =
-1961.2125). The analysis assigned individuals from C. ludovicianus to four genetic clusters, and C.
mexicanus to only one cluster. Within C. ludovicianus, individuals from Colorado and Sonora were
assigned to their own clusters. Individuals from Chihuahua and NM were assigned to two co-
distributed clusters (Fig. 4a).

To detect substructure within C. mexicanus, we performed two additional independent runs with
BAPS v5.3 following the same strategy as before, but including only mitochondrial sequences from this

species. The best K was 3 (In(P) = -344.1436). From the 77 C. mexicanus mitochondrial sequences
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included in the analysis, 66.3% were assigned to one cluster, while 24.1% were assigned to another
cluster with presence in two colonies (LA and LS) and 9.6% (all from LT) were assigned to a third
cluster (Fig. 4b).

To determine if genetic substructure within C. mexicanus is comparable to substructure in C.
ludovicianus at a local scale, we also performed an additional BAPS analysis including sequences
obtained from 13 colonies sampled in Chihuahua. The best K was K = 5 (In(P) =-558.8862). From the
149 sequences included in the analysis, 39.2% were assigned to cluster 1, 25.2% to cluster 2, 29.5% to
cluster 3, 0.7% to cluster 4 and 5.4% to cluster 5, with individuals from mixed colonies assigned to each
cluster (Supplementary Figure S4).

Genetic structure analysis performed with Structure 2.2 for nuclear microsatellite data also
separated the two species. This analysis also defined five clusters (Fig. 4c), but the clusters were
different from those recovered by mtDNA. Within C. ludovicianus, Sonora and Chihuahua were
separated while Chihuahua consisted of two genetic clusters, as previously reported by Castellanos-
Morales et al. (2014). Within C. mexicanus we observed two clusters that separated individuals from
one colony (LA) and detected admixture in two individuals from distinct colonies: LS and ESA.

AMOVA results for C. ludovicianus mtDNA population structure given by BAPS v5.3,
apportioned a high proportion of genetic variation among clusters, followed by within-colony variation
(Table 2). Population structure obtained with Structure 2.2 using nuclear microsatellite loci allocated
similar percentages of variation among clusters and within colonies. For C. mexicanus, the results for
AMOVA analyses based on the clustering given by BAPS v5.3 for mtDNA sequences and Structure 2.2
for nuclear microsatellite were consistent. Both apportioned the highest percentage of variation within
colonies. The AMOVA performed for mtDNA sequences and nuclear microsatellites defining each
species as a group determined that the highest percentage of variation was found between species (Table
2).

Finally, Mantel tests indicated no isolation by distance (IBD) for C. mexicanus for mtDNA (r =
0.170, P = 0.274 using Fsr) or nuclear microsatellites (r = -0.05, P = 0.548 with Rgrand r =-0.061 P =
0.538 using G "’sy). For C. ludovicianus, results were non-significant for mtDNA (r = 0.388, P = 0.067
using Fis7), but there was strong IBD for nuclear microsatellite loci (r = 0.839, P = 0.006 for Rgrand r =

0.819, P =0.002 using G ’s7) (Supplementary Table S5).

Discussion
The aim of this study was to examine patterns of genetic variation, genetic structure and genetic

differentiation in a widespread (C. ludovicianus) and a restricted species (C. mexicanus). High levels of
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genetic variation (Hd = 0.77 for mtDNA; Hz = 0.591 for nuclear loci) in C. mexicanus departed from
our expectations. This can be explained by: 1) the maintenance of genetic variation associated with
substructure within colonies and differential allele fixation within family groups promoted by female
philopatry; 2) high levels of male-mediated gene flow between colonies within its distribution; 3) large
population sizes; and 4) that C. mexicanus originated recently (20,000 to 40,000 years ago according to
Goodwin 1995) from a widespread ancestor with high genetic variation.

In contrast, our results supported our prediction of higher genetic structure and higher genetic
differentiation in the widespread C. ludovicianus because of its large range and the presence of large
barriers to dispersal between regions within this range. Genetic variation, genetic structure and genetic
differentiation in C. mexicanus agreed with results reported by McCullough and Chesser (1987) based
on allozymes. These authors found low genetic differentiation among populations, and levels of genetic
variation similar to those reported for populations of C. ludovicianus separated by long geographic
distances.

Furthermore, our results supported the prediction that C. mexicanus would show patterns of
genetic structure similar to results reported among colonies of C. [udovicianus within regions
(McCullough and Chesser 1987; Roach et al. 2001; Jones and Britten 2010; Magle et al. 2010; Sackett
etal. 2012, 2013; Castellanos-Morales et al. 2014). Genetic structure and differentiation for both of
these sister species are influenced by their complex social behavior (association into family groups
where females are philopatric and dispersal is male-biased), limited dispersal capacity and their
evolutionary history (a late Pleistocene origin from a relict population of C. ludovicianus) (McCullough

and Chesser 1987).

Genetic Variation

Levels of genetic variation for both molecular markers in C. /udovicianus and C. mexicanus, at the
species level, were within the range reported for other sciurids (for mtDNA, Hd = 0.288- 0.953;
Hoisington-Lopez et al. 2012; Liu et al. 2014; for nuclear microsatellite loci, Hz = 0.33 — 0.75; Haynie
et al. 2003; Ri¢anova et al. 2011; Reid et al. 2012; Fitak et al. 2013). Furthermore, levels of genetic
variation in C. mexicanus were inside the range reported for colonies of C. ludovicianus within different
areas (Hd= 0 — 0.9 for mtDNA, and Hz = 0.53 — 0.63 for nuclear microsatellite loci; Roach et al. 2001;
Jones and Britten 2010; Magle et al. 2010; Sackett et al. 2012, 2013; Castellanos-Morales et al. 2014).
High levels of genetic variation in both species have been linked to their complex social system (female

philopatry and male-biased gene flow), subdivided populations (McCullough and Chesser 1987,

38



Slobodchikoff et al. 2009; Castellanos-Morales et al. 2014), and metapopulation structure (Roach et al.
2001; Sackett et al. 2013).

Contrary to our prediction, the restricted species (C. mexicanus) showed high levels of genetic
variation. High genetic variation in species with restricted distributions has been attributed to a recent
origin from a widespread ancestor (Coates et al. 2003), such as the suggested origin of C. mexicanus
from a relict population of C. ludovicianus 20,000 to 40,000 years ago, followed by demographic
expansion (McCullough and Chesser 1987; Goodwin 1995). In this regard, the presence of moderate
genetic variation and closely related haplotypes in mtDNA may suggest the occurrence of a recent
founder event or a bottleneck. Conversely, high genetic variation for nuclear microsatellite loci may
indicate that the bottleneck associated with the speciation event was short and/or followed by

demographic expansion.

Evolutionary Relationships

The gene genealogy depicted each species as monophyletic. The presence of two maternal lineages
(south-central and southern clades) in C. [udovicianus may be evidence for at least two refugia or
biogeographic barriers. Nevertheless, further sampling across the entire range will be needed to
ascertain this. In addition, high levels of genetic variation in the southern area of the species
distribution (Chihuahua and New Mexico) suggests that this is an area of older occupation and/or larger
effective population size, and that C. ludovicianus underwent a south-north colonization process.

In C. mexicanus, the star shape of the haplotype network and the lack of a clear geographic
structure support the idea of recent demographic expansion (Allendorf and Luikart 2007). In addition,
the lack of geographic structure depicted for C. mexicanus was previously reported for the distribution
of cyt-b haplotypes between colonies from C. ludovicianus in Chihuahua (Castellanos-Morales et al.
2014). These data support our prediction that C. mexicanus would show similar patterns of genetic

structure as those reported between colonies of C. /udovicianus at local scales.

Genetic Structure in C. ludovicianus

That C. ludovicianus has higher genetic differentiation than C. mexicanus in part is the obvious
consequence of the contrasting distribution area of each species (widespread vs. restricted). The
distance between sampled sites (1.3 km to 638.5 km) and the actual gaps in the distribution of C.
ludovicianus promote genetic differentiation between areas. This pattern of genetic variation is

consistent with demographic autonomy between populations (Avise 1995), which is further supported
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by the presence of IBD for microsatellite loci. Nevertheless, sampling across the entire range is needed
to confirm this idea.

The assignment tests for mtDNA (BAPS v5.3) indicate a close genetic relationship between
Chihuahua and NM and support the presence of contact between the south-central and southern clades
or incomplete lineage sorting in this area. In contrast, the analyses performed with each molecular
marker (BAPS v5.3 and Structure 2.2) separated Sonora, suggesting that the Sierra Madre Occidental
represents an effective barrier to gene flow. At the local level, the 13 colonies from Chihuahua showed
strong substructure (presence of several genetic clusters in this site) and high admixture between
colonies (clusters did not show a geographic pattern). This pattern of genetic substructure within
Chihuahua may relate to a large effective population size and high historical connectivity between
colonies (Ceballos et al. 2010; Castellanos-Morales et al. 2014).

The distribution of variance resolved by the AMOVA for mtDNA is congruent with female
philopatry, and matches our expectations because a widespread distribution will promote structuring
between distant populations (Broadhurst and Coates 2002; Campbell et al. 2007). In contrast, nuclear
microsatellite loci results are consistent with geographic isolation because of male-biased gene flow (10
km maximum dispersal; Hoogland 1996), and differential allele fixation within colonies (Dobson et al.
2004; Castellanos-Morales et al. 2014). Among-colony variation suggests high gene flow among
colonies within each site, which is coherent with the metapopulation dynamic reported for colonies

within an area (Roach et al. 2001; Antolin et al. 2006; Sackett et al. 2013).

Genetic Structure in C. mexicanus
Genetic structure found in C. mexicanus was consistent with values estimated between colonies of C.
ludovicianus at different regions (Fs7y = 0.259 in Chihuahua for mtDNA and Rsy = 0.112 in Sonora and
0.128 in Chihuahua for nuclear microsatellites), and agree with previous reports based on nuclear
markers (McCullough and Chesser 1987). Assignment analyses for both mtDNA and nuclear
microsatellite loci for C. mexicanus separated colony LA, suggesting that this colony located in the
northwestern area of the species distribution range might be isolated. In addition, our results suggest
high connectivity between colonies via male-biased dispersal, similar to what has been reported locally
for C. ludovicianus (Roach et al. 2001; Jones and Britten 2010; Magle et al. 2010; Sackett et al. 2012;
Castellanos-Morales et al. 2014).

The distribution of variance resolved by AMOVA at both markers is congruent with the recent
origin of C. mexicanus, its restricted distribution and high gene flow between colonies. For mtDNA,

population structure estimated by BAPS v5.3 partially explained diversity allocation between clusters.

40



Assuming female philopatry, our results may indicate that time since the divergence of this species has
not been enough to promote higher differentiation between intra-specific clusters through genetic drift.
For nuclear loci, within-colony variation relate to differential allele fixation within coteries (Dobson et
al. 2004; Castellanos-Morales et al. 2014). The variation apportioned between colonies suggests high
gene flow, which is consistent with the restricted distribution of this species (McCullough and Chesser
1987).

Finally, the lack of IBD in C. mexicanus is coherent with the recent origin of this species and
current gene flow because of a small distance between colonies (6.7 km to 80.8 km). This result is
consistent with what has been reported locally for C. ludovicianus and has been associated with the

effect of genetic drift, founder events and mutation (Chesser 1983; Castellanos-Morales et al. 2014).

Implications for Conservation

Previous studies have highlighted the importance of connectivity between colonies within
geographically restricted areas of the widespread species (C. ludovicianus — Roach et al. 2001;
Castellanos-Morales et al. 2014). However, high genetic structure between regions may indicate
isolation between populations, and conservation management should be planned as to consider the
microevolutionary processes that have driven this differentiation. In this sense, our data suggest that
Chihuahua and NM might be important areas for conservation. These sites showed high levels of
genetic variation (for both nuclear and mitochondrial markers), and the presence of two maternal
lineages in this area. Nevertheless, a sampling scheme that includes the entire distribution of this
species is needed to corroborate whether there is high genetic differentiation among regions and to
assess levels of genetic diversity, especially for mtDNA, in other sites of the species range. In addition,
colonies from Sonora should be considered as an independent management unit that should be
conserved carefully (Moritz 1994). This conclusion relies on the uniqueness and the divergence of the
haplotype present in Sonora, the presence of private alleles in the colonies located in this site, their high
genetic variation for microsatellite loci, and their level of genetic differentiation.

Within C. mexicanus, colonies with high genetic variation (e.g., LS, AT, LA and LT) should
receive long-term protection as reservoirs for genetic diversity. Furthermore, connectivity among
colonies is important for the conservation of genetic diversity in this endemic species. Therefore,
conservation management should mitigate habitat fragmentation and habitat loss that, together with long

periods of drought, have reduced the populations of this key species of the arid grasslands of Mexico.

Supplementary Material
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Supplementary Table S1.- Number of individuals; haplotype per site for Cynomys ludovicianus and
haplotype per colony in C. mexicanus.

Supplementary Table S2.- Detailed values of genetic variation for mitochondrial sequences and ten
microsatellite loci per colony per state for two black-tailed prairie dog species: Cynomys ludovicianus
and Cynomys mexicanus.

Supplementary Table S3.- Allele frequencies for ten microsatellite loci for two black-tailed prairie dog
species: C. ludovicianus and C. mexicanus.

Supplementary Figure S4.- Bayesian clustering analysis of 149 mtDNA sequences from black-tailed
prairie dogs (C. ludovicianus) from 13 colonies located in Chihuahua as determined by BAPS v 5.3.
resulted in K = 5.

Supplementary Table S5.- Pairwise differences between colonies for a) mtDNA pairwise Fsr and b)

nuclear microsatellite loci pairwise Rsr and G sr.
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Table and Figure Legends

Table 1.- Genetic diversity data obtained from mtDNA sequence data and 10 nuclear microsatellite
loci for black-tailed prairie dogs (Cynomys ludovicianus) and Mexican prairie dogs (C. mexicanus).
Site, number of sampled colonies (No. Colonies), number of sequences per site (N), number of
segregating sites (S), number of haplotypes (h), haplotype diversity (Hd), and nucleotide diversity ()
for mtDNA. Number of individuals genotyped (N), allelic richness (A), observed heterozygosity (Hop),
expected heterozygosity (HE), genetic structure (Rsr), and Hedrick’s standardized genetic structure

(G ’sr) for microsatellite data. Range values for individual colonies are shown in parentheses when

available, detailed data is available in Supplementary Table S2.

Table 2.- Components of an analysis of molecular variance (AMOVA — Excoffier et al. 1992) of
mtDNA and nuclear microsatellite loci for C. ludovicianus and C. mexicanus considering the genetic
clusters obtained with BAPS v5.3 and Structure 2.2 within each species and considering each species as

a genetic group.

Figure 1.- Spatial location of the sampled areas within the distribution of C. ludovicianus (gray dots)
and C. mexicanus (gray squares). The figure shows the distribution of black-tailed prairie dogs (C.
ludovicianus) as a light gray polygon demarcated by a dashed line, and the distribution of Mexican
prairie dogs (C. mexicanus) is depicted as hatched polygons. Location of the Sierra Madre Occidental
(SMO) is shown as a barrier separating colonies from Sonora and the rest of C. ludovicianus

distribution.

Figure 2.- Maximum-likelihood gene genealogy for concatenated Control Region and Cytochrome b
sequences from Cynomys ludovicianus and C. mexicanus showing bootstrap values higher than 60%.
Color codes on the right side of the gene genealogy represent sampling site as depicted in the internal
legend. Haplotypes CL1 to CL19 represent the 19 haplotypes found in C. /udovicianus from Chihuahua
(CL1 to CL12), Sonora (CL13), New Mexico (CL14 to CL16) and Colorado (CL17 to CL19).
Haplotypes CM1 to CM16 represent the haplotypes found in C. mexicanus from 6 colonies. Sequences
from representatives of the sister subgenus Leucocrossuromys (C. gunnisoni), and from the sister genus
Xerospermophilus (X. spilosoma and X. perotensis; 100% bootstrap value not shown in the figure)

obtained from GenBank were used as outgroups to root the gene genealogy.
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Figure 3.- Median joining networks constructed for a) C. ludovicianus and b) C. mexicanus mtDNA
haplotypes, estimated with Network 4.6.1.1 considering only variable sites. The size of each pie
represents the frequency of each haplotype; color represents sampling site as depicted in the gene

genealogy.

Figure 4.- a) Bayesian clustering analysis of mtDNA sequences from black-tailed (C. ludovicianus) and
Mexican prairie dogs (C. mexicanus) as determined by BAPS v 5.3. resulting in K = 5. We detected 4
clusters within C. ludovicianus (cluster 1 = Chihuahua and NM; cluster 2 = Chihuahua and NM; cluster
3 = Sonora; and cluster 4 = Colorado), and one cluster for C. mexicanus. b) BAPS analysis of mtDNA
sequences for C. mexicanus resulted in 3 clusters (cluster 1 = all colonies; cluster 2 = LA and LS; and
cluster 3 =LT). ¢) Bayesian clustering analysis for nuclear microsatellite loci from both species as
determined by Structure 2.2. (K = 5). Within C. ludovicianus, Sonora and Chihuahua were
differentiated with substructure within Chihuahua (K = 2 as reported by Castellanos-Morales et al.
2014), and C. mexicanus individuals were assigned to two clusters (cluster 1 = all colonies but LA; and

cluster 2 = LA and ESA). New Mexico and Colorado were not included in the microsatellites analysis.
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Table 1.- Genetic diversity data obtained from mtDNA sequence data and 10 nuclear microsatellite loci for black-tailed prairie dogs

(Cynomys ludovicianus) and Mexican prairie dogs (C. mexicanus). Site, number of sampled colonies (No. Colonies), number of sequences

per site (N), number of segregating sites (S), number of haplotypes (h), haplotype diversity (Hd), and nucleotide diversity (7) for mtDNA.
Number of individuals genotyped (N), allelic richness (A), observed heterozygosity (Hp), expected heterozygosity (Hg), genetic structure
(Rs7), and Hedrick’s standardized genetic structure (G’ ’sr) for microsatellite data. Range values for individual colonies are shown in

parentheses when available, detailed data is available in Supplementary Table S2.

, . mtDNA sequences Nuclear microsatellites
Site No. Colonies 7 7 7
S h Hd T FST N A HO HE RST GHST
Chihuahua® 13 14928 12 (0.24'8—209.82) (0.0(?6(2)(320%06) 0.259 161 (1.63;53.3) (0.301'1301.55) (0.25'5—302.62) 0.128 0.289
New Mexico” 1 5 21 4 0.900 0.0084 NA NA NA NA NA NA NA
Sonora 2 59 0 1 0.000 0.0000 0 2 700 om0 o5 bss 0112 0302
Colorado® 3 10 4 3 ?0-5_111) (00_-‘3%%?1) NA 510 93 NA 0.633 NA NA
C. ludovicianus 19 223 37 19 0.854 0.0054 0.448 207 6.5 0.432 0.524  0.228 0.504
Artesillas 1 16 3 4 0.691 0.0006 NA 16 4.2 0.528 0.539 NA NA
El Gallo 1 5 5 2 0.400 0.0014 NA 5 2.8 0.365 0.522 NA NA
El Salero 1 5 1 2 0.400 0.0003 NA 5 3.2 0.465 0.639 NA NA
Los Angeles 1 23 4 3 0.695 0.0013 NA 24 4.3 0.48 0.566 NA NA
La Soledad 1 18 5 5 0.556 0.0008 NA 18 5.2 0.637 0.656 NA NA
La Trinidad 1 10 7 5 0.844 0.0018 NA 10 3.8 0.581 0.634 NA NA
C. mexicanus 6 77 18 16  0.778 0.0016 0.203 78 7 0.509 0.591  0.127 0.362

* Cyt-b sequences for 157 individuals were taken from Castellanos-Morales et al. (2014), and 149 of these samples were amplified for the
CR for the current analysis. Microsatellite genotypes for 160 individuals were obtained from Castellanos-Morales et al. (2014), and one
additional sample was genotyped for the current analysis.

® Samples from New Mexico could not be amplified for microsatellite loci because of low DNA quality.

¢ Data for 11 nuclear microsatellite loci from 510 prairie dogs from 9 colonies located in Boulder, Colorado were reported in Sackett et al.
(2012).

¢ Fsrand G’sy values for Chihuahua and Sonora were obtained considering the genetic structure between colonies within each site.
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Table 2.- Components of an analysis of molecular variance (AMOVA — Excoffier et al. 1992) of mtDNA and nuclear microsatellite loci for

C. ludovicianus and C. mexicanus considering the genetic clusters obtained with BAPS v5.3 and Structure 2.2 within each species and

considering each species as a genetic group.

mtDNA AMOVA Nuclear microsatellite loci AMOVA
. °C. ludovicianus ~ °C. mexicanus ‘Species IC. ludovicianus  C. mexicanus £Species
Source of variation
Percentage of the  Percentage of  Percentage of Percentage of the Percentage of the Percentage of
variation the variation the variation variation variation the variation
Among clusters 68.9 323 55.7 50.0 22° - ! 40.5
Among colonies within clusters 9.2 8.0 31.1 4.1 19.4° 18.0" 20.5
Within colonies 21.9 59.8 13.3 45.9 82.8°  82.0 39.0
Fsc 0.294 0.117 0.700 0.082 0.189° - ! 0.345
Fsr 0.781 0.402 0.867 0.541 0.172°  0.180" 0.610
Fer 0.689 0.323 0.557 0.500 -0.022°  ----- ! 0.405

* According to BAPS v5.3 genotypic assignment for mtDNA sequences within C. ludovicianus. Group 1: Chihuahua + New Mexico; group
2: Sonora; Group 3: Colorado.

® According to BAPS v5.3 genotypic assignment for mtDNA sequences within C. mexicanus. Group 1: LS, ESA, EGI and AT; group 2: LA;
Group 3: LS.

¢ For mtDNA, determining each species as a group. Group 1 (C. ludovicianus): Chihuahua, Colorado, New Mexico and Sonora; Group 2 (C.
mexicanus): AT, EGI, ESA, LA, LS and LT.

¢ According to Structure 2.2 genotypic assignment for 10 nuclear microsatellite loci within C. ludovicianus. Group 1: 10 colonies from
Chihuahua (AB, BA, EA, EC, LB, MO, MV, OS, PP and PV); Group 2: 3 colonies from Chihuahua (CJ, LC and UN); Group 3: Sonora.

¢ According to Structure 2.2 genotypic assignment for 10 nuclear microsatellite loci within C. mexicanus. Group 1: AT, EGI, ESA, LS and
LT; Group 2: LA.

"For 10 nuclear microsatellite loci, considering all colonies for C. mexicanus as a single group. Group 1: AT, EGI, ESA, LA, LS and LT.

£ For 10 nuclear microsatellite loci, determining each species as a group. Group 1 (C. ludovicianus): Chihuahua and Sonora; Group 2 (C.
mexicanus): AT, EGI, ESA, LA, LS and LT.
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Supplementary Material Table S1.- Number of individuals; haplotype per site for Cynomys

ludovicianus and haplotype per colony in C. mexicanus.

Cynomys ludovicianus (CL)

Haplotype | » 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Chihuahua 43 2 719 8 34 18 1 2 8 6 1 - - — — — -— -
Sonora T 1 R
New Mexico -- - == = == =~ — — — — — 1 - 2 1 1 - - -
Colorado - - = e = - e

Total 43 2 719 83418 12 8 6 259 2 1 1 7 2 1

Cynomys mexicanus (CM)

Haplotype  » 3 4 576 7 8 910 11 12 13 14 15 16
Artesillas 3 4 8 1 o= - cm o amenmem e enen -
El Gallo ) [
El Salero S
Los Angeles -- - 8 — — — — 8 7 — — — — — — -
LaSoledad - -12 - - —- —-— 2 - 2 1 1 - — — -
La Trinidad - - 2 = - = — — — — — — 1 1 3 3

Total 3434 14 1 1107 2 1 1 1 1 3 3




Supplementary Material Table S2.- Detailed values of genetic variation for mitochondrial

sequences and ten microsatellite loci per colony per state for two black-tailed prairie dog species:

Cynomys ludovicianus and Cynomys mexicanus.

Species State Colony mtDNA Nuclear microsatellite loci

N S h Hd T N A HO HE
AB 10 2 3 0.511 0.00037 11 2.5 0.309 0.448
BA 15 25 5 0.819 0.00589 15 2.8 0.440 0.573
CJ 7 1 2 0285 0.00019 8 22 0.375 0.499
EA 11 2 3 0.709 0.00066 11 29 0.509 0.606
EC 22 24 5 0.693 0.00647 22 3.3 0.514 0.618
“ LB 14 4 6 0.681 0.00081 17 29 0.465 0.553
§ Chihuahua LC 7 2 4 0.809 0.00077 10 24 0.380 0.527
3 MO 9 2 3 0556 0.00049 9 25 0433 0.509
3 MV 14 4 5 0.780 0.00114 14 2.7 0.457 0.565
E (ON] 14 2 3 0275 0.00027 14 23 0436 0.528
2 PP 14 1 2 0439 0.00030 15 2.6 0.547 0.573
§ PV 7 2 2 0571 0.00077 9 24 0.500 0.556
s UN 5 2 3 0.700 0.00067 6 1.6 0389 0.459
© Sonora LM 36 0 1 0 0 29 4 0439 0.503
PA 23 0 1 0 0 24 4.6 0469 0.563

New Mexico NM 5 21 4 0900 0.00841 NA NA NA NA

COL17 6 3 2 0.533 0.00108
Colorado COL19 2 1 2 1 0.00067 NA NA NA NA
COL30 2 0 1 0 0

Coahuila AT 16 3 4 0.691 0.00057 16 42 0.528 0.539
2 g LA 23 4 3 0.695 0.00126 24 43 048 0.566
§ § SLP EG 5 5 2 0400 000135 5 2.8 0.365 0.522
s 5 ESA 5 1 2 0400 0.00027 5 32 0465 0.639
O S Nuevo Leon LS 18 5 5 0.556 0.00126 18 52 0.637 0.656
LT 10 7 5 0.844 0.00184 10 3.8 0.581 0.634
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Supplementary Material Table S3.- Allelic frequencies for ten microsatellite loci for two

black-tailed prairie dog species: C. ludovicianus and C. mexicanus.

Locus

Alleles

C. ludovicianus

C. mexicanus

. Sonora SLP Coahuila Nuevo Leon
Chihuahua PA Overall EG AT LA ESA LS LT Overall
Population % missing 0 0.136 O 0.014 0.2 0 0 0 0 0 0.013
202 0 0 0.042 0.005 0 0 0 0 0 0 0
206 0.003 0.763 0.875 0.176 0.125 0 0 0.2 0.556 0.55 0.221
208 0 0.132 0.042 0.017 0 0 0 0 0 0 0
A2 210 0.174 0 0 0.137 0 0 0 0 0.028 0 0.006
212 0.543 0 0 0.429 0 0 0167 02 005 0 0.078
214 0.239 0.053 0.042 0.199 0 0281 0417 03 0.028 0.15 0.234
216 0 0 0 0 0.875 0.719 0.417 0.2 0306 0.3 0.448
218 0.04 0.053 0 0.037 0 0 0 0.1 0 0 0.006
220 0 0 0 0 0 0 0 0 0.028 0 0.006
Population % missing 0 0.045 0.042 0.01 0 0 0 0.2 0 0 0.013
246 0 0 0 0 0.1 0 0021 0 0028 O 0.019
248 0 0.071 0 0.007 0.5 0.188 0.25 0.125 0361 0.25 0.273
250 0 0.071 0 0.007 0.1 0 0.083 025 0.111 04 0.123
252 0 0.262 0.413 0.073 0 0.125 0.292 0.625 0.139 0 0.182
A8 254 0 0 0 0 0 0094 0292 0 0.167 025 0.182
256 0 0 0.065 0.007 0 0.031 0021 0 0111 0 0.039
258 0.298 0.095 0.022 0.246 0.1 0219 0 0 0.083 0.1 0.084
260 0.506 0.5 0435 0.498 02 0312 0 0 0 0 0.078
262 0.137 0 0 0.107 0 0.031 0042 O 0 0 0.019
264 0.059 0 0.065 0.054 0 0 0 0 0 0 0
Population % missing 0 0.182 0 0.019 0 0 0 0 0 0 0
125 0 0 0.125 0.015 0 0 0 0 0 0 0
127 0 0 0.083 0.01 0 0094 0 0 0.139 0.15 0.071
A101 129 0 0.139 0 0.012 0 0.094 0583 04 0.194 025 0.301
131 0.388 0.75 0312 0.411 0 0531 0417 04 0.5 025 0.41
133 0.478 0.111 0.479 0.446 1 0.281 0 0.2 0.167 0.35 0.218
137 0.134 0 0 0.106 0 0 0 0 0 0 0
Population % missing 0 0 0.042  0.005 0 0 0 0 0 0.2 0.026
168 0.174 0.75 0.522 0.274 0 0062 0 0 0 0 0.013
170 0.469 0.023 0.065 0.376 0.1 0 0 0 0 0 0.007
172 0.022 0 0 0.017 0 0 0 0.2 0 0 0.013
174 0.335 0 0 0.262 02 0.844 0375 0.7 0.639 0.812 0.592
A104 176 0 0 0 0 0 0.062 0479 O 0.25 0 0.224
178 0 0 0 0 0.5 0.031 0.125 0 0.056 0.188 0.112
180 0 0.068 0 0.007 0.2 0 0021 O 0 0 0.02
182 0 0.159 0.217 0.041 0 0 0 0.1 0056 O 0.02
184 0 0 0.022 0.002 0 0 0 0 0 0 0
186 0 0 0.174 0.019 0 0 0 0 0 0 0
Population% missing 0 0.136 0.042 0.019 0 0 0 0 0 0 0
91 0 0 0.043 0.005 0 0 0 0 0056 0 0.013
A119 93 0 0.026 0 0.002 0 0 0 0 0 0 0
97 0 0.579 0.696 0.133 0 0062 0 0 0 0 0.013
929 0 0 0 0 0.6 0.656 0.062 0.1 0222 0.6 0.333
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C. ludovicianus

C. mexicanus

Locus Alleles . Sonora SLP Coahuila Nuevo Leon
Chihuahua LM  PA Overall EG AT LA  ESA LS LT Overall

101 0 0 0 0 0 0 0062 0 0 0 0.019
103 0 0 0 0 0 0.031 0.062 0.1 0278 0 0.096
105 0.099 0 0 0.079 0 0 0146 0 0028 O 0.051
107 0.311 0 0 0.246 0 0.062 0271 0.5 0333 0.25 0.237
109 0.429 0.395 0.261 0.406 0.2 0.188 0396 0 0.083 0.1 0.205
111 0.161 0 0 0.128 0.2 0 0 0.3 0 0 0.032
Population % missing 0 0.182 0 0.019 0.2 0 0 0.2 0 0 0.026
173 0.093 0.806 0.312 0.182 0 0156 0 0 0.056 0.1 0.059
C116 177 0.472 0.083 0.083 0.392 0.5 0.844 0.833 0.75 0.806 0.6 0.776
181 0.394 0.111 0.604 0.394 0.5 0 0.104 0.25 0.083 0.25 0.125
185 0.04 0 0 0.032 0 0 0.062 0 0.056 0.05 0.039

Population % missing 0 0.136 O 0.014 0 0 0 0 0 0 0
174 0 0.026 O 0.002 0 0 0 0.1 0.028 0.1 0.026
178 0 0 0 0 0.1 0.406 0667 0 0278 0.55 0.429
D1 182 0 0.842 0.75 0.167 0.7 0.469 0312 0.7 0333 0.15 0.378
186 0.227 0.026 0.021 0.184 0.1 0.094 0 0.1 0.306 0.2 0.128
190 0.453 0.079 0.208 0.39 0 0.031 0021 0.1 0.056 0 0.032
194 0.32 0.026 0.021 0.257 0.1 0 0 0 0 0 0.006
Population % missing 0 0 0 0 0 0.062 0.042 0 0 0 0.026
282 0 0.045 0 0.005 0 0.2 0304 04 0.139 0.15 0.211
286 0 0 0.021 0.002 0 0333 0022 02 0.111 0.15 0.132
D2 290 0 0.5 0.583 0.121 0.6 0.433 0.109 03 0.194 0.35 0.27
294 0.55 0.182 0.062 0.454 0.2 0 0326 0.1 0361 0.35 0.25
298 0 0.273 0312  0.065 0.2 0.033 0239 0 0.083 0 0.112
302 0.45 0 0.021 0.353 0 0 0 0 0.111 0 0.026
Population % missing 0 0.182 0 0.019 0.2 0 0042 0 0.056 0.1 0.051
176 0 0 0 0 0 0.031 0 0 0059 0 0.02
180 0 0 0 0 0.75 0 0 0 0.088 0.056 0.068
184 0 0.083 0.042 0.012 0 0 0 0.3 0.029 0 0.027
D115 188 0.432 0.028 0.083  0.355 0 0.594 0957 0.7 0.559 0.611 0.676
192 0.422 0 0.021 0337 025 0.344 0.043 0 0.235 0.278 0.189
196 0.043 0.222 0.021 0.057 0 0 0 0 0.029 0.056 0.014
200 0.102 0.556 0.458 0.185 0 0.031 0 0 0 0 0.007

204 0 0.056 0.375 0.049 0 0 0 0 0 0 0

208 0 0.056 0 0.005 0 0 0 0 0 0 0
Population % missing 0 0318 0 0.034 0 0 0.042 04 0 0.1 0.051
194 0 0 0 0 0 0.062 0 0333 0.111 0.056 0.061
196 0 0 0 0 0 0.031 0022 0 0 0.056 0.02
198 0 0 0 0 0 0062 O 0 0 0 0.014
200 0 0 0.021 0.003 0 0 0.022 0 0 0.111 0.02
D120 202 0.46 0 0.229 0.398 0.6 0.656 0.37 0.667 0.528 0.333 0.493
204 0.54 0 0312 0472 04 0.156 0304 0 0333 0.389 0.284
206 0 0.2 0.021 0.018 0 0 0152 0 0 0.056 0.054
208 0 0.467 0.104 0.048 0 0 0022 0 0028 0 0.014
210 0 0.333 0.125  0.04 0 0.031 0.087 O 0 0 0.034
212 0 0 0.188 0.022 0 0 0022 0 0 0 0.007
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Supplementary Material Figure S4.- Bayesian clustering analysis of 149 mtDNA sequences from black-tailed (C. ludovicianus) from 13

colonies located in Chihuahua as determined by BAPS v 5.3. resulted in K = 5.

C. ludovicianus (Chihuahua)

Q-
=-
g-
gu
g-
g_
AB BA g EA EC LB LC MO My 0s PP PV UN
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Supplementary Material Table S5.- Pairwise differences between colonies for a) mtDNA and b) nuclear microsatellite loci.

a) mtDNA: Below diagonal pairwise Fisr.

C ludovicianus Chihuahua Sonora
AB BA (CJ] EA EC IB LC MO MV OS PP PV UN LM PA
AB ---
BA 0.102 ---
CJ 0.181 0.127 ---
EA 0.099 0.016 0.103  ---
EC 0.078 0.023 0.126 0.005 ---
LB 0.104 0.084 0.167 0.056 0 ---
LC 0.189 0.125 0.023 0.105 0.124 0.167 ---
MO 0.156 0.087 0.136 0.057 0.055 0.072 0.188  ---
MV 0.136 0.084 0.172 0.052 0.019 0.023 0.183 0.07 ---
(ON] 0.179 0.095 0.195 0.069 0.025 0.019 0.213 0.072 0.033 ---
PP 0.175 0.084 0.089 0.054 0.054 0.089 0.07 0.08 0.105 0.057 ---
PV 0.196 0.117 0.239 0.083 0.056 0.102 0.2 0.111 0.036 0.105 0.106 ---
UN 0.335 0.273 0.233 0.216 0.189 0.188 0.276 0.171 0.245 0.242 0.23 0.342 ---
LM 0.45 0.36 0.457 0.374 0.344 0.386 0.424 0.424 0.374 0.397 0.376 0.348 0.524 ---
PA 0.398 0.324 0.381 0.306 0.286 0.317 0.353 0.362 0.322 0.32 0.304 0.319 0422 0.113 ---

C. mexicanus

AT EGI ESA LA LS LT

AT
EGI
ESA

LA

LS

LT

0407 ---

0.050 0.600 ---

0.160 0.397 0.187 ---

0.066 0493 0 0.140 ---
0.153 0.333 0.215 0.182 0.209 ---
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b) Nuclear microsatellite loci: Below diagonal pairwise Rsr; above diagonal pairwise G "’sy.

C ludovicianus Chihuahua Sonora

AB BA (CJ] EA EC IB LC MO MV OS PP PV UN LM PA
AB --—- 0.217 0.346 0.213 0.179 0.215 0.374 0.301 0.283 0.357 0.366 0.394 0.561 0.868 0.834
BA 0.152 ---0.285 0.039 0.059 0.193 0.285 0.198 0.198 0.215 0.198 0.274 0.542 0.78 0.753
CJ 0.255 0.189 --- 0.237 0.303 0.362 0.049 0.277 0.378 0.408 0.196 0.514 0.402 0.921 0.835
EA 0.152 0.026 0.16 --- 0.014 0.133 0.246 0.132 0.125 0.159 0.13 0.203 0.434 0.83 0.735
EC 0.122 0.038 0.194 0.009 --- 0 0.301 0.135 0.049 0.061 0.137 0.144 0.418 0.791 0.7
LB 0.16 0.132 0.251 0.093 0O --- 0.368 0.157 0.051 0.042 0.205 0.231 0.375 0.821 0.721
LC 0.263 0.185 0.035 0.16 0.19 0249 - 0.396 0.411 0.455 0.157 0.442 0.501 0.875 0.789
MO 0.229 0.137 0.206 0.094 0.09 0.117 0.273 -- 0.156 0.151 0.178 0.239 0.303 0.861 0.8
MV 0.202 0.131 0.253 0.084 0.032 0.038 0.267 0.113 --- 0.074 0.246 0.084 0.48 0.801 0.744
(ON 0.261 0.148 0.286 0.112 0.042 0.032 0.306 0.116 0.054 -- 0.127 0.229 0.455 0.821 0.714
PP 0.269 0.138 0.149 0.093 0.093 0.15 0.117 0.138 0.174 0.098 --- 0.244 0.456 0.812 0.707
PV 0.286 0.182 0.348 0.138 0.094 0.165 0.294 0.18 0.061 0.169 0.181 --- 0.62 0.732 0.73
UN 0.439 0.379 0.33 0.32 0.283 0.283 0.376 0.261 0.351 0.351 0.358 048 --—- 0.926 0.819
LM 0.538 0.447 0.547 0.466 0.433 0.482 0.509 0.52 0.464 0.489 0.476 0.439 0.62 - 0.244
PA 0.519 0.441 0.504 0.426 0.402 0.439 0472 0.49 0.443 0.442 0.435 0.445 0.55 0.144 ---

C. mexicanus AT EGI ESA LA LS LT

AT --- 0446 0.266 0.361 0.235 0.211

EGI 0.316 --- 0.572 0.694 0.514 0.444

ESA 0.230 0.217 - 0.277 0.152 0.284

LA 0.263 0.232 0.174 --- 0.259 0.334

LS 0.221 0.079 0.119 0.147 --- 0.087

LT 0.191 0.183 0.154 0.177 0.014 ---
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Capitulo 2. Peripatric speciation of an endemic species driven by Pleistocene climate
change: the case of the Mexican prairie dog (Cynomys mexicanus).
Gabriela Castellanos-Morales, Niza Gamez, Reyna A. Castillo-Gamez y Luis E. Eguiarte.
Molecular Phylogenetics and Evolution
Sometido: 2 de junio 2015; Aceptado: 31 de agosto 2015.
Factor de Impacto: 4.018

Resumen

La hipotesis de que las especies endémicas pudieron originarse a partir del aislamiento y
divergencia de poblaciones periféricas de especies de amplia distribucion puede ser puesta a
prueba por medio del uso de modelos de nicho ecologico (ENMs) y filogeografia estadistica.
Su uso conjunto provee perspectivas complementarias de las dindmicas histdricas y permite
poner a prueba hipotesis referentes al origen de taxa paleoendémicos. Se utilizo esta
aproximacion para plantear hipotesis respecto a los procesos historicos que han influenciado el
origen de una especie endémica del Altiplano mexicano (Cynomys mexicanus) y su divergencia
a partir de un ancestro de amplia distribucion (Cynomys ludovicianus). Obtuvimos datos de
295 individuos de estas dos especies de perros de las praderas de cola negra. Los datos
genéticos consistieron de secuencias mitocondriales (citocromo b y region control) y 10 loci de
microsatélites nucleares. Se estimaron los tiempos de divergencia entre linajes dentro de cada
especie y se realizaron modelos de nicho ecoldgico (Presente, Ultimo Méaximo Glacial y
Ultimo Interglaciar) para determinar los cambios en el area de distribuciéon de ambas especies
durante el Pleistoceno. Finalmente, se utilizaron métodos de inferencia Bayesiana (DIYABC)
para poner a prueba distintas hipotesis referentes a la divergencia y la historia demografica de
estas especies. Los datos apoyan la hipotesis del origen de C. mexicanus a partir de una
poblacion periférica aislada durante el Pleistoceno (hace ~230,000 afios), y expansion
poblacional (incremento 10 veces el tamafo efectivo poblacional) en el Pleistoceno-Holoceno
(hace ~9,000 — 11,000 afos). Se identifico la presencia de dos posibles refugios, uno en el area
sur del rango de distribucion de C. ludovicianus y otro consistente con el area de distribucion
de C. mexicanus. Los anélisis sugieren que los cambios climaticos del Pleistoceno tuvieron un
fuerte impacto en la distribucion de estas especies, promoviendo el origen de C. mexicanus
mediante un proceso de especiacion peripatrica y la divergencia de linajes dentro de C.

ludovicianus.
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ABSTRACT

The hypothesis that endemic species could have originated by the isolation and divergence of
peripheral populations of widespread species can be tested through the use of ecological niche
models (ENMs) and statistical phylogeography. The joint use of these tools provides
complementary perspectives on historical dynamics and allows testing hypotheses regarding
the origin of endemic taxa. We used this approach to infer the historical processes that have

influenced the origin of a species endemic to the Mexican Plateau (Cynomys mexicanus) and
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its divergence from a widespread ancestor (Cynomys ludovicianus), and to test whether this
endemic species originated through peripatric speciation. We obtained genetic data for 295
individuals for two species of black-tailed prairie dogs (C. ludovicianus and C. mexicanus).
Genetic data consisted of mitochondrial DNA sequences (cytochrome b and control region),
and 10 nuclear microsatellite loci. We estimated dates of divergence between species and
between lineages within each species and performed ecological niche modelling (Present,
Last Glacial Maximum and Last Interglacial) to determine changes in the distribution range of
both species during the Pleistocene. Finally, we used Bayesian inference methods (DIYABC)
to test different hypotheses regarding the divergence and demographic history of these
species. Data supported the hypothesis of the origin of C. mexicanus from a peripheral
population isolated during the Pleistocene [~230,000 years ago (0.1 — 0.43 Ma 95% HPD)],
with a Pleistocene-Holocene (~9,000 — 11,000 years ago) population expansion (~10-fold
increase in population size). We identified the presence of two possible refugia in the
southern area of the distribution range of C. ludovicianus and another, consistent with the
distribution range of C. mexicanus. Our analyses suggest that Pleistocene climate change had
a strong impact in the distribution of these species, promoting peripatric speciation for the

origin of C. mexicanus and lineage divergence within C. ludovicianus.

Keywords

Bayesian inference; Cynomys; ecological niche modelling; Chihuahuan Desert; speciation.

1. INTRODUCTION
A complex set of geologic, climatic, genetic and stochastic events may act alone or in
combination to promote divergence among populations and species (Ayoub and Riechert,

2004; Hope et al., 2012; Loera et al., 2012; Blair et al., 2014). Barriers to gene flow and
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reproductive isolation may develop in allopatry, parapatry or sympatry (Schluter, 2001; Losos
and Glor, 2003). In addition, species ranges can move over short timescales and current
distributions may not preserve a record on the mode of speciation. Therefore, when studying
speciation we should consider that the distribution of species might be very dynamic, and we
should not assume that allopatric species were allopatric in the past (Barraclough and Nee,
2001; Losos and Glor, 2003).

It is important to discriminate among sympatric, parapatric, and allopatric speciation (Mayr,
1963), and within allopatric speciation, we may discriminate between peripatric and vicariant
speciation (Losos and Glor, 2003). When considering peripatric speciation we should expect
to find smaller effective population sizes of endemics than those of their sister species, a lack
of migration after speciation, and significant asymmetry in range size between sister species
(Barraclough and Vogler, 2000; Ikeda et al., 2012; Blair et al., 2014). In contrast, in a
scenario of vicariant speciation, we should expect to find similar effective population sizes of
endemics and their sister species, and similar range sizes (Losos and Glor, 2003).

Endemic species could have originated through peripatric speciation by the isolation and
divergence of peripheral populations originating from range contraction of widespread species
(Barraclough and Vogler, 2000; Ikeda et al., 2012). Therefore, endemic species are an
interesting system to test hypotheses regarding peripatric and vicariant speciation. In this
sense, speciation may have a strong ecological component, and identifying how demographic
events coincide with changes in environmental histories can reveal the geographical,
ecological and evolutionary mechanisms that may underlie population differentiation and
speciation (Knowles et al., 2007; Richards et al., 2007; Knowles and Alvarado-Serrano, 2010;
Chan et al., 2011; Loera et al., 2012).

Ecological niche models (ENM) allow the assessment of past changes in the distribution of

species and demographic dynamics, understanding their relationship with environmental
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changes, and deriving alternative hypotheses testable with statistical phylogeography
(Knowles et al., 2007; Richards et al., 2007; Knowles and Alvarado-Serrano, 2010; Chan et
al., 2011; Blair et al., 2014). Statistical phylogeography, through coalescence, allows dating
divergence between species, and testing the probability of different scenarios by using
descriptive data obtained through genetic studies. This approach provides complementary
perspectives on historical dynamics (Knowles et al., 2007; Richards et al., 2007; Riddle et al.,
2008; Knowles and Alvarado-Serrano, 2010; Chan et al., 2011; Eckert, 2011; Loera et al.,
2012; Wilson and Pitts, 2012; Blair et al., 2014; Ramirez-Barahona and Eguiarte, 2014).
Endemic species restricted to the Mexican Plateau and the Oriental Basin, within the
Chihuahuan Desert, are relatively common (McCullough and Chesser, 1987; Fernandez,
2011, 2012a, 2012b; Andersen and Light, 2012; Wilson and Pitts, 2012; Aguirre-Liguori et
al., 2014; Géandara and Sosa, 2014; Williford et al., 2014), and it has been suggested that
many of the lineages that occur in the Mexican Plateau, such as the Mexican prairie dog
(Cynomys mexicanus), may represent palaeoendemics (Hoffman and Jones, 1970; Neiswenter
and Riddle, 2010).

Two of the five prairie dog species that comprise the genus Cynomys (C. mexicanus and C.
ludovicianus) occur in Mexico. These sister species constitute the subgenus Cynomys (black-
tailed prairie dogs) (McCullough and Chesser, 1987; McCullough, 1991; Harrison et al.,
2003). Their morphology is very similar, with C. mexicanus being slightly smaller than C.
ludovicianus. The tail is longer and the black colour from the tip of the tail covers most of the
distal half in C. mexicanus; in C. ludovicianus the distal third of the tail is black (Ceballos and
Wilson, 1985; Hoogland, 1996). In addition, the auditory bullae in C. mexicanus is more
inflated, its cheek-teeth triangular and the nasal bones are broad and posteriorly truncate

(Ceballos and Wilson, 1985).
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Black-tailed prairie dogs (subgenus Cyrnomys) depend on grassland ecosystems for their
survival, and are restricted to the grasslands located in the Great Plains and intermountain
regions of Western North America (Harrison et al., 2003; Slobodchikoff et al., 2009). In the
current distribution these species are allopatric. C. ludovicianus is the species with the widest
distribution, and can be found in grasslands throughout the Great Plains of North America,
from southern Canada to northern Mexico, including the northern area of the Chihuahuan
Desert. C. mexicanus is endemic to Mexico and inhabits the gypsum grasslands located in the
valleys of a 497 km” region in the states of Coahuila, Nuevo Leon and San Luis Potosi,
Mexico (Slobodchikoff et al., 2009) (Fig. 1).

The species of the genus Cynomys are of recent origin. Based on the fossil record, Goodwin
(1995) suggested an early Pleistocene origin of the genus Cynomys (2.5 to 1.8 Ma), with
divergence of the two subgenera [black-tailed (Cynomys) and white-tailed
(Leucocrossuromys) prairie dogs] between 1.8 and 0.75 Ma, and a very recent (40,000 to
22,000 years ago) divergence of sister species within the subgenus Cynomys (C. ludovicianus
and C. mexicanus). The geographical range of prairie dogs has been very dynamic,
undergoing several contraction and expansion events, but with constant presence in the
central area of the Great Plains (Goodwin, 1995; Truett et al., 2006).

Genetic analyses of C. ludovicianus have found two distinct mtDNA lineages that suggest the
presence of two refugia for this species, followed by population expansion that led to
secondary contact between lineages (Castellanos-Morales et al., 2014, 2015). Current
evidence from the fossil record and molecular analyses is consistent with the hypothesis of the
origin of C. mexicanus from a relict population of C. ludovicianus (McCullough and Chesser,
1987; Goodwin, 1995; Harrison et al., 2003), but a formal analysis testing this hypothesis is

still missing. Furthermore, Goodwin (1995) mentioned that the presence of a possible C.
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mexicanus fossil in South-eastern New Mexico suggests that this species has a more ancient
origin and had a wider distribution 40,000 to 22,000 years ago (Goodwin, 1995).

In this study we used ENM and statistical phylogeography to infer the historical processes
that have influenced the divergence from a widespread ancestor of a species that is endemic to
the Mexican Plateau (C. mexicanus), and to test whether this species originated through
peripatric speciation. This was achieved by the use of sequences of the Control Region (CR)
and Cytochrome b (cyt-b) regions of the mitochondrial DNA to date diversification events
between sister species (C. ludovicianus and C. mexicanus), and between maternal lineages
within them. In addition, changes in species distribution were modelled through ENM and
then projected to the Last Glacial Maximum (LGM; ~21,000 years ago) and the Interglacial
periods (LIG; ~120,000 — 140,000 years ago) of the Pleistocene. Finally, we performed
Bayesian analyses (ABC), with mitochondrial sequences and nuclear microsatellite loci, to
test different hypotheses regarding diversification dates and demographic models for the

divergence of these sister species.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Data collection

We obtained data from the control region (854 bp) and cytochrome b (1140 bp) (GenBank:
Bankit 1779750), from 295 individuals that belong to several populations of black-tailed
prairie dogs (Cynomys ludovicianus) and Mexican prairie dogs (C. mexicanus), and from 10
nuclear microsatellite loci (Dryad: doi:10.5061/dryad.pk944), reported in Castellanos-Morales
et al. (2014, 2015) (Fig. 1). These sequences comprise 19 haplotypes for C. ludovicianus
(KP217107 — KP217125) and 16 haplotypes for C. mexicanus (KP217126 — KP217141)
(Supporting Information, Table S1 and Fig. S1). In addition, we downloaded from GenBank

sequences for C. gunnisoni, a species of white-tailed prairie dog [(CR: GU453240,
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GU453337; cyt-b: AF157923, AF157930) (Harrison et al., 2003; Jezkova et al.,
unpublished)], and for two species of Xerospermophilus, the sister genus of Cynomys [X.
spilosoma (CR: DQ106857, DQ106858; cyt-b: AF157885, AF157911) (Harrison et al., 2003;
Guevara-Chumacero et al., 2006), and X. perotensis (CR: JQ326958, JQ326959; cyt-b:
AF157840, AF157948) (Harrison et al., 2003; Ochoa et al., 2012)] to be used as outgroups.

All sequences were aligned manually using BioEdit v. 7.1.3 (Hall, 1999).

2.2 Gene genealogy and divergence time

Haplotypes (KP217107 — KP217141) were used to obtain a gene genealogy and to estimate
times of divergence. First, we used jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008) to estimate the
substitution model for each region of the mitochondrial DNA, using the Akaike Information
Criterion (AIC) and default search values for every region. The best-fit models obtained
were: GTR+IHT for the cytochrome b and TM3+I+T" for the control region. We used the
partitioned by gene mtDNA dataset to obtain a gene genealogy using MrBayes v 3.2.4
(Ronquist et al., 2012) considering random starting trees, unlinked parameters and allowing
rate variation. Analyses consisted of two independent runs, conducted each with three heated
and one cold Markov chain sampling every 2,000 generations for 20,000,000 generations.
The analyses were run until the average standard deviation of split frequencies approached
zero. Trees sampled before achieving stability were discarded. Therefore, samples obtained
during the first 5,000,000 generations (25 %; Ronquist et al. 2012) were discarded as burn-in.
We included the sequences from C. gunnisoni, X. spilosoma and X. perotensis as outgroups.
To obtain divergence dates between species and between lineages within species, we
performed two independent runs in BEAST v1.7.5 (Drummond and Rambaut, 2007;
Drummond et al., 2012). For this analysis, we also partitioned the control region and

cytochrome b, and included the outgroup sequences. Each run consisted of 20,000,000
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generations implementing the uncorrelated relaxed clock model with a LogNormal
distribution, and allowing rate variation among sites. Initial runs were conducted to ensure
that the parameters of the analysis converged, and that the priors established were adequate
for our dataset. The Bayes factor analysis (Suchard et al., 2001) was run in Tracer v1.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/) to determine which run showed the best likelihood.
Accordingly, the tree priors that we selected were coalescent with constant population size
and a random starting tree. Convergence statistics were checked with Tracer v1.4, and the
consensus tree was obtained using the combined data from both independent runs using
TreeAnnotator v1.7.5 (Drummond and Rambaut, 2007) with a 25 % burn-in.

To calibrate the BEAST analysis, we used two dates based on the fossil record (Goodwin,
1995). The first calibration point documents the origin of the genus Cynomys (1.8 — 2.5 Ma).
The second calibration point documents the divergence between subgenera within Cynomys:
white-tailed prairie dogs (Leucocrossuromys) and black-tailed prairie dogs (Cynomys) (0.75 —
1.8 Ma). Dates were modelled as lognormal distributions to account for uncertainty in the
fossil-based calibration (Ho and Phillips, 2009). We used the divergence interval reported by
Goodwin (1995) to establish the mean and the upper quantiles of the analysis: 2.3 = 0.1 SD
Ma [1.8 — 2.7 Ma] for the first calibration point, and 0.7 = 0.1 SD Ma [0.57 — 0.84 Ma] for the
second calibration point. We used Figtree v 1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) to

visualize the gene genealogy from MrBayes and the ultrametric tree from BEAST.

2.3 Ecological niche modelling

We obtained coordinates for the presence of each species from ManIS (manisnet.org;
accessed January 2014) and GBIF (www.gbif.org; accessed January 2014) databases. We
also included coordinates from capture sites obtained from the literature (Roach et al., 2001;

Jones et al., 2012; Sackett et al., 2012; Castellanos-Morales et al., 2014; 2015). Duplicated
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points were eliminated from the database, and Mahalanobis distances were estimated to
corroborate data. This distance describes the multi-dimensional space that takes into account
the variability of the reference class and also accounts for shared information in correlated
variables. It also measures the distances in space between mapped environmental variables
and the mean ecological niche (Calenge et al., 2008; Krishnaswamy et al., 2009). Therefore,
the Mahalanobis distance is very useful to detect occurrence points that deviate from the mean
ecological niche and to corroborate occurrence data. Points that presented a deviation of two
variances were corroborated and removed from the database when outside of the species
distribution. The occurrence points used to build the ENM for each species are shown in
supporting information (Supporting Information, Fig. S2).

An ecological niche model (ENM) for each species was obtained with MaxEnt (Phillips et al.,
2004, 2006; Phillips and Dudik, 2008) for the Present, Last Glacial Maximum (LGM: ~
21,000 years ago) and Last Interglacial (LIG: ~ 120,000 — 140,000 years ago) periods. For
present ENMs, we first selected variables from a set of 19 bioclimatic variables. Bioclimatic
layers were developed from the worldwide temperature and rainfall data within the
WorldClim 1.4 dataset (Hijmans et al., 2005). These variables represent climatic trends,
extremes and seasonality; and on a regional scale, they are considered limiting factors for the
distribution of organisms (e.g. Waltari et al., 2007; Carnaval and Moritz, 2008; Waltari and
Guralnick, 2009).

To avoid model over-fitting, we selected a subset of these layers to develop the model (Elith
et al., 2011). For each species, we calculated a Spearman correlation between the values of
each environmental variable from the presence records. We performed a complementarity
principal component analysis (PCA), wherein the number of components that represented >
90 % of the variance associated with the data were included in the analysis. Then, the

variables with high contribution to the component and non-correlated variables (r < 0.85)
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were selected (Elith et al., 2006, 2011; Walker et al., 2009). The final models were created
using different bioclimatic layers for each species, with a resolution of 30 arc-seconds: 10
bioclimatic layers for C. ludovicianus (Annual Mean Temperature, Isothermality, Max
Temperature of Warmest Month, Temperature Annual Range, Mean Temperature of Wettest
Quarter, Mean Temperature of Coldest Quarter, Annual Precipitation, Precipitation of Driest
Quarter, Precipitation of Warmest Quarter and Precipitation of Coldest Quarter), and 11
bioclimatic layers for C. mexicanus (Annual Mean Temperature, Mean Diurnal Range,
Temperature Seasonality, Max Temperature of Warmest Month, Min Temperature of Coldest
Month, Mean Temperature of Warmest Quarter, Precipitation of Wettest Month, Precipitation
of Driest Month, Precipitation Seasonality, Precipitation of Wettest Quarter and Precipitation
of Driest Quarter).

We downloaded the corresponding past layers from general climate model (GCM) from
WorldClim 1.4 dataset (Hijmans et al., 2005). The data of these layers were based on the
GSM of the Community Climate System Model (CCSM) (Collins et al., 2006), which
incorporates dynamics of atmospheric processes, including radiation, convection,
condensation and evaporation. This GSM has already been used in the reconstruction of past
distributional models in the region (Peterson and Nyari, 2007; Waltari et al., 2007; Waltari
and Guralnick, 2009; Martinez-Meyer and Peterson, 2006; Holmgren et al., 2010; Gdmez et
al., 2014; Ramirez-Barahona and Eguiarte, 2014), and for species occurring in the cold
deserts of North America models obtained with MIROC and CCSM have resulted
qualitatively identical (Wilson and Pitts, 2012).

Prairie dogs are species endemic to North America, and according to the fossil record
(Goodwin, 1995), throughout their evolutionary history their distribution has been limited to

this area. Therefore, we limited our analysis to this region by cropping all bioclimatic layers
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to span areas from 15° N to 61° N and —128° W to —85 © W using the software R (R
Development Core Team, 2008).

All the ENMs were generated with MaxEnt 3.3.3k (Phillips et al., 2006). We executed
MaxEnt using the following settings: 20% random test, 30 replicates, replicate bootstrap type,
1,000 maximum iterations, convergence threshold of 0.00001, with extrapolation and
clamping turned off, and Jack-knife analysis turned on (Supporting Information, Fig. S3 and
Fig. S4). For the purposes of this study, we derived the distributional model of each species
from the average model (Supporting Information, Fig. S5). We evaluated all the
distributional models using the area under the receiver operating characteristic curve (AUC)
scores, where values above 0.5 are better than random predictions and those above 0.85 are
considered useful (Elith et al., 2006)(Supporting information, Fig. S3).

In order to create a binary map per species, predicting either potential presence of absence
across North America (Waltari et al., 2007), we employed the 95 percentile value of training
sample points as a threshold. This value assumes that 5 % of records used for model

generation are susceptible to error.

2.4 Coalescent simulations for hypothesis testing

An approximate Bayesian computation (ABC) approach is capable of simultaneously
estimating model parameters and model support. It allows estimating the relative support for
different population divergence models (Chan et al., 2011). These analyses rely on summary
statistics to estimate the posterior probabilities of parameters and provide a powerful approach
for model selection (Beaumont et al., 2002; Richards et al., 2007; Knowles and Alvarado-
Serrano, 2010). In addition to parameter estimation, the uncertainty of the parameters is
modelled, thus avoiding the problems associated with uncertainty (Knowles and Alvarado-

Serrano, 2010).
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We used the approximate Bayesian computation (ABC) framework (Beaumont et al., 2002;
Beaumont, 2010) implemented in DIYABC 2.0 (Cornuet et al., 2008, 2014) to test eight
plausible scenarios regarding four possible dates of divergence for C. mexicanus: 1)
divergence occurring 20 to 40 ka [according to divergence times proposed by Goodwin
(1995) and McCullough and Chesser (1987)]; 2) divergence occurring 120 to 140 ka
[according to the lower 95 % confidence interval for the dates of divergence estimated with
BEAST]; 3) divergence occurring 220 — 240 ka [according to mean dates estimated with
BEAST: 230 ka]; 4) divergence occurring 420 — 440 ka [according to the upper 95 %
confidence interval for the dates of divergence estimated with BEAST (430 ka) and closer to
the date of ~ 500 ka estimated by Harrison et al. (2003) based on cytochrome b]; and two
demographic models for each date of divergence: a) constant population size and b) recent
population expansion (Supporting Information, Table S2 and Fig. S6). We considered a
generation time of 2 years for these species (Hoogland, 1996).

Cornuet et al. (2010) reported that using different types of molecular data resulted in an
improvement in the quality of the estimations when using combined sets of data (i.e.
microsatellite and mtDNA sequence data) in DIYABC. This was particularly true for the
estimation of ancient historical events (50,000 — 500,000 generations), where microsatellite
data showed higher rates of mean relative error. Higher rates of mean relative error are due to
high mutation rates with allele size homoplasy. Microsatellite data, on the other side,
produced better estimates of effective population sizes (Cornuet et al., 2010). Therefore, we
used a partitioned data set including 10 microsatellite loci, the control region of the mtDNA,
and the cytochrome b of the mtDNA to perform the analysis with DIYABC 2.0 (Cornuet et
al., 2008, 2010, 2014). This software generates datasets with the same number of gene copies
and loci as the observed data based on coalescent simulations of model parameters drawn

from prior distributions. Then, it compares summary statistics estimated for each simulated
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data set with those estimated from the observed data (Cornuet et al., 2008, 2014; see also
Ramirez-Barahona and Eguiarte, 2014).

For this analysis, samples from Colorado and New Mexico were excluded (lacking
microsatellite data), and only samples from Chihuahua, Sonora and 6 populations of C.
mexicanus were included (N =301). According to results reported in Castellanos-Morales et
al. (2015), within C. ludovicianus, Sonora and Chihuahua are well differentiated for both
molecular markers, while the colonies that constitute C. mexicanus are closely related.
Individuals were grouped accordingly: Chihuahua, Sonora and C. mexicanus. In addition, to
increase the performance of the software, we excluded sites with missing data and alignment
gaps from the sequence alignment, considering 1,740 bp of the 1,997 bp previously reported
(Castellanos-Morales et al., 2015).

Single summary statistic may not provide sufficient power to distinguish among the scenarios.
Therefore, it is necessary to consider a combination of summary statistics to provide power
for joint parameter estimation and model selection for any specific set of empirical data
(Beaumont et al., 2002; Knowles and Alvarado-Serrano, 2010). Initial simulations were
conducted to select the summary statistics that were more informative for each molecular
marker, and to ensure that the parameters of the simulation yielded datasets similar to the
empirical dataset (Bertorelle et al., 2010; Chan et al., 2011). We selected 54 summary
statistics to perform the analysis (Supporting Information, Appendix S1). We generated 8
million simulated datasets for the partitioned dataset. The parameters used in each scenario
are given in supplementary materials (Supporting Information, Table S2). We simulated 500
pseudo-observed datasets (PODs) under each scenario to estimate type I and type II error
rates, and to assess confidence in scenario choice (Robert et al., 2011) (Supporting

Information, Appendix S1). We also performed model checking, considering the summary
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statistics not used during the inference steps (Cornuet et al., 2010) (Supporting Information,

Appendix S1).

3. RESULTS

3.1 Gene genealogy and divergence time

The gene genealogy obtained with the partitioned dataset resolved the relationship between C.
ludovicianus and C. mexicanus as monophyletic sister species (posterior probability =
—4962.21, and a C. I. = 0.8095) (Fig. 2). The ultrametric genealogy obtained with BEAST
(In(P) = —4882.39 £ 0.2) depicts the divergence between two lineages within C. ludovicianus
(Fig. 3): 1) the south-central clade, encompassed haplotypes from Chihuahua, New Mexico
and Colorado, and 2) the southern clade, encompassed haplotypes from Chihuahua, Sonora
and New Mexico. According to coalescence times, the most recent ancestor of C.
ludovicianus and C. mexicanus is dated ~ 0.23 Ma (0.1 - 0.43 Ma 95 % HPD). The southern
and south-central clades from C. ludovicianus coalesce at ~ 0.16 Ma (0.07 - 0.29 Ma 95 %
HPD). The south-central clade is dated ~ 0.09 Ma (0.03 - 0.19 Ma 95 % HPD) and the
southern clade of C. ludovicianus is dated ~ 0.07 Ma (0.03 - 0.15 Ma 95 % HPD). Finally,

the haplotypes that compose C. mexicanus coalesce at ~ 0.07 Ma (0.03 - 0.14 Ma 95 % HPD)

(Fig. 3).

3.2 Ecological niche modelling

For the ecological niche modelling (ENM) we considered 73 occurrence points for C.
ludovicianus and 50 occurrence points for C. mexicanus (Supporting Information, Fig. S2).
The distributional models for each species showed stability and good support (AUC: 0.959

for C. ludovicianus and 0.998 for C. mexicanus; Supporting Information, Fig. S3). The
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results from ENM projections to the LGM and LIG showed distinct patterns for both species

(Fig. 4; Supporting Information, Fig. S5):

3.2.1 Cynomys ludovicianus

The ENM projection for C. ludovicianus to the LGM and LIG showed a range contraction and
displacement to central Mexico, overlapping the area where C. mexicanus currently occurs
(Fig. 4; Supporting Information Fig. S5). C. ludovicianus’ ENM projection to the LGM
depicted two disjunct areas with high probability of presence (Supporting Information Fig.
S5). These may represent Pleistocene refugia for this species. One area located to the
southwest, in the area today occupied by the states of Chihuahua, Sonora, New Mexico and
Arizona, and the other area located southeast towards the state of Texas. Contrasting with the
LGM, the ENM projection for the LIG depicted a more restricted displacement of the
distribution of C. ludovicianus to central Mexico (Fig. 4; Supporting Information Fig. S5).
For C. ludovicianus, only 8.39 % of the ENM cells remained stable during the three periods,

12.76 % from the LIG to the LGM, and 3.34 % from the LGM to the present (Fig. 4).

3.2.2 Cynomys mexicanus

The ENM for C. mexicanus showed a spatial expansion in the distribution area from the LGM
to the present (Fig. 4; Supporting Information Fig. S5). The ENM projection to the LIG
failed to find suitable climatic conditions for the presence of this species in North America.
Nevertheless, the ENM for C. ludovicianus predicts a stable area within the distribution range
of C. mexicanus (Fig. 4). For C. mexicanus 48.07 % of the cells remained stable from the

LGM to the Present.

3.3 Coalescent simulations for hypothesis testing
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The Bayesian analysis scenario that presented the highest posterior probability [0.4475
(0.4110, 0.4840)] was scenario 7 (species divergence 220 — 240 ka followed by a recent
population expansion for the two lineages that compose C. ludovicianus and for C.
mexicanus), followed by scenario 6 [0.2803 (0.2427, 0.3179); divergence 120 — 140 ka
followed by recent population expansion], and scenario 8 [0.1802 (0.1246, 0.2357);
divergence 420 — 440 ka followed by recent population expansion; see Table 1].

Scenario 7 was correctly identified in 32.2 % of the 500 simulated pseudo-observed datasets
(PODs) for the logistic approach when compared to the rest of the scenarios (Table 1). Type I
error was high when evaluating the performance of scenario 7 when compared with scenarios
6 and 8 (24 % and 42.2 % of times that scenario 7 did not get the highest posterior
probability, being the real scenario). Type II error was also high when comparing scenario 7
with scenarios 6 and 8 (20.8 % and 21.8 % of times that scenario 7 did get the highest
posterior probability when it was not the real scenario) (Table 1).

Parameters estimated for scenarios 6, 7 and 8 showed a 100-fold difference among ancestral
effective population sizes, and a 10-fold difference among current effective population sizes
for C. ludovicianus and C. mexicanus. Time since population expansion was estimated

~9,000 — 11,000 years ago for these scenarios (Table 2).

4. DISCUSSION

4.1 Gene genealogy and divergence time

According to our expectations and previous reports (Harrison et al., 2003; Castellanos-
Morales et al., 2015), each species is monophyletic. The same monophyletic pattern has been
reported repeatedly for the species of this genus (McCullough, 1991; Harrison et al., 2003;
Castellanos-Morales et al. 2014), using samples from different locations (Nebraska, Colorado,

Texas and Chihuahua). A broader sample scheme for C. ludovicianus will be important to

80



attain higher resolution regarding the patterns of genetic variation and genetic structure within
this species and its demographic history.

Contrary to expected, species divergence dates [~ 230,000 years ago (0.1 —0.43 Ma 95 %
HPD)] were older than previously suggested (20,000 — 40,000 years ago) by McCullough and
Chesser (1987) and Goodwin (1995), and younger than the date estimated by Harrison et al.
(2003) (~500,000 years ago). The date of divergence reported by Goodwin (1985) was based
on the fossil record. In many cases, genetic divergence may predate the morphological
change registered in the fossil record (Smith and Peterson, 2002; Ho et al., 2005). This is also
observed in the discovery of many cryptic species of mammals where two or more species
that were classified as a single species (similar morphologies) are genetically well
differentiated (Baker and Bradley, 2006; Pfenninger and Schwenk, 2007). McCullough and
Chesser (1987) estimated the date of divergence from the genetic distance between species
calculated from allozyme variation. Allozymes underestimate the genetic variation that is
present in populations and, therefore, may lack resolution for the estimation of dates of
divergence (Hedrick, 2011).

The older date of divergence (~ 500 ka) estimated by Harrison et al. (2003), coincide with the
upper limit retrieved from our analysis. The dates estimated by Harrison et al. (2003) were
based on Bayesian probability using cytochrome b sequences (1,140 bp) from individuals
from Nebraska (C. ludovicianus) and Nuevo Leoén (C. mexicanus), while our analysis was
based on two regions of the mtDNA (1,994 bp) and included individuals from the central
(Colorado) and southern range (Chihuahua, Sonora and New Mexico) of C. ludovicianus
(Castellanos-Morales et al., 2015). Using two different regions (increasing the number of
informative sites and considering different substitution models and mutation rates) will yield
higher resolution in the analysis and better estimates for divergence dates (Ho et al., 2005;

Rokas and Carroll, 2005; McCormack et al., 2011; Morin et al., 2015). Nevertheless,
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mitochondrial DNA has the limitation of being maternally inherited, and in some instances
the control region and cytochrome b sequences have been unable to resolve phylogenetic
relationships (Avise et al., 1987; Morin et al., 2015). Therefore, increasing the amount of
sequence data, that encompassed both nuclear and mitochondrial DNA, will yield better
resolution in future analyses (Rokas and Carroll, 2005; Sanchez-Garcia and Castresana, 2012;
Morin et al., 2015).

Estimated dates of divergence for species and lineages of other arid-adapted taxa in North
America are varied and range from the Miocene and Pliocene to the Pleistocene (Ayoub and
Riechert, 2004; Jaeger et al., 2005; Riddle et al., 2008; Pyron and Burbrink, 2010; Bryson et
al., 2010, 2011, 2012; Hafner and Riddle, 2011; Fernandez, 2011, 2012a, 2012b; Andersen
and Light, 2012; Hope et al., 2012; Streicher et al., 2012; Wilson and Pitts, 2012; Gandara
and Sosa, 2014; Williford et al., 2014). For example, Hope et al. (2012) estimated dates for
the most recent ancestor for the Sorex cinereus complex of shrews (~ 60 ka), and the
southwest clade that distributes in the Great Plains (~ 48 ka) coincident with events of
climatic change during the Pleistocene. Fernandez (2011) estimated divergence for two
lineages (Mexican Plateau and Trans Mexican Volcanic Belt) within the southern rock
deermouse (Peromyscus difficilis) also during the Pleistocene (~700 ka). In contrast, the
estimated dates of divergence between other species endemic to the Oriental Basin and the
Mexican Plateau (such as Xerospermophilus perotensis, Dipodomys ornatus and the
Perognathus flavus species complex) are older, corresponding to the Miocene or the Pliocene,
and have been linked to orogenic events such as the uplift of the Transmexican Volcanic Belt
(Neiswenter and Riddle, 2010, 2011; Fernandez, 2011, 2012a, 2012b).

We recovered two clades within C. ludovicianus. These lineages might coincide with the two
previously recognized subspecies: C. . ludovicianus distributed in a large part of the Great

Plains region from Montana to Texas, and C. /. arizonenesis from New Mexico, Arizona,
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Mexico, and south-western Texas (Hollister, 1916). Analyses on C. gunnisoni have reported
consistency between mtDNA clades and morphological data for subspecies C. g. gunnisoni
and C. g. zuniensis (Sackett et al., 2014). Therefore, further C. ludovicianus analyses should
consider revising the morphological and genetic concordance of the subspecies and the

presence of a contact zone in the southern area of the distribution of C. ludovicianus.

4.2 Ecological niche modelling

ENM methods have shown certain bias for the past prediction of species distribution (Davis et
al., 2014). Nevertheless, they are crucial for the identification of possible events of expansion
and contraction of species ranges, and for the location of putative refugia. Therefore, data
obtained from these analyses should be interpreted carefully and should be corroborated with
independent data (i.e. fossil record and molecular data) (Knowles et al., 2007; Richards et al.,
2007; Knowles and Alvarado-Serrano, 2010; Davis et al., 2014).

The impact of Pleistocene glacial cycles on species genetic diversity and their distribution
ranges throughout western North America are varied (Jaeger et al., 2005; Douglas et al., 2006;
Castoe et al., 2007; Waltari et al., 2007; Bryson et al., 2010; Neiswenter and Riddle, 2010).
Occurrence of at least 11 glacial-interglacial events during the Pleistocene are associated to
diversification of different taxa from the arid lands of North America (N. Gamez et al., in
prep.), and signals of post-Pleistocene population expansion have been reported for many arid
adapted species (Ayoub and Riechert, 2004; Duran et al., 2005; Jaeger et al., 2005; Waltari et
al., 2007; Johnson, 2008; Neiswenter and Riddle, 2010; Rebernig et al., 2010; Andersen and
Light, 2012; Streicher et al., 2012).

The ENM suggests shifts in the geographical range of C. ludovicianus as a response to
climate change during the Pleistocene. During the LGM and LIG the geographical range of

this species was displaced farther west into the Sonoran Desert, and farther south in Mexico
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(Goodwin, 1995; Truett et al., 2006; Mead et al., 2010). According to vegetation records, oak
and fir forests occupied the central and northern area of the Great Plains of North America,
while pinyon-juniper-oak forests distributed in the region of the Chihuahuan Desert (Van
Devender and Spaulding, 1983; Van Devender, 1990; Rebernig et al., 2010). Expansion of
grassland distribution in North America started ~8,000 — 10,000 years ago (Axelrod, 1985),
and it has been considered that the complete range and conditions of modern Chihuahuan
Desert were reached recently. The aridification of this area has been dated to the mid
Holocene (~ 4000 years ago) (Jaeger et al., 2005; Rebernig et al., 2010). Goodwin (1995)
suggested that C. ludovicianus occupied the central and southern area of the Great Plains
throughout the Pleistocene and expanded recently towards the northern area of the Great
Plains. Moreover, Truett et al. (2006) suggested that black-tailed prairie dogs (C.
ludovicianus) were less common in the Chihuahuan Desert during prehistoric times and their
current widespread distribution is linked to the introduction of cattle in the late 1600’s.

Our data also suggests that during the Pleistocene, prairie dogs presented a distribution that
could have promoted isolation and divergence in distinct refugia located in the southern
portion of the current species range (Fig. 4), followed by a post-Pleistocene spatial expansion
that encouraged secondary contact between the southern and south-central clades of C.
ludovicianus. Displacement of distribution ranges during the Pleistocene into one or multiple
refugia has been reported for co-distributed taxa, in some cases followed by south — north
colonization patterns (Rebernig et al., 2010; Neiswenter and Riddle, 2011; Wilson and Pitts,
2012; Williford et al., 2014). During pluvial periods, the closed basin located in southern
New Mexico, northern Chihuahua and Trans-Pecos Texas was filled with lakes, and deserts
were displaced by mesic and riparian vegetation (Hafner and Riddle, 2011). This could have
promoted a disjunct distribution of C. ludovicianus in two areas (east and west of Trans-Pecos

Texas). The location of one refugium in northern Chihuahua, Sonora, Arizona and southern
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New Mexico is also suggested by the presence of a fossil from the Wisconsin-Holocene in
Chihuahua (Goodwin, 1995) and another from the Late Pleistocene in Sonora (Mead et al.,
2010), as well as several fossils from New Mexico from the Late Pleistocene (Goodwin,
1995). In addition, the location of this refugium is further corroborated by the presence of
high mtDNA genetic variation in the area of Chihuahua and New Mexico reported by
Castellanos-Morales et al. (2014, 2015). A second refugium (retrieved by the ENM analyses)
that could be located in southern Texas is corroborated by the presence of several fossils from
the Late Pleistocene in this area (Goodwin, 1995). Nevertheless, analyses of genetic variation
from this area are lacking, and extensive sampling will be needed to corroborate this refugium
and a secondary contact between lineages of C. ludovicianus.

The predicted niche for both species during the LGM supports the hypothesis of the origin of
C. mexicanus from a relict population of C. ludovicianus, followed by population expansion.
Furthermore, the absence of sites with suitable conditions for the establishment of C.
mexicanus in the LIG contrasts with the date of divergence between species ~ 230,000 years
ago (0.1 — 0.43 Ma 95 % HPD). The ENM projection provides evidence that a similar shift at
an earlier time could have led to the divergence between species. In addition, the lower
confidence interval for the estimated date of divergence (100 ka) falls within the LIG and the
divergence between species could have happened during this time. For mitochondrial genes,
the estimated time of divergence can show an important bias towards older dates, and this bias
is more important for recent splits (Sanchez-Garcia and Castresana, 2012). Therefore,
including sequences from nuclear DNA would yield more precise estimates for the date of
divergence (Sanchez-Garcia and Castresana, 2012).

The ENM of C. ludovicianus encompassed that of C. mexicanus from the LIG to the present.
Our results suggest a process of allopatric speciation for the origin of C. mexicanus that

started during the Mid to Late Pleistocene. This is in agreement with the mechanism of
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allopatric speciation described by Loera et al. (2012) where a geographic barrier may cause
habitat fragmentation, and the inability of species to adapt to the new conditions divides the
ancestral populations, promoting isolation and further divergence (Loera et al., 2012). In this
sense, our results suggest the isolation of a population in a refugium located south of the
Southern Coahuila filter-barrier (Baker, 1956; Hafner et al., 2008; Andersen and Light, 2012).
After the initial isolation, the distribution of this lineage remained almost constant since the
LGM, reinforcing isolation and divergence, and driving the speciation process for C.
mexicanus. Accordingly, it has been suggested that the interglacial phases of the Pleistocene
promoted speciation among certain ecological groups (Hope et al., 2012), and that during the
pluvial periods of the Pleistocene the area of the Southern Coahuila filter-barrier was flooded,
and acted as a barrier isolating populations for many mammals (Neiswenter and Riddle, 2010;
Hafner and Riddle, 2011; Andersen and Light, 2012). In addition, many arid-adapted taxa are
characterized by episodes of allopatric differentiation followed by range expansion (Riddle,

1995), such as the suggested origin for C. mexicanus.

4.3 Coalescent simulation for hypothesis testing

The joint use of ENMs for current climatic conditions and projections to the LGM and LIG
and genetic data allow parameterizing demographic models to explain species colonization
processes (Knowles et al., 2007; Knowles and Alvarado-Serrano, 2010). The resulting
hypotheses can then be tested through the application of Approximate Bayesian Computation
(Richards et al., 2007; Cornuet et al., 2008, 2014).

Our analysis determined scenario 7 as the most probable scenario. This scenario includes
events of population expansion for the population from Chihuahua for C. ludovicianus and for
C. mexicanus. Our results suggest that divergence between these sister species occurred ~

230,000 years ago (coincident with the mean date of divergence obtained with BEAST), and
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is older than the divergence proposed by Goodwin (1995) and McCullough and Chesser
(1987). This interval encompasses events of climate change during the Pleistocene.

The posterior probability for this scenario was lower than 0.5, with considerable type I and
type Il errors. These results suggests that even if scenario 7 was the most probable between
the scenarios tested, the dates of divergence between scenarios 6, 7 and 8 were not different
enough to attain higher confidence in scenario choice (130, 230 and 430 ka). The lack of
resolution could relate to the fact that the dates of divergence proposed in these scenarios are
within the confidence intervals obtained from BEAST (0.1 — 0.43 Ma 95 % HPD).

Our results suggest that the evolutionary history of prairie dogs is complex. Data from the
fossil record and the demographic history of these species suggest that C. ludovicianus has
undergone several processes of demographic contraction and expansion, ending in the most
recent fragmentation of the historical range due to anthropogenic activities. Including more
molecular markers and samples from the entire distribution of C. ludovicianus may add
resolution to the history of C. ludovicianus. According to our results from ENMs, the
distribution range of C. mexicanus increased ~ 50% since the Last Glacial Maximum and
effective population size increased ~10-fold since species divergence.

Estimates for effective population size for scenarios 6, 7 and 8 were consistent. Accordingly,
when considering peripatric speciation we should expect to find smaller effective population
sizes of endemics compared to the sister species, and significant asymmetry in range size
between sister species (Barraclough and Vogler, 2000; Ikeda et al., 2012; Blair et al., 2014).
Our results suggest that C. mexicanus has smaller effective population sizes than its sister
species, and significant asymmetry in range size compared to C. ludovicianus. The data,
therefore, support the hypothesis of peripatric speciation for the origin of this endemic species

of the Mexican Plateau.
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5. CONCLUSIONS AND FUTURE DIRECTIONS

The joint use of ENM and statistical phylogeography provided independent evidence, which
allowed testing the hypothesis of the origin of an endemic species (C. mexicanus) through
peripatric speciation. We corroborated that C. mexicanus is a palacoendemic species that
originated from a peripheral population of C. /udovicianus isolated ~ 230,000 years ago (0.1 —
0.43 Ma 95 % HPD).

Additionally, we found strong biogeographical substructure within the Chihuahuan Desert
(Hafner and Riddle, 2011), related to contraction-expansion dynamics promoted by
Pleistocene climate changes, and identified the presence of two climatically stable areas in the
southern area of the distribution range of C. ludovicianus. Isolation of these populations was
followed by Pleistocene-Holocene population expansion that resulted in secondary contact
between lineages for C. ludovicianus.

We recognize the need for a more detailed sampling within the distribution range of C.
ludovicianus to evaluate the Pleistocene refugia hypotheses outlined above, to determine
further genetic subdivision within this species, to delineate the contact zone between the
mtDNA lineages that constitute this species, and to quantify the degree of isolation between
the colony located in Sonora and the rest of the species distribution. Furthermore, a genomic
approach will allow testing hypotheses regarding niche conservatism, ecological speciation

and local adaptation between this sister species and among lineages within C. ludovicianus.
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SUPPORTING INFORMATION

Table S1. Number of individuals per haplotype for a) C. ludovicianus and b) C. mexicanus.
GenBank accession number for each haplotype KP217107 — KP217125 comprise haplotypes
CL1—-CL19 and KP217126 — KP217141 comprise haplotypes CM1 — CM16 as reported in

Castellanos-Morales et al. 2015.
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Figure S1. Map depicting the geographic distribution and frequency of the haplotypes
reported for C. ludovicianus per site and C. mexicanus per colony.

Figure S2. Occurrence points used to build the ENMs for C. ludovicianus (a) and C.
mexicanus (b).

Figure S3. AUC curves obtained from the MaxEnt analysis for C. ludovicianus (a) and C.
mexicanus (b).

Figure S4. Results from the Jackknife procedure from MaxEnt for C. ludovicianus (left
column) and C. mexicanus (right column). Regularized training gain (top row) and test gain
(bottom row).

Figure SS. Probability of presence for C. ludovicianus (right column) and C. mexicanus (left
column) at present (top), LGM (middle) and LIG (bottom) obtained with MaxEnt.
Appendix S1. Supplementary methods and results for the DIYABC analyses.

Table S2. Prior distributions of model parameters in DIYABC.

Figure S6. Graphic representation of the eight scenarios simulated in DIYABC for the
partitioned data. n1 —n3 effective population size (V) for Chihuahua, Sonora and C.
mexicanus, respectively; t1, time (in generations) to the population expansion in scenarios 5
to 8; t2, time (in generations) to the divergence of Chihuahua and Sonora within C.
ludovicianus; tal — ta4, time (in generations) to the divergence of species considering four
hypotheses: 20 — 40 ka, 120 — 140ka, 220 — 240 ka and 420 — 440 ka. For the scenarios of
population expansion: n4 is the N, for C. mexicanus before the population expansion, n5 is the
N, for the population from Chihuahua before population expansion, and n6 is the sum of N,
from Chihuahua and Sonora before the split of these populations (represent the ancestral N, of

C. ludovicianus).

TABLE AND FIGURE LEGENDS

102



Table 1.- Confidence values in model choice from approximate Bayesian computation (ABC)
analysis for black-tailed prairie dogs (Cynomys). Model performance indicated by the type I
and type II errors (rows and columns, respectively) estimated for the 8 scenarios tested in the

analysis.

Table 2.- Estimated parameters (effective population size (V) and time since divergence in
years (#)) for the 3 scenarios that showed the highest posterior distribution (scenarios 6, 7 and

8).

Figure 1.- Distribution range and sampled sites of an endemic species from the Mexican
Plateau (Cynomys mexicanus; orange triangles), and its sister widespread species (Cynomys

ludovicianus; green diamonds).

Figure 2.- Gene genealogy for partitioned control region and cytochrome b regions of the
mtDNA for sister species C. ludovicianus and C. mexicanus. Haplotypes CL1 to CL19
correspond to the 19 haplotypes found in C. ludovicianus from Chihuahua (CL1 to CL12),
Sonora (CL13), New Mexico (CL5, CL14 to CL16) and Colorado (CL17 to CL19).
Haplotypes CM1 to CM16 correspond to the haplotypes found in C. mexicanus from 6
colonies within the species distribution area in the Mexican Plateau. Sequences from C.
gunnisoni, X. spilosoma and X. perotensis obtained from GenBank were used as outgroups.
Number above branch represent diversification dates and numbers below branch its posterior

probability.

Figure 3.- Ultrametric genealogy depicting the dates of divergence between Cynomys

ludovicianus and C. mexicanus and between lineages (South-Central Clade: SCC, and
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Southern Clade: SC) estimated with BEAST v 1.7.5 using two calibration points obtained
from the fossil record highlighted with a black circle each (Goodwin, 1995). Haplotypes CL1
to CL19 correspond to the 19 haplotypes found in C. ludovicianus from Chihuahua (CL1 to
CL12), Sonora (CL13), New Mexico (CL5, CL14 to CL16) and Colorado (CL17 to CL19).
Haplotypes CM1 to CM16 correspond to the haplotypes found in C. mexicanus from 6
colonies within the species distribution area in the Mexican Plateau. Sequences from C.
gunnisoni, X. spilosoma and X. perotensis obtained from GenBank were used as outgroups.
Number above branch represent diversification dates and numbers below branch its posterior

probability.

Figure 4.- Predicted distribution of C. /udovicianus and C. mexicanus for the present day
(current), the Last Glacial Maximum (LGM; ~ 21 ka) and the Last Interglacial (LIG; ~130
ka), showing stable areas (refugia) at the intersection between the three models for each

species and between species.
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Table 1.- Confidence values in model choice from approximate Bayesian computation (ABC) analysis for black-tailed prairie dogs (Cynomys).

Model performance indicated by the type I and type II errors (rows and columns, respectively) estimated for the 8 scenarios tested in the analysis.

Scenario Stable Expanded
20 -40 ka 120 - 140 ka 220 - 240 ka 420 - 440 ka 20 -40 ka 120 - 140 ka 220 - 240 ka 420 - 440 ka
Posterior probability 0.0000 0.0109 0.0172 0.0586 0.0053 0.2803 0.4475 0.1802
Confidence intervals (0.00,0.00)  (0.00,0.0532)  (0.00, 0.0592) (0.0154,0.1018)  (0.00, 0.0479)  (0.2427, 0.3179) (0.4110, 0.4840) (0.1246, 0.2357)
Model Performance %
20 -40 ka 87.4 11.2 1.2 0.2 0 0 0
= 120 - 140 ka 9.0 65.0 21.0 5 0 0 0
?/g) 220 - 240 ka 0.6 28.6 50.6 20.2 0 0 0
420 - 440 ka 0 3.4 27.8 68.2 0.6 0 0 0
- 20 -40 ka 0.0 0.0 0.0 0.0 86.8 9.0 2.0 2.2
- 120 - 140 ka 0 0 0 0 7 51.6 20.8 20.6
£ 220 - 240 ka 0 0 0 0 1.4 24 322 424
= 420 - 440 ka 0 0 0 0 0.6 5.6 21.8 72
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Table 2.- Estimated parameters (effective population size (V) and time since divergence in

years (¢)) for the 3 scenarios that showed the highest posterior distribution (scenarios 6, 7 and

8).

Parameter Scenario
6 7 8
Effective Population Size (N.)
Ancestral
C. mexicanus 47,470 52,140 47,340
C. ludovicianus 5,051,000 5,443,000 4,919,000
Southern clade before expansion 54,262 57,183 54,760
Current
C. mexicanus 508,200 540,800 511,200
C. ludovicianus 5,061,790 5,209,750 4,988,180
Time since divergence in years
Population expansion 9,824 11,222 9,708
Species Divergence 130,020 230,000 430,000

106



8
'-' =00
..' 3000
i 2500
d 2000
9 - 4000 180
1000
3000 =
2000
8 —
=120 -1018 -1010 -1008 1000 -G0S -B6.0
4 C. mexicanus
g - * C.ludovicianus
T I I I
-130 -120 110 -100 -90 -80

C. mexicanus C. ludovicianus

107




CG2

L cGg1 Cynomys gunnisoni

0.71 cL10

C. mexicanus

South-Central Clade ==

C. ludovicianus

Southern Clade —

T X1 Xerospermophilus spilosoma

0.02

L—xs2
[ XP2

X. perotensis
|—1XP1 P

108



224
[1.83, 2.69)

0.48
[0.13,1.02]

1

1

0.09
(0.03,0.19) 4

0.16
0.07,0.29]

0.99

loool'o(;’lﬂ'

0.7
(0.57, 0.84)

0.23 ~
(0.1,0.43]
1

007 —~
: 10.03,0.14]

0.03 «
0, 0.08]
0.99

—m——— ] Xerospegmophi
cerrepagophiun

cL14
LS
cLis scc
L7
cL19

ai sc

C. gunnison

20

C ludovicianus

C mexicanus

C. ludovicianus
@ current
O LGm
W LG

C. mexicanus
B current
B LG™m

109




SUPPORTING INFORMATON
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Peripatric speciation of an endemic species driven by Pleistocene climate change: the case of the Mexican prairie dog (Cynomys mexicanus).

Table S1. Number of individuals per haplotype for a) C. ludovicianus and b) C. mexicanus. GenBank accession number for each haplotype
KP217107 — KP217125 comprise haplotypes CL1 — CL19 and KP217126 — KP217141 comprise haplotypes CM1 — CM16 as reported in

Castellanos-Morales et al. 2015.

Gabriela Castellanos-Morales, Niza Gdmez, Reyna A. Castillo-Gamez and Luis E. Eguiarte

a) Cynomys ludovicianus haplotype per site.

) Haplotype
Site CL1 CL2 CL3 CL4 CL5S CL6 CL7 CL8 CL9 CL10 CLI11 CL12 CL13 CL14 CL15 CL16 CL17 CL18 CL19
Chi 43 2 7 19 8 34 18 1 2 8 6 1 0 0 0 0 0 0 0
Son 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 59 0 0 0 0 0 0
NM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 1 1 0 0 0
COL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 2 1
All 43 2 7 19 8 34 18 1 2 8 6 2 59 2 1 1 7 2 1
b) Cynomys mexicanus haplotype per colony
Colony Haplotype
CM1 CM2 CM3 CM4 CM5 CM6 CM7 CM8 CM9 CMI0 CMI11 CM12 CM13 CM14 CM15 CMI16
AT 3 4 8 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EG 0 0 0 0 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ESA 0 0 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LA 0 0 8 0 0 0 0 8 7 0 0 0 0 0 0 0
LS 0 0 12 0 0 0 0 2 0 2 1 1 0 0 0 0
LT 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 3 3
All 3 4 34 1 4 1 1 10 7 2 1 1 1 1 3 3
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Figure S1. Map depicting the geographic distribution and frequency of the haplotypes reported for C. ludovicianus per site and C. mexicanus per

colony.
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Figure S2. Occurrence points used to build the ENMs for C. ludovicianus (a) and C.

mexicanus (b).
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Figure S3. AUC curves obtained from the MaxEnt analysis for C. ludovicianus (a) and C.
mexicanus (b).
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Figure S4. Results from the Jackknife procedure from MaxEnt for C. ludovicianus (left

column) and C. mexicanus (right column). Regularized training gain (top row) and test gain

(bottom row).
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Figure S5. Probability of presence for C. ludovicianus (left column) and C. mexicanus (right

column) at present (top), LGM (middle) and LIG (bottom) obtained with MaxEnt.
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Appendix S1. Supplementary methods and results for the DIYABC analyses.
Supplementary methods

Initial simulations were conducted to select the summary statistics that were more informative
for each molecular marker to conduct the analysis and to ensure that the parameters of the
simulation yielded datasets similar to the empirical dataset (Bertorelle et al., 2010; Chan et al.,
2011). A total of 54 summary statistics were calculated for the partitioned control region (one
sample summary statistics: number of segregating sites, private segregating sites, mean of
numbers of the rarest nucleotide at segregating sites; two sample summary statistics: mean of
pairwise differences (W), Fs7), cytochrome b (one sample summary statistics: number of
haplotypes, number of segregating sites, private segregating sites, mean number of the rarest
nucleotide at segregating sites; two sample summary statistics: number of haplotypes, number
of segregating sites, mean of pairwise differences (W), Fsr) and nuclear microsatellite loci
(one sample summary statistics: mean number of alleles, mean genic diversity; two sample
summary statistics: mean number of alleles, mean genic diversity, Fsr). One sample summary
statistics estimated for the control region for each group were the number of segregating sites,
private segregating sites and mean of number of the rarest nucleotide at segregating sites; the
two sample summary statistics estimated were mean of pairwise differences (W) and Fisr. For
the cytochrome b, the one sample summary statistics calculated were number of haplotypes,
number of segregating sites, private segregating sites and mean of numbers of the rarest
nucleotide at segregating sites; the two sample summary statistics were number of haplotypes,
number of segregating sites, mean of pairwise differences (W) and Fsr. For ten microsatellite
loci, the one sample summary statistics estimated were mean number of alleles and mean
genic diversity; while the two sample summary statistics estimated were mean number of

alleles, mean genic diversity and Fsr.
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Broad priors were chosen to account for the absence of information to constrain prior
for model parameters (Knowles and Alvarado-Serrano, 2010) (Table S1). The prior
distributions for the time parameters were defined to encompass temporal intervals of 20 — 40
ka, 120 — 140 ka, 220 — 240 ka and 420 — 440 ka considering a generation time of two years.
The mutation rates for cytochrome among taxa of mammals have shown up to 2 orders of
magnitude rate variation (Nabholz et al., 2008). Therefore, we used broad intervals for the
mutation rates of the control region and cytochrome b used in the simulations: 1 x 107" to 1 x
10" for the control region, and 1 x 107" to 1 X 10°® for the cytochrome b. We also set broad

intervals for the mutation rate of microsatellites: 1 x 107 to 1x10™*,

Parameter estimation and model check procedure
The posterior probability of each scenario was estimated in DIYABC (Cornuet et al., 2014)
by weighted polychotomous logistic regression on the 1% of simulated datasets closest to the
observed after a linear discriminant analysis on summary statistics. For the best-supported
scenario, the posterior probability of time and demographic parameters were estimated, after a
logit transformation. This was achieved by local regression on the 1% simulations closest to
the observed data. To assess the bias of the mean parameter estimates, we generated 500
simulated datasets after a logit transformation of parameters. The bias in the estimation of
parameters was measured with the average relative bias, which considers the difference
between the simulated point estimate and the true value, divided by the true value, averaged
over the 500 simulated datasets (Cornuet et al., 2010).

We estimated type I and type II error rates among the 500 simulated datasets
generated under each scenario to evaluate the ability of the ABC analysis to discriminate
between scenarios. To evaluate whether the best-supported scenario could successfully

reproduce the observed data, 10,000 pseudo-observed datasets were simulated from the
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posterior. To avoid over-estimating the quality of the fit, model checking was performed
using the summary statistics not used during the inference steps (Cornuet et al., 2010). The
result form this test showed that the best-supported scenario (scenario 7) could not
confidently estimate 8§ summary statistics: for microsatellite data, mean Garza-Williamson’s
M (MGW) for Sonora; for the control region, number of haplotypes (NHA) for C. mexicanus,
mean of pairwise differences (MPD) for Chihuahua, variance of pairwise differences for
Chihuahua (VPD), and number of segregating sites among Chihuahua and C. mexicanus
(NS2); and for the cytochrome b, MPD for Chihuahua, VPD for Chihuahua, and Tajima’s D
(DTA) for C. mexicanus. Scenario 8 could not confidently estimate 9 summary statistics: for
microsatellite loci, MGW for Sonora, classification index (LIK) between Chihuahua and C.
mexicanus; for the control region, MPD for Chihuahua and for C. mexicanus, and VPD for
Chihuahua; and for the cytochrome b, MPD for Chihuahua, VPD for Chihuahua, and DTA for
Chihuahua and for C. mexicanus. Finally, scenario 6 could not confidently estimate 6
summary statistics: for microsatellite loci, MGW for Sonora; for the control region, NHD for
C. mexicanus, MPD for Chihuahua, and VPD for Chihuahua; and for the cytochrome b, MPD

for Chihuahua, VPD for Chihuahua, and DTA for C. mexicanus.
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Table S2. Prior distributions of model parameters in DIYABC.

Prior Distribution Min Max Mean  st. deviation
Effective  Chihuahua nl UN 1,000 10,000,000
population g, n2 UN 1,000 100,000
SEES ¢ mexicanus n3 UN 10,000 1,000,000
Ancestral C. mexicanus n4 UN 1,000 100,000
Chihuahua before population expansion n5 UN 10 10,000
Ancestral C. ludovicianus n6 UN 100,000 10,000,000
Time Time since population expansion tl UN 10 10,000
Time since divergence between Chihuahua and Sonora t2 UN 10 200,000

tal NO 10,000 20,000 15,000 5,000

. . ) . ta2 NO 60,000 70,000 65,000 5,000

Time since divergence between species ’
ta3 NO 110,000 120,000 115,000 5,000
tad NO 210,000 220,000 215,000 5,000

Time defined considering a generation time of 2 years. UN, uniform distribution; NO, normal distribution.
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Figure S6. Graphic representation of the eight scenarios simulated in DIYABC for the partitioned data.

nl —n3 effective population size (V) for Chihuahua, Sonora and C. mexicanus, respectively; t1, time

(in generations) to the population expansion in scenarios 5 to 8; t2, time (in generations) to the

divergence of Chihuahua and Sonora within C. ludovicianus; tal — ta4, time (in generations) to the

divergence of species considering four hypotheses: 20 — 40 ka, 120 — 140ka, 220 — 240 ka and 420 —

440 ka. For the scenarios of population expansion: n4 is the N, for C. mexicanus before the population

expansion, n5 is the N, for the population from Chihuahua before population expansion, and n6 is the

sum of N, from Chihuahua and Sonora before the split of these populations (represent the ancestral N,

of C. ludovicianus).
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Capitulo 3. Conservacion de Cynomys mexicanus: el papel de la conservacion ex sifu en la
persistencia de especies en peligro de extincion.

Gabriela Castellanos-Morales, Yocelyn T. Gutiérrez-Guerrero y Luis E. Eguiarte.

Resumen

Uno de los objetivos principales de la conservacion ex sifu es realizar crianza en cautiverio con la
finalidad de proveer individuos para reestablecer poblaciones silvestres. Sin embargo, las poblaciones
cautivas pueden presentar problemas genéticos relacionados con un tamafio poblacional pequefio.
Entre estos se encuentra la depresion por endogamia, la fijacion progresiva y acumulacion de
mutaciones deletéreas relacionadas con la accion de la deriva génica, la pérdida de diversidad genética
debida a la consanguinidad y a la deriva génica, y la adaptacion genética al cautiverio. Por lo tanto, el
primer paso en los programas de reintroduccion debe ser evaluar los niveles de variacion presentes en
las poblaciones cautivas/fundadoras y las poblaciones silvestres. El objetivo del presente estudio fue
evaluar la variacion genética presente en una poblacion de Cynomys mexicanus cautiva en el Museo del
Desierto, una especie endémica de México y en peligro de extincion. Se utilizaron datos moleculares
obtenidos de la region control y el citocromo b del ADN mitocondrial y 10 microsatélites nucleares
para estimar los valores de diversidad genética de esta poblacion y compararla con poblaciones
silvestres. Los perros llaneros mexicanos de la poblacion cautiva presentaron alta variacién genética a
nivel nuclear (Hz = 0.52) y mitocondrial (Hd = 0.692) en comparacion con las poblaciones silvestres y
coeficiente de endogamia no significativo (Fjs = 0.065). Se detecto la presencia de 3 haplotipos
mitocondriales que sugieren que la poblacion fue fundada con al menos 3 hembras reproductivas. La
poblacion es similar a la poblacién fundadora reportada (Los Angeles, Coahuila) que a su vez se
encuentra diferenciada del resto de las colonias analizadas. Los resultados sugieren que la poblacion
del Museo del Desierto fue fundada por individuos provenientes de distintos grupos familiares de la
colonia Los Angeles, o bien de varias colonias. Sin embargo, no se lograron identificar otras
poblaciones fundadoras. Es necesario ampliar el muestreo de poblaciones silvestres. Ademas, el
tamano censal limitado de esta poblacion hace que para fines de reintroduccion sea necesario utilizar
individuos provenientes de varias poblaciones cercanamente relacionadas y/o con altos niveles de
variacion genética como La Trinidad y La Soledad. Finalmente, es necesario evaluar la permanencia
de las poblaciones a mediano y largo plazo para incrementar el éxito de los programas de manejo y

conservacion.
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1. Introduccion

Las poblaciones cautivas de origen conocido pueden proveer material importante para el
desarrollo de investigaciones genéticas y moleculares que permitan comprender la diversidad (Gippoliti
y Amori 2007; Liu et al. 2014; Shan et al. 2014). En este sentido, uno de los objetivos principales de la
conservacion ex sifu es realizar crianza en cautiverio para proveer individuos de especies en riesgo para
reestablecer poblaciones silvestres (Montgomery et al. 1997; Mathews et al. 2005; WAZA 2005;
Lascurdin et al. 2009; Pritchard et al. 2011; Shan et al. 2014). Sin embargo, el éxito de los programas
de reintroduccion es poco frecuente y la sobrevivencia de los individuos puede ser baja atin después de
llevar a cabo medidas cuidadosas de preparacion previas a la liberacion (Mathews et al. 2005; Soorae
2013; Liu et al. 2014). Se ha observado que los individuos reintroducidos a partir de poblaciones
criadas en cautiverio presentan mortalidad mayor que los individuos translocados desde poblaciones
silvestres (Griffith et al. 1989; Wolf et al. 1996; Fischer y Lindenmayer 2000; Mathews et al. 2005;
Jule et al. 2008). La falla de los programas de reintroduccion a partir de poblaciones cautivas puede
relacionarse con un conjunto de problemas genéticos que pueden estar presentes en estas poblaciones.
Estos problemas incluyen un alto nivel de endogamia relacionado con un tamafio poblacional pequefio
que pueden generar la fijacion progresiva y acumulacion de mutaciones deletéreas, asi como procesos
relacionados con la deriva génica, la pérdida de diversidad genética y la adaptacion genética al
cautiverio, que pueden resultar deletéreos en vida silvestre (Montgomery et al. 1997; Lascurain et al.
2009; Lees y Wilken 2009; Robert 2009; Frankham 2010; Laikre et al. 2010; Liu et al. 2014). Por lo
anterior, la variacion genética es escencial para que las especies puedan responder al cambio ambiental
(Briscoe et al. 1992; Frankham et al. 2004; Laikre et al. 2010). El enfoque clasico y principal del
manejo genético de las poblaciones cautivas se ha centrado en mantener la variacion genética y
minimizar la endogamia (Briscoe et al. 1992; Rodriguez-Clark y Sdnchez-Mercado 2006; Frankham
2010; Witzenberger y Hochkirch 2011; Liu et al. 2014; Soto-Calderon et al. 2015).
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Por otro lado, la reintroduccién de las poblaciones cautivas a la vida silvestre puede resultar en
una reduccion en la viabilidad y en la adecuacion de las poblaciones silvestres (Laikre et al. 2010;
Brandt et al. 2014). Esto se relaciona con la pérdida de variacion genética, la pérdida de genes
adaptativos, los cambios en la composicion genética y la ruptura de la estructura poblacional (Laikre et
al. 2010; Brandt et al. 2014; Liu et al. 2014; Shan et al. 2014). Por lo tanto, el primer paso para los
programas de reintroduccion deberia ser siempre evaluar los niveles de variacion presentes en las
poblaciones cautivas/fundadoras y en las poblaciones silvestres (Lees y Wilken 2009; Laikre et al.
2010; Pritchard et al. 2011; Maschinski et al. 2013; Brandt et al. 2014; Liu et al. 2014; Shan et al. 2014;
Soto-Calderon et al. 2015). Este enfoque permitird maximizar la sobrevivencia al ligar el conocimiento
disponible sobre poblaciones cautivas y silvestres para mejorar las practicas de manejo (Pritchard et al.
2011; Liu et al. 2014; Shan et al. 2014; Soto-Calderon et al. 2015). A continuacion se debe identificar
a las poblaciones diferenciadas geograficamente que puedan garantizar los esfuerzos de conservacion,
tanto in situ como ex situ, en el mediano y largo plazo (Gippoliti y Amori 2007; Brandt et al. 2014;
Soto-Calderodn et al. 2015).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la variacion genética presente en una poblacion ex
situ de C. mexicanus localizada en el Museo del Desierto, Saltillo, Coahuila, y evaluar si ésta
representa una poblacion candidata para esfuerzos de reintroduccion. Se utilizaron datos moleculares
(la region control y el citocromo b del ADN mitocondrial y 10 loci de microsatélites nucleares) para
estimar los valores de diversidad genética en la poblacion cautiva y compararla con datos reportados
para poblaciones silvestres (Castellanos-Morales et al. 2015 ver capitulo 1). Se determind la
diferenciacion genética de la poblacion cautiva respecto a las poblaciones silvestres, y se evaluo la
pertinencia de utilizar esta poblacion para propositos de reintroduccion. Ademads, se realizaron analisis
de correlacion para determinar si el tamafio de la colonia o la conectividad afectan los niveles de

variacion genética presentes en las colonias silvestres.

2. Materiales y métodos

2.1 Cynomys mexicanus

Los perros llaneros mexicanos son una especie endémica al Altiplano Mexicano que ocupa los
pastizales gipsofilos localizados en los valles intermontanos de una regién de 477 km” de los estados de
Nuevo Leoén, Coahuila y San Luis Potosi (Trevifio-Villarreal y Grant 1998; Scott-Morales et al. 2005).
Esta area es considerada como Region Terrestre Prioritaria y Area de Importancia para la Conservacion

de las Aves de México (Hernandez-Gomez et al. 2009).
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Los perros llaneros son considerados especies clave e ingenieros ecosistémicos (Slobodchikoff
et al. 2009). Sin embargo, para 1998 la distribucion de esta especie se habia reducido en un 62%
debido a los cambios en el uso de suelo, el sobrepastoreo y la sequia (Ceballos et al. 1993; Treviio-
Villarreal y Grant 1998; Estrada-Castillon et al. 2009; Hernandez-Gomez et al. 2012). Las poblaciones
que se encontraban en Zacatecas estan extintas actualmente, y en San Luis Potosi ocupan sélo el 2%
del area histdrica reportada para el estado (Hernandez-Goémez et al. 2012). Gonzalez et al. (2012)
reportaron que para 2012 el &rea ocupada por colonias de perritos en su area de distribucion era de
284.2 km?, alrededor del 50% del 4rea reportada en 1998 (Trevifio-Villarreal y Grant 1998). Esta
especie endémica es considerada como en peligro de extincion por la Norma Ecolégica Mexicana
(NOM-ECOL-2010 — SEMARNAT 2010) y la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN 2014). Ademas, se encuentra listada en el Apéndice I del Convenio Internacional
para el Comercio de Especies en Riesgo (CITES 2013 — www.cites.org).

Los perros llaneros viven en colonias que estan conformadas por grupos familiares. Estos
grupos familiares estan constituidos por varias hembras emparentadas, 1 o 2 machos no relacionados, y
sus crias. Las hembras son filopatricas y la dispersion estd dada por los machos (Ceballos y Wilson
1985). La época reproductiva inicia a finales de enero y se extiende hasta finales de abril, cuando las
crias emergen de las madrigueras, aunque se ha reportado cierta variacion entre poblaciones (Trevifio-
Villarreal 1990; Mellink y Madrigal 1993; Rioja-Paradela et al. 2008). Analisis genéticos previos han
reportado que los niveles de variacion genética en las poblaciones silvestres de esta especie son altos y
que la estructura genética de las poblaciones est4 influenciada por la diferenciacion entre grupos
familiares dentro de cada colonia (McCullough y Chesser 1987; Castellanos-Morales et al. 2015 ver
capitulo 1).

2.2 Muestreo

En febrero del 2012 se obtuvieron 18 muestras (10 hembras adultas y 8 machos adultos) de una
poblacion ex situ de C. mexicanus. Los individuos muestreados representan 80% del total de la
poblacion en cautiverio en el momento del muestreo. Esta poblacion se localiza en el Museo del
Desierto, en la ciudad de Saltillo, Coahuila, México. De acuerdo con informacion proporcionada por el
equipo del Museo del Desierto, esta poblacion fue establecida por cinco individuos fundadores (de
edad y sexo desconocido), hace aproximadamente 10 afios. La poblacion fundadora provino de una
colonia localizada en el Rancho Los Angeles (LA; —100.98W, 25.11N), Coahuila, manejada por la

Universidad Autonoma Agraria Antoino Narro (F. Toledo 2012, com. pers.).
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Se colocaron trampas de caja, tipo tomahawk, en una cuadricula de 4 X 5 trampas durante tres
dias. Las trampas fueron cebadas con una combinacidn de nueces y semillas proporcionadas por el
Museo del Desierto. Se colectd una muestra de tejido de 1 mm tomado de la punta de la cola de cada
individuo siguiendo el método descrito por Castellanos-Morales et al. (2015, ver capitulo 1) y Gutiérrez
Guerrero (2014). El tejido fue almacenado en un tubo Eppendorff de 2 mL y se mantuvo a —80° C
hasta la extraccion del ADN.

Se registro el sexo, la edad y el peso de cada individuo capturado. Adicionalmente, se
obtuvieron datos del area de la colonia (en hectareas) y el indice de conectividad (sumatoria de la
distancia entre los bordes de colonias cercanas) de las poblaciones silvestre publicados por Trevifio-

Villarreal y Grant (1998).

2.3 Datos genéticos

Se realiz6 extraccion del ADN total con el Qiagen blood and tissue kit (QIAGEN Sample &
Assay Technologies, Hilden, Alemania), siguiendo el protocolo provisto por el fabricante. Se
amplifico la region control y el citocromo b del ADN mitocondrial siguiendo las condiciones
reportadas por Castellanos-Morales et al. (2015, ver capitulo 1). También se amplificaron 10 loci
nucleares de microsatélite disenados por Jones et al. (2005) para C. ludovicianus, siguiendo las
condiciones reportadas por Castellanos-Morales et al. (2014 ver apéndice 1; 2015 ver capitulo 1) y
Gutiérrez-Guerrero (2014).

Se estimaron los niveles de variacion genética para ambos marcadores. Se utiliz6 GENODIVE
(Meirmans y Van Tienderen 2004) para obtener los valores de riqueza alélica (4), la heterocigosis
observada (Hp) y la heterocigosis esperada (Hg) para los loci de microsatélite. Se utilizo6 DnaSP v5
(Librado y Rozas 2009) para obtener el nimero de sitios segregantes (S), el nimero de haplotipos (%),
la diversidad haplotipica (H,) y la diversidad nucleotidica (r) de los marcadores mitocondriales. Se
compararon los datos con los valores reportados por Castellanos-Morales et al. (2015, ver capitulo 1)
para 6 poblaciones silvestres (incluyendo la poblacion fundadora).

Para explorar la relacion entre los haplotipos presentes en la poblacion cautiva y las poblaciones
silvestres, se construyo6 un red de haplotipos colapsada (collapsed median joining network) con
Network 4.6.1.1 (Fluxus-engineering 2014) utilizando el criterio de menor costo y los parametros
provistos por el programa. En este analisis se incluyeron tinicamente los sitios variables y gaps. Se

utilizé la opcion MP para limpiar la red y se utilizo el arbol més corto.
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Figura 1. Distribucion geografica de C. mexicanus (poligono con lineas diagonales) y ubicacion de las
poblaciones silvestres muestreadas (triangulos naranjas). La estrella sefiala la poblacion de Rancho Los
Angeles (LA), fundadora putativa del Museo del Desierto. LA: Los Angeles; AT: Artesillas; LS: La
Soledad; LT: La Trinidad; EG: El Gallo; ESA: El Salero; SMOr: Sierra Madre Oriental.

Se realiz6 un andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) para los loci de
microsatélite y el ADN mitocondrial utilizando el paquete adegenet (Jombart 2008; Jombart y Ahmed
2011) para R v. 3.0.2 (R Core Development Team 2013). Este es un método multivariado que resume
la diferenciacion genética entre grupos. Define un modelo en el que la variacion genética se reparte en
un componente dado por la variacion contenida entre grupos y la variacion dentro de los grupos,
removiendo el componente de variacion dentro de los grupos. Para este andlisis, se retuvieron 30
componentes principales y se seleccionaron dos funciones discriminantes. Adicionalmente se realizé
un analisis con Structure 2.2 (Pritchard et al. 2000), utilizando los microsatélites nucleares para
determinar la poza génica a la que los individuos del Museo del Desierto eran asignados. Se
implementod el modelo de admixture con frecuencias alélicas correlacionadas, sin considerar las
poblaciones originales. Inicialmente, se realizé una corrida con remuestreo de cadenas de Markov
Monte Carlo (MCMC) utilizando 250000 pasos y burn-in de 50000 pasos, utilizando los datos de las
poblaciones silvestres. Se realizaron 5 iteraciones para cada K (nimero de clusters), utilizando K =1 -
10. Con esta corrida previa se reviso la convergencia de los datos. Posteriormente se realizaron dos

corridas independientes con remuestreo de MCMC cada 500000 pasos y un burn-in de 100000 pasos,
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utilizando 10 repeticiones para K = 1 — 5. Se utilizo6 el programa Structure Harvester
(http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/) para determinar el valor de K a partir del valor de
In(P), seleccionando la mejor probabilidad posterior y la menor varianza entre reperticiones (Pritchard
et al. 2000). Finalmente, para determinar el grupo genético al que son asignados los individuos del
Museo del Desierto se realizo una corrida con los mismos pardmentros, pero fijando el valor de K
obtenido previamente. Alternativamente se realizd un andlisis de asignacion/exclusion de genotipos en
el programa GENECLASS?2 (Piry et al. 2004). Se utiliz6 el método Bayesiano de Ranala y Mountain
(1997) para determinar el porcetaje de asignacion de cada individuo de MD a las seis poblaciones
silvestres. Este analisis tiene la ventaja de que no requiere que la poblacion verdadera haya sido
muestreada (Manel et al. 2002).

Se realizaron analisis de regresion lineal para poner a prueba la correlacion entre las medidas de
diversidad genética para el ADN mitocondrial (Hd y ) y los datos de microsatélites nucleares (4, Ho 'y
Hp) reportados por Castellanos-Morales et al. (2015, ver capitulo 1), contra las medidas del area de la
colonia y el indice de conectividad reportados por Trevifio-Villarreal y Grant (1998) con el programa R
(R Core Development Team 2013). Los datos de area de la colonia e indice de conectividad fueron
transformados logaritmicamente. Ademas, se compard la masa corporal de los perros llaneros cautivos
y de poblaciones silvestres para poner a prueba el efecto del cautiverio sobre esta medida corporal por
medio de un anélisis de ANOVA realizado en R (R Core Development Team 2013). En este sentido,
se esperaria que los perros llaneros de cautiverio presenten mayor masa corporal que los perros llaneros
silvestres, dada la disponibilidad de alimento. Finalmente, se prob¢ si existe una correlacion entre el
coeficiente de endogamia (Fjs) individual y la masa corporal de cada individuo adulto. Se obtuvo el
coeficiente de endogamia individual con el paquete adegenet para R y se realiz6 una regresion lineal,

también con R, contra el logaritmo del peso de los individuos adultos.

3. Resultados
3.1 Datos genéticos
Se encontr6 un total de 35 alelos en la poblacion de cautiverio (2 — 6 alelos por locus). La
riqueza alélica fue de 3.5 alelos por locus y, el locus C116 result6 monomorfico para el Museo del
Desierto (MD). Unicamente el locus A119 present6 un alelo (115) que no fue reportado para las
poblaciones silvestres (ver capitulo 1). La heterocigosis esperada (Hg = 0.52) fue diferente que la
heterocigosis observada (Hp = 0.486), pero esta diferencia no fue significativa (F;s = 0.065; P =0.115).
Para el ADN mitocondrial se obtuvieron secuencias concatenadas de 1928 pb para 16 muestras.

Se encontraron 3 haplotipos definidos por dos sitios segregantes (sitios 63 y 1945). El haplotipo mas
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abundante (A) fue encontrado en 43.75% de los individuos muestreados, el segundo haplotipo (B) se
encontr6 en 31.25% y el tercero (C) en 25% de los individuos muestreados. La diversidad haplotipica
(Hy) fue 0.692 + 0.059 (d.s.) y la diversidad nucleotidica (r) fue de 0.0005.

En la red de haplotipos colapsada (Fig. 2), se observan 16 haplotipos distintos. Los haplotipos
Ay B de la poblacion MD fueron colapsados en un solo haplotipo (CM3), el cual esta presente en todas
las colonias. El haplotipo C (scol en Fig. 2) esta presente en la colonia fundadora LA (morado) y se

encuentra cercanamente relacionado con la colonia ESA (naranja).
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Figura 2. Red de haplotipos colapsada obtenida con el programa Network 4.6.1.1. Se incluyeron
unicamente los sitios segregantes y gaps. El tamafo del pie es proporcional a la frecuencia de cada
haplotipo y los colores identifican cada una de las poblaciones muestreadas: EG: azul, AT: rosa, ESA:
naranja, LT: amarillo, LS: café, LA: lila y MD: rojo. La identidad de los alelos corresponde con la

Tabla S2 (Material Suplementario).

El anélisis discriminante de componentes principales (DAPC) para los datos de microsatélite

determin6 que LT y LS son las colonias mas parecidas, en términos de frecuencias alélicas (Fig. 3a).
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La poblacion MD se sobrepone parcialmente a los datos de la colonia Los Angeles (LA, la presunta
poblacion fundadora), mientras el resto de las poblaciones silvestres se encuentran bien diferenciadas
de LA y MD. El mismo andlisis realizado para el ADN mitocondrial separ6 la colonia EG (localizada
en el area mas surefia de la distribucion de la especie en el estado de San Luis Potosi, México) del resto

de las colonias (Fig. 1 y 3b).

1
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DA eigenvalues
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Figura 3. Andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) para a) 10 loci de microsatélite y
b) mtADN, realizado para 6 poblaciones silvestres (EG: azul, AT: mandarina, ESA: naranja, LT:

amarillo, LS: café y LA: plrpura) y una poblacion en cautiverio (MD en rojo).

De acuerdo con el andlisis de Structure 2.2, el mejor agrupamiento genético para las
poblaciones silvestres corresponde a un valor de K = 2 (Fig. 4a). En este analisis se observa que todas
las colonias excepto LA se agrupan dentro del mismo cluster. En el andlisis posterior los individuos de
la poblacion cautiva (MD) se agruparon con los individuos de LA (Fig. 4b). Sin embargo, en el
andlisis de asignacion/exclusion de individuos se observa que 9 de los 18 individuos muestreados en
MD fueron asignados con alta probabilidad (> 99 %) a la supuesta poblacion fundadora (LA). Un
individuo fue asignado a ESA y los individuos restantes no fueron asignados a alguna de las

poblaciones silvestres muestreadas (Fig. 5).
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2.2. Se incluyeron en el andlisis inicial (arriba) seis poblaciones silvestres (LA, LS, AT, LT, ESA'y

EQG) y en un andlisis posterior (abajo) se agrego a la poblacion en cautiverio (MD).

Figura 5. Histograma representando el resultado del analisis de asignacion/exclusion de los individuos

de MD realizado con GENECLASS?2 (Piry et al. 2004). Se consider? a las seis poblaciones silvestres

muestreadas, incluyendo la supuesta poblacion fundadora (LA, morado).

Al analizar la correlacion entre el area de la colonia silvestres y la conectividad de las mismas

(Trevifio-Villarreal y Grant 1998) contra los niveles de variacion genética reportados para estos sitios

(Castellanos-Morales et al. 2015,

observamos que la mayoria de las correlaciones no

3

ver capitulo 1)
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fueron significativas (Material Suplementario Tabla S1). Las correlaciones que si resultaron

significativas fueron la del area de la colonia de las colonias silvestres reportados por Treviio-

Villarreal y Grant (1998) con las heterocigosis observada (P = 0.04) y esperada (P = 0.008) (Fig. 6).
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Figura 6. Regresiones lineales entre heterocigosis observada (derecha) y heterocigosis esperada

(izquierda) presente en las poblaciones silvestres contra el logaritmo del area de la colonia reportada

por Trevino-Villarreal y Grant (1998).

Por otra parte, la diferencia en la masa corporal entre machos y hembras adultos no fue

estadisticamente distinta (P = 0.289). La masa corporal de los machos adultos entre las poblaciones fue

marginalmente no significativa (P = 0.053), pero la diferencia en la masa corporal de las hembras

adultas fue altamente significativa (P = 0.000019). Las colonias que presentaron diferencias

significativas fueron EG, LA y MD (Fig. 7). Finalmente, no se encontr6 una correlacion (P = 0.8457)

entre la masa corporal de los individuos adultos y su coeficiente de endogamia (Fs =0.102 — 0.568).
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Figura 7. Graficos de caja para los registros de masa corporal para perros llaneros machos (azul) y
hembras (rosa) adultos de las poblaciones silvestres y de cautiverio. Las letras arriba de cada grafico
denotan las diferencias entre poblaciones de acuerdo a una prueba de Tukey realizada en R (paquete
multcomp). La linea gruesa denota la mediana por colonia, la caja sefiala los cuartiles al 25% y al 75%,

las barras indican los valores maximos y minimos y, los circulos indican los outliers.

4. Discusion

Contrario a lo esperado, los niveles de variacion genética de la poblacion del Museo del Desierto (MD)
fueron intermedios respecto a los reportados para las poblaciones silvestres de C. mexicanus para
microsatélites nucleares (4 =2.8 — 5.2; Hp = 0.365 — 0.637; Hg = 0.522 — 0.656; Castellanos-Morales
et al. 2015, ver capitulo 1) y ADN mitocondrial (Hd = 0.4 — 0.844; = = 0.0003 — 0.0018; Castellanos-
Morales et al. 2015, capitulo 1). Niveles de variacion genética similares entre poblaciones cautivas y
silvestres también han sido reportadas para el panda gigante (Ailuropoda melanoleuca; Shan et al.

2014) y el gorila del oeste (Gorilla gorilla; Soto-Calderon et al. 2015). Estos resultados coinciden con
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el reporte de que el 55% de las especies en cautiverio retienen suficiente variacion genética (Lees y
Wilken 2009).

El ADN mitocondrial se ha utilizado previamente para asignar las poblaciones de origen de las
poblaciones en cautiverio (Soto-Calderon et al. 2015). En este sentido, para MD la presencia de 3
haplotipos distintos sugiere el uso de al menos 3 hembras fundadoras que portaban haplotipos
cercanamente relacionados. La topologia de la red de haplotipos colapsada es ligeramente distinta a la
publicada previamente por Castellanos-Morales et al. (2015, ver capitulo 1), estas diferencias se deben
particularmente a que al excluir de la alineacion las secuencias de C. mexicanus con sitios faltantes, se
consideraron sitios segregantes en la secuencias que habian sido excluidos previamente. Se obtuvé un
total de 24 haplotipos para las poblaciones silvestres; entre estos se recuperaron 13 de los 16 haplotipos
reportados previamente (los individuos portadores del haplotipo CM1 fueron removidos del analisis ya
que presentan alto porcentaje de datos faltantes y, el haplotipo CM15 fue subdividido). Se detectaron
11 haplotipos nuevos (presentes en las colonias AT, LA, LS y LT) (Material Suplementario Tabla S2).
El haplotipo A coincide con el haplotipo méds comun en las poblaciones silvestres: CM3 (GeneBank
accession number KP217128 reportado en Castellanos-Morales et al. 2015; ver capitulo 1), mientras
que el haplotipo B no habia sido previamente reportado y no se encontro en las poblaciones silvestres.
El haplotipo C es un haplotipo nuevo que se encontré en LA en muy baja frecuencia (n = 1); de
acuerdo con la red de haplotipos este haplotipo esta cercanamente relacionado con el haplotipo CM7
presente en ESA (GeneBank accession number KP217132 reportado en Castellanos-Morales et al.
2015; ver capitulo 1). Los datos coinciden con lo reportado previamente por Gutiérrez Guerrero (2014)
para 9 microsatélites nucleares y la region control del ADN mitocondrial. Ademads, dos de los tres
haplotipos presentes en MD también se encuentran en la poblacion fundadora putativa (LA), lo cual
coincide con la informacion proporcionada por el Museo del Desierto. Sin embargo, que CM3 sea el
haplotipo mas ampliamente distribuido en las colonias silvestres y, que el haplotipo B no se encontrd
en las poblaciones silvestres, sugiere que los datos no son concluyentes en términos de la asociacion
entre los haplotipos de la poblacion cautiva (MD) y la posible poblacion fundadora (LA).

Witzenberger y Hochkirch (2011) sugirieron que para retener la variacion genética y reducir la
endogamia, las poblaciones cautivas deben ser fundadas con varios individuos (al menos 15)
provenientes de distintas poblaciones y no deben estar dominados por un niimero pequefio de linajes.
De acuerdo con los datos provistos por el Museo del Desierto, la poblacion cautiva fue fundada con
cinco individuos, hace aproximadamente 10 afios (alrededor de cinco generaciones). El bajo niimero
de fundadores incrementaria el efecto de la deriva génica y la endogamia que se veria reflejado en

bajos niveles de variacion genética. La presencia de solo tres haplotipos mitocondriales cercanamente
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relacionados y un locus de microsatélite nuclear que result6 monomorfico (C116) son sefiales del
cuello de botella por el que atravesé esta poblacion al momento de su fundacion. Sin embargo, el
tiempo transcurrido desde el mismo puede no ser suficiente para detectar un efecto mayor de la deriva
génica y la endogamia sobre la heterocigosis. En este sentido, para microsatélites nucleares, se espera
que la pérdida de alelos sea més rapida que la pérdida de heterocigosis después de un cuello de botella
(Cornuet y Luikart 1996). Ademas, los niveles de heterocigosis y el coeficiente de endogamia de la
poblacion cautiva dependen en gran medida de la variabilidad genética y el coeficiente de endogamia
presentes en la poblacion fundadora (Liu et al. 2014), de manera que los niveles de diversidad genética
para los diez loci nucleares y el ADN mitocondrial podrian sugerir que la poblacion MD (1) fue
fundada con mas de cinco individuos (Gutiérrez-Guerrero 2014); (2) que los individuos fundadores
provenian de distintos grupos familiares; (3) e incluso provenian de distintas poblaciones (Gutiérrez-
Guerrero 2014), lo cual incrementaria la variacion en la poza génica fundadora y reduciria el efecto
fundador asociado al origen de esta poblacion; o (4) que la poblacion haya crecido rapidamente,
reduciéndose asi la pérdida de variacion genética (Lees y Wilken 2009).

Por otra parte, el coeficiente de endogamia (F75 = 0.065) en MD resultdé menor que el reportado
en algunas poblaciones silvestres [tal como LT (Fjs = 0.084), ESA (0.272) y EG (0.301)] e incluso, que
en la poblacion fundadora (Fis=0.121 en LA). Lo cual sugiere que los apeareamientos son aleatorios,
o bien hay mecanismos conductuales que promueven la exogamia como los reportados en C.
ludovicianus (Hoogland 1982, 1996; Foltz y Hoogland 1983; Dobson et al. 1997, 1998). Este resultado
es consistente con lo reportado para poblaciones cautivas de panda gigante (Shan et al. 2014) y se
ajusta a la nocion de que el manejo genético de las poblaciones en cautiverio deberia conducirse de
manera que se minimice la endogamia y se reduzca la pérdida de diversidad genética (Witzenberger y
Hochkirch 2011; Liu et al. 2014).

Los analisis de DAPC y Structure sugieren que la supuesta poblacion fundadora, colonia LA, se
encuentra diferenciada del resto de las colonias para los microsatélites nucleares y puede estar
parcialmente aislada por la Sierra Madre Oriental (Fig. 1). Las colonias LS y LT estan cercanamente
relacionadas. Este resultado es consistente con reportes de fragmentacion reciente de las colonias
grandes de esta zona del 4rea de distribucion de la especie (Trevifio-Villarreal y Grant 1998). Las
colonias AT, EG y ESA estan parcialmente diferenciadas y pudieron haber presentado distintos grados
de aislamiento durante distintos periodos de tiempo (Trevifio-Villarreal y Gran 1998). Esta idea es
corroborada por la falta de aislamiento por distancia reportado por Castellanos-Morales et al. (2015, ver
capitulo 1) y, esta informacion debe ser considerada al realizar planes de reintroduccion o translocacion

entre colonias. Ignorar la diferenciacion genética presente entre las poblaciones podria promover la
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mezcla de distintas pozas génicas y, en el extremo, promover una disminucion en la adecuacion
relacionada con la depresion por exogamia (Laikre et al. 2010; Brandt et al. 2014).

La poblacion MD se sobrepone parcialmente a LA, lo cual sugiere que las frecuencias alélicas
en estas poblaciones son similares (Fig. 2). Este resultado refuerza la hipotesis de que los fundadores
de MD representan un subconjunto de la diversidad genética presente en la poblacion fundadora (LA).
Idea que es corroborada por el resultado del andlisis de Structure (Fig. 4). Sin embargo, el analisis de
asignacion/exclusion (GENECLASS2; Fig. 5) sugiere que algunos individuos de MD pudieron
provenir de otras colonias silvestres no muestreadas. Es importante identificar el posible origen de esos
fundadores por medio de la inclusiéon de mas poblaciones silvestres en el andlisis. Ademas, dada la
diferenciacion de la colonia LA, se recomienda incluir en el analisis colonias localizadas en la parte
oeste del area de distribucion de la especie (colonias del sur del estado de Coahuila) para deteminar si
hay flujo génico en esta area de la distribucion de la especie.

Durante el trabajo de campo realizado en 2011 y 2013, se visitaron cinco poblaciones
adicionales a las reportadas por Castellanos-Morales et al. (2015, ver capitulo 1): dos de Coahuila
[ejido La India (LI: -101.23W. 25.06N) y Goémez Farias (GF: -101.06W, 24.96N)] y tres de San Luis
Potosi [El Salado y El Salado I (ES: -100.75W, 24.37N y ESI: -100.79W, 24.27N,) y Tanque de Lopez
(TL: -100.67W, 24.27N)]. En estos sitios no se detecto la presencia de perros llaneros mexicanos (ES
y TL) o las densidades observadas fueron muy bajas (LI, GF y ESI). Esto resulté en que los esfuerzos
de captura fueran infructuosos y sugieren que en el futuro puede haber declives importantes en las
poblaciones de esta especie en peligro, asi como mayor fragmentacion del habitat. Entre 1999 y 2003
se registraron cambios importantes en la vegetacion en dos de tres areas naturales protegidas de Nuevo
Leon (La Trinidad, La Hediondilla y La Soledad) (Hernandez-Gomez et al. 2012). Estos cambios se
relacionan principalmente con el sobrepastoreo, la agricultura y la sequia (Hernandez-Gomez et al.
2012). Por lo tanto, esta especie no sélo debe ser prioritaria para la conservacion, sino que se debe
evaluar los sitios potenciales para la reintroduccion o translocacion de individuos, considerando su
permanencia a mediano y largo plazo.

Los indices de correlacion sugieren que el area de las colonias silvestres es importante para la
retencion de variacion genética. De manera que se debe fomentar la proteccion de las colonias grandes
y frenar el cambio del uso de suelo en estas areas. Afortunadamente, la colonia de mayor tamaiio (LS),
que posee alta variacion genética (5 haplotipos, H; = 0.556, 4 = 5.2, Ho=0.637 y Hg = 0.656;
Castellanos-Morales et al. 2015, ver capitulo 1), estd ubicada en el llano de La Soledad. Esta zona es

un area natural protegida y representa el sitio donde se registré menor pérdida de vegetacion entre 1999
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y 2003 (Hernandez-Gomez et al. 2012). Por lo tanto, es imperativo continuar protegiéndola, ademas de
mitigar la pérdida de habitat en otras colonias con alta variacion como LT.

Por otra parte, no se detectaron diferencias significativas en relacion a la masa corporal de los
machos adultos. En contraste, la masa corporal de las hembras adultas fue significativamente distinta
entre las colonias MD, LA y EG, y el resto de las colonias muestreadas. No se encontr6 correlacion
entre el coeficiente de endogamia y la masa corporal de los individuos. Contrario a lo esperado, estos
resultados sugieren que las diferencias pueden estar relacionadas con el origen de los individuos
fundadores y no con el cautiverio. Es recomendable determinar si existen diferencias significativas en
otras medidas morfométricas, como la longitud del cuerpo y, en caso de encontrarlas, evaluar si éstas se
correlacionan con la calidad del habitat o son resultado de la depresion por endogamia en la poblacion
cautiva.

Witzenberger y Hochkirch (2011) sugirieron que los programas de crianza en cautiverio
deberian enfocarse en la conservacion de poblaciones en cautiverio sanas que sean similares
genéticamente y en comportamiento con sus contrapartes silvestres. Los niveles de diversidad genética
encontradas en MD sugieren que esta poblacion es sana y podria ser utilizada para reintroduccion a la
vida silvestre [ver posibles lineamientos de manejo para la reintroduccion detallados en Gutiérrez-
Guerrero (2014); también ver Shier (2006), Hale et al. (2013) y Long (2013)]. Sin embargo, es
necesario promover el manejo de esta poblacion ex sifu para mitigar la pérdida de diversidad genética
asociada a la vida en cautiverio (p.e., introduccion de individuos provenientes de otras poblaciones
silvestres o individuos confiscados; ver Gutiérrez-Guerrero 2014; Rodriguez-Clark y Sanchez-Mercado
2006; Lees y Wilken 2009).

El tamafio censal de la poblacion MD es bajo para fines de reintroduccion (~ 35 individuos) y
no garantiza que todos los individuos usados para reintroduccion provengan de esta poblacion. Para la
especie hermana, C. ludovicianus, se ha planteado que para incrementar la probabilidad de éxito de
reintroduccion es necesario contar con 60 a 100 individuos [que constituyan de 15 a 20 grupos
familiares completos (Shier 2006)]. Un subconjunto de los individuos considerados para
reintroduccion deberian provenir de colonias que sean similares genéticamente (LA).
Alternativamente, se pueden es establecer nuevas poblaciones con individuos provenientes de colonias
con altos niveles de variacion genética [p.e., translocacion de individuos provenientes de las colonias
La Trinidad y La Soledad, que presentan una composicion genética similar y se encuentran ubicadas en
areas naturales protegidas (Hernandez-Gomez et al. 2012)]. Ademas, es necesario realizar estudios de
conducta con los perritos llaneros mexicanos del Museo del Desierto para determinar posibles

desviaciones en el comportamiento de los individuos de esta poblacién que puedan afectar el éxito de
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reintroduccion (p.e., falta de respuesta a depredadores; Jule et al. 2008; Liu et al. 2014). En caso de
detectar adaptacion conductual al cautiverio serd necesario implementar un plan de manejo que permita
reacondicionar a los individuos para la vida silvestre.

Finalmente, se requiere realizar analisis de proyeccion de nicho para evaluar la persistencia de
las poblaciones silvestres a mediano y largo plazo. Esta aproximacion permitird seleccionar sitios
candidatos para la reintroduccion o translocacion de individuos, asi como detectar poblaciones
silvestres en riesgo de desaparecer por efecto del cambio climatico. Una vez seleccionados los sitios
potenciales para reintroduccion y translocacion, se debera realizar una evaluacion in situ de la
disponibilidad y calidad del habitat en estos sitios. Ademads, proponemos realizar un estudio con
enfoque gendmico que permita relacionar la presencia de diferenciacion genética a nivel gendmico
asociada a adaptaciones locales en las distintas poblaciones de esta especie [p.e., adaptacion a distintos
concentraciones de yeso y carbonato de calcio en el suelo (Pando-Moreno et al. 2013)], con la finalidad
de identificar y proteger las poblaciones poseedoras de potencial adaptativo particular. Una vez
realizada la reintroduccion es necesario conducir analisis de monitoreo genético para detectar senales
de depresion por endogamia y determinar si es necesario realizar nuevas reintroducciones o
translocaciones que mitiguen la pérdida de variacion relacionado con tamafios efectivos poblacionales
pequeios y permitir la permanencia de estas poblaciones en el mediano y largo plazo (Hedrick 1995;

Vila et al. 2002; Jule et al. 2008; Soorae 2013; Johnson et al. 2010; Liu et al. 2014).
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Material Suplementario

Tabla S1. Indices de correlacién (r*) obtenidos con R (R Development Core Team) para varias
regresiones lineales y sus valores de significancia (P). Se incluyeron en el andlisis Unicamente las seis
poblaciones silvestres. Los valores estadisticamente significativos se muestran en negritas. Area: log
del area de la colonia, Conectividad: log del indice de conectividad, H;: diversidad haplotipica, m:

diversidad nucleotidica; A4: riqueza alélica; Ho: heterocigosis observada; Hg: diversidad genética.

. ., i Area® Conectividad®
Medidas de variacion genética

r* P r’ P
H; 0.1066 0.5276 0.5720 0.0818
0.00759 0.8696 0.2000 0.3739
A 0.3806  0.192 0.5280 0.1019
Ho 0.6834 0.04246 0.2521 0.3102
Hg  0.8536 0.00846 0.0004 0.9702
* Se obtuvd el logaritmo de los datos reportados por Trevifio-Villarreal y Grant (1998). El area se
refiere al area que ocupa cada colonia y la conectividad es la sumatoria de las distancias entre los
bordes de las colonias mas cercanas.

3
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Tabla S2. Posicion de sitios segregantes en cada uno de los haplotipos reportados por Castellanos-Morales et al. (2015, ver capitulo 1), CM1 —
CM16 y los haplotipos adicionales presentados en el presente capitulo (1 — 11). Se presentan al final los tres haplotipos reportados en la poblacion
del Museo del Desierto, A, By C. Ademas, se presenta el nimero de individuos que porta cada haplopito (n) y las colonias en las que se
encuentra cada uno [colonias: Artesillas (AT), El Gallo (EG), El Salero (ESA), Los Angeles (LA), La Soledad (LS), La Trinidad (LT) y Museo del
Desierto (MD)].

Sitios segregantes (pb)

Haplotipos
7 11 23 26 39 63 84 89 97 98 116 117 144 148 200 375 555 611 668 723 749 778 919 921 997
CM1 AA T TG - A G C T C C C A - A T G G T T N G A T
CM2 ... .G . T C - C A
CM3 ... ... LA C . A
CM4 G C - C A
CMS5 G C A .
CM6 G C A A
CM7 e G . C A
CMS .. . C C c T T C A
CM9 G c T T G C — A
CM10 G . C A
CM11 G . T . - A
CM12 G . T C A
CM13 G T C T C A
CM14 G . C A
CM15 ... . . . G G T C T C — A
CM16 .. .. . . A G G T C T C - . A
1 G T . . C C . C A
2 G cC T T C A — A
3 G . C A
4 G cC T T . C - A
5 A G . A C T
6 G G C A
7 G . G C A .
8 G G T C T C . A C
9 G G T C T C A — A
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Sitios segregantes (pb)

Haplotipos

7 11 23 26 39 63 84 89 97 98 116 117 144 148 200 375 555 611 668 723 749 778 919 921 997
10 G . . C - A .
11 G G T C T C A C
MD1(A) G C A
MD2(B) C C A
MD3(C) C C A
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...continuacion

Sitios segregantes (pb)

Haplotipos n colonias
1053 1062 1180 1216 1260 1264 1265 1266 1365 1461 1521 1898 1945 1974
CM1 C C T G T A T A C T T T A T 0 NA
CM2 . . . . . . . . . . . . . . 4 AT
CM3 . . . . . . . . . . . . . . 38 AT,ESA,LA,LS,LT, MD
CM4 . . . 1 AT
CM5 . . C . . . . . . 4 EG
CMé6 . . . . . T A G T . 1 EG
CM7 . . . . . . . . . C 1 ESA
CM8 6 LA, LS
CM9 . . . . 7 LA
CM10 . . . A . . . . . . . . 1 LS
CM11 . . . . . . . . . . . C 11 LS
CM12 . . 1 LS
CM13 T N . . . . . . . . . . . . 0 NA
CM14 . . . . . . . . . . C . . C 1 LT
CM15 . . . . . . . . . . . . . C 3 NA
CM16 . . . . . . . . . . . . . C 1 LT
1 1 AT
2 . 2 LA
3 G 6 LA, MD
4 2 LA, LS
5 1 LA
6 . 1 LS
7 . A 1 LS
8 T T C . 1 LT
9 C 2 LT
10 C 1 LT
11 1 LT
MD1(A) 6 AT,ESA,LA,LS,LT,MD
MD2(B) . . . . . . . . . . . . 4 MD
MD3(C) . . . . . . . . . . . . G 5 LA, MD
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Conclusiones Generales

1. El estudio de los patrones de diversidad genética a distintas escalas (regional a local) nos permite
comprender de manera integral como se distribuye la variacion y cudles son las fuerzas evolutivas que
la afectan. Esta informacion es fundamental para la propuesta de medidas de conservacion de especies
en peligro, como los perros llaneros de cola negra (subgénero Cynomys), que consideren los procesos

evolutivos que las han afectado a lo largo de su historia evolutiva.

2. Cynomys mexicanus divirgio hace ~ 100,000 a 430,000 afios a partir de una poblacion relicto de C.
ludovicianus que quedo aislada debido a los cambios de distribucion promovidos por el cambio
climatico del Pleistoceno. Este evento de especiacion peripatrica fue seguido de una expansion
poblacional en ambas especies, ocurrida durante el Pleistoceno-Holoceno (~9,000 a 11,000 afios). Esta
rapida expansion poblacional increment6 unas 10 veces el tamafio efectivo poblacional y mitigé la
pérdida de diversidad genética relacionada con el evento fundador o cuello de botella por el que
atraveso C. mexicanus. De manera que C. mexicanus presenta altos niveles de variacion genética ain

tratandose de una especie de distribucion restringida.

3. Se detecto la presencia de sitios climéaticamente estables al sur de la distribucion actual de C.
ludovicianus, que pudieron representar refugios durante los periodos de cambio climatico del

Pleistoceno.

4. Las colonias analizadas de C. ludovicianus indican que hay alta variacién genética en los sitios de
Chihuahua y Nuevo México y que deben ser protegidas. Sonora se encuentra aislada por la Sierra
Madre Occidental y debe considerarse como una unidad de manejo independiente evitando intercambio

genético con otras poblaciones.

5. La especie endémica C. mexicanus presenta alta variacion genética. Los niveles de variacion,
diferenciacion y estructura genética presentes en esta especie son similares a los observados a nivel

local en C. ludovicianus.



6. Las poblaciones de C. mexicanus presentan alta conectividad, por lo que los planes de manejo y
conservacion deben enfocarse en mantener la conectividad de las colonias por medio de la mitigacion
de la fragmentacion y pérdida del hébitat relacionados con las actividades antropogénicas (p.e.,
restringir cambios en el uso de suelo, promover actividades de educaciéon ambiental que informen a los
habitantes del area sobre la importancia de los perritos para la recarga de acuiferos, movimiento de

nutrientes y otros servicios ecosistémicos).

7. La poblacion cautiva del Museo del Desierto presenta alta variacion y puede ser considerada como
una poblacion fuente para la reintroduccion a vida silvestre. Sin embargo, es necesario promover el
manejo de esta poblacion ex sifu para mitigar la pérdida de diversidad genética asociada a la vida en

cautiverio.

8. Antes de realizar esfuerzos de reintroduccion, los sitios para reintroduccion de especies deben ser
analizados desde el punto de vista de la disponibilidad y la calidad del habitat, asi como desde el punto

de vista de su permanencia a mediano y largo plazo.

9. Una vez implementadas las actividades de manejo es necesario realizar monitoreo genético de las
poblaciones de ambas especies para garantizar el mantenimiento de la variacion genética. El monitoreo
debera realizarse cuando menos cada 10 afios (~ 5 generaciones) o después de eventos de rapida

disminucién demografica como los ocurridos recientemente en Chihuahua y Sonora.
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Perspectivas

Se recomienda realizar andlisis gendmicos para determinar la presencia de adaptaciones locales
en distintas poblaciones que se encuentran altamente diferenciadas (p.e., las colonias presentes en
Sonora para C. ludovicianus, y la colonia Los Angeles para C. mexicanus).

En el caso de C. ludovicianus, es necesario explorar a mayor profundidad la divergencia de la
poblacion de Sonora para proponer medidas adecuadas para su recuperacion. Esto se debe realizar por
medio de la inclusién de muestras de toda el area de distribucion de la especie para determinar la
presencia de subestructura genética entre regiones. Al incluir muestras de toda el area de distribucion
se podra, ademas, determinar la relacion entre las subespecies que conforman a C. ludovicianus (C. L.
ludovicianus 'y C. l. arizonensis), asi como la diferenciacion entre poblaciones localizadas en los
desiertos frios (Grandes Planicies) y las poblaciones de los desiertos calidos (Desierto Chihuahuense)
de Norteamérica.

En el caso de C. mexicanus, es necesario ampliar el muestreo y analizar la presencia de
adaptaciones locales en distintos sitios, en particular en areas donde el ambiente aparenta ser muy
distinto, como el Rancho Los Angeles en Coahuila y cuya poblacion se encuentra parcialmente aislada
por la Sierra Madre Oriental, y el extremo sur de la distribucion en el estado de San Luis Potosi. Estos
analisis, apoyados por modelos de nicho ecologico, permitiran elegir sitios candidatos para la
reintroduccidn, y posiblemente incrementar las probabilidades de éxito de las reintroducciones (como
la llevada a cabo recientemente en el estado de Zacatecas).

Finalmente, dado el reciente declive poblacional de las poblaciones de Chihuahua (pérdida de
>50% de las colonias entre 2009 y 2013; Pacheco et al., 2014) y Sonora (extincion de la colonia La
Mesa; Amador-Alcala et al., 2014) de C. ludovicianus, es necesario, ademas del monitoreo
demografico y de presencia de enfermedades, realizar mediciones sistematicas de diversidad genética a
largo plazo que permitan comprender sus patrones de pérdida y restablecimiento a lo largo del tiempo.
Asimismo, es necesario implementar acciones similares para las poblaciones de C. mexicanus, que se

han visto afectadas por periodos de sequia recientes.
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Apéndice 1. Genetic variation in a peripheral and declining population of black-tailed prairie
dogs (Cynomys ludovicianus) from Mexico.
Castellanos-Morales Gabriela, Gasca-Pineda Jaime, Ceballos Gerardo y Ortega Jorge.

Journal of Mammalogy. 95(3): 467-479.

Resumen

En Norteamérica, la fragmentacion del héabitat inducida por el hombre ha provocado una reduccion
considerable de las poblaciones de perros llaneros de cola negra (Cynomys ludovicianus). Aunque el
area ocupada por las colonias de perros llaneros en Chihuahua, al noroeste de México, también se ha
reducido recientemente, esta poblacion ha sido menos afectada por la perturbacion humana. Se
analizaron secuencias del citocromo b (Cyt-b) y 10 microsatélites nucleares en 13 colonias para poner a
prueba si 1) la poblacion de perros llaneros de cola negra de Janos posee niveles de variacion genética
relativamente altos y baja estructura genética debido a su gran tamafio, ausencia de peste y estatus de
proteccion; o 2) si la disminucion poblacional reciente y los efectos periféricos han resultado en la
presencia de baja variacion y alta estructura genética. Los analisis sugieren que la variacion genética
mitocondrial es moderada con relacion a otros sciiridos y que la variacion genética nuclear no es
significativamente distinta en relacion a otras poblaciones de perros llaneros. Ademas, de acuerdo con
la organizacion social de los perros llaneros de cola negra, la estructura genética entre poblaciones
locales fue significativa y la variacion hacia el interior de las colonias fue mayor que entre las colonias
para ambos marcadores. Con relacion a la filopatria de las hembras y la dispersion sesgada hacia los
machos, la Fsr fue mayor para el ADN mitocondrial que para el ADN nuclear. Finalmente, para los
marcadores nucleares se encontr6 una correlacion negativa entre la diferenciacion genética y el area de
la colonia y el tamaiio poblacional, lo que sugiere un incremento en el efecto de la deriva génica en las
colonias més pequenias y menos densas como resultado de la fragmentacion del habitat reciente. En
conclusion, la estructura social y el patrén de dispersion ha mantenido la variacion genética de los

perros llaneros de cola negra de Janos a pesar de considerarse una poblacion periférica y en declive.
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Across North America, anthropogenically induced habitat fragmentation has led to a severe decline in
populations of black-tailed prairie dogs (Cynomys ludovicianus). Although the area occupied by black-tailed
prairie dogs in Chihuahua, northwestern Mexico, also has recently declined, this site remains comparatively
unaffected by human disturbance. Cytochrome-b sequences and 10 nuclear microsatellite loci were analyzed
across 13 colonies to test if due to large size, absence of plague, and protected status, the black-tailed prairie dogs
from Janos possess relatively high levels of genetic variation and low genetic structure; or if recent population
decline and peripheral effects result in relatively low genetic variation and high genetic structure. Analysis
suggests moderate mitochondrial genetic variation relative to other sciurids, and not significantly different
nuclear genetic variation relative to other populations of prairie dogs. Furthermore, in accordance to black-tailed
prairie dog social organization, genetic structure among local populations was significant, and within-colony
variation was higher than among-colony variation for both markers. Fgr was higher for mitochondrial than for
nuclear DNA related to female philopatry and male-biased gene flow. Finally, a negative correlation between
genetic differentiation as a function of colony area and population size found for nuclear microsatellite loci
suggests an increased effect of genetic drift in smaller and less-dense colonies because of recent habitat
fragmentation. In conclusion, despite being a peripheral and declining population, Janos black-tailed prairie dogs
retained genetic variation that has been maintained by their social structure and dispersal pattern.

Key words:  black-tailed prairie dog, Cynomys ludovicianus, cytochrome b, habitat fragmentation, microsatellite, peripheral
population, population genetics—empirical
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Population decline has been directly linked to the effects of
habitat fragmentation on genetic viability (Frankham et al.
2002). It has been suggested that the isolation of populations
reduces genetic variation via the decrease of effective
population size and the disruption of gene flow, which may
in turn, promote genetic drift and inbreeding (e.g., Barrat et al.
1999; Goodman et al. 2001; Grativol et al. 2001; Williams et
al. 2003; Martinez-Cruz et al. 2004; Hulovd and Sedlacek
2008). As a consequence, this decreases fitness and intensifies
the risk of extinction (Saunders et al. 1991; Frankham et al.
2002; DiBattista 2008). Nevertheless, the effects of habitat
fragmentation may depend on a number of other factors,
including population bottleneck intensity, duration, time since
occurrence, and population dynamics (such as metapopulation
structure). Furthermore, the dispersal ability of any given
species may prevent isolation, thus circumventing both genetic
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drift and inbreeding (Antolin et al. 2001; Schwartz et al. 2005;
Purrenhage et al. 2009).

To assess the genetic viability of populations threatened by
habitat fragmentation, measurements of genetic variation,
differentiation, and structure are very important. These
measurements provide valuable information for the design of
conservation strategies, which aim to restore population
connectivity, prevent further loss of genetic variation, and
reduce the risk of extinction (Frankham et al. 2002).
Populations of black-tailed prairie dogs (Cynomys ludovicia-
nus) have long been subjected to habitat fragmentation. This is
particularly evident in the United States where eradication
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campaigns were implemented during the early 1900s (Hoog-
land 1996). In combination with subsequent outbreaks of
plague (Yersinia pestis), the geographic range of black-tailed
prairie dogs was reduced by as much as approximately 98%
(Hoogland 1996; Trudeau et al. 2004; Slobodchikoff et al.
2009). Until recently, the black-tailed prairie dog population of
the short-grass prairies of Janos, Chihuahua, Mexico, was
considered the largest remaining black-tailed prairie dog
population in North America (Ceballos et al. 2010). Following
drought, cattle overgrazing, agriculture, poisoning, and scrub-
land expansion, this peripheral population also has suffered a
serious decline, reducing its geographic range by approximate-
ly 73% (Ceballos et al. 1993, 2010; Avila-Flores 2009). The
rapid fragmentation and ongoing reduction of this population
has raised serious concerns stimulating interest both in the
conservation of this species and the preservation of the
grasslands it inhabits. Given that this population has been
subject to extensive anthropogenic disturbance, and prairie dog
disappearance has been linked to concomitant losses of
biodiversity from grassland ecosystems, this population is
considered threatened (Mexico—SEMARNAT 2002) and the
grassland it occupies has been designated a Mexican Biosphere
Reserve (Dinerstein et al. 2000; Miller et al. 2000; Lomolino
and Smith 2001; SEMARNAT 2009).

Black-tailed prairie dog colonies from Janos, Chihuahua, are
located at the southernmost part of the species distribution and,
therefore, constitute a peripheral population. Peripheral popu-
lations are genetically and morphologically divergent from
core populations (Gaines et al. 1997) and, thus, differentiation
may be crucial in response to, and adaptation to, environmental
change (Lesica and Allendorf 1995). This is of potential
significance to conservation strategies, and some field
investigations have addressed the genetic variability among
them without reaching consensus whether peripheral popula-
tions possess more or less genetic variation than core
populations (Bouzat and Johnson 2004; Garner et al. 2004;
Amaud-Haond et al. 2006; Eckert et al. 2008; Kark et al. 2008;
List et al. 2010; Rogell et al. 2010). Previous black-tailed
prairie dog population genetics and landscape genetic studies
have focused on colonies within the core area of the species
distribution (Colorado, Montana, New Mexico, and South
Dakota) overlooking genetic conservation value of peripheral
black-tailed prairie dog populations (Chesser 1983; Foltz and
Hoogland 1983; Daley 1992; Dobson et al. 1997, 1998, 2004;
Roach et al. 2001; Trudeau et al. 2004; Jones and Britten 2010;
Magle et al. 2010; Sackett et al. 2012). According to these
studies, significant genetic structure in black-tailed prairie dog
populations is related to complex social organization (presence
of family groups within colonies—Chesser 1983; Dobson et al.
1997, 1998, 2004), female philopatry (Chesser 1991a, 1991b),
connectivity between colonies (male-biased dispersal), time
since colonization, and presence of plague (Y. pestis—Roach et
al. 2001; Trudeau et al. 2004; Antolin et al. 2006).

The Janos black-tailed prairie dog population represents an
important refuge for the conservation of this species because of
its large area, absence of plague, extreme southern distribution,
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and protected status (Ceballos et al. 2005). However, genetic
variation at this site is unknown. To further assess the value of
the Janos population as a refuge for species persistence in the
long term, it is important to assess its genetic variation. The
purpose of this study was to measure the genetic variability and
structure of a black-tailed prairie dog population located at the
southernmost edge of its geographical range. There are 2
contrasting hypotheses regarding genetic variation and genetic
structure of the population: due to large size, absence of
plague, protected status, and the fact that genetic variation is
maintained by social structure and dispersal patterns, we expect
that the black-tailed prairie dogs from Janos will possess a
relatively high level of genetic variation and genetic structure
will be affected only by social organization and dispersal
patterns; in contrast, recent population decline and peripheral
effects (small effective population size and isolation) could
result in relatively low genetic variation and an increase in
genetic structure.

To test these predictions we used 2 molecular markers
targeting maternally inherited mitochondrial DNA (mtDNA)
and biparentally inherited nuclear DNA, which distinguish
between female and male dynamics (Wilson et al. 1985; Gaines
et al. 1997; Frankham et al. 2002; Arbogast et al. 2005;
Hedrick 2005). Furthermore, black-tailed prairie dogs have
complex social organization where each colony is subdivided
into family groups called coteries, gene flow is male biased,
and females are philopatric (Hoogland 1996; Slobodchikoff et
al. 2009), so we expect to find significant genetic structure for
both molecular markers, significantly more within- than
among-colony variation because of the effect of social
organization on genetic structure, and a higher Fg-value for
maternally inherited DNA than for biparentally inherited DNA
because of female philopatry. Finally, considering that habitat
fragmentation promotes genetic differentiation in smaller and
less-dense colonies (Frankham et al. 2002), we expect to find a
negative correlation between genetic differentiation, colony
area, and population size.

MATERIALS AND METHODS

Sample collection—Black-tailed prairie dogs from 13
colonies located at Janos and Nuevo Casas Grandes counties
in northwestern Chihuahua, Mexico, were captured, following
guidelines of the American Society of Mammalogists (Sikes et
al. 2011) and the Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT; permit SGPA/DGVS/04142/07),
between May and July 2007 (Fig. 1). Sampling colonies
were selected according to their area (Pacheco et al. 2009)
taking 4 arbitrarily defined categories considering their order of
magnitude in hectares: < 9.9 ha, 10-99.9 ha, 100-999.9 ha,
and > 1,000 ha (Table 1; Fig. 1). As stated above, black-tailed
prairie dogs are highly social mammals. Social aggregation has
been reported to increase within-colony genetic variation and
generate genetic structure within each colony, whereas female
relatedness may bias inbreeding estimation (Chesser 1983,
1991a, 1991b; Sugg et al. 1996; Dobson et al. 1997, 1998,
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Haplotypes

=

3

Colony Sample
area (ha) size

Agua Blanca 414 1
Buenos Aires 40068 15
Presa Casa de Janos 6.52 8
El Aguila 30339 1
El Cuervo 6,076.71 22
240567 16
laGal 2975 10
Mata Ortiz 71.26 9
Monteverde 3,25889 14
Ojitos Sur 246.67
Papalote San Pedro 8.05 15
Pancho Villa 309.86 9
El Uno Norte 36.1 6

Colony

LaBascula
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Fic. 1.—Spatial location of the sampled colonies within the Janos, Chihuahua, Mexico, black-tailed prairie dog (Cynomys ludovicianus)
population. The black square within the species distribution from southern Canada to northern Mexico (shaded gray within map of United States
and Mexico) represents the location of the Janos population in the southernmost area of the species distribution. Colony borders are depicted by
black lines and dots represent the capture sites on the 13 colonies sampled. Information on colony name (colony and key), colony area, and sample
size are given in the table in the lower left corner. Pie graphs represent the 8 haplotypes (A—H) present and their frequency in each colony.

2004). Therefore, when performing studies that aim to assess
the genetic relation between colonies within a certain area,
sampling design has to consider the bias introduced by social
organization. Family groups within a colony can be fixed for
different alleles due to female philopatry. Hence, sampling
individuals from different family groups within a colony will
provide a better representation of the genetic variation present
at the colony level. To sample individuals from different family
groups within each colony, traps were set in plots that were
placed at least 150 m apart consistent with the reported black-
tailed prairie dog coterie home-range area (Hoogland 1996).
Each plot consisted of a 4 X 4 grid with 25-m separation
between each trap, and between 1 and 7 plots were set in each
colony according to its area. Between 0.5 and 1 ml of blood
was collected from the femoral artery of 1-3 black-tailed
prairie dogs per plot. In total, 160 (93 females and 67 males)
black-tailed prairie dog blood samples were collected. Blood
was transferred into a 1.5-ml Eppendorff tube containing 20 pl
of 10 mM ethylenediaminetetraacetic acid and sealed with a
scrub-cap (Higuchi 1989). All samples were subsequently
stored at —20°C until required for further processing. DNA was

extracted using the Bio-Rad Blood Kit (Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, California) according to the manufacturer’s
instructions. DNA integrity and quality were assessed through
electrophoresis in 1% agarose gels using a 100-base pair (bp)
ladder and stained with ethidium bromide.

Polymerase chain reaction for mtDNA cytochrome b.—
Mitochondrial DNA cytochrome-b (Cytb) sequences were
obtained using the primers L14724 (5-TGAAAAA-
YCATCGTTGT-3") and H15915 (5-TCTTCATTTY-
WGGTTTACAAGAC-3'—Harrison et al. 2003). In order to
enhance amplification quality, 4 internal primers were designed
using the program FastPCR (Kalendar et al. 201 1—Forward-1,
5'-CATGAAACATTGGAGTTGTCC-3’; Forward-2, 5'-
TTGCAGCCCTAGTCATAGTCCACC-3’; Reverse-1, 5'-
GATATTTGACCTCAAGGGAGG-3’; and Reverse-2, 5'-
TTTGTTGGGGATAGATCGTAGG-3’). Polymerase chain
reaction amplifications were performed in a 25-pl reaction
volume using 10 ng/pl of target DNA, 1X buffer, 3 mM of
MgCl,, 0.15 mM of deoxynucleoside triphosphates, 0.4 pM of
each primer (Invitrogen, Carlsbad, California), and 2 U/ul of
Tag DNA polymerase (Promega, Fitchburg, Wisconsin). We
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TaBLE 1.—Colony name, relative density, population size, genetic diversity, and genetic structure for mitochondrial cytochrome-b (Cytb) sequences and nuclear microsatellite loci for
black-tailed prairie dogs (Cynomys ludovicianus) from 13 colonies from Janos, Chihuahua, Mexico. Cytb mitochondrial DNA (mtDNA): n = sample size; & = haplotype number; Hd =
haplotypic diversity, and © = nucleotide diversity. Microsatellite nuclear markers: n = sample size; A = allellic richness with rarefaction; Hg = expected heterozygosity; Hp = observed
heterozygosity, and F;g = inbreeding coefficient. The colony that showed the highest mitochondrial and nuclear genetic variation was EC, and the colonies that had the smallest values of
genetic variation were UN for nuclear microsatellites and OS for mtDNA.

Colony Relative density Population size Cytb Microsatellites

name (individuals/ha)* (area[individuals/ha])® n h Hd m Fs© n A Ho (SD) Hg (SD) Fis G"s1°
AB 39 159.9 11 3 0.472 0.0005 0.091 11 2.4 0.309 (0.16) 0.448 (0.15) 0.321¢ 0.216
(e) 8.6 55.9 7 2 0.285 0.0003 0.401 8 22 0.375 (0.17) 0.499 (0.10) 0.262¢ 0.232
PP 16.4 132.8 14 2 0.439 0.0004 0.172 15 2.6 0.547 (0.15) 0.574 (0.07) 0.049 0.103
LC 8.6 256.3 8 2 0.535 0.0005 0.101 10 2.4 0.380 (0.27) 0.527 (0.05) 0.291¢ 0.258
UN 5.6 203.2 6 2 0.333 0.0003 0.041 6 1.6 0.233 (0.29) 0.276 (0.25) 0.167 0.395
MO 2.6 185.4 9 2 0.5 0.0013 0.329 9 2.4 0.433 (0.20) 0.510 (0.13) 0.158 0.098
0os 1.35 333 14 2 0.143 0.0001 0.103 14 2.3 0.436 (0.17) 0.528 (0.09) 0.181¢ 0.096
EA 8.8 2,682.1 11 2 0.545 0.0005 0.046 11 2.8 0.509 (0.13) 0.606 (0.07) 0.167¢ 0.032
PV 6.7 2,082.5 9 2 0.5 0.0009 0.031 9 2.4 0.500 (0.26) 0.556 (0.11) 0.107 0.185
BA 3 1,202.1 15 4 0.733 0.0032 0.029 15 2.6 0.447 (0.20) 0.572 (0.12) 0.225¢ 0.108
LB 9.07 21,819.7 17 5 0.639 0.001 0.147 16 2.5 0.475 (0.20) 0.543 (0.07) 0.128 0.07
MV 8.7 28,319.8 14 3 0.473 0.0007 0.023 14 2.6 0.464 (0.16) 0.565 (0.07) 0.197¢ 0.083
EC 35 21,146.9 22 3 0.654 0.0038 0.214 22 3.0 0.514 (0.14) 0.618 (0.09) 0.172¢ 0.005
All 8.5 111,533.6 157 8 0.704 (0.03) 0.0016 (0.001) 0.236 160 3.4(0.8) 0.449 (0.11) 0.525 (0.11) 0.18¢ 0.272 (0.06)

# Relative density data provided by C. Sénchez-Giraldo (Sdnchez-Giraldo 2012) and R. Avila-Flores (Avila—Florcs 2009).
P Colony area according to Pacheco et al. (2009).

¢ Colony genetic differentiation estimated through pairwise Fgr for Cyth sequences, and G’ g7 for nuclear microsatellite loci comparing each colony to the rest of the sample.
4 Significant departures from Hardy-Weinberg equilibrium (P < 0.05).
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used an Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, California) with the following
program: 3 min at 94°C, then 35 cycles of 30 s at 96°C, 60 s
at 52°C, and 120 s at 72°C followed by 240 s at 72°C and a
final step of 4°C.

The presence, size, and quality of polymerase chain reaction
products were confirmed by 1% agarose gel electrophoresis.
All polymerase chain reaction products were sequenced at the
UWHTSeq FinchLab, Washington University (www.htseq.
org).

Polymerase chain reaction for microsatellites—Ten nuclear
microsatellite loci specifically designed for C. ludovicianus
(A2, A8, A101, A104, A119, Cl116, D1, D2, D115, and
D120—Jones et al. 2005) were polymerase chain reaction
amplified in a 20-pl reaction volume using 10 ng/ul of target
DNA, IX buffer, 0.4 mM of deoxinucleoside triphosphates, 0.8
M of forward primer labeled with HEX fluorescence
(Invitrogen), 0.8 uM of reverse primer (Invitrogen), 2-3.75
mM of MgCl,, and 2 U/l of Tag DNA polymerase (Promega).
We used an Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems) with the following program: 94°C for
180 s, followed by 35 cycles at 94°C for 60 s, annealing
temperature as reported by Jones et al. (2005) for each primer
for 30 s, and 72°C for 30 s, followed by 240 s at 72°C, and a
final step of 4°C. All polymerase chain reactions included a
negative control to detect possible contamination. Polymerase
chain reaction products were confirmed by electrophoresis in
1.5% agarose gels. The products were dried (SpeedVac Jouan
REC10.10.-RCTO0O; Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts) and genotyped in an ABI Prism 3100
sequencer (Applied Biosystems).

Data analyses for mtDNA.—Sequences were assembled
using the program consed 6.0 (Ewing et al. 1998; Gordon et al.
1998), which displays the quality of each base on the sequence
and checked by eye and aligned using BioEdit version 7.1.3
(Hall 1999). We performed a BLAST in GenBank to
corroborate that obtained sequences corresponded to the
black-tailed prairie dog Cytb region. A genealogy for the
mitochondrial sequences was constructed to depict
relationships among haplotypes; we used the maximum-
likelihood method with the approximate likelihood ratio test
and bootstrap support values implemented in PhyML (Guindon
and Gascuel 2003), including Cynomys gunnisoni as outgroup
(AF157930—Harrison et al. 2003). Two Cytb sequences of C.
ludovicianus (AF157892 and AF157890) and 3 Cytb
sequences of C. mexicanus (AF157841, AF157842, and
AF157847—Harrison et al. 2003) downloaded from
GenBank also were included to build the genealogy.
jModelTest 0.1.1 (Posada 2008) was used to estimate the
substitution model before using PhyML. All analyses were
performed excluding sites with missing data. To further
explore the relationships between haplotypes, a minimum
spanning network at 95% confidence level was constructed
using TCS 2.1 (Clement et al. 2000).

We estimated DNA sequence genetic variation (segregating
sites [S], haplotype diversity [Hd], and nucleotide diversity [rt])
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with the program DnaSP version 5 (Librado and Rozas 2009).
To assess mitochondrial genetic structure and genetic differ-
entiation, analysis of molecular variance (AMOVA) and
pairwise Fgy were estimated with the program Arlequin
version 3.0 (Weir and Cockerham 1984; Excoffier et al.
1992, 2005). Isolation by distance was tested through a Mantel
test using 9,999 permutations with the program R (R
Development Core Team 2009) ade4 library (Dray and Dufour
2007), using the multiple regressions and the linear geographic
distances between colonies. Geographic distances were
obtained using the mean capture site coordinate per colony
with the Geographic Distance Matrix Generator version 1.2.3
(Ersts 2011).

To test for the effect of habitat fragmentation and genetic
drift on population differentiation, pairwise Fg-values between
each individual colony and the rest of the population were
estimated using DnaSP version 5 (Librado and Rozas 2009). A
linear regression was performed between Fgr-values and
ecological data (log;( of colony area and log;, of population
size) obtained from the literature (Avila-F]ores 2009; Pacheco
et al. 2009; Sanchez-Giraldo 2012), using R (R Development
Core Team 2009). Population size was estimated through
reported values of relative density (individuals/ha—Avila-
Flores 2009; Sanchez-Giraldo 2012) multiplied by colony area
estimated by Pacheco et al. (2009).

Data analyses for microsatellites.—Allele frequencies were
determined by direct calculation. Traditional genetic variation
estimates (expected heterozygosity [Hg] and observed
heterozygosity [Hp]) were obtained with programs
GENEPOP version 4.0 (Raymond and Rousset 1995) and
Arlequin version 3.0 (Excoffier et al. 2005). We also estimated
allelic richness with correction for sample size through
rarefaction using the software HP-Rare 1.0 (Kalinowski
2004, 2005). We performed an exact test for Hardy—
Weinberg equilibrium per locus using Markov chain Monte
Carlo with 10,000 dememorizations, 20 batches, and 5,000
iterations per batch, and estimated deviations from Hardy—
Weinberg equilibrium for each colony through F;s (Weir and
Cockerham 1984), as well as linkage disequilibrium (LD)
using the EM algorithm present in the program GENEPOP
version 4.0 (Raymond and Rousset 1995). To control for
artifacts associated with the presence of null alleles, the
Brookfield method (Brookfield 1996) as implemented in the
software MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al.
2004) was used. Moreover, estimates of Fgr confidence
intervals considering and without considering null alleles
were estimated and compared using the program FreeNA
(Chapuis and Estoup 2007).

Genetic structure was examined using AMOVA in Arlequin
version 3.0 (Excoffier et al. 1992, 2005), with 1,000 repetitions
and confidence intervals based on 20,000 repetitions. In
addition, Meirmans and Hedrick (2011) reported a dependency
on the amount of within-population variation and the
maximum value of any genetic structure and genetic
differentiation estimate (Gsy, Fsr, Rsy, 0, and dg7), so
Hedrick’s standardized Gg; (G”g7—Meirmans and Hedrick
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2011) also was estimated with the program GENODIVE
2.0b21 (Meirmans and Van Tienderen 2004), applying the
default values and 999 iterations to obtain significance values.
This genetic structure measure is corrected by the maximum
heterozygosity (Hyax), therefore providing an unbiased
estimate. The software Structure 2.2 (Pritchard et al. 2000)
was used as an alternative approach to explore genetic
structure. The program employs a model-based Bayesian
analysis that allows groups to be clustered without regard to
their original sampling site. We performed and analyzed
previous Structure 2.2 runs in order to determine the quantity
of burn-in chains and Markov chain Monte Carlo simulations
that maximize the results’ posterior likelihood. These tests
determined that 250,000 burn-in chains and 500,000 Markov
chain Monte Carlo simulations with 30 repetitions for each K
(number of clusters), where K = 15, were adequate to maximize
posterior distributions. We considered the admixed populations
and correlated allelic frequency models, because colonies share
common ancestry and there is gene flow between them.
Finally, to determine the optimal number of clusters (K) the AK
test proposed by Evanno et al. (2005) as estimated with
Structure HARVESTER (Earl and von Holdt 2011) was
implemented.

Genetic differentiation between colonies was estimated
through pairwise Rgr (Weir and Cockerham 1984; Holsinger
and Weir 2009) obtained with the program Arlequin version
3.0 (Excoffier et al. 2005) using the default values provided by
the program and 100 iterations to obtain significance values.
Additionally, between-colony pairwise G”gr-values (Meirmans
and Hedrick 2011) were estimated using the program
GENODIVE 2.0b21 (Meirmans and Van Tienderen 2004),
applying the default values provided by the program and 999
iterations to obtain significance values.

Isolation by distance was tested through a Mantel test with
2,000 permutations in the program FSTAT version 2.9.3
(Goudet 2001), using the multiple regressions and the linear
geographic distances between colonies.

To test for the effect of habitat fragmentation and genetic
drift on population structure, pairwise G”gr-values between
each individual colony and the rest of the population were
obtained using GENODIVE 2.0b21 (Meirmans and Van
Tienderen 2004). A linear regression was performed between
these G” gr-values and ecological data (log;, of colony area and
logip of population size) obtained from the literature and
estimated as stated above, using the R (R Development Core
Team 2009) ade4 library (Dray and Dufour 2007).

REsuLTs

Mitochondrial DNA.—The DNA for 1,140 bp of the
mitochondrial Cytb region of 157 samples was sequenced.
BLAST analysis on GenBank corroborated that the sequences
obtained matched black-tailed prairie dog (C. ludovicianus and
C. mexicanus; subgenus Cynomys) Cytb sequences. In terms of
sequence composition, 1,124 were invariable sites, 13 were
segregating sites, and 3 sites were excluded because of missing
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F16. 2.—Maximum-likelihood genealogy from Janos, Chihuahua,
Mexico, black-tailed prairie dog (Cynomys Iudovicianus) cytochrome-
b (Cytb) haplotypes (A—H) with bootstrap branch support values.
Values near nodes are bootstrap values greater than 40%. Other
sequences used were from Harrison et al. (2003) and obtained from
GenBank.

data. Moreover, of the 13 mutations found, 9 were synonymous
substitutions and 4 (sites 695, 700, 895, and 905) were
replacement substitutions. However, 5 sites were potentially
parsimony informative. Eight distinct haplotypes (A-H) were
found and sequences were deposited in GenBank with
accession numbers JQ885584, JQ885585, JQ885586,
JQ885587, JQ885588, JQ885589, JQ885590, and JQ885591
(Supporting Information S1, DOI: 10.1644/12-MAMM-A-099.
S1).

Regarding the phylogenetic relationship between haplo-
types, the genealogy obtained through maximum likelihood
(Fig. 2) depicted that haplotype D is more related to the
haplotypes of C. ludovicianus from Nebraska (Harrison et al.
2003) than to the rest of the haplotypes found in the population.
The other 7 haplotypes constitute a monophyletic group.
Branch bootstrap values gave good support to the external
nodes, but there was not good resolution on the phylogenetic
relationship between haplotypes A, B, C, E, F, G, and H, which
were closely related. Haplotypes from C. ludovicianus and C.
mexicanus formed 2 well-differentiated monophyletic groups
in the genealogy. The haplotype network, in agreement with
the maximum-likelihood genealogy, depicted 1 group of
closely related haplotypes. Haplotype D was the most
divergent (Supporting Information S2, DOI: 10.1644/
12-MAMM-A-099.S2).

Haplotypes A and B were the most common, found in 46.5%
and 24.8% of the individuals throughout the colonies. In
addition, 3 haplotypes (C, D, and E) represented 12.1%, 5.7%,
and 5.1% of the amplified samples. The rest of the haplotypes
(F-H) accounted for 5.7% of the samples and were found in
only 1 colony each (F: MO, n=4; G: AB, n=2; and H: LB, n
= 1). Furthermore, none of the colonies was fixed for only 1
haplotype (Table 1; Fig. 1). Haplotype diversity for the 13
sampling colonies was 0.704 (Table 1). Mean nucleotide
diversity was 0.00162 (SD = 0.001).

Genetic structure analysis points toward significant overall
mitochondrial genetic structure (Fgy = 0.271, P < 0.0001;
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TaBLE 2.—Components of an analysis of molecular variance
(AMOVA—Excoffier et al. 1992) of mitochondrial DNA cyto-
chrome-b sequences (ntDNA AMOVA; Fs7) and nuclear microsatel-
lite loci (microsatellite AMOVA; ¢g7) from 13 colonies of black-tailed
prairie dog (Cynomys ludovicianus) from Janos, Chihuahua, Mexico.
Significant values of genetic structure (Fg7 and ¢g7) and significant
inbreeding coefficients ({5, Rys, ¢, and Ryp) values were found
within the population.

Source of variation % variation F coefficients
mtDNA AMOVA
Among colonies 27.1 Fgr 0.271
Within colonies 72.8
Microsatellite AMOVA
Among colonies 10.3 bsr 0.103
Within colonies 16.1 bis 0.180
Between individuals within colonies 73.6 b 0.264

Table 2). The AMOVA revealed that there was more within-
colony (72.8%) than among-colony (27.1%) variation.

Analysis of genetic differentiation (pairwise Fgr [Supporting
Information S3, DOI: 10.1644/12-MAMM-A-099.S3]) showed
that 3 colonies were highly differentiated (significant pairwise
Fgr for all comparisons; CJ, MO, and EC), 4 colonies had
intermediate differentiation (> 50% pairwise Fs; comparisons
were significant), and 6 colonies presented low values of
genetic differentiation (< 50% pairwise F g comparisons were
significant). Minimum estimated distances between colonies
ranged from 1.4 to 30.8 km and isolation by distance was
nonsignificant (P = 0.137). Furthermore, Cytb genetic
differentiation was not related to colony area or population
size (R%; = 0.087, P = 0.328, and R?;; = 0.136, P = 0.215,
respectively).

Microsatellites—All 10 analyzed loci were polymorphic
(2—4 alleles per locus), rendering a total of 34 alleles.
Furthermore, all loci were polymorphic for all black-tailed
prairie dog colonies, except UN, which was monomorphic for
4 of the loci. Tests for artifacts associated with microsatellite
loci did not detect the presence of null alleles or linkage
disequilibrium (data not shown). Nevertheless, 3 of 10 loci
deviated from Hardy—Weinberg equilibrium (A101, A104, and
C116), and 8 of the 13 sampled colonies showed heterozygote
deficiency (Table 1).

In terms of genetic variation, allelic richness (A) estimated
through rarefaction resulted in 1.6-3.0 mean alleles per colony,
and no private alleles were found. Mean genetic diversity (Hg)
was 0.525 (SD = 0.11), with values ranging from 0.276 (SD =
0.25) to 0.618 (SD = 0.09).

Nuclear genetic structure (Fg7=0.103, P < 0.0001; G"sr =
0.272 = 0.06 SE, P =0.001) and fixation index (F;s=0.18 and
Frr = 0.264; P < 0.0001) values were significant (Table 2),
with the highest percentage of variation distributed between
individuals within colonies (73.6). Once correcting for the no-
admixture prior because of the presence of 2 mitochondrial
lineages in the population and setting parameters as described
in methods, the test of Evanno et al. (2005) indicated the
presence of 2 clusters (K =2 [Supporting Information S4, DOI:
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10.1644/12-MAMM-A-099.S4]). From the total number of
individuals 56.9% were assigned within 95% confidence to
either cluster. This result suggests high admixture within the
population. Within the assigned individuals, most samples
from colonies CJ, LC, and UN were assigned to cluster 1
(100% from CJ and LC, and 83.3% from UN), whereas cluster
2 was composed of individuals from all remaining colonies.
‘When examining genetic structure within each cluster, cluster 1
presented low genetic structure (Fgr = 0.038), and cluster 2
showed a value closer to that estimated for the entire sample
(Fsy=0.117).

Finally, genetic differentiation was significant for most
pairwise comparisons (Supporting Information S5, DOIL: 10.
1644/12-MAMM-A-099.S5) and isolation by distance, esti-
mated through a Mantel test, was nonsignificant (r=-0.189, P
= 0.095). Genetic differentiation (G”gy) was significant and
negatively correlated to colony area (R?; = 0.333, P = 0.023;
Fig. 3A) and population size (R?}; = 0.360, P = 0.03; Fig. 3B).

DiscussioN

The black-tailed prairie dog population from Janos possesses
certain characteristics (large size, absence of plague, protected
status, and peripheral and declining population) that allowed
the proposition of 2 distinct predictions regarding its genetic
variation and genetic structure. We expected to find that the
black-tailed prairie dogs from Janos possess a relatively high
level of genetic variation and low genetic structure because of
the large size of the population, the absence of plague, and
protected status. Nevertheless, there are other factors about this
population such as recent population decline and peripheral
effects (small effective population size and isolation) that could
result in relatively low genetic variation and an increase in
genetic structure.

Our results show that despite the fact that the black-tailed
prairie dog population of Janos is peripheral, its genetic
diversity is comparable to that reported for other parts of the
range, and this population may serve, not only because of its
ecological importance (Ceballos et al. 2005) but because of its
genetic variation, as a refuge for the species in the long term.
As expected, there was significant genetic structure for both
molecular markers, significantly more within- than among-
colony variation for both markers in accordance with black-
tailed prairie dog social organization, and higher Fg-value for
maternally inherited DNA than for biparentally inherited DNA
related to female philopatry and male-biased gene flow.
Finally, colony area and population size had a significant
negative correlation to genetic differentiation for nuclear
microsatellite loci, but not for Cyzb. These results point toward
an increased effect of genetic drift in smaller and less-dense
colonies because of recent habitat fragmentation only on
nuclear markers, whereas genetic differentiation for maternally
inherited DNA can be related to female philopatry.

The genealogic relationship between Cyzb haplotypes
implies that the black-tailed prairie dogs of Janos represent a
population where admixture or introgression, or both, or
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Fi16. 3.—Linear regression for black-tailed prairie dog (Cynomys Iudovicianus) microsatellite genetic differentiation (pairwise G”g7—Meirmans
and Hedrick 2011). A) Colony area (log;o) and B) population size (log;e). Significance (R2 and P-value) for each regression is depicted on the
upper right corner of each graph. Both regressions were negative and significant.

incomplete lineage sorting between 2 mitochondrial lineages
has occurred. Studies addressing the phylogeographic history
of black-tailed prairie dog populations throughout their
geographic range are, nevertheless, absent. Therefore, data
from Sciuridae phylogeographic studies, conducted on a larger
geographical scale where a great genetic subdivision could be
observed (Hewitt 2001), were used for comparison (Table 3).
Nucleotide diversity was lower in Janos than reported for other
species, but the presence of 8 haplotypes and 2 lineages in a
small area of the species distribution suggests a moderate
amount of variation. Variation at this locus relates to maternal
inheritance of mtDNA and female philopatry that contribute to
large effective female population sizes, which is reflected in
high genetic variation (Chesser and Baker 1996).

Nuclear genetic diversity (Hg) was neither significantly
lower when compared with other black-tailed prairie dog
populations throughout their range or with other prairie dog
species (C. parvidens and C. gunnisoni [Table 3; Haynie et al.
2003]). These results imply that the genetic diversity is within
the range reported for other colonies and other members of the
genera. This contrasts with the concept that peripheral
populations possess less genetic variability than populations
located at the center of the distribution (Eckert et al. 2008).

Relative to the nonsignificant Fg-values reported for
colonies in Colorado, the values from Janos were significant
and similar to those found in Montana. Previous studies have
reported that the presence of coteries increases genetic structure
and Fjg-values (Chesser 1983, 1991a, 1991b; Dobson et al.
1997, 1998, 2004). In addition, significant Fg-values have
been associated with the Wahlund effect and population
bottlenecks (Chesser 1983; Sugg et al. 1996). Despite the fact

that trapping was planned to reduce this type of sampling bias,
the Wahlund effect cannot be completely discarded. To
distinguish between significant Fs-values related to habitat
fragmentation and artifacts associated to the Wahlund effect,
sampling family groups within colonies should be considered
in further research.

Higher global Fgr-values for Cytb than for microsatellite
DNA markers (0.233 and 0.103) are consistent with female
philopatry and male-biased gene flow (Hoogland 1996). The
presence of male-biased gene flow is further corroborated by
high admixture between the clusters obtained with Structure
(Pritchard et al. 2000) and the lack of private alleles for nuclear
loci. Nevertheless, significant pairwise genetic differentiation
between colonies contrasts with this idea and, together with a
major portion of the genetic variation within colonies, may
relate to differential allele fixation within each family group
(Dobson et al. 2004).

Consistent with previous findings (Chesser 1983; Hulova
and Sedldcek 2008), the Mantel test was nonsignificant,
suggesting no isolation by distance for both types of molecular
markers. Similarly, lack of isolation by distance in prairie dogs
and other sciurids has been linked to the effect of genetic drift,
founder events, and mutation.

Lomolino and Smith (2001) stated that colony area is the
main factor affecting extinction risk in plague-free black-tailed
prairie dog populations and in Janos nuclear microsatellite
genetic structure had a negative correlation with population
size and colony area. Contrasting results for each molecular
marker support the concept of genetic differentiation in
microsatellites because of habitat fragmentation, and a stronger
effect of genetic drift in smaller and less-dense populations
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TasLE 3.—Population genetic studies performed on different species belonging to the family Sciuridae, including Cynomys ludovicianus. A) Data for cytochrome-b (Cytb), including
sample size (n), number of localities, haplotype number (4), nucleotide diversity (r), and haplotype diversity (Hd). B) Data for microsatellites, including sample size (n), number of

microsatellite loci, allelic richness (A), genetic diversity (expected heterozygosity [Hg]), Student’s #-test P-value, inbreeding coefficient (Fjs), and genetic structure (Fgr).

A (SD) Student’s
No. No. (alleles t-test
Reference Species Study site n localities h n (SD) Hd (SD) loci per locus) Hp (SD) P-value Fis Fgr
A) Cytb
Bell et al. 2010 Xerospermophilus ~ Mojave and Sonora 38 14 16 0.00789 —
tereticaudus deserts (0.0011)*
X. mohavensis Mojave Desert 46 11 8  0.00171 —
(0.00026)*
Cook et al. 2010 Spermophilus Kodiak and Aleutian 75 12 18 0.0072 —
parryii archipielagos and (0.00026)"
Kavalga Island
Grill et al. 2009 Sciurus vulgaris Europe 83 5 21 0.00672 0.736
(0.00114) (0.049)
Moncrief et al. 2010 Sciurus niger Eastern North America 102 18 22 0-0.007 —
Current analysis C. ludovicianus Chihuahua, Mexico 152 1 8 0.0016 0.704
(0.001) (0.03)
B) Microsatellite
Haynie et al. 2003 C. gunnisoni Arizona 378 7 4.29 (1.7) 0.49 (0.26) 0.435 — —
(2-6)
Haynie et al. 2003 C. parvidens Utah 145 7 3(1) 0.33 (0.3) 0.215 — —
2-4) (1996)
225 0.34 (0.3) 0.195 — —
(1997)
Roach et al. 2001 C. ludovicianus Colorado (Pawnee 129 7 3.9 (0.61)° 0.602 (0.09)°  0.069 0.02 0.12
National Park) (4-13)
Jones and Britten 2010 C. ludovicianus Montana 112 14 3.4 (1.16) 0.54 (0.2) 0.971 0.17 0.12—
(2—6) 0.19
Magle et al. 2010 C. ludovicianus Colorado (urban) 101 10 3.1 (0.63)1’ 0.524 (0.1)b 0.69 0.007 0.24
(2.4-3.9)
Sackett et al. 2012 C. ludovicianus Colorado (urban) 510 11 9.3 (6-14) 0.663 — — 0.109
Current analysis C. ludovicianus Chihuahua, Mexico 160 10 3.4 (0.8) 0.53 (0.11) — 0.18 0.10
(2-4)

“ Nucleotide diversity values estimated through popset obtained from GenBank using DnaSP version 5.0 (Librado and Rozas 2009) when information was not available.

" Mean and standard deviation estimated from reported data when information was not available.
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(Frankham et al. 2002), whereas female philopatry had a
stronger effect on mtDNA.

Black-tailed prairie dogs from Janos possess a good amount
of genetic variation despite being a peripheral and declining
population. Although recent habitat fragmentation has affected
genetic differentiation between colonies, social organization
and its strong influence on genetic structure has preserved the
genetic variation within colonies. To further assess the
importance of this population and determine if this peripheral
population is genetically divergent from core populations we
need to go from local to regional scales. Fundamental
information for understanding the evolutionary and ecological
relationships between locations throughout the species distri-
bution is needed to advance further black-tailed prairie dog
conservation.

RESUMEN

En Norte América, la fragmentacion del habitat inducida por
el hombre ha provocado una reduccion considerable de las
poblaciones de perros llaneros de cola negra (Cynomys
ludovicianus). Aunque el area ocupada por las colonias de
perros llaneros en Chihuahua, al noroeste de México, también
se ha reducido recientemente, esta poblacion ha sido menos
afectada por la perturbacion humana. Se analizaron secuencias
del citocromo b (Cytb) y 10 microsatélites nucleares en 13
colonias para poner a prueba si la poblacion de perros llaneros
de cola negra de Janos posee niveles de variacion genética
relativamente altos y baja estructura genética debido a su gran
tamafio, ausencia de peste y estatus de proteccion; o si la
disminucion poblacional reciente y los efectos periféricos han
resultado en la presencia de baja variacion y alta estructura
genética. Los andlisis sugieren que la variacion genética
mitocondrial es moderada con relacion a otros scidridos y
que la variacion genética nuclear no es significativamente
distinta en relacion a otras poblaciones de perros llaneros.
Ademds, de acuerdo con la organizacion social de los perros
llaneros de cola negra, la estructura genética entre poblaciones
locales fue significativa y la variacion hacia el interior de las
colonias fue mayor que entre las colonias para ambos
marcadores. Con relacion a la filopatria de las hembras y la
dispersion sesgada hacia los machos, la Fgr fue mayor para el
ADN mitocondrial que para el ADN nuclear. Finalmente, para
los marcadores nucleares se encontrd una correlacion negativa
entre la diferenciacion genética y el area de la colonia y el
tamafo poblacional, lo que sugiere un incremento en el efecto
de la deriva génica en las colonias mas pequefias y menos
densas como resultado de la fragmentacion del hébitat reciente.
En conclusion, la estructura social y el patron de dispersion ha
mantenido la variacion genética de los perros llaneros de cola
negra de Janos a pesar de considerarse una poblacion periférica
y en declive.
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SUPPORTING INFORMATION
SupPORTING INFORMATION S1.—Sequence name, GenBank accession
number, sample size (n), and segregating sites (base pairs) for the 8
cytochorme-b (Cytb) haplotypes found in black-tailed prairie dogs
(Cynomys ludovicianus) from Janos, Chihuahua, Mexico. There were
13 segregating sites, of which 9 were synonymous changes (sites 126,
198, 216, 486, 501, 648, 699, 912, and 1047) and 4 were amino acid
replacement changes (sites 695, 700, 895, and 905). Haplotype D
presented the highest number of differences (9) with respect to the
most common nucleotide in the other haplotypes.
Found at DOI: 10.1644/12-MAMM-A-099.S1
SuPPORTING INFORMATION S2.—Haplotype network overlaid on
sampled black-tailed prairie dog (Cynomys ludovicianus) colonies
from Janos, Chihuahua, Mexico. On top is an unweighted pair-group
method using arithmetic means (UPGMA) phenogram depicting
genetic differentiation estimated through Nei’s genetic distance. The
size of each pie graph represents the frequency of each haplotype
(letters A—H); texture corresponds to each cluster of the UPGMA
phenogram.
Found at DOI: 10.1644/12-MAMM-A-099.52
SuPPORTING INFORMATION S3.—Genetic differentiation for 13 black-
tailed prairie dog (Cynomys ludovicianus) colonies from Janos,
Chihuahua, Mexico, obtained through pairwise Fgr-values for
cytochrome-b (Cytb) sequences.
Found at DOI: 10.1644/12-MAMM-A-099.S3
SupPPORTING INFORMATION S4.—Bayesian clustering analysis of black-
tailed prairie dogs (Cynomys ludovicianus) from Janos, Chihuahua,
Mexico, as detected by Structure 2.2. Individuals from 13 colonies
grouped in 2 genetic clusters (K = 2). White represents cluster 1, and
dark gray represents cluster 2. Fifty percent of individuals show
admixture, and most individuals of colonies CJ, LC, and UN were
assigned to cluster 1.
Found at DOI: 10.1644/12-MAMM-A-099.54
SuPPORTING INFORMATION S5.—Genetic differentiation for 13 black-
tailed prairie dog (Cynomys ludovicianus) colonies from Janos,
Chihuahua, Mexico, obtained through 10 nuclear microsatellite loci.
Below diagonal are pairwise Rgr estimates (* nonsignificant values; P
> 0.05); above diagonal are Hedrick’s standardized Gy (G” 7). High
genetic differentiation between colonies was found, and the highest
significant values were present in colonies CJ, LC, and UN.
Found at DOI: 10.1644/12-MAMM-A-099.S5
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SUPPORTING INFORMATION

SUPPORTING INFORMATION S1.- Sequence name, GeneBank accession number, sample size (N) and segregating sites (bp) for the eight Cyt-b
haplotypes found in black-tailed prairie dogs (Cynomys ludovicianus) from Janos, Chihuahua. There were 13 segregating sites of which nine were
synonymous changes (sites 126, 198,216,486, 501, 648, 699,912 and 1047) and four were amino acid replacement changes (sites 695, 700, 895 and 905).

Haplotype D presented the highest number of differences (9) with respect to the most common nucleotide in the other haplotypes

Haplotype Ger}eBank Segregating sites (bp)
Accessionnumber N 126 198 216 486 501 648 695 699 700 895 905 912 1047
A JQ885584 72 T C T A T C T T C
B JQ885585 35 . . . G . ] . . °
C JQ885586 19 . . . . . T . ° °
D JQ885587 9 C T . . . C C T
E JQB885588 8 C . . G . . . . .
F JQB885589 6 . . ] . C ] . . .
G JQ885590 2 . . . . . . . . .
H JQ885591 1 ° . ° G ° ° C C °
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10
11
12
13

14

SUPPORTING INFORMATION S2.- Haplotype network overlaid on sampled black-tailed prairie dog (Cynomys ludovicianus) colonies from Janos,
Chihuahua. On top is a UPGMA phenogram depicting genetic differentiation estimated through Nei’s genetic distance. The size of each pie graph

represents the frequency of each haplotype (letters A to H), texture corresponds to each cluster of the UPGMA phenogram

Cluster 1: northwest

Cluster 2: northeast

Cluster 3: central

] Cluster 4: east
£ Cluster 5: southeast

Cluster 6: south

0.0004
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SUPPORTING INFORMATION S3.- Genetic differentiation for 13 black-tailed prairie dog (Cynomys ludovicianus) colonies from Janos, Chihuahua

obtained through pairwise Fgr values for Cyzr-b sequences

AB BA cJ EA EC LB LC MO MV (o PP PV UN
AB

BA 0.102

cJ 0.631%  0.234%

EA 0.182 0074  0.665*

EC  0.198% 0029  0.124%  0.230%

LB 0.345%  0.188%*  0575* 0063  0.287*

LC  0335% 0069  0.718% 0 0.235% 0

MO  0463%* 0215% 0.734%  0532%  0256% 0527%  0.599%

MV 0084 0068  0554* 0026  0205% 0.167% 0.114%  0426%

oS 0029  0.29  0.793%*  0276%  0222%  0415%  0499%  0.603*  0.109

PP 0449%  0.146*  0.753* 0055  0311% 0 0 0.644%  0229%  0.574%

PV 0151 0036 0556* 0063  0.172% 0.130% 0117  0438* 0 0226%  0.231%

UN 0 0022 0.699% 0049  0.141%  0241*%  0242%  0.486* 0 0 0.379% 0046
*p <005
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22
23
24
25

26
27

obtained through ten nuclear microsatellite loci. Below diagonal are pairwise Rgr estimates (* non-significant values; p > 0.05); above diagonal are

Hedrick’s standardized Ggr (G”’sr). High genetic differentiation between colonies was found, and the highest significant values were present in CJ, LC

SUPPORTING INFORMATION S4.- Genetic differentiation for 13 black-tailed prairie dog (Cynomys ludovicianus) colonies from Janos, Chihuahua

and UN

Colony AB BA Cl EA EC LB LC MO MV oS PP PV UN
AB - 0.229 0.346 0.213 0.179 0.233 0.374 0.301 0.283 0.357 0.366 0.394 0.561
BA 0.165 - 0.283 0.042 0.064 0214 0.284 0.200 0.201 0.218 0.198 0.277 0.546
CJ 0.206 0.273 - 0.237 0.303 0.379 0.049 0.277 0.378 0.408 0.196 0514 0.402
EA 0.087 0.072* 0.214 - 0014 0.144 0.246 0.132 0.125 0.159 0.130 0.203 0434
EC 0.088 0.062 0.237 0.021%* - 0014 0.301 0.135 0.049 0.061 0.137 0.144 0418
LB 0.108 0.149 0.28 0.068 0* - 0.389 0.171 0.052 0.037 0.212 0.229 0.395
LC 0.232 0.358 0.089* 0.255 0.268 0.28 - 0.396 0411 0455 0.157 0.442 0.501
MO 0.093 0.149 0.217 0.035% 0.075 0.092 0.278 - 0.156 0.151 0.178 0.239 0.303
MV 0.165 0.185 0.362 0.09 0.039*  0.031* 0.357 0.131 - 0074 0.246 0.084 0.480
oS 0.218 0.151 0.359 0.105 0.021*  0.033* 0.361 0.152 0.047 - 0.127 0.229 0455
PP 0.153 0.14 0.162 0.059 0.073 0.109 0.22 0.042% 0.139 0.079 - 0.244 0456
PV 0.241 0.25 0.443 0.136 0.134 0.186 0.458 0.132 0.094 0.145 0.142 - 0.620
UN 0.239 0.363 0.231 0.284 0.254 0.236 0.214 0.199 0.365 0.364 0.244 047 -
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33

34
35

SUPPORTING INFORMATION S5.- Bayesian clustering analysis of black-tailed prairie dogs (Cynomys ludovicianus) from Janos, Chihuahua as

detected by Structure 2.2. Individuals from 13 colonies grouped in two genetic clusters (K = 2). White represents Cluster 1, and dark grey Cluster 2. Fifty

percent of individuals show admixture, and most individuals of colonies CJ, LC and UN were assigned to Cluster 1
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Apéndice 2. Correspondencia geografica de los principales linajes de ardillas (Sciuridae):

revision filogenética de las ardillas del mundo.

Introduccion

Las ardillas se clasifican dentro del orden Rodentia y constituyen la familia Sciuridae. La

familia Sciuridae es una de las familias de mamiferos mas diversa y ha sido estudiada de manera

muy amplia y desde diversos puntos de vista, incluyendo aspectos ecoldgicos, conductuales,

morfoldgicos y de biologia reproductiva (Harrison et al. 2003; Mercer y Roth 2003; Steppan et al.

2004). Presentan una gran diversidad de sistemas sociales (desde solitarios hasta altamente

sociales) y habitan una gran diversidad de habitats (bosques cerrados a desiertos) (Mercer y Roth

2003; Steppan et al. 2004). Esta familia estd conformada por 278 especies contenidas en 50

géneros y en 2 subfamilias que contienen a las ardillas voladoras (Pteromyinae) y las ardillas

terrestres y las ardillas arboricolas (Sciurinae) (Mercer y Roth 2003; Steppan et al. 2004; Roth y

Mercer 2008). De acuerdo con Steppan et al. (2004) se reconocen 10 tribus dentro de la familia

que se describen en el cuadro A.2.1.

Cuadro A.2.1. Tribus que conforman a la familia Sciuridae, distribucion geografica y nimero de
especies por tribu (Steppan et al. 2004).

Tribu

Nombre comun

Distribucidn

Numero de Especies

1) Callosciurini

2) Funambulini

3) Marmotini

4) Microsciurini
5) Protoxerini
6) Ratufini

7) Sciurillini

8) Sciurini

9) Tamiasciurini

10) Xerini

ardillas arboricolas

ardillas rayadas Asiaticas,
predominantemente
arboricolas y
semiarboricolas
marmotas, perros de las
praderas, ardillas
terrestres, ardillas listadas
ardillas arboricolas enanas
ardillas arboricolas y de
arbustos africanas
ardillas arboricolas
gigantes

ardilla arboricola pigmea
ardillas arboricolas

ardilla roja y ardillas de las
rocas

arillas terrestres Afro-
Asiaticas

Reino biogeografico
Oriental

Reinos biogeograficos
Oriental y Etiope

Holarticas
Neotropicales

Africa

Sudeste de Asia
Amazonia

Gran diversidad en el
Neotropico pero algunos
grupos son Holarticos

Holarticas

Africay Asia

57

26

87

29




Las ardillas son roedores diurnos morfolégicamente primitivos que divergieron temprano
(Mercer y Roth 2003). Los roedores presentan cuatro incisivos grandes para roer que crecen
durante toda su vida, carecen de caninos y presentan un hueco o diastema entre los incisivos y los
premolares. Ademads, presentan ocho dientes adicionales ubicados en cuatro hileras localizadas
dos en la mandibula y dos en la maxila y estan constituidas por un premolar pequeio y deciduo y
tres molares enraizados. La formula dental de las ardillas es: 1/1, 0/0, 1 —2/1, 3/3 =20 —22. Las
caracteristicas morfologicas que distinguen a los sciuridos de otros roedores son la estructura del
craneo y la posicion del canal infraorbital en relacion al sistema dental. La placa zigomatica del
sistema zigomasetérico se encuentra adherida al rostro del craneo; a esta disposicion se le ha
denominado sistema zigomasetérico sciuromorfo o sciuromorfia (Carleton y Musser 2005). En
las ardillas, el craneo tiene una construccion ligera con proceso post-orbital largo, la apertura
infra-orbital es pequena y el paladar es amplio (Flower 1978).

Tipicamente, las ardillas poseen colas esponjosas del mismo largo que el cuerpo, el pelaje
es suave y las orejas puntiagudas. Sin embargo, algunas especies poseen un pelaje dspero y
espinoso, y otras especies presentan pelos largos que se extienden desde las punta de las orejas.
La mayoria de las ardillas presentan bolsas en los cachetes llamadas abazones que utilizan para
almacenar alimento (sus cachetes se agrandan para contener mas alimento durante cada evento de
alimentacion). Las ardillas pueden variar en tamafio desde muy pequeias (Myosciurus pumilio
de 10 gramos) hasta muy grandes (Marmota marmota de 3 a 8 kilogramos). También se presenta
variacion en la coloracion del pelo que incluye negro, blanco, rojo y café. Las ardillas tienen
extremidades traseras con cinco digitos mientras que las extremidades delanteras presentan cuatro
digitos. Ademas, presentan garras en todas las falanges terminales excepto el pulgar. Las
ardillas terrestres tienden a tener extremidades delanteras grandes y amplias, con el digito medio
mas largo. Sus extremidades son cortas y fuertes, ya que son utilizados para cavar y su cola es
corta. Las ardillas arboricolas tienen extremidades largas y musculosas, orejas largas y colas
largas y esponjosas. Ademas, sus miembros traseros presentan articulaciones dobles, con cuatro
dedos y un pulgar vestigial que les permite trepar a los arboles rapidamente. Las ardillas
voladoras se caracterizan por su membranas para planear. Esta membrana esta constituida por un
patagio cubierto de pelo que se une a los antebrazos por un cartilago stiliforme en la mufieca y se

extiende al talon en las extremidades posteriores. Las ardillas voladoras presentan las
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extremidades mas largas dentro del grupo en funcion del tamafio del cuerpo (The tree of life
2015; Animal diversity 2015).

Las primeras ocurrencias fosiles en cada continente sugieren que las ardillas se originaron
en el Hemisferio norte y se diseminaron rapidamente. El primer {6sil (Douglassciurus jeffersoni)
hallado en el oeste de Norteamérica data del Eoceno tardio, hace aproximadamente 36 millones
de afos (mda) (Mercer y Roth 2003; Roth y Mercer 2008). Esta especie carecia del arreglo de
musculos masticatorios tipico de las ardillas modernas (sciuromorfia), sin embargo, comparte
varias caracteristicas del esqueleto de las ardillas arboreas del Nuevo Mundo como Sciurus. Los
fosiles Sciuromorfos mas tempranos en Europa datan del Oligoceno temprano, y en Africa, el
f6sil mas antiguo es del Mioceno. En Sudamérica no hay evidencia de la presencia de ardillas
hasta hace aproximadamente 3.1 mda, momento en que se estableciera el puente terrestre
panameio que conecta Norte y Sudamérica (Mercer y Roth 2003). Ademas, con base en el
registro fosil se ha propuesto que las ardillas voladoras (subfamilia Pteromyinae) tuvieron un
origen independiente de las ardillas arboricolas y terrestres (subfamilia Sciurinae), con lo que se
ha justificado la division actual de la familia en estas dos subfamilias (Mercer y Roth 2003).

De acuerdo con el andlisis filogenético realizado por Mercer y Roth (2003), la divergencia
de los 5 clados principales tuvo lugar en el Eoceno (54 a 38 mda) y Oligoceno temprano (38 a 23
mda), y estudios previos sugieren que el cambio global ha dirigido la diversificacion a gran
escala dentro de esta familia de mamiferos (Mercer y Roth 2003). Sin embargo, sus relaciones
filogenéticas atin no son bien comprendidas (Steppan et al. 2004) y hasta el momento diversos
estudios moleculares han intentado desentrafiarlas sin llegar a un consenso claro respecto a la
relacion entre tribus (Herron et al. 2004; Mercer y Roth 2003; Steppan et al. 2004) y la relacion
entre géneros y especies dentro de las tribus (Fernandez 2012; Harrison et al. 2003, 2005; Helgen
et al. 2009; Piaggio y Spicer 2001).

Los Sciuridos se distribuyen en todos los continentes, exceptuando la Antartica y
Australia y el estudio de su diversificacion a escalas taxondmicas finas puede proveer inferencias
acerca de la tectonica de placas, el nivel del mar y el clima de cada region (Mercer y Roth 2003).
Asimismo, el amplia distribucion del grupo y la consistencia geografica de los clados que lo
constituyen pueden ser un indicador importante de las relaciones biogeograficas entre los
continentes y de la historia evolutiva de componentes clave de la diversidad de mamiferos. Roth

y Mercer (2008) estimaron las tasas de especiacion para las tribus de ardillas arboricolas. Estos
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autores reportan que la tasa de acumulacion de especies en la familia Sciuridae es relativamente
baja en comparacion con otros grupos de roedores y con otras familias como Bovidae y
Cricetidae, y relacionan este hallazgo con la presencia de una dieta generalista en ardillas. Sin
embargo, al analizar la tasa de especiacion en las tribus que componen a Sciuridae, ésta es mas
alta, particularmente para los grupos que se distribuyen el el Neotrdpico, y la tasa de especiacion
en las ardillas Sciurini de Sudamérica es especialmente alta. Estos autores proponen que los
grupos de mas répida diversificacion son relativamente jovenes.

En México se distribuyen 7 géneros y 35 especies de sciuridos pertenecientes a las
subfamilias Pteromyinae (Glaucomys volans)y Sciurinae. Dentro de Sciurinae, las tribus
distribuidas en México son: Marmotini, Tamiasciurini 'y Sciurini. De las 35 especies reportadas,
21 son de habitos terrestres y 14 son arboricolas. La mayoria de las especies son de distribucion
amplia, aunque en México se han reportado 13 especies endémicas (el 37% de las ardillas
distribuidas en México). Algunas especies endémicas son de origen reciente y se ha propuesto
que su divergencia ocurrid a partir de poblaciones relictuales que se separaron de las especies
mas cercanas por los cambios ocurridos durante la tltima glaciacion como Xerospermophilus
perotensis, Callospermophilus madrensis, Cynomys mexicanus y Tamiasciurus mearnsi (Valdés
Alarcon 2003). La alta diversidad de especies endémicas de ardillas en México y su origen
relativamente reciente sugiere que el cambio climatico del Pleistoceno pudo promover la rapida
diversificacion de algunos géneros de ardillas.

De acuerdo con la Norma Ecoldgica Mexicana (NOM-ECOL-059-2010), el 55.7% de los
roedores mexicanos (131 especies) se encuentran enlistados en alguna categoria de riesgo. De
estos, 15 especies pertenecen a la familia Sciuridae y 10 de éstas son endémicas. Por categoria de
riesgo, observamos que 7 especies de ardilla estan sujetas a proteccion especial, 8 especies estan
amenazadas y una especie se encuentra en peligro de extincion (Cynomys mexicanus)
(SEMARNAT 2010). Al comparar este listado con la lista roja de la [UCN, s6lo dos especies de
scitiridos mexicanos, ambos endémicos, se encuentran enlistados como en peligro de extincion:
Cynomys mexicanus 'y Xerospermophilus perotensis (IUCN 2015).

El objetivo de este meta-analisis es determinar las relaciones evolutivas de Sciuridos por
medio de andlisis filogenéticos y determinar la correpondencia geografica de los clados que
componen a esta familia. Este andlisis constituye una primera aproximacion para mas adelante

estimar las tasas de especiacion de las ardillas terrestres distribuidas en Norteamérica y

184



determinar si hubo un proceso de répida diferenciacion relacionada con los cambios climaticos
del Pleistoceno. Se utilizaron secuencias de citocromo b obtenidos del GeneBank y se
construyeron arboles filogenéticos de Parsimonia y Maxima Verosimilitud. Finalmente, se
indicaron las areas de distribucion (América, Europa, Asia, Eurasia y Africa) de cada especie en

la filogenia.

Método

Se revisaron articulos publicados en los que se aborde la filogenia de la familia Sciuridae
dentro del orden Rodentia. Se realizé una busqueda de secuencias de nucleotidos en el GenBank
(www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) usando como palabras clave “Sciuridae + nombre del gen”. La
busqueda se enfoco principalemente al citocormo b (cit-b), la region control y la subunidad I de
la citocromo oxidasa (COI), ya que son los marcadores reportados con mayor frecuencia para
mamiferos. Ademads, se buscaron secuencias de distintos genes nucleares ampliamente utilizados
en estudios filogenéticos como: RAG [ y II, IRBP y GHR (Adkins et al. 2001; Meyer y Zardoya
2003; Wadell y Shelley 2003; Baker et al. 2004; Steppan et al. 2004, 2007; Lecompte et al. 2008;
Numone et al. 2007; Fernandez 2012; por nombrar algunos). Las secuencias fueron descargadas
en formato fasta y alineadas con el programa Clustal W (Thompson et al. 1994). Se evaluto la
representacion de cada género dentro de los listados y se utilizo el marcador con mejor
representacion para realizar los andlisis filogenéticos. Se determiné que el marcador con mayor
numero de especies representadas es el citocromo b, marcador molecular ampliamente utilizado
para realizar reconstruccion filogenética de mamiferos. Se descargaron 1130 secuencias, que
fueron revisadas. Se eliminaron aquellas secuencias repetidas y, utilizando el programa Geneious
6.1 (Biomatters 2013), se eligieron las secuencias mas divergentes dentro de cada especie cuando
se encontraron mas de 3 secuencias distintas.

La aproximacion filogenética se llevo a cabo utilizando los métodos de Parsimonia y
Maxima verosimilitud. Se utilizé el programa PAUP 4.0 (Swofford 1999) para construir un arbol
de Parsimonia. Se realiz6 una busqueda heuristica con 100 replicas utilizando los parametros
proporcionados por default y tratando a los gaps como “missing data”. Para determinar la
confianza de los patrones de ramificacion del arbol se realizo un anélisis de bootstrap con
busqueda heuristica utilizando100 iteraciones al azar. Finalmente se construyo6 un arbol de

consenso estricto a partir de 100 arboles.
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Por otra parte, con el programa jModelTest (Posada 2008) se determiné el modelo de
sustitucion que mejor ajusta a los datos. El modelo de sustitucion que se ajusta a los datos de
citocromo b fue GTR+I+I" (“General Time Revesible”, Tavaré 1986). Incorporando este modelo
de sustitucion, se obtuvo un arbol de Maxima Verosimilitud con el programa PhyML 3.0 (Guidon
et al. 2010) utilizando un arbol inicial BioNJ, un patrén de busqueda NNI y obteniendo el valor
de soporte de las ramas (SH-like) por medio del “Approximate likelihood ratio test”.

Como grupo externo para ambos analisis, se incorporaron las 10 especies utilizadas por
Herron et al. (2004) (Allactaga elater, Anomalurus sp., Aplodontia rufa, Castor fiber, Cavia
porcellus, Eliomys quercinus, Glis glis, Graphirus murinus, Idirus macrotis y Pedetes sudaster).

Se obtuvo informacion referente al area de distribucion de cada una de las especies dentro
de la familia (Wilson y Reeder 1993) y en el arbol filogenético se sefial6 aquellas especies
distribuidas en Norte-América, Sudamérica, Asia, Africa y Eurasia utilizando el programa
FigTree v. 1.2.2. (Rambaut 2009; http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) con la finalidad de

observar la concordancia geografica de los clados.

Resultados

Se utilizaron un total de 347 secuencias del gen del citocromo b del ADN mitocondrial
obtenidas del GenBank (anexo A.2.1) con longitudes de 967 a 1140 pares de bases que abarcan
27 géneros, 131 especies y 6 tribus (anexo A.2.2), ademas de las 10 especies reportadas por
Herron et al. (2004) como grupo externo. Se analizaron 961 sitios y, al excluir las secuencias de
los grupos externos, se observo que 352 de los sitios fueron monomorficos y 609 fueron
variables. Entre los sitios variables 92 fueron singletons y 517 fueron sitios informativos de la
parsimonia (229 con dos variantes, 113 con 3 variantes y 175 con 4 variantes). Ademas, al
realizar el analisis por codones, se observaron 241 mutaciones en 151 sitios segregantes, 210 de
los cambios resultaron sindnimos y 31 fueron cambios de reemplazo.

El arbol de parsimonia (Fig. A.2.1) arroj6 seis clados principales que representan a las
tribus Marmotini, Callosciurini, Tamiasciurini, Sciurini, Pteromyinae y Xerini. Siendo Xerini el
clado basal que se asocia con los grupos externos. Las tribus Tamiasciurini y Sciurini estan
estrechamente relacionadas dentro de un clado, mientras que Pteromynae y Marmotini conforman
otro clado. Dentro de cada una de las tribus la mayoria de los géneros resultaron monofiléticos

con excepcion de Glaucomys sabrinus y Petaurista philippensis (Pteromynae), Marmota bobatk,
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Xerospermophilus spilosoma, Ictidiomys mexicanus, Urocitellus townsendi, U. richardsonii, U.
parryii, Spermophilus erythrogenys, Tamias umbrinus y T. minimus (Marmotini) y Tamiops
mcclellandi (Callosciurini).

Por otra parte, el analisis de maxima verosimilitud (Fig. A.2.2) también arrojo6 seis clados
principales, con valores de soporte cercanos a 1, que representan a las tribus: Marmotini,
Callosciurini, Tamiasciurini, Sciurini, Pteromyinae y Xerini. En este caso la tribu Marmotini
queda como el grupo basal. Algunas secuencias no fueron asignadas al clado correspondiente al
género que pertenece: 1) Una secuencia de Ictidiomys tridecemlineatus quedo inserta en el clado
conformado por Spermophilus musicus 'y S. pygmaeus; 2) Una secuencia de Callospermophilus
madrensis quedo inserta en el clado conformado por Xerospermophilus perotensis y X.
spilosoma; 3) Marmota bobak quedo como rama basal del clado en el que se encuentran la
mayoria de los géneros que conforman a la tribu Marmotini. Ademads, una secuencia de Xerus
inauris fue asignada a una tribu completamente distinta quedando dentro del clado de
Tamiasciurus hudsonicus. Sin embargo, el soporte de las ramas de estas relaciones fue muy bajo.
La mayoria de las relaciones entre especies fueron monofiléticas exceptuando a Spermophilus
citellus, S. erythrogenys, Ictidiomys tridecemlineatus e I. mexicanus, Xerospermophilus
mohavensis y X. spilosoma, Otospermophilus variegatus, O. beecheyi, Tamias umbrinus, T.
minimus 'y T. townsendii (Marmotini), Dremomys pernyi, Tamiops swinhoei 'y T. maritimus
(Callosciurini), Glaucomys sabrinus y Petaurista philippensis (Pteromynae).

En cuanto a la consistencia geografica de los clados (Figs. A.2.1 y A.2.2; anexo A.2.2),
observamos que dentro de la tribu Marmotini la mayoria de los géneros se distribuyen en
Norteamérica, salvo Marmota, Spermophilus, Urocitellus y Tamias que tienen representantes con
distribucion en Asia y Europa. Dentro del género Marmota, 6 especies se distribuyen en
Norteamérica, 5 en Asia, una en Eurasia y una en Europa, la mayoria de especies con distribucion
en Asia se agrupan salvo por M. mezbieri y M. caudata. Ademas M. bobak con distribucion en
Eurasia queda inserta en el clado principal de las especies que se distribuyen en Asia. Las
especies de Marmota que se distribuyen en Norteamérica conforman 3 clados distintos: 1) M.
vancouverensis, M. caligata, M. olympus y M. flaviventris, 2) M. broweriy 3) M. monax. La
ubicacion filogenética de M. marmota con distribucion en Europa es incierta, siendo en el caso de
la méxima verosimilitud (Fig. A.2.2) basal a los clados de M. broweri 'y M. caudata con

distribucion en Norteamérica y Asia respectivamente y en el caso de la parsimonia (Fig. A.2.1)

187



queda como especie hermana de M. monax con distribucidon en Norteamérica. Por otra parte, el
género Spermophilus tiene sus representantes en Asia y Europa distribuidos en distintos clados
que podrian sugerir varios eventos de dispersion entre estas areas geograficas (Figs. A.2.1y
A.2.2). Solo una especie del género Urocitellus se distribuye en Asia (U. undulatus) y el resto en
Norteamérica, sugiriendo un posible evento de colonizacion desde Norteamérica a Asia.
Finalmente, dentro del género Tamias observamos que unicamente 7. sibiricus se distribuye fuera
de Norteamérica, en Eurasia, y conforma un linaje bien diferenciado del resto de las ardillas de
este género.

Dentro de la familia Pteromynae, la mayoria de las especies se distribuyen en Asia, salvo
las dos especies del género Glaucomys que se distribuyen en Norteamérica y las dos especies del
género Pteromys que se encuentran en Eurasia. Esto sugiere un evento de colonizacion desde
Asia a Norteamérica por el ancestro de Glaucomys y la posible diferenciacion de P. volans en
Asia.

En cuanto a la tribu Xerini, los representantes del género Xerus son endémicos de Africa
aunque el género hermano Spermophilopsis se distribuye en Asia. Dentro de la tribu Sciurini las
especies del género Sciurus se distribuyen en Asia, Sudamérica y Norteamérica, y la topologia
del clado sefiala una posible dispersion de Asia a Norteamérica y desde Norteamérica hacia
Sudamérica. Finalmente, la especie representante de la tribu Tamiasciurus se distribuye en
Norteamérica y los géneros que conforman la tribu Callosciurini se encuentran inicamente en

Asia.

Discusion

Se observo alta riqueza de especies de Sciuridos en el hemisferio norte, y varias tribus con
eventos de diversificacion en Norteamérica. Sin embargo, observamos que existe un sesgo
importante en el muestreo que favorece a las especies que habitan el hemisferio norte. En este
sentido no se han reportado secuencias completas de citocromo b de las especies que conforman
las tribus Funambulini, Protoxerini y Xerini que se distribuyen principalmente en Africa.
Ademas, de las secuencias descargadas para las especies representantes de la tribu Sciurini, se
encontraron secuencias de las especies norteamericanas y asiaticas, y una par de las especies

sudamericanas. Este representa un sesgo en el muestreo importante ya que la totalidad de la
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diversidad de ardillas que se encuentra en Sudamérica estd conformada por especies
pertenecientes a la tribu Sciurini.

Los clados més cercanos a la raiz estan conformados por especies que se distribuyen
principalmente en Asia, lo cual podria sugerir que el origen de los Sciuridos se encuentra en este
continente y es consistente con datos previos que sugieren que esta familia surgio6 en el
hemisferio norte (Mercer y Roth 2003). Sin embargo, existe controversia respecto al origen
asiatico o norteamericano, ya que el fosil mas antiguo que se ha relacionado con la familia es
Douglasciurus jeffersoni que se encontrd en California y data del Eoceno medio (aprox. 36
millones de afios) (Mercer y Roth 2003).

En cuanto a la relacion entre las tribus, Herron et al. (2004) mencionan que en estudios
previos basados en caracteres morfoldgicos se ha relacionado cercanamente a la tribu Marmotini
con la tribu Sciurini, mientras que en el estudio molecular realizado por Mercer y Roth (2003)
con varios genes nucleares y mitocondriales esta relacion no es consistente. Estos autores
encontraron una relacion cercana entre Marmotini, Xerini y Protoxerini, mientras Sciurini se
relaciona cercanamente con Tamiasciurini. Herron et al. (2004) en su andlisis de parsimonia,
realizado con secuencias de citocromo b, determinaron que Callosciurini es el clado basal de la
familia y Sciurini se encuentra cercanamente relacionado con Tamiasciurini. En nuestro anélisis
de parsimonia la tribu Marmotini estd mas cercanamente relacionada con las ardillas voladoras
(Pteromyinae) y, de acuerdo con lo reportado por Mercer y Roth (2003) y Herron et al. (2004),
Sciurini se relaciona cercanamente con Tamiasciurini, mientras que en el andlisis de maxima
verosimilitud la tribu Marmotini se ubica como rama basal de la familia Sciuridae y la relacion
entre Sciurini y Tamiasciurini se mantiene. Herron et al. (2004) atribuyen las discrepancias en
los resultados al sesgo en el muestreo taxonémico que limita las conclusiones con respecto a las
relaciones mas profundas entre los scitridos. Es necesario enriquecer las bases de datos con
secuencias completas de citocromo b para todas las especies de sciuridos, o al menos un
representante por género y complementarlo con secuencias de genes nucleares.

En cuanto a las relaciones parafiléticas entre especies hermanas, diversos autores han
abordado el problema en especies particulares. Ferndndez (2012) en una andlisis de la relacion
filogenética y la biogeografia de Xerospemophilus spilosoma 'y X. perotensis concluyé que los
datos sugieren que X. perotensis es en realidad una poblacion aislada de X. spilosoma y que este

hecho no necesariamente garantiza el mantener el nivel de especie para la ardilla endémica del
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Perote. Sin embargo, un evento de especiacion reciente (especiacion incipiente) también puede
resultar en esta conformacion parafilética. Es necesario analizar secuencias provenientes de toda
el area de distribucion de X. spilosoma para determinar la posible presencia de clados o linajes
bien diferenciados en ésta y su relacion con X. perotensis.

Por otra parte, Piaggio y Spicer (2001) analizaron las relaciones entre las diversas
especies de Tamias y sugieren que los clados hallados dentro del género representan 5 grupos de
especies: 1) Tamias amoenus, 2) T. townsendii, 3) T. quadrivittatus, 4) T. minimus y 5) T.
merriami. Ademads, discuten que estos grupos presentan correspondencia geografica clara y que
la diversificacion del género se puede explicar por eventos de especiacion alopatrica impulsada
por exclusion competitiva. Herron et al. (2005) analizaron las relaciones filogenéticas entre las
especies del género Xerus y apoyan que la divergencia de las 4 especies que lo conforman se
relaciona con un corredor arido presente desde el Cuerno de Africa hasta el cabo de Buena
Esperanza.

Por otra parte, de acuerdo con lo mencionado por Mercer y Roth (2003), existe
concordancia geografica entre las especies representantes de cada género. Estos autores logran
relacionar los eventos de diversificacion con eventos geoldgicos particulares en cada area
geografica y proponen una unica colonizacion de Sudamérica coincidente con el establecimiento
del Istmo de Panama, asi como dos eventos de colonizacion hacia Africa por poblaciones
provenientes de Eurasia. Sin embargo, el muestreo de especies presentado por los autores es
limitado ya que utilizan uno o dos representantes de cada género. El andlisis mas fino, utilizando
secuencias de varias de las especies representantes de cada género, sefala la presencia de
patrones de diversificacion y dispersion complejos hacia el interior de cada tribu. Esta
informacion nos permite formular hipdtesis relacionadas con diversas colonizaciones desde Asia
a Norteamérica. Sin embargo aun falta llenar huecos de informacion que permitan realizar
analisis mas robustos para establecer predicciones relacionadas con el origen geografico de cada
una de las tribus y los posibles eventos de dispersion. Asimismo, realizar analisis que combinen
datos morfologicos, moleculares y de registro fosil permitirdn explorar de manera mas adecuada
las relaciones filogenéticas dentro de la familia, particularmente a nivel de géneros y especies
hermanas (ver Ronquist et al. 2012). Un estudio con estas caracteristicas permitiria determinar
las fechas de divergencia entre especies hermanas de manera més exacta y asociarlas con eventos

geologicos y climatolégicos especificos. Ademads, este enfoque permitiria estimar las tasas de
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evolucion molecular, y probar hipotesis relacionadas con la heterogeneidad de las tasas de
especiacion dentro y entre tribus y posibles eventos de radiacion como el sugerido por Piaggio y

Spicer (2001) para las ardillas del género Tamias.

Conclusiones

* Las relaciones filogenéticas de las tribus que conforman la familia Sciuridae son
complejas, de manera que no se ha llegado a un consenso claro al respecto. Con la
finalidad de dilucidar estas relaciones es necesario tener una mejor representacion de las
especies que conforman cada género. En particular, se requiere una mejor representacion
de las especies que habitan el hemisferio sur.

* Pararesolver las relaciones parafiléticas entre especies hermanas es necesario realizar
estudios filogeograficos que consideren un muestreo amplio de cada especie en toda su
area de distribucion.

* Existe concordancia geografica en los clados que conforma a esta familia y su andlisis a
nivel fino permitira plantear hipotesis relacionadas con centros de origen, eventos de
dispersion y eventos de diversificacion y relacionarlos con eventos geoldgicos y
climatologicos que pudieron ser importantes en la conformacion de las biotas de distintas

areas geograficas.
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FIGURAS

Figura A.2.1 Arbol consenso estricto obtenido con Parsimonia a partir de 347 secuencias de

Marmotini _~

Xerini

——S utgroups

Callosciurini

Sciurini

Pteromyinae _—
Tamiasciurini

60.0

citocromo b. Los colores de las ramas representan el area de distribucion donde:

Rojo=Norteamérica; Verde=Africa; Azul=Asia; Amarillo=Sudamérica; Rosa= Europa; Aqua =

Eurasia.
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Figura A.2.2 Arbol Maxima Verosimilitud estimado a partir de 347 secuencias de citocromo b.
Los colores de las ramas representan el area de distribucion donde: Rojo=Norteamérica;

Verde=Africa; Azul=Asia; Amarillo=Sudamérica; Rosa= Europa; Aqua = Eurasia.
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Anexo A.2.1. Secuencias del gen del citocromo b del ADN mitocondrial utilizadas en el analisis.

Especie/subespecie

Numero de acceso de GenBank

Ammospermophilus harrisii
Belomys pearsonii
Callosciurus caniceps
Callosciurus erythraeus
Callosciurus finlaysonii
Callosciurus prevostii
Callosciurus nigrovittatus
Callospermophilus lateralis
trepidus

Callospermophilus madrensis
Callospermophilus saturatus
Cynomys gunnisoni

Cynomys leucurus

Cynomys ludovicianus NE
Cynomys ludovicianus CHI
Cynomys ludovicianus SON
Cynomys mexicanus NL
Cynomys mexicanus SLP
Cynomys parvidens
Dremomys gularis
Dremomys lokriah
Dremomys pernyi owstoni
Dremomys pernyi

Dremomys pyrrhomerus
Dremomys rufigenis
Eoglaucomys fimbriatus
Eutamias dorsalis

Glaucomys sabrinus
Glaucomys sabrinus griseifrons
Glaucomys volans

Hylopetes alboniger
Hylopetes lepidus

Hylopetes nigripes

Hylopetes phayrei

Hylopetes spadiceus
Ictiodiomys mexicanus mexicanus
Ictidiomys mexicanus parvidens
Ictidiomys tridecemlineatus
Ictidiomys tridecemlineatus
arenicola

Marmota baibacina
Marmota baibacina kastchenkoi
Marmota baibacina centralis
Marmota bobak

Marmota bobak bobak
Marmota broweri

Marmota caligata

AF157926
AB126245
ABO043875
HQ698359, HQ698360
AB043878
AB043880, AB043879
AB043882

AF157887, AF157950

AF157947, AF157946

AF157917, AF157916

AF157930, AF157923

AF157879, AF157838

AF157892, AF157890

JQ885590

KP217119

AF157847, AF157841, AF157842
KP217130

AF157929, AF157922

EF539339, EF539337, EF539338
EF539335

HQ698361, HQ698363, HQ698362
EF539336

EF539342

EF539341, EF539340

DQ093186, AB126247, AB126248, AB126246
AF157924

AF030392, AF030390, AF030391
AF359210

AF157921

DQ093187

AB126250, DQ093188, AB126251
DQ093190

AB126252

DQ093189

AF157848

JX047304, AF157853, AF157852
JX047305, IX047306

AF157877

AF100714

AF143914

AF143915

AF100712, AF100721

AF143916, AF143917

JN024621, IN024599, IN024587, IN024583, IN024614
FJ438940, FJ438938, FJ438939, AF100718
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Especie/subespecie

Numero de acceso de GenBank

Marmota camtschatica
camtschatica

Marmota camtschatica doppelmayri

Marmota camtschatica
Marmota caudata aurea
Marmota caudata caudata
Marmota flaviventris obscura
Marmota flaviventris luteola
Marmota himalayana robusta
Marmota himalayana
Marmota marmota marmota
Marmota marmota

Marmota menzbieri zachidovi
Marmota menzbieri

Marmota monax

Marmota monax monax
Marmota monax ochracea
Marmota olympus

Marmota sibirica sibirica
Marmota vancouverensis
Notocitellus adocetus
Notocitellus annulatus
Otospermophilus atricapillus

Otospermophilus beecheyi beecheyi
Otospermophilus beecheyi fisheri
Otospermophilus beecheyi douglasii
Otospermophilus beecheyi sierrae

Otospermophilus variegatus utah
Otospermophilus variegatus
Petaurista elegans

Petaurista philippensis
Petaurista philippensis grandis
Petaurista yunanensis
Petaurista hainana

Petaurista xanthotis

Petaurista albiventer
Petaurista alborufus lena
Petaurista alborufus castaneus
Petaurista leucogenys
Petaurista petaurista melanotus
Petaurista petaurista albiventer
Poliocitellus franklinii
Petinomys setosus

Pteromys momonga

Pteromys volans

Sciurus aberti

Sciurus aestuans

Sciurus anomalus

Sciurus carolinensis

AF143921

AF143922

AF100715

AF143924

AF143923

AF143927

AF143926

AF143928

GQ329721, GQ329722
AF143929, AF143930
AF100711

AF143931

AF100713

AF157953, AF100719
AF143934

AF143932

JF313271, JF313272
AF143937

AF143939, AF100717
AF157844, AF157843
AF157851, AF157849
JF925311, JF925312, JF925313, AF157945, AF157944
JF925303

JF925304, JF925289
JF925288

JF925293

AF157878, AF157860
AF157854

AB510036, AB092610

AB510037, AB510038, AB510039, AB510040, DQ072107

AB092611
DQ072110

DQ072108

DQO072111

DQ072109

AB092615

AB092613, AB092614

AB433257, AB433265, AB433234, AB433230
AB092609, AB092608

AB092612

AF157893, AF157894

AB030260

AB097682, AB164676, AB164675

AB164669, AB164650, EU919153, AB164673
U10183, U10181, U10178, U10182, U10179
AJ389530

AB292676, AB292677, AB292675

F1200744
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Especie/subespecie

Numero de acceso de GenBank

Sciurus lis

Sciurus niger

Sciurus stramineus
Sciurus vulgaris
Spermophilopsis leptodactylus
Spermophilus alashanicus
Spermophilus citellus
Spermophilus dauricus
Spermophilus erythrogenys
Spermophilus fulvus
Spermophilus major
Spermophilus musicus
Spermophilus pallidicauda
Spermophilus pygmaeus
Spermophilus relictus
Spermophilus suslicus
Spermophilus xanthoprymnus
Sundasciurus mindanensis
Tamias amoenus

Tamias bulleri

Tamias canipes

Tamias cinericollis

Tamias durangae

Tamias merriami

Tamias minimus

Tamias obscurus

Tamias panamintinus
Tamias quadrimaculatus
Tamias quadrivittatus
Tamias ruficaudus

Tamias rufis

Tamias senex

Tamias sibiricus

Tamias siskiyou
Tamias striatus
Tamias townsendii
Tamias ochrogenys
Tamias palmeri

AB192922, AB192899, AB192906, AB192913

U10180, FJ200745
AB292678

JQ395053, JQ395046, AB292680, AB292681

AF157865

AF157868

FJ715460, FI1715450
AF157899, AF157871

AF157875, AF157857, AF157855, AF157874, AF157863

AF157913, AF157908
AF157905, AF157903
AF157904
AF157869
AF157907, AF157910

AF157867, AF157861, AF157876
AF157897, AF157895, AF157898

AF157909, AF157902
AB444722

AF147632, AF147630, AF147631

AF147634
AF147635
AF147636
AF147642
AF147644

AF147650, AF147646, AF147649

AF147652
AF147656
AF147657
AF147660, AF147658
AF147661
AF147662, AF147663
AF147665

HQ214036, FJ655241, EU754789, EU754787, EU754800, EU050999,

EU754777
AF147668
AY292715
AF147674, AF147675
AF147654
AF147655

Tamias sonomae

JN042531, IN042529, IN042530, AF147669

JIN042425, IN042421, IN042399, IN042406
FJ200740, FJ200708, FJ200731, FJ200729, FJ200713, FJ200697, FJ200689,
FJ200668

HQ698382, HQ698381, HQ698367, HQ698372
HQ698391, HQ698389, HQ698390, EF539333

HQ698400, HQ698399, HQ698395, HQ698393

HQ698409, HQ698407, HQ698405, HQ698403, HQ698408, HQ698404,
EF539334

AF157901, AF157850

Tamias umbrinus

Tamiasciurus hudsonicus

Tamiops maritimus
Tamiops mcclellandii
Tamiops rodolphii

Tamiops swinhoei
Urocitellus armatus
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Especie/subespecie

Numero de acceso de GenBank

Urocitellus beldingi creber
Urocitellus brunneus brunneus
Urocitellus brunneus endemicus

Urocitellus columbianus
Urocitellus columbianus
columbianus

Urocitellus columbianus ruficaudus
Urocitellus elegans elegans

Urocitellus parryii

Urocitellus parryii kennicotti
Urocitellus parryii plesius
Urocitellus richardsonii
Urocitellus townsendi idahoensis
Urocitellus townsendi mollis
Urocitellus townsendi nancyae
Urocitellus townsendi townsendi
Urocitellus townsendi vigilis
Urocitellus undulatus
Urocitellus washingtoni
Xerospermophilus mohavensis
Xerospermophilus perotensis

Xerospermophilus spilosoma
Xerospermophilus spilosoma
marginatus

Xerospermophilus tereticaudus
Xerus inauris

Xerus princeps
Xerus rutilus
Grupos Externos:
Idiurus macrotis
Graphiurus murinus
Glis glis

Eliomys quercinus
Anomalurus sp.
Pedetes surdaster
Aplodontia rufa
Castor fiber
Allactaga elater
Cavia porcellus

AF157881, AF157951
AF157952, AF157884
AF157883, AF157886
JF314509

AF157939, AF157882

AF157943, AF157942

AF157891, AF157839
GU220854, GU220842, JF314461, JF314455, JF314469, JF314445,
JF314486

AY427984

AY428008

AF157915, AF157914, JF314507
AF157949, AF157880

AF157938, AF157920

AF157933, AF157932

AF157935, AF157934

AF157889, AF157888

AF157912, AF157906

AF157937, AF157936

FJ965318, 1X047298, F1965315

AF157840, JX047303, 1X047301, 1X047302, AF157948
JX047300, AF157845, AF157846, JX047299

AF157911, AF157885

JX047297, FJ965319, AF157941

DQ010391, DQ010382, DQ010385, DQ010358
DQ010397, DQ010393, DQ010398, DQ010396
AY452690

AJ389525
AJ225115
AJ225031
GQ453669
AJ389526
AJ389527
AJ389528
AJ389529
AJ389534
NC_000884
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Anexo A.2.2. Distribucion geografica por género dentro de cada tribu que conforma la familia Sciuridae.

Tribu Género Especie Distribucion
iCallosc1ur1n Callosciurus caniceps Tailandia, peninsula de Mianmar y Malasia

erythraeus Sudeste Asia y China
finlaysonii Centro Indochina y Mianmar
nigrovittatus Sur de Malasia, Sumatra y Java
prevostii Sur de Tailandia hasta Malasia

Dremomys gularis Vietnam y China
lokriah Sur de Asia y China
pernyi Asia (China, India, Mianmar, Veitnam, Taiwan)
pyrrhomerus Endémica de China
rufigenis Sudeste Asia y China

Tamiops maritimus Laos, Vietnam, sur y este de China
mcclellandii Sur de Asia
rodolphii Sur de Vietnam, Laos, Camboya y este de Tailandia
swinhoei Sureste de China y Tailandia

Marmotini Zlénmosp ermophil harrisii Norteameérica (Arizona y NM)

SCGHOSP ermophilu lateralis Oeste de Norteamérica
madrensis Sudoeste de Chihuahua; endémica de México
saturatus Colmbia Britanica y Washington

Cynomys gunnisoni Norteamérica
leucurus Norteamérica (Utah, Colorado, Wyomyng y Montana)
ludovicianus Norteamérica (Canada a México)
mexicanus Endémica de México
parvidens Utah

Ictidiomys mexicanus NM, TX, Coah, NL y Tamaulipas
;rzdeczmlmeatu Region central de Norteamérica

Marmota baibacina Rusia y China
bobak Europa y Asia
broweri Norte de Alaska
caligata Norteamérica (Oeste Canada y Alaska)
camtschatica Tundra del este de Siberia
caudata Asia
flaviventris Oeste de Norteamérica
himalayana Noroeste y sur de Asia
marmota Centro y sur de Europa
menzibieri Oeste de Tian Shan
monax USA y Canada
olympus Peninsula Olimpica en el estado de Washinton
sibirica Rusia, Mongolia y China
vancouverensis ~ Vancouver

Notocitellus adocetus J al,isgo, Michoacan, Edo de Mex y Guerrero; endémica de

Meéxico

annulatus Nayarit y norte de Guerrero; endémica de México

Otospermophilus  atricarpillus Peninsula de Baja California; endémica de México
beechyi Oeste USA
variegatus Sur USA hasta centro México
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Tribu Género Especie Distribucion
Poliocitellus Sfranklinii USA y Canada
Spermophilus alashanicus Mongolia y China
citellus Centro y sudeste de Europa
dauricus Rusia, E Mongolia y NE China
erythrogenys China y Kazakhstan
Sfulvus Rusia y Kazakhstan
major Rusia y N Kazakhstan
musicus Endémica al Caucaso
pallicaudata China y Mongolia
pygmaeus Ucrania, Rusia y Kazakhstan
relictus Oeste y Centro de Tien Shan
suslicus Endémica al este de Europa
xanthoprymnus  Anatolia, Armenia e Iran
Tamias amoenus Desde Alberta hasta California
bulleri Durango, Zacatecas y Norte de Jalisco; endémica de México
canipes NMyTX
cinericolis Arizona y NM
dorsalis Sudoeste USA y Norte de México
durangae Chihuahua, Coahuila y Durango; endémica de México
merriami Sudoeste USA y BCN
. Rocky Mountains y Grandes Planicies; centro y oeste de
minimus Canada
obscurus Sudoeste USA y México
ochrogenys Costa Noroeste de California
palmeri Nevada
panamintinus Sudeste California y sudoeste Nevada
Z?adrzmaculat Sierra Nevada, California
quadrivittatus Colorado, Utah, NM y Arizona
ruficaudus Washinton, Idaho y Montana
rufus Colorado, Utah y Arizona
senex Oeste USA (desde Oregon hasta Cali)
sibiricus Norte de Europa, Siberia, Mongolia y China
siskiyou Noroeste USA
sonomae Noroeste California
striatus Desde Ontario hasta Lousiana
townsendii Costa Pacifico de Norteamérica
umbrinus Montana, Wyomyng, Colorado, Arizona y California
Urocitellus armatus Montana, Utah, Idaho y Wyomyng
beldingi Oeste USA
brunneus Endémica del oeste de Idaho
columbianus Montafas Rocosas (Canada y USA)
elegans Centro USA
parryi Centro y oeste de Canada y Alaska
richardsonii Centro Canada y centro-norte USA
townsendii Restringida a Washington
undulatus Rusia, Mongolia y China
washintoni Washington y Oregon
Xerospermophilus  mohavensis Desierto del Mohave
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Tribu Género Especie Distribucion
perotensis Veracruz y Puebla; endémica de México
spilosoma Sudoeste USA y Norte de México
tereticaudis Desierto de Sonora

Pteromyinae Belomys pearsonii Asia
Eoglaucomys fimbriatus Afganistan, norte India y norte Pakistan
Glaucomys sabrinus Norteamérica
volans Norteamérica
Hylopetes alboniger Asia
lepidus Borneo y Java
nigripes Endémica de Filipinas
phayrei Asia
spadiceus Asia (Tailandia Malasia, Sumatra y Borneo)
Petaurista albiventer Asia
alborufus Asia
castaneus Asia
elegans Asia
hainana Asia
leucogenys Asia
melanotus Asia
petaurista Asia
philippensis Asia
xanthotis Endémica de China
yunanensis Asia
Petinomys setosus Mianmar, Tailandia, Malasia, Borneo
Pteromys momonga Endémica de Japén
volans Rusia, Europa y Asia
Sciurini Sciurus aberti Norteamérica (desde Wyomyng hasta Durango)
Sur América (Brasil, Guyanas, Suriname, Venezuela y
aestuans .
Colombia)
anomalus Sudeste Europa al Sudoeste de Asia
carolinensis Este USA
lis Endémica de Japén
. Sur y noreste de México, este y centro USA y centro-sur de
meer Canada
stramineus Oeste de Pert1 y Ecuador
vulgaris Paleartica: Europa, Siberia, Mongolia y China; Japon
I"ll"iamlascmrl Tamiasciurus hudsonicus Alaska, Canada y USA
Xerini Spermophilopsis leptodactylus Centro de Asia
Xerus inauris Namibia y Bostwana
princeps Namibia y Angola
rutilus Este de Africa
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Material suplementario. Revision del avance en el conocimiento de la genética de

poblaciones de roedores en México.

Para determinar el avance en el conocimiento de la genética de poblaciones de roedores en
Meéxico, se realizd una busqueda en “Web of Science” (http://apps.webofknowledge.com). Se
utilizaron como palabras clave “population genetics” y “Mexico”, refinando la busqueda por pais
México) y se obtuvieron 1,033 resultados. Se revisaron los resultados, seleccionando
y
unicamente aquellos estudios realizados con mamiferos, excluyendo los realizados con humanos
y con animales domésticos, obteniendo 68 registros de publicaciones de genética de poblaciones

de mamiferos silvestres en México desde 1995 hasta el 26 de enero de 2015.

O Publicaciones M

10

04
o DD
N S S
TN

Figura 1. Numero de publicaciones de genética de poblaciones de mamiferos de México producidas por afio entre

1995 y enero 2015.
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Figura 2. Numero de registros por revista en que han aparecido publicaciones relacionadas con genética de

poblaciones de mamiferos de México.
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Figura 3. Indice de impacto por revista en que han aparecido publicaciones relacionadas con genética de poblaciones

de mamiferos de México.
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Figura 4. Porcentaje de especies de mamiferos mexicanos con las que se han realizado estudios de genética de
poblaciones (% especies representadas), en relacion al porcentaje que representa el nimero total de especies dentro

de cada orden respecto a la diversidad total de mamiferos de México (% especies).

Tabla 1. Desglose de articulos de genética publicados sobre especies de mamiferos de México, por Orden

incluyendo niimero de géneros y especies, asi como el tema que abordan.

Temas
Orden Total Géneros Especies Variacién y Tam:'lﬁo Filogeografia Filogenética Dispers,i()-n y ros
estructura genética efectivo flujo génico
Artiodactyla 6 3 3 4 1 0 0 0 0
Carnivora 4 4 4 3 0 1 0 0 0
Cetacea 6 4 5 6 0 0 0 0 0
Chiroptera 11 6 6 0 1 3 1 2 0
Xenartha 2 1 1 1 0 0 0 1 0
Didelphimorphia 3 2 3 2 0 0 0 0 1
Lagomorpha 6 3 2 3 0 1 1 0 1
Primates 3 1 2 3 0 0 0 0 1
Rodentia 24 18 20 9 0 6 4 0 5
Sirenia 1 1 1 1 0 0 0 0 0
Insectivora 1 1 0 0 0 0 0 2
Total 68 44 48 32 2 11 6 3 10
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Tabla 2. Relacion de los estudios de genética de poblaciones de roedores realizados en México entre 1995 y 2015.

Familia Género Especie Distribucion Region Referencia Marcadores Tema Conservacion
Cricetidae Baimoys B. musculus Amplia Morelos Vargas et al. 2012 ISSR Genética del paisaje SI
Cricetidae Habromys H. simulatus Endémica Hidalgo y Castaiieda-Rico et al. 2011 10 microsatélites Yarlamqn Y ”» SI

Oaxaca nucleares diferenciacion genética
¢ Hidalgo, Veracruz,
Cricetidae Megadontomys P Endémica Oaxaca'y Vallejo y Gonzalez-Cozatl 2011 Cit-b Filogenética SI
Guerrero
Cricetidae Microtus M. . Amplia No.roeste de List et al. 2010 Cit-b Divergencia genética SI
pennsylvanicus Chihuahua
Cricetidae Neotoma N. varia Endémica Per.nnsulz} de . Alvarez-Castafieda y Rios 2010  Cit-b Filogenética SI
Baja California
Cricetidae Oryzomys 0. couesi Endémica Isla Cozumel Vega et al. 2007 > microsatélites Variacion y » SI
cozumelae nucleares estructura genética
. . . Istmo de Tehuantepec Gutiérrez-Garcia y . .
Cricetidae Ototylomys O. phyllotis Amplia a Costa Rica Vézquez-Dominguez 2012 Cit-b Filogeografia NO
Veracruz, Puebla,
Cricetidae Peromyscus P. furvus Endémica Oaxaca, Hidalgo y Avila-Valle et al. 2012 ND3-ND4 variacion geografica NO
San Luis Potosi
Cricetidae Peromyscus P. melanophrys Endémica Morelos Mussali-Galante et al. 2013 8 microsatélites Efectos gepetlg(?s NO
nucleares de contaminacion
Lo o - Sierra Madre X . . .
Cricetidae Peromyscus P. schmidlyi Endémica Occidental Lopez-Gonzalez et al. 2014 Cit-b y D-loop Filogeografia NO
Cricetidae Reithrodontomys R. spectabilis  Endémica Isla Cozumel Espindola et al. 2014 rln(')lcrlr;l:rré)ssatehtes Estructura genética SI
. . Peninsula de Trujano-Alvarez y . .
Geomyidae Thomomys sp. Amplia Baja California Alvarez-Castafieda 2013 Cit-b filogenética NO
. . Peninsula de Trujano-Alvarez y . s -
Geomyidae Thomomys T. bottae Amplia Baja California Avarez-Castaficda 2007 No dice en el abstract Revision taxonémica NO
. . . . Peninsula de Alvarez-Castafieda y . C -
Heteromyidae Chaetodipus C. arenarius Endémica Baja California Rios 2011 Cit-b y COIII Revision taxondémica NO
. . . Peninsula de Rios y . Filogeografia y
Heteromyidae - Chactodipus C. fallax Amplia Baja California Alvarez-Castafieda 2010 Citb sistematica NO
Peninsula d Estructura genética
Heteromyidae Dipodomys D. merriami Amplia enmsua ¢e Alvarez-Castafieda et al. 2009  Cit-b y COIII y heterogeneidad NO
Baja California 1
de habitat
Estructura genética
Heteromyidae Liomys L. pictus Amplia Jalisco Vazquez-Dominguez et al. 2002 Aloenzimas y heterogeneidad NO
de habitat
Heteromyidae Liomys L. pictus Amplia Jalisco Vazquez-Dominguez et al. 1999 Aloenzimas Heterocigosis NO
y demografia
Sciuridae Ammospermophilus  sp. Endémica Peninsula de Alvarez-Castafieda 2007 Cit-b Sistematica NO

Baja California
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Familia Género Especie Distribucion Region Referencia Marcadores Tema Conservacion
Cit-by o
Sciuridae Cynomys C. ludovicianus Amplia Norte de Chihuahua Castellanos-Morales et al. 10 microsatélites Variacién y - SI
2014 estructura genética
nucleares
Distribucion
Sciuridae Glaucomys G. volans Amplia Centro de México Ceballos et al. 2010 Region Control geografica y SI
diversidad genética
oo . N . Peninsula de Alvarez-Castafieda y . .
Sciuridae Otospermophilus O. atricapillus  Endémica Baja California Cortés-Calva 2011 Cit-b Filogeografia NO
Veracruz. Pucbla Cit-b, 12S ribosomal
Sciuridae Xerospermophilus  X. perotensis Endémica > Fernandez 2012 (mtDNA) y GSR, filogenética SI
y Tlaxcala
IRBP (nucleares)
Veracruz. Pucbla Regioén control y Genética de
Sciuridae Xerospermophilus  X. perotensis Endémica > Ochoa et al. 2012 5 microsatélites poblaciones espacio- SI

y Tlaxcala

nucleares

temporal
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