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RESUMEN

La pérdida y fragmentacion de la selva tiene un impacto importante en el habitat de
diferentes especies de primates, debido a que modifican las condiciones micro y macro
climaticas, alteran la distribucidon y composicion de la vegetacion, y reducen la cantidad y
calidad del alimento disponible. Ante esta situacién, los primates no humanos se ven
obligados a realizar ajustes en sus patrones conductuales, con el objetivo de adaptarse a las
nuevas condiciones ambientales y ecoldgicas de su habitat. El mono aullador de manto
(Alouatta palliata) ha estado expuesto a una extensa deforestaciéon y fragmentacion de su
habitat. Existen diversos estudios que han analizado la influencia de las modificaciones en
el hdbitat sobre aspectos bioldgicos, ecoldgicos y conductuales del mono aullador,
principalmente en la etapa adulta. Sin embargo, existe escasa informacidn sobre el impacto
de los cambios bidticos y abidticos del habitat en las interacciones sociales de infantes y
juveniles. Ademads, se desconoce el efecto de la disponibilidad de alimento en las
interacciones sociales de infantes y juveniles con parientes y/o no parientes.

Los objetivos de este trabajo fueron: a) evaluar el efecto de la disponibilidad de
alimento sobre las interacciones sociales de los individuos jovenes aulladores (A. palliata);
b) estimar la diversidad genética de los grupos de monos aulladores en habitat continuo y
fragmentos de selva; y c¢) evaluar el efecto de la interaccion del parentesco y de la
disponibilidad de alimento en el establecimiento de las asociaciones afiliativas y agonisticas
de los individuos jévenes. Durante un periodo de 15 meses se observaron a infantes y
juveniles pertenecientes a dos grupos en un habitat continuo (640 ha) y a tres grupos en
fragmentos de selva (4, 42 y 93 ha) en la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas, en Veracruz. Se
utilizo el muestreo focal-animal durante 15 minutos para registrar la frecuencia y duracion
de conductas afiliativas y agonisticas. La disponibilidad de alimento se estimé de forma
indirecta en cada sitio a través de un Indice de Alimento Potencial Disponible (PFAI) el cual
fue calculado considerando el drea basal, abundancia y el indice de diversidad de Shannon
Wiener (H).

El método de Ecuaciones de Estimacion Generalizada (modelos GEE) se utilizo para

evaluar el efecto del PFAI en las tasas y/o duracion de las conductas sociales de infantes I



(0-3 meses), infantes II (4-7 meses), infantes III (8-14 meses) y juveniles (15-30 meses). Los
resultados de este andlisis indican que los infantes II se involucran mas en juego social y
proximidad, y los infantes III presentan mas acicalamiento a medida que se incrementa el
PFAI En cambio, las tasas de acicalamiento para juveniles disminuyen cuando el PFAI se
incrementa. Estos resultados sugieren que las interacciones sociales de los monos
aulladores jévenes son afectadas por variaciones en la disponibilidad de alimento.

Con respecto a los andlisis genéticos, se colectaron 61 muestras fecales de monos
aulladores pertenecientes a cuatro grupos en habitat continuo y tres grupos en fragmentos
de selva. Se extrajo ADN de las muestras fecales colectadas y se analizaron 13 loci de
microsatélites, de los cuales 8 resultaron polimorficos. Los resultados obtenidos sugieren
una baja diversidad genética en A. palliata (Ho=0.14, He=0.23, N,=2.88), y una baja
diferenciacion genética (Fst =0.043, p = 0.01) entre el habitat continuo y fragmentado.
También se encontrd una deficiencia de heterocigocidad en los grupos que se encuentran
en ambas condiciones ecoldgicas.

Con la finalidad de evaluar el efecto del parentesco y PFAI en las asociaciones
afiliativas y agonisticas de infantes y juveniles, se utilizaron los 8 loci polimorficos para
estimar un coeficiente de parentesco (R) promedio para cada grupo. Asi mismo, se calculd
un indice de asociacion promedio para las conductas afiliativas y agonisticas de infantes y
juveniles. Los resultados del andlisis jerarquico con el Modelo Lineal Generalizado (GLM)
indican que, variaciones en el coeficiente de parentesco en el grupo influye en el indice de
asociacion de aproximacion en juveniles, y de conductas agonisticas en juveniles e infantes.
La disponibilidad de alimento afecta el indice de asociacion de la mayoria de conductas
afiliativas, y agonisticas de infantes y juveniles. La interaccién de las variables
disponibilidad de alimento y parentesco, influye en las asociaciones formadas por infantes
a través del juego social

Los resultados de este trabajo sugieren que el contexto genético (parentesco) y
ecoldgico (disponibilidad de alimento) en donde se desenvuelven los individuos jovenes
son factores importantes para el desarrollo de interacciones sociales durante la etapa

infantil y juvenil de los monos aulladores de manto.



ABSTRACT

Habitat loss and fragmentation have a significant impact on the environment of
different primate species. These events modify the micro and macroclimatic conditions,
change the distribution and composition of vegetation, and reduce the amount and quality
of food resources. These habitat alterations could result in modifications of behavioral
patterns in non-human primates allowing them to subsist under these new ecological
conditions. The mantled howler monkey (Alouatta palliata) is one non-human primate that
has been exposed to habitat fragmentation and deforestation. This adverse situation has
generated several studies that analyze the impact of habitat modification on biological,
ecological and behavior aspects of this primate species, particularly at the adult stage.
However, there is limited information in relation to the impact of biotic and abiotic changes
on social interactions of infants and juveniles. Additionally, there is scarce information
about the influence of food availability on social interactions of infants and juveniles with
their relatives and non-relatives.

The objectives of this study were to: a) evaluate the effect of food availability on social
interactions of young howler monkey (A. palliata); b) estimate the genetic diversity of
howler monkey groups in the continuous habitat and forest fragment; and c) evaluate the
effect of kinship and food availability on agonistic and affiliative associations of young
howler monkeys. Infants and juvenile members of two groups inhabiting continuous forest
(640 ha), and three groups living in different forest fragments (4, 42, and 93 ha) were
observed for 15 months. The continuous habitat and forest fragments are located at Los
Tuxtlas Biosphere Reserve in Veracruz. Fifteen-minute focal animal sampling was used to
record frequency and/or duration of affiliative and agonistic behaviors. Food availability
was estimated indirectly in each site by calculating a Potential Food Availability Index
(PFAI) based on basal area, abundance, and Shannon Wiener diversity index (H) of tree
food species.

Generalized Estimating Equation (GEE) was used to evaluate the effect of PFAI on
rates and/or duration of affiliative and agonistic behaviors of infant I (0-3 months), infant

IT (4-7 months), infant III (8-14 months), and juveniles (15-30 months). The results of this



analysis indicate that an increment of PFAI resulted in significantly more social play and
proximity for infants II and more grooming for infants III. Conversely, juvenile grooming
rates decreased as PFAI increased. These results suggest that variation in food resources
influence young howler monkeys’ social interactions.

The genetic analysis consisted of the collection of fresh fecal samples from 61
individuals belonging to four groups in continuous habitat and three groups in forest
fragments; DNA was extracted from the fecal samples and analyzed for 13 microsatellite loci
resulting in 8 polymorphic loci. These results suggest low levels of genetic diversity (Ho =
0.14, He = 0.23 and Na = 2.88) and low genetic differentiation (Fst = 0.043, p = 0.01) between
continuous and fragmented habitats. Additionally, heterozygosity deficiency was found in
all the groups.

In order to evaluate the effect of kinship and PFAI on affiliative and agonistic
associations in infants and juveniles, 8 polymorphic loci were used to calculate a kinship
coefficient. An average association index was also calculated for each affiliative and
agonistic behavior of infants and juveniles. The results of the hierarchical analysis with the
Generalized Linear Model (GLM) indicate that variations in a group’s kinship coefficient
affect the association index of proximity in juveniles and agonistic behaviors in infants and
juveniles. Variations in food availability influence the association index of most of affiliative
and agonistic behavior in infants and juveniles. The kinship coefficient and food availability
index affect the association index of social play of infants.

The results of this study indicate that the genetic (kinship) and ecological (food
availability) context are important factors for the development of social interactions in

infant and juvenile mantled howler monkeys.
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La fragmentaciéon y pérdida de las selvas son resultado principalmente de la
deforestacion inmoderada, la cual, a su vez, obedece al crecimiento poblacional y la
intensificacion del uso del suelo para actividades como la agricultura (Cowlishaw y Dunbar,
2000) y ganaderia (Laurance, 1999). La tasa de deforestacion en el periodo 1990 y 2000 para
Mesoamérica (sur de México, Belice, Guatemala, El salvador, Honduras, Nicaragua, Costa
Rica'y Panamd) fue de 440,000 has/afio, y para los paises de la cuenca amazonica (Colombia,
Venezuela, Ecuador, Peru, Brasil, Suriname, y Guyana) fue de 3.5 millones de has/afio
(Estrada, 2006).

La alta deforestacion y por consiguiente la fragmentaciéon de la selvas tienen
efectos negativos en diferentes grupos taxondmicos como aves, mamiferos, reptiles,
anfibios, invertebrados y plantas (Fischer y Lindenmayer, 2007), teniendo como
consecuencia la extincién local, regional y, por dltimo, la extincion global de ciertas especies
(Henle et al., 2004). Lo anterior se debe a que la fragmentacién del habitat implica una
reduccion del drea total del habitat, un incremento en el numero de parches de menor
tamano, un aumento en el aislamiento entre los remanentes de selva, un incremento en el
area de borde de los fragmentos (Haddad et al., 2015), y una disminucién en la calidad del
habitat (Arroyo-Rodriguez y Mandujano, 2006). Estas modificaciones provocan una
reduccion en el tamano poblacional, una diminucion en la riqueza de especies y
probabilidad de persistencia, un aumento en el aislamiento entre poblaciones, y cambios
en las cadenas troficas (Fahrig, 2003; Haddad et al., 2015). De igual forma, aspectos
bioldgicos y conductuales de diferentes especies de animales se modifican tales como los
patrones de dispersion y apareamiento, el &mbito hogarefio, los patrones de vocalizacion,
la interaccion entre especies (ej. incremento de competencia, depredacion, parasitismo:
Fischer y Lindenmayer, 2007), y las interacciones sociales dentro de las especies con
consecuencias en la adecuacion de los individuos y viabilidad de la poblacién (Banks, 2007).

Adicionalmente, la reduccién y aislamiento de las poblaciones genera
endogamia y depresion endogamica, un incremento de la deriva génica, pérdida de

diversidad genética, una reduccion en el flujo genético entre poblaciones, una fijacion de



mutaciones deletéreas y una diferenciacién genética entre poblaciones locales; lo cual tiene

implicaciones para la persistencia de las especies a corto y largo plazo (Keyghobadi, 2007).

En el caso particular de los primates no humanos, anualmente se pierden 32
millones de primates debido a la desaparicion de aproximadamente 125,000 km? de selva
anualmente (Pavelka y Chapman, 2006). La pérdida y fragmentacién del hdbitat ha
provocado que diferentes especies de primates vivan aislados y en pequefios fragmentos de
selva (Marsh y Chapman, 2013). En fragmentos pequefios se presenta un aumento en la
densidad poblacional (Carretero-Pinzon, 2013), lo cual reduce la disponibilidad de recursos
para los individuos. Esta situacion puede incrementar los niveles de estrés en los primates
afectando negativamente su sistema inmune (Behie y Pavelka, 2013). Adicionalmente, una
reduccion en la conectividad entre fragmentos restringe la tasa de dispersidn, se interrumpe
el flujo génico entre las poblaciones y por consiguiente, hay una pérdida de diversidad
genética (Oklander y Corach, 2013).

La pérdida y fragmentacion de la selva también tiene un impacto importante en
el habitat de cada especie de primate, ya que cambian las condiciones micro y macro
climaticas y se modifica la disponibilidad de recursos por cambios en la composicién y
distribucion de la vegetacion (Saunders et al., 1991; Fahrig, 2003; Arroyo-Rodriguez y
Mandujano, 2006; Fischer y Lindenmayer, 2007). Estos cambios en el habitat obligan a los
primates a realizar ajustes a sus patrones conductuales con el objetivo de sobrevivir ante las
nuevas condiciones ambientales. Por ejemplo, se ha documento en diferentes especies de
primates el consumo de plantas exoéticas o pioneras como alternativa para satisfacer los
requerimientos nutricionales de cada individuo en sitios perturbados (Alouatta caraya:
Bicca-Marques y Calegaro-Marques, 1994; A. palliata: Estrada et al., 1999; Colobus
vellerosus: Wong et al., 2006; Ateles geoffroyi: Chaves et al., 2012; para mas ejemplos, ver:
Nowak y Lee, 2013). Ademds, a ciertos primates arboricolas se les has visto descender al
suelo en basqueda de alimento debido a las malas condiciones de su habitat (A. pigra: Pozo-
Montuy y Serio-Silva, 2007; para mas ejemplos, ver: Nowak y Lee, 2013). Este

comportamiento terrestre tiene altos costos para el individuo debido a que se corre el riesgo



de ser presa de un depredador terrestre (A. palliata: Cuaron, 1997; Macaca silenus: Singh et
al., 2001) o adquirir infecciones por pardsitos gastrointestinales o bacterias al entrar en
contacto con el suelo contaminado (A. pigra: Vitazkova y Wade, 2006; Procolobus
rufomitratus, C. guereza y Cercopithecus ascanius: Goldberg et al., 2008).

La modificacion en el tiempo que invierten los primates a las conductas del
patron de actividad general (ej. alimentacion, viaje, descanso) es otro ejemplo evidente de
los efectos de la alteracion de su habitat. En fragmentos de selva o habitats perturbados, los
individuos incrementan el tiempo invertido en la conducta de “alimentacion”, como un
ajuste necesario para la busqueda y consumo de alimento en un habitat de bajos recursos
(A. seniculus: de Thoisy y Richard-Hansen, 1997; A. palliata: Clarke et al., 2002;
Trachypithecus leucocephalus: Li 'y Rogers, 2004; A. palliata: llles, 2005; M. tonkeana: Riley,
2007). Ademas, se ha documento que los primates disminuyen el tiempo invertido en “viaje”
como resultado de la pérdida de habitat, lo cual limita el desplazamiento de los monos
dentro del 4rea para la explotacion de recursos (A. palliata, Gonzalez-Picazo et al., 2001; M.
tonkeana, Riley, 2007; Chiropotes satanas, Silva y Ferrari, 2009).

Las interacciones sociales también son afectadas por la deforestacion y
fragmentacion de las selvas. Por ejemplo, el saki negro (C. satanas: Silva y Ferrari, 2009) y
los monos aulladores (A. seniculus: de Thoisy y Richard-Hansen, 1997; A. palliata: Clarke et
al., 2002; A. pigra: Behie y Pavelka, 2005) disminuyen el tiempo invertido a conductas
sociales. Especificamente, en el langur (T. leucocephalus) se ha observado menos juego
social (Liy Rogers, 2004), mientras que en el mono aullador (A. pigra) disminuyen el tiempo

invertido en acicalamiento (MacKenzi, 2005).

El caso del mono aullador de manto: Alouatta palliata

El mono aullador de manto (A. palliata) no se encuentra exento de los efectos de
la extensa deforestacion y fragmentacion del habitat. Actualmente, existen grupos de
monos aulladores aislados en fragmentos de selva de diferente tamafio y con recursos de
baja calidad (Estrada et al., 1999; Arroyo-Rodriguez y Mandujano, 2006). Con el objetivo de

entender como las modificaciones en el hdabitat de A. palliata afectan los aspectos



conductuales y bioldgicos de ésta especie, se han realizado estudios sobre patrones de
actividad general, dieta, demografia, organizacién social, y estrés en grupos de aulladores
que habitan en fragmentos de selva o sitios recién perturbados (Arroyo-Rodriguez y Dias,
2010; Cristobal-Azkarate y Dunn, 2013). Algunos estudios sefialan que a medida de que el
area disponible para los monos aulladores se reduce, la tasa de dispersion se modifica,
observandose un declive en la inmigracion de los individuos (Clarke et al., 2002; Clarke et
al., 2002; Arroyo-Rodriguez et al., 2008). Asi mismo, se documenta una disminucion en el
numero de individuos y una modificacién en las clases de edad/sexo en las tropas (Estrada
y Coates-Estrada, 1996; Clarke et al., 2002; Clarke et al., 2002).

La baja calidad y reduccion de la cantidad de recursos en el habitat, han obligado
a los monos aulladores de manto a realizar ajustes al patrén de actividad general,
principalmente, invirtiendo mayor tiempo en la conducta de “alimentaciéon” y menor
tiempo en la conducta de “viaje” (Juan et al., 2000; Gonzalez-Picazo et al., 2001; Clarke et
al., 2002; Illes, 2005). Los ajustes realizados al tiempo invertido en conductas relacionadas
con la alimentaciéon, pueden provocar que los aulladores inviertan menos tiempo en
interacciones sociales en un habitat perturbado (Clarke et al., 2002).

A pesar de la amplia informacion sobre los ajustes conductuales que realizan los
monos aulladores de manto ante los cambios en su habitat, existe muy poca informacion
sobre los efectos de la modificacion del habitat en la conducta social de este primate,
especificamente en la edad temprana de los individuos (Baldwin y Baldwin, 1973; Arroyo-
Rodriguez et al., 2007). Los estudios existentes sobre conducta social en A. palliata ponen
escasa atencion en los jovenes o se enfocan en los adultos (Zucker y Clarke, 1998; Domingo-
Balcells et al., 2003; Duarte Dias y Rodriguez-Luna, 2003; Wang y Milton, 2003; Cristobal-
Azkarate et al., 2004). Ademas, se desconoce como el ambiente influye en las interacciones
sociales de los individuos jovenes con parientes y no parientes en esta especie de primate.

Las interacciones sociales en individuos jévenes son de gran importancia ya que
es la forma en la que se crean relaciones con diferentes compafieros del grupo, se aprenden
las formas y reglas de organizacion e interaccion social de su grupo y se refuerzan las

habilidades sociales, motoras y de forrajeo; lo cual puede influir en el éxito social y



reproductivo del individuo en la edad adulta (Clarke et al., 1998; Fragaszy et al., 2004;
Lonsdorf y Ross, 2012). Sin embargo, variaciones en el ambiente puede modificar las
experiencias sociales de los individuos jovenes con repercusiones importantes en la etapa
adulta. Animales criados en ambientes donde las experiencias sociales son restringidas,
presentan un desarrollo conductual inadecuado, exhiben comportamientos “extrafios” y
patrones conductuales agresivos, y tienen problemas de adaptacién social (Poirier, 1977;
Anaya-Huertas et al., 1994).

Por lo tanto, considerando la importancia de las interacciones sociales en una
edad temprana del individuo y la escasa informacion sobre este tipo de interacciones en
individuos jovenes de A. palliata, este trabajo se enfoca al estudio de la conducta social de
infantes y juveniles en monos aulladores que habitan en selva continua y fragmentos de
selva. La mayoria de los estudios ya reportados para esta especie de mono aullador,
comparan los patrones conductuales entre habitats continuos y fragmentos de selva, con el
objetivo de evaluar los efectos de las modificaciones en el hdbitat en diferentes conductas.
En cambio, en éste trabajo se estimaron parametros (disponibilidad de alimento y
parentesco) a partir de las diferencias ecoldgicas entre los sitios de estudio, y se analizé su
efecto en las interacciones sociales de los individuos jévenes aulladores.

La disponibilidad de alimento y parentesco se estimaron ya que son un reflejo
del contexto ecolodgico y social en donde se desarrollan los infantes y juveniles. Ademas,
existe evidencia de que dichos parametros varian entre habitat continuos y fragmentados
(disponibilidad de alimento: Arroyo-Rodriguez y Mandujano, 2006; parentesco: Oklander
et al., 2010), y tienen un impacto importante en la conducta social de los primates. Por
ejemplo, dependiendo de la disponibilidad de alimento en el habitat, los primates invierten
mas o menos tiempo en conducta afiliativas o agonisticas (van Schaik, 1989; Isbell, 1991;
Isbell y Young, 2002). Ademads, de acuerdo a la teoria de seleccion de parentesco (Hamilton,
1964), las conductas afiliativas o agonisticas que se presentan entre los miembros de un
grupo dependen del grado de relacion genética que guarden entre los individuos

interactuantes (Charpentier et al., 2008; Van Belle et al., 2014).
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En este trabajo se evaluaron los efectos del parentesco y disponibilidad de
alimento en las interacciones sociales de los individuos jovenes en monos aulladores (A.
palliata). Este trabajo se realizé con monos aulladores de manto, ya que estos se encuentran
en habitats continuos y fragmentos de selva. Esta condicién permite realizar estudios de
ecologia conductual con la finalidad de entender cémo los individuos se comportan ante
las variaciones bioticas y abioticas de su habitat para sobrevivir y reproducirse. Por lo tanto,
la informacion generada en este trabajo permitird incrementar el conocimiento sobre el
impacto de los factores ecoldgicos y genéticos en las interacciones sociales durante el

desarrollo de los monos aulladores de manto.
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ESTRUCTURA DE LA TESIS

La tesis se encuentra constituida por los siguientes tres capitulos, en los cuales
se mencionan los tres objetivos planteados en este trabajo de investigacion.

El primer capitulo se titula Potential food availability influences social
interactions of infant and juvenile howler monkeys (Alouatta palliata mexicana) in the Los
Tuxtlas Biosphere Reserve in Veracruz, Mexico. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de la disponibilidad de alimento en las interacciones sociales de los individuos
jovenes aulladores. Para lo cual, se generé una variable ecolégica (Indice de Alimento
Potencial Disponible) que representa la disponibilidad de alimento en el hébitat de los
monos aulladores. Ademads, se analizaron conductas afiliativas y agonisticas en infantes y
juveniles.

El segundo capitulo se titula Diversidad genética en grupos de monos
aulladores de manto (Alouatta palliata mexicana) en la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas
(Veracruz, México). El objetivo de este estudio fue determinar la diversidad genética de los
grupos de monos aulladores en hdabitat continuo y fragmentos de selva. Para llevar a cabo
este objetivo se extrajo ADN nuclear de muestras fecales para el andlisis de microsatélites.
La informacion generada del analisis de microsatélites formaron la base para estimar el
coeficiente de parentesco del capitulo 3.

El tercer capitulo se titula Efecto del parentesco y disponibilidad de alimento
en las asociaciones afiliativas y agonisticas de los jovenes aulladores (Alouatta palliata) en
Los Tuxtlas (Veracruz, México). El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
interaccion del parentesco y disponibilidad de alimento en las asociaciones afiliativas y
agonisticas de los individuos jovenes aulladores. Por lo anterior, se determind el coeficiente
de parentesco en los grupos de monos aulladores, y se estimd el indice de asociacion
promedio para conductas afiliativas y agonisticas de infantes y juveniles. Este ultimo
capitulo permitio integrar tanto los aspectos genéticos, ecoldgicos (disponibilidad de
alimento) y conductuales de los jévenes aulladores.

Por ultimo, se presentan las conclusiones y discusiones generales, y una seccion

de recomendaciones para futuras investigaciones.
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CAPITULO T




Food influences social interactions in young howler monkeys

Potential food availability influences social interactions of infant and
juvenile howler monkeys (Alouatta palliata mexicana) in the Los

Tuxtlas Biosphere Reserve in Veracruz, Mexico.

Abstract

Deforestation and natural events have caused the destruction of habitat of Mexican mantled
howler monkeys (Alouatta palliata mexicana), leading groups to dwell in forest patches or
zones of secondary growth. When animals change habitats they must adjust their
behavioral patterns, such as diet, activity budgets and social behavior, due to the new
ecological and environmental conditions. Little is known how changes in habitat conditions
influence the social interactions of immature howler monkeys. In this study, we focused on
the effect of food availability on social interactions of young howler monkeys. For 15 months
we observed infant and juvenile members of two groups inhabiting continuous forest
habitat (640 ha), and three groups living in different forest fragments (4, 42, and 93 ha). A
potential food availability index (PFAI) was estimated for each habitat, based on three
parameters: the basal area, the Shannon-Wiener diversity index and the abundance of food
tree species. Fifteen-minute focal animal sampling was used to record frequency and/or
duration of affiliative and agonistic behaviors. Statistical analysis of the rate and/or duration
of social behaviors as a function of PFAI indicates that an increment in available food
resulted in significantly more social play and proximity for infants Il and more grooming
for infant III. Conversely, juvenile grooming rates decreased as PFAI increased. These
results suggest that variation in food resources influence young howler monkeys’ social
interactions. The reduction in social interactions could be interpreted as an energy-

minimization strategy to cope with limited resources in disturbed habitats.

Keywords: Food availability; Forest fragments; Immature howler monkeys; Social

behavior; Socialization.
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Introduction

The combined effects of human activity and natural events have resulted in
modifications of the natural habitat in which animals live (Cuarén 2000; Isabirye-Basuta
and Lwanga 2008). At the present time, most species have to cope with habitat loss and
forest fragmentation, two conditions that lead to: a) changes in the distribution and
composition of vegetation, b) modifications of the micro and macro climatic conditions
(e.g., increasing solar radiation, higher temperature, exposure to wind), and c) reduction in
the quantities and qualities of food resources (Saunders et al. 1991; Arroyo-Rodriguez and
Mandujano 2006; Fischer and Lindenmayer 2007).

The habitat alterations mentioned above could result in modifications of
behavioral patterns in non-human primates, which would allow them to subsist under these
new ecological conditions. Several studies in New and Old World primates report that
habitat switching is accompanied by an increase in both consumption of non-native pioneer
plants and terrestrial activities (Alouatta caraya: Bicca-Marques and Calegaro-Marques
1994; A. palliata: Estrada et al. 1999; A. pigra: Behie and Pavelka 2005; Colobus vellerosus:
Wong et al. 2006; Brachyteles hypoxanthus: Mourthé et al. 2007; Ateles geoffroyi: Chaves et
al. 2012). It has been reported that in forest fragments some primates spend more time
resting and less time feeding, when habitat temperature increases (A. fusca: Chiarello 1993;
A. palliata: Estrada et al. 1999; A. pigra: Behie and Pavelka 2005). When food is scarce, they
spend less time traveling and more time feeding (A. geoffroyi, Chaves et al. 20m1).

Social behavior of non-human primates might also change in response to
ecological factors, in particular food availability (van Schaik 1989; Isbell 1991; Isbell and
Young 2002; Banks et al. 2007). There are several studies showing that agonistic interactions
increase due to competition for limited food (Macaca mulatta: Deutsch and Lee 1991;
Presbytis thomas and M. fascicularis: Sterck and Steenbeek 1997; Cercopithecus aethiops
and Erythrocebus patas: Pruetz and Isbell 2000; Cebus capucinus: Vogel and Janson 2007;
C. apella: Ferreira et al. 2008). But there is also evidence that agonistic interactions decrease
when food diminishes (M. mulatta: Loy 1970; C. aethiops: Lee 1984). Loy (1970) argues that

limited food resources are not an incentive for competition, while Lee (1984) claims that
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individuals do not have enough energy to spend on agonistic interactions. In the same way,
affiliative interactions are affected by food availability. Grooming, social play, and body-
contact increase when food resources are abundant, but diminish when food is limited.
Relationships between social interactions and food resources can be explained as a result of
the constraints imposed by the time budgets (Defler 1995; Clarke et al. 2002; Alberts et al.
2005; Stone 2008) or by the energy available to perform social activities (Lee 1984; Sommer
and Mendoza-Granados 1995; Sharpe et al. 2002; Li and Rogers 2004; Stone 2008).

Studies on young non-human primates indicate that social behavior changes in
response to ecological pressures (A. palliata: Baldwin and Baldwin 1973; C. aethiops: Lee
1986; P. entellus: Sommer and Mendoza-Granados 1995; Saimiri sciureus: Stone 2008).
However, little is known about the influence of habitat ecological conditions on social
behavior of young non-human primates. There is also scarce information regarding the
impact of ecological pressures on young mantled howler monkeys (A. palliata). There is
only one study in which young howler monkeys living in a 40 hectares forest fragment
stayed less than 5 m away from their mother and/or other group members (Arroyo-
Rodriguez et al. 2007b). The authors in this study suggest that short distances between
immature and other group members, may be a protective strategy of young individuals
against a higher risks faced in forest fragments.

There are apparently no studies documenting the relationship between
environmental variables and social behavior of young howler monkeys. That is remarkable,
since most social interactions in this species occur in infants and juveniles, rather than
adults (Baldwin and Baldwin 1978; Agostini et al. 2012). In addition, social interactions are
essential to acquire the skills necessary to survive in adulthood (Lonsdorf and Ross 2012).

In our study, we examined the effects of food availability on social interactions in
infant and juvenile howler monkeys, with the aim to determine if young howler monkeys’
social behavior is affected by variations in food availability. Our study focused on Mexican
mantled howler monkeys (A. p. mexicana). Populations of Mexican howler monkeys have
been declining, since most groups live in isolated forest fragments of different size and

disturbance levels (Arroyo-Rodriguez and Mandujano 2006). In consequence, they are
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listed as endangered subspecies by the NOM-059-SEMARNAT-2010 (Mexican Endangered
Species Act).

The variable ecological conditions of the current habitat of Mexican howler monkeys
at the study site allowed to carry out a natural experiment to evaluate social behavior of
infant and juvenile howler monkeys as a function of food availability in different habitats.
Each site had different vegetation attributes (structure and composition), which in turn
resulted in dissimilarities of the available food resources. We hypothesize that social
behaviors of infant and juveniles would change in response to variation in food resources.
In particular, we predict that immature individuals would be involved in fewer social

interactions when food resources are lower, in order to reduce energy expenditure.

Methods
Study site

Our study was carried out at five different sites in the Los Tuxtlas Biosphere Reserve
in Veracruz, Mexico. The first two sites (C1 and C2) were inside the 640 hectares preserved
continuous humid-tropical forest (18°34’-18°46'N, 95°04’-95°09’'W), owned by the research
station (Estacidn de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”) of National Autonomous University of
Mexico (UNAM). The two sites had its center at 95°05'N, 18°35'W (Fig. 1). The other three
sites were forest fragments at a distance of 3.1, 3.9, and 6 kilometers from the continuous
forest: Fragment 1 (F1) of 4 hectares with its center at 18°36'N, 95°04’'W; Fragment 2 (F2) of
42 hectares at 18°37'N, 95°05'W; and Fragment 3 of 93 hectares at 18°38'N, 95°05’W (Fig. 1).
The original vegetation of this area was high evergreen rainforest, but many forest
fragments are severely disturbed and dominated by secondary vegetation (Ibarra-
Manriquez et al. 1997). The climate is warm and humid, with a mean annual temperature
of 24.1 °C and a mean annual rainfall of 4,201 mm at Coyame meteorological station between

1977 and 2006 (Gutiérrez-Garcia and Ricker 2011).
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Figure 1. Geographical location of the study site. Fragments and continuous forest are delimited in
white polygons. Fi= 4 ha fragment, F2 = 42 ha fragment, F3= 93 ha fragment. The quasi-rectangular
white shape at the bottom represents the 640 ha continuous forest. The black areas inside the
polygons represent the home range of the studied troops. C1 and C2 indicate the home range of the
two troops in the continuous forest. Map sources: Digital orthophotos E15A63C and Ei5A63F (scale
1:75,000), National Institute of Statistics Geography and Informatics (2000).

Subjects

We selected two groups (C1 and C2) of Mexican mantled howler monkeys (Alouatta
palliata mexicana) inhabiting the continuous habitat, and three groups living in forest
fragments (GF1: group of 4 ha fragment, GF2: group of 42 ha fragment and, GF3: group of
93 ha fragment). Table 1 shows the average group sizes and composition throughout the
study. All individuals within a social group were identified by physical characteristics, such
as size, coloration of different body parts (e.g., blond pigmentation on tail and feet), scars,
and age-sex classes. The studied subjects were immature individuals, classified according
to the age categories from Balcells and Bar6 (2009): infant I (0-3 months), infant II (4-7

months), infants III (8-14 months) and juveniles (15-30 months). The total number of
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immature individuals included in this study was 36: 5in C1, 7in C2, 6 in GF1, 8 in GF2, and

10 in GF3 (Table 2).

Table 1. Mean size and composition of howler monkey groups, with ranges in parenthesis

Age-sex classes

Groups AM AF SA I-1 [-11 [-I11 ] Total

GF1 3.0(3)  30(3) 10(02) o5(01) 13(0-3) 0.8(01) 23(2-4) 1.8 (u-13)
GF2 6.5(6-7) 53(5-6) 2.8(1-4) 0.8(0-1) o03(01) 1(1) 13(0-3) 175 (16-19)
GF3 53(5-6) 55(5-6) 15(0-3) o0.5(01) 1(0-2) 23(-4) 23(2-3) 17.8 (15-22)
C1 55(56) 2.5(23) 0.0(0) 08(01) 05(01) 0.5(01) 03(01) 10.0 (812)
C2 3.5(2-4) 4.5(3-5) 0.8(0-2) 13(0-2) o0.5(01) 13(0-3) 23(-3) 13.8(10-16)

AF= adult female, AM= adult male, SA= subadult, J=juvenile, I-I= infant I, I-II = infant II, I-1II= infant
I1I. GF1= group of 4 ha fragment, GF2= group of 42 ha fragment, GF3= group of 93 ha fragment, Ci=
group of continuous forest 1, C2= group of continuous forest 2.

Behavioral data collection

Behavioral observations were carried out from March to October 2009, April to
November 2010, and May 201. During the observation periods, two groups were observed
every month during five consecutive days each, alternating between groups in the
continuous forest and those in forest fragments. The total number of observation days, focal
samples, and focal hours were different for infants and juveniles (Table 2), due to days of
adverse climatic conditions that impaired visibility (e.g., heavy rain, strong northern or
southern winds). Difficulties in locating the howler monkey groups and demographic
changes (death, birth, and emigration) were also factors that influenced sampling.

All groups were followed from o700 to 1600 h on each sampling day. Fifteen-minutes
focal animal samples (Altmann 1974) were carried out for all infant and juvenile animals in
each group (Table 2). During each behavioral observation, affiliative and agonistic
interactions initiated and received by the focal immature were recorded along with the
identity of the partners. Affiliative interactions included proximity (within 1 m), contact-

behavior (touching and embracing), social play, and grooming.

26



Food influences social interactions in young howler monkeys

Table 2. Age-classes, total number of day, focals and observation hours of each immature

animal in the study sites. * Age reached and studied during the study period.

Age-Classes

Total observation

Subjetcs Infant [ Infant I Infant Il Juvenile Days hours Focals

GF1

Co

Da

Cs * *

DO * *
Lu *
TO * *
GF2

Ma

Fa

La

Po *
Fe *

LI *
Fl * * *
Me *

GF3

Om

Ka

Am *
Na *
Ol * *
An *

Ch * *
NO * *
Ar * *
Cn * *
C1

Cl * * *
Pl * *
Ca

Cr *

Pa *

C2

Be * * *
Ju

Le * *
Ja

Br

]O * *
Sa *

10

5
18
15
15
13

U1 U1 U1 1

—
o\ W

29
18

10
15

13
1

= 00 O\WwW

38
23
76
54
52
59

18
15
16
17
15
93
13
13

14
11

44
28

54
1
29
49
28
28

116

74
29
41
59

54
44
43
14
27
34
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Agonistic interactions comprised fighting, chasing, displacement, and hitting. Each
juvenile and infant was observed in a random order; focal samples of less than 5 minutes

were discarded.

Potential Food Availability

In order to estimate the potential food available in each group habitat, we carried
out a vegetation assessment, following Gentry’s (1982) protocol. The protocol has been used
before in howler monkey studies for habitat characterization (Arroyo-Rodriguez and
Mandujano 2006; Arroyo-Rodriguez et al. 2007a; Cristobal-Azkarate et al. 2010; Gonzalez-
Di Pierro et al. 2011; Zarate et al. 2014) and in assessments of food resources (Dunn et al.
2009; Valdespino et al. 2010; Gomez-Espinosa et al. 2013). First, we randomly located 10
linear transects of 50 x 2 m (total sampled area of 1,000 m?) within the home ranges of each
group (Fig. 1). Home range in each group was calculated with the Home Range Tools
extension in ArcGIS 10.2 (Rodgers et al. 2007). We employed daily GPS coordinates taken
each morning when howler monkeys groups were found and in the afternoon when the
group was left. Subsequently, all trees present in each transect with a diameter at breast
height (DBH) = 10 cm were sampled (Ganzhorn et al. 2011). Tree species were identified in
situ based on the floristic list of Ibarra-Manriquez and Sinaca Colin (1997) for the area; plant
species names were double-checked with the Tropicos data base of the Missouri Botanical
Garden (www.tropicos.org).

We consulted published studies of food resources used by howler monkeys in the
study area (e.g.Estrada 1984; Estrada et al. 1999; Juan et al. 1999; Gonzalez-Picazo et al. 2001;
Asensio et al. 2007; Cristobal-Azkarate and Arroyo-Rodriguez 2007; Dunn et al. 2009; Dunn
et al. 2010), to identify plant species in our sites as potential food. Structural characteristics
of food tree species were employed to estimate several indicators of food availability in each
site: total tree basal area (m?), Shannon-Wiener diversity index, and the abundance of
medium and tall-sized trees (DBH =30). With the purpose of having one variable that
reflects the available food resources at each site, we created a Potential Food Availability

Index (hereafter PFAI) using the three indicators above in the following formula for the
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e +e +e .
PFA] = W ——abun~ "ba ‘Where egy, €apun, and ep, are the normalized values of the

Shannon-Wiener diversity index, abundance of medium and tall-sized food trees and basal
area, respectively. The normalization of each variable was carried out using the following

€i-Emin

equation: e; = , where e; is the variable to normalize, and Emin and Emax are the

Emax-Emin

minimum and maximum values of the measure, respectively (Mohamad and Usman 2013).
The normalization transforms the values of differently scaled variables into a dimensionless
scale between zero and one. PFAI values near zero indicate low tree diversity, few medium
and tall-sized trees and less basal area, while values near one indicate high tree diversity,

much abundance of medium and tall-sized trees and more basal area (Table 3).

Analyses

Social interactions

We analyzed rates of social play, grooming, proximity, contact, and agonistic bouts
as well as the duration of social play and grooming. Rates of social behaviors were calculated
as the number of behavioral occurrences per hour of daily focal samplings. Duration and
rates were adjusted to group size. We used Generalized Estimating Equations (GEE) (Liang
and Zeger 1986; Zeger and Liang 1986) to perform semiparametric regressions of each social
behavior rate, and duration of grooming and social play as a function of PFAI. This
statistical technique was chosen based on the fact that GEE can deal with pseudo
replications, unbalanced data, and the presence of missing observations (Davis 2002;
Ballinger 2004). In the GEE analysis, we used tweedie and normal distribution (both with
log-link function) for rate and duration data, respectively.

Considering that group size and composition could confound the relation between
PFAI and social interactions, we included in each GEE model analysis two covariates: 1) the
number of immature (infants and juveniles), and 2) the number of adults and subadults.
These variables were centralized to avoid the effect of multicollinearity between them. All

statistical analyses were carried out employing IBM SPSS Statistics 2o0.
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Results
Vegetation

We recorded 357 trees, representing 95 species of 33 families, in a total area of 5,000
m2 (2,000 m2 of continuous forest, and 3,000 m2 of forest fragments). We identified 49
species as potential food available for howler monkeys, of which 11 were recorded in Fi, 15
in F2, 14 in F3, 22 in (1 and 27 in C2. Continuous forest habitats showed the highest PFAI
values compared to forest fragments, indicating that undisturbed continuous sites have a
higher amount of food resources available for howler monkey groups compared to forest

fragments (Table 3).

Table 3. Indicators of food availability and Potential Food Availability Index (PFAI) for each

site. The numbers in parenthesis show the absolute values of tree abundance.

% of abundance

BA (m2) H’ DBH =30 PFAI
F1 2.33 2.04 27 (14) 0.36
F2 2.78 2.54 23 (12) 0.52
F3 1.98 2.20 21 (11) 0.25
C1 3.11 2.83 37 (19) 0.92
C2 3.17 3.07 35 (18) 0.96

Fi= 4 ha fragment, F2 = 42 ha fragment, F3= 93 ha fragment, Ci= continuous forest 1, C2=
continuous forest 2, BA= basal area, H '= Shannon-Wiener diversity index. DBH = diameter
at breast height

PFAI and Social behavior

The results of the GEE analyses indicate that several social behaviors were
significantly influenced by PFAI (Table 4), mostly occurring in infant II and III. We found
a positive effect of PFAI on rate and duration of social play as well as in proximity rate in
infant II, and on rate and duration of grooming in infant III (Table 4). The only behavior
that was negatively affected by PFAI was grooming in juveniles (Table 4). We found no

effect of PFAI on the rate of touching and agonism in any of the age-classes analyzed, and
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nor on the rate and duration of social play in infant Il and juvenile (Table 4). We excluded
some age-classes from the statistical analysis due to a limited amount of behavioral records:
infant I in social play (one event in GC1 and GF2), infant II in grooming (one event in GC1
and GF3) and agonism (one event in GC1). Infant I did not display grooming or agonism

bouts.
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Table 4. Parameters obtained by Generalized Estimating Equations (GEE) testing the effects of PFAI and group size on social behaviors of
immature howler monkeys. Significant p-values are shown in bold.

Infant I Infant 11 Infant III Juvenile

N b SE  Wald's test P-value N b SE  Wald'stest P-value N b SE Wald'stest P-value N b SE  Wald's test P-value
Social play ° 129 382 357
PFAI 0.70 016 18.75 <0.001 -0.04 0.17 0.06 0.809 0.30 0.6 3.49 0.062
No. I and] 0.2 0.01 133.64 <0.001 -0.02 0.05 0.13 0.724 0.02 0.03 0.41 0.523
No. SA and A -0.01 0.003 17.85 <0.001 -0.06 0.01 18.59 <0.001 -0.07 0.01 56.84 <0.001
Social play® 129 382 357
PFAI 0.59 0.27 4.86 0.028 0.03 0.31 0.01 0.922 013 0.31 018 0.668
No.Iand A 0.001 0.04 0.001 0.980 -0.004 0.12 0.001 0.974 0.09 o0.11 0.62 0.431
No. SA and A -0.08 0.04 3.99 0.046 -0.17 0.04 15.57 <0.001 -0.04 0.06 0.61 0.434
Grooming ¢ 34 17
PFAI 0.78 035 4.94 0.026 0.17 0.10 2.87 0.090
No.Iand] 013 0.07 3.85 0.050 -0.001 0.07 0.00 0.991
No. SA and A -0.03 0.02 2.43 0.119 -0.09 0.01 42.93 <0.001
Grooming ® 34 17
PFAI 0.60 0.24 6.48 0.011 -1.58 o.71 5.00 0.025
No.Iand] -0.44 0.07 43.62 <0.001 0.46 o0.10 21.92 <0.001
No. SA and A -0.20 0.05 16.56 <0.001 -0.13 0.04 8.89 0.003
Agonism ¢ 20 23
PFAI -0.02 0.27 0.004 0.952 -0.15 0.12 1.64 0.200
No.Iand] 0.04 0.09 0.17 0.682 -0.09 0.03 11.12 0.001
No. SA and A -0.08 0.03 7.04 0.008 -0.06 0.03 6.36 0.012
Touching ? 115 105 157 125
PFAI -0.24 0.4 2.93 0.087 010 016 0.38 0.539 0.07 0.2 0.39 0.534 011 0.4 0.61 0.434
No.Iand] -0.15 0.02 72.21 <0.001 -0.03 0.04 0.46 0.498 -0.02 0.03 0.45 0.501 -0.03 0.03 1.27 0.260
No. SA and A -0.09 0.01 95.75 <0.001 -0.07 0.02 10.97 0.001 -0.08 o0.01 29.02 <0.001 -0.09 0.01 294.28  <0.001
Proximity 95 18 347 581
PFAI -0.25 0.16 2.39 0.122 034 015 4.81 0.028 010 0.09 1.23 0.268 0.17 1.10 0.295
No.Iand] -0.13 0.02 53.42 <0.001 -0.004 0.04 0.01 0.917 -0.01 0.02 0.13 0.715 -0.05 3.41 0.065
No. SA and A -0.08 0.01 53.68 <0.001 -0.05 0.01 14.14 <0.001 -0.07 0.01 94.94 <0.001 -0.10 146.55 <0.001

N: Sample size for each behavior; b: Slope 's value; SE: Standard Error; ? Behavior measured as rate per individual; ® Behavior measured as
duration per individual; No: Number; I: infant; J: Juvenile; SA: subadult; A: Adult
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Group size and Social behavior

Results of the GEE analysis indicate that all social behaviors were significantly
affected by group size, but not all age-classes (Table 4). In particular, in infant I, the number
of infants, juveniles, subadults, and adults affected negatively touching and proximity rates.
In infant II, the number of subadults and adults negatively affected social play, touching,
and proximity rates; in the same age-class the number of juvenile and infants positively
affected social play rate. In infant III, the number of subadults and adults negatively affected
all social behaviors with exception of grooming rate. In the same age class, the number of
infants and juveniles affected positively and negatively the rate and duration of grooming,
respectively. In juveniles, the number of subadults and adults affected negatively all social
behaviors with exception of social play duration. In the same age-class, the number of
infants and juveniles affected positively and negatively the duration of grooming and

agonism, respectively.

Discussion

The central hypothesis in the present study was that social behaviors of infants and
juveniles would be affected by variation of food resources. Our results support this
hypothesis since the Potential Food Availability Index (PFAI) influenced significantly most
social behaviors in infant and juvenile classes. We found that proximity for infant II and
grooming for infant III were statistically related with the PFAI. These behaviors increased
significantly when food resources increased, indicating that cohesiveness among
individuals is favored in habitats with food resources. In contrast, when food resources
diminished, infants II and III reduced proximity and grooming in order to avoid conflicts
that may be energetically costly (Vogel and Janson 2007). These behavioral responses to
food availability have been found in several studies carried out in other New and Old World
monkeys (M. mulatta: Loy 1970; S. sciureus: Baldwin and Baldwin 1976; C. aethiops: Lee
1984; L. lagotricha: Defler 1995; P. entellus: Sommer and Mendoza-Granados 1995;
Trachypithecus leucocephalus: Li and Rogers 2004; S. sciureus: Stone 2008; A. guariba

clamitans and A. caraya: Agostini et al. 2012).
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Juveniles spent more time grooming as PFAI diminished, this interaction involved
all the other age-classes (data not shown). This result suggests, that in habitats with limited
resources there might be an increment in grooming as an strategy to reduce tension caused
by agonistic bouts between juveniles with other group members (Judge 2000; Cordoni and
Palagi 2007; Paoli et al. 2007; Tacconi and Palagi 2009). There was not found any effect of
PFAI on agonistic behaviors. However, juveniles living in forest fragments with low PFAI
values showed higher absolute rates of aggression compared to juveniles living in
continuous habitats (9 events in GF1 and GF3, respectively; and 4 event in C2).

The Infants II played less frequently and social play bouts were shorter in reduced
resources habitats. This result is supported by many studies carried out in non-human
primates (S. sciureus: Baldwin and Baldwin 1976; C. aethiops: Lee 1984; P. entellus: Sommer
and Mendoza-Granados 1995; T. leucocephalus: Li and Rogers 2004; S. sciureus: Stone 2008)
in which social play of young individuals changed in response to variations in food
resources. Social play behavior is paramount for the development of motor skills,
communication, and building social relationships (Fagen 2002), however, it is energetically
costly (Martin 1982). Therefore, a reduction in social play by young individuals in
environments with food scarcity, could be a strategy to avoid excessive energy expenditure.
In contrast, social play could be considered energetically affordable in environments with
high food resources (Martin 1982; Barrett et al. 1992; Sharpe et al. 2002; Stone 2008). In the
light of these results, infants in habitats with limited resources may be missing the
opportunity to acquire important physical and social skills provided by social play, which
in turn would influence the social and reproductive success of individuals in the adult stage
(Fagen 2002). In order to sustain this assumption and provide reliable information about
the impact of social play reduction on howler monkey’s social development, it would be
necessary to carry out longitudinal studies with howler monkeys living in habitats in
different degrees of disturbance.

Infant I and Infant II were the age-classes that were less involved in agonistic
interactions. This result could be explained by the fact that social interactions in the early

life of individuals are usually positive (MacKinnon 2007). In this study infant III and
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juveniles were involved in agonistic interactions, these behaviours were affected by group
size and not by PFALI. This result suggest that aggressive encounters were mainly driven by
groups size and not by the availability of food resources.

Our research shows that variation in food resources plays a significant role in social
interactions of infants and juvenile howler monkeys. The PFAI affected affiliative
interactions such as social play, grooming, and proximity. This finding is similar to studies
carried out in rhesus monkey (M. mulatta: Loy 1970), vervet monkeys (C. aethiops: Lee 1984)
and woolly monkeys (L. lagotricha: Defler 1995) in which is reported a reduction in social
interactions among individuals as food resources diminished. As predicted, infant howler
monkeys were involved in fewer social interactions as food available diminished. Since food
availability relates positively with caloric input (Miller 1996; Heesen et al. 2013), the
outcome of our study suggest that in habitats with reduced food resources, individuals may
enter into an energy-minimization strategy, which translates into fewer opportunities for
social interactions in infants (Lee 1984; Stone 2008).

In this study, food availability was not measured directly by counting the quantity
and quality (nutritional value) of food on trees. Likewise, we did not analyzed seasonal food
availability considering the phenology of food tree species (Stone 2007; Xiang et al. 2007;
Droscher and Kappeler 2014). However, we estimated the PFAI which is an indirect
approximation of food availability based on three parameters: DBH and basal area which
are indicators of plant productivity (Chapman et al. 1992; Heiduck 2002), and plant diversity
that shows the variety of food species necessary in howler monkey’s diet (Cristobal-
Azkarate et al. 2005). These three parameters have been used previously as an indirect
measure of food availability in several studies involving numerous monkeys’ species
(Alouatta palliata: Cristobal-Azkarate et al. 2005; Piliocolobus tephrosceles: Chapman et al.
2006; Colobus vellerosus: Wong et al. 2006; Ateles geoffroyi: Chaves et al. 2012). However,
in none of these studies these three parameters have been combined in a unique value that
reflects the food available in monkey habitats. The information provided by PFAI in the
present study indicates a reduced amount of food resources available for monkeys in

fragments compared to continuous habitat, which is consistent with other studies carried
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out in Los Tuxtlas (Arroyo-Rodriguez and Mandujano 2006) and Chiapas (Chaves et al.
2012).

In conclusion, food resources affect social interactions of immature howler monkeys.
These results support our main prediction that immature individuals would be less involved
in social interactions when food resources are reduced. Although cross-sectional, our
findings demonstrate that in forest fragments access to food resources is a limiting factor
for adequate socialization. Understanding these behavioral responses of primates to
available food resources is important for designing adequate conservation plans of
endangered primate species and understanding the impact of food deprivation on

appropriate social development.
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Resumen

El mono aullador de manto Alouatta palliata mexicana es una subespecie mexicana
cuyas poblaciones se han reducido por la pérdida y fragmentacion de su habitat. Esta
alteracion del habitat tiene un impacto negativo sobre su diversidad genética. En este
estudio se estima la diversidad genética para A. palliata mexicana en 4 grupos en habitat
continuo y 3 en fragmentos de selva, localizados en la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas.
Se extrajo ADN de muestras fecales y se analizaron 13 loci de microsatélites, de los cuales
8 resultaron polimdrficos. Los resultados obtenidos sugieren una baja diversidad
genética en este primate (Ho = 0.14, He = 0.23, Nag = 2.88), y una baja diferenciacion
genética (Fst = 0.043, p = 0.01) entre el habitat continuo y fragmentado. No se
encontraron diferencias significativas al comparar los parametros de diversidad genética
entre grupos, ni tipo de habitat. El indice de endogamia fue positivo para cada uno de
los grupos, y significativamente diferente de cero en el habitat continuo y en los
fragmentos de selva, lo cual indica una deficiencia de heterocigocidad en ambas
condiciones ecoldgicas. Losresultados obtenidos se discuten en relacidn con su historia

de colonizacién y de la fragmentacion de la selva.
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Abstract

Habitat loss and fragmentation are major threats to Mexican mantled howler monkey
(Alouatta palliata mexicana), which have reduced drastically the size of its natural
populations. This reduction causes a negative impact on its genetic diversity, which in
turns threatens the viability of its remnant populations. In this study, genetic diversity
is determined in 4 groups of howler monkeys inhabiting continuous and 3 in
fragmented forest sections at Los Tuxtlas Biosphere Reserve. DNA was extracted from
fecal samples, and 13 microsatellite loci were analyzed, which resulted in 8 polymorphic
loci. Our results suggest low levels of genetic diversity (Ho = 0.14, He =0.23 and Na =
2.88) and low genetic differentiation (Fst = 0.043, p = 0.01) between continuous and
fragmented habitats. We found no significant differences between groups or habitat
type in any of the genetic diversity parameters analyzed. The inbreeding index was
positive for each group and significantly different from zero in continuous and
fragmented habitats, indicating heterozygosity deficiency in both ecological
conditions. We discuss the results in relation to colonization history of howler
monkeys and forest fragmentation.

All Rights Reserved © 2016 Universidad Nacional Auténoma de México, Instituto de
Biologia. This is an open access item distributed under the Creative Commons CC

License BY-NC-ND 4.0.

Keywords: Genetic variability; Howler monkeys; Primates; Microsatellites;

Heterozygosity; Inbreeding; Forest fragments
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Introduccion

El género Alouatta representa primates neotropicales con una amplia
distribucion desde el sureste de México hasta el norte de Argentina (Cortés-Ortiz,
Rylands y Mittermeier, 2015). Este género contiene 9 especies: Alouatta palliata,
Alouatta macconelli, Alouatta pigra, Alouatta seniculus, Alouatta arctoidea Alouatta
sara, Alouatta caraya, Alouatta belzebul, y Alouatta guariba (Cortés-Ortiz et al., 2015).
La especie A. palliata esta constituida por 5 subespecies: A. p. palliata, A. p. mexicana,
A. p. aequatoriales, A. p. coibensis y A. p. trabeata (Cortés-Ortiz et al., 2015).

En México, la subespecie A. palliata mexicana se distribuye en los estados de
Veracruz, Tabasco, Chiapas y Oaxaca (Oropeza-Hernandez y Rendon-Hernandez, 2012)
y es una de las subespecies que esta catalogada por la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza como criticamente amenazada (Cuarén, Shedden,
Rodriguez-Luna, de Grammont y Link, 2008) y por la Norma Oficial Mexicana NOM-
059 (Semarnat, 2010) como en peligro de extincion. A pesar del grado de vulnerabilidad
de A. p. mexicana, existe escasa informacion sobre la diversidad genética en las
poblaciones remanentes (Dunn et al., 2014). La informacion existente indica que esta
subespecie presenta bajos niveles de variacidon, que pueden ser producto ya sea de un
evento de cuello de botella o un efecto fundador; ambos relacionados con la historia de
colonizacion y expansion de este primate en Centroamérica (Dunn et al., 2014;
Ellsworth y Hoelzer, 2006).

La variacion genética en diferentes poblaciones del género Alouatta se ha
examinado utilizando diversos marcadores moleculares tales como isoenzimas,
aloenzimas, microsatélites y secuencias de ADN mitocondrial (fig. 1). De estos
marcadores, los microsatélites son los mas utilizados principalmente en las especies
A. palliata, A. carayay A. pigra (fig. 1). Los resultados obtenidos de diversidad genética
en diferentes especies de Alouatta indican que A. belzebuly A. seniculus son las especies
con niveles altos de diversidad con distintos marcadores moleculares (tabla 1). La
especie A. caraya tiende a mostrar niveles intermedios de diversidad genética
(isoenzimas) aunque existen casos en los que se han documentado valores cercanos a

los obtenidos para A. belzebul o A. seniculus, utilizando microsatélites y ADN
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mitocondrial (tabla 1). En cambio, A. pigra y A. palliata son las especies que presentan
niveles bajos de diversidad genética medida a través de ADN mitocondrial, isoenzimas
y microsatélites (tabla 1).

Estas diferencias en los valores de diversidad genética entre las especies del
género Alouatta se han atribuido a eventos relacionados con su historia biogeografica
(Cortés-Ortiz et al., 2003; Ellsworth y Hoelzer, 2006; Zaldivar et al., 2003), a los cambios
en el tamarfio de las poblaciones por huracanes o epidemias (fiebre amarilla), ala pérdida
y fragmentacion del héabitat (Oklander, Kowalewski y Corach, 2010; Pope, 1996; Ruiz-
Garcia et al., 2007), asi como a diferencias en los patrones de dispersion debido a las
condiciones ecoldgicas en las cuales se encuentran las poblaciones de aulladores

(Nascimento, Bonvicino y Seuanez, 2007).

7 - OIsoenzimas/Aloenzimas B Microsatélites mtDNA

il [ |H|mll

A. belzebul  A. caraya A. macconnelli A. palliata  A. pigra  A. seniculus A. guariba

No. de estudios

Figura 1. Marcadores moleculares utilizados en estudios que reportan variabilidad genética en
diferentes especies de monos aulladores del género Alouatta. Referencias: A. belzebul (Schneider
et al., 1991; Melo, Sampaio, Schneider y Schneider, 1992; Sampaio, Schneider y Schneider, 1996;
Zaldivar et al., 2003; Gongalves et al., 2004; Nascimento, Bonvicino, da Silva, Schneider y Seuanez,
2005; Nascimento, Bonvicino, de Oliveira, Schneider y Seuanez, 2008; Bastos, Gongalves, Ferrari,
Silva y Schneider, 2010). A. caraya (Szapkievich, Comas, Zunino y Mudry, 1998; Nascimento et
al., 2005; Ascunce, Hasson, Mulligan y Mudry, 2007; Nascimento et al., 2007; Oklander, Zunino,
Di Fiore y Corach, 2007; Ruiz-Garcia et al., 2007; Oklander et al., 2010; Collevatti, Souza-Neto,
Silva-Jr y Telles, 2013; Oklander y Corach, 2013). A. macconnelli (Ruiz-Garcia et al., 2007). A.
palliata (Malmgren y Brush, 1978; Zaldivar et al., 2003; Winkler et al., 2004; Ellsworth y Hoelzer,
2006; Ruiz-Garcia et al., 2007; Milton et al., 2009; Cortés-Ortiz et al., 2010; Dunn et al., 2014). A.
pigra (James, Leberg, Quattro y Vrijenhoek, 1997; Winkler et al., 2004; del Valle, Estrada,
Espinoza, Lorenzo y Naranjo, 2005; Ellsworth y Hoelzer, 2006; Améndola-Pimenta, 2009; Cortés-
Ortiz et al., 2010; Van Belle, Estrada, Strier y di Fiore, 2012). A. seniculus (Lima et al., 1990; Pope,
1992; Sampaio et al., 1996; Pope, 1998a; Zaldivar et al., 2003; Ellsworth y Hoelzer, 2006; Ruiz-
Garcia et al., 2007). A. guariba (Harris, Gifalli-lughetti, Braga y Koiffmann, 2005).
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Tabla 1. Diversidad genética estimada con diferentes marcadores moleculares en monos aulladores del género Alouatta.

A. belzebul  0.95

A. seniculus

A. caraya 0.877-0.946

A. pigra

DNA Isoenzimas/Aloenzimas Microsatélites Referencias
mitocondrial (H) (H)
(h)
Sampaio et al. (1996); Zaldivar et al. (2003); Gongalves
0.05-0.09 0.65-0.74 et al. (2004); Nascimento et al. (2008); Bastos et al.
(2010)
Lima et al. (1990); Zaldivar et al. (2003); Ellsworth y
0.096-0.110 0.64-0.65
Hoelzer (2006); Ruiz-Garcia et al. (2007)
Szapkievich et al. (1998); Ascunce et al. (2007);
0.04 0.54-0.60 Nascimento et al. (2007); Oklander et al. (2010);
Collevatti et al. (2013)
James et al. (1997); del Valle et al. (2005); Van Belle et
0.02 0.3-0.59 al. (2012)
Zaldivar et al. (2003); Winkler et al. (2004); Ruiz-
0-0.01 0.16-0.56 Garcia et al. (2007); Milton et al. (2009); Dunn et al.

A. palliata 0.486

(2014)

h: diversidad haplotipica. H: heterocigocidad promedio.
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La pérdida y fragmentacion del habitat tienen consecuencias importantes en la
diversidad genética de las poblaciones, ya que puede causar reduccion de los tamarios
poblacionales, aislamiento entre poblacionesylimitarla dispersion de losindividuos entre
parches; estos factores provocan una pérdida de diversidad genética, altos niveles de
endogamia, y por consiguiente las poblaciones o especies corren el riesgo de extincion
(Frankham, Ballou y Briscoe, 2010). Un caso particular es la region de Los Tuxtlas,
Veracruz, en las selvas humedas del sureste de México, ya que cerca del 80% de la
vegetacidn original ha sido deforestada, principalmente por la conversidon de selva a
pastizales de ganaderia (Ricker, Lopez-Vega y Mendoza-Marquez, en prensa). Esta
situacion ha tenido un impacto negativo en las poblaciones de mono aullador de manto
que habitan en laregion, ya que se han reducido drasticamente las poblaciones y algunas
permanecen aisladas en fragmentos de selva (Arroyo-Rodriguez y Mandujano, 2006;
Estrada, Juan-Solano, Martinez y Coates- Estrada, 1999). Sin embargo, existe escasa
informacion sobre aspectos genéticos de estas poblaciones.

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivos estimar la diversidad genética en
A. p. mexicana en la region de Los Tuxtlas, y comparar la diversidad genética en grupos
de monos aulladores de manto que habitan en selva continua y fragmentos de selva. Lo
anterior, con la finalidad de generar informacion sobre aspectos genéticos en monos
aulladores que habitan en un paisaje fragmentado en dicha region. Para ello, se analizd
la variacién de microsatélites a partir de ADN extraido de muestras fecales de monos
aulladores de manto que habitan en la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas, en Veracruz.
Considerando la historia biogeografica de la especie, se espera que A. p. mexicana en la
region de los Tuxtlas presente una baja diversidad genética. Por otro lado, los grupos de
monos aulladores en fragmentos de selva presentaran bajos niveles de diversidad y altos
niveles de endogamia en comparacion con los grupos de selva continua, como resultado

de la pérdida y fragmentacion de la selva.
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Materiales y métodos

El presente estudio se llevé a cabo en un habitat continuo y 3 fragmentos de selva
que se encuentran en la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas al sureste de Veracruz (18°42’-

18°15’ N, 95°17-94°40’0). La reserva cubre una superficie total de 155,122.46 ha, divididas
en una de zona de amortiguamiento (125,403 ha) y 3 zonas nucleo: volcan San Martin
Pajapan (1,883 ha), volcdn Santa Marta (18,031 ha) y volcdn San Martin Tuxtla (9,805 ha)
(Diario Oficial de la Federacion, 1998). La vegetacion dominante en la reserva es selva
alta perennifolia, aunque en el caso de las areas fragmentadas presentan un alto grado
de perturbacién encontrandose vegetacion secundaria (Ibarra-Manriquez, Martinez-

Ramos, Dirzo y Nuiiez-Farfan, 1997). El clima es cdlido y humedo con temperatura

promedio anual de 24.1°C y precipitaciéon promedio anual de 4,201 mm; marzo (92 mm)
y abril (77 mm) son los meses mds secos, y la época de lluvia comprende de junio a febrero
(Gutiérrez-Garcia y Ricker, 20m1).

El héabitat continuo se localiza en la selva protegida de la Estacion de Biologia

Tropical Los Tuxtlas del Instituto de Biologia de la UNAM (18°34’-18°46’ N, 95° 04’-95°09’
O). Este sitio cubre una superficie total de 640 ha (fig. 2a) y forma parte del area de selva

del volcan San Martin Tuxtla. En relacion a los 3 fragmentos de selva, el primer fragmento
(F1) tiene un area de 4 ha (18°36’'Ny 95°04’ O)y el segundo fragmento (F2) de 42 ha (18°37'N
y 95°05'0), los cuales se ubican en los terrenos del ejido Balzapote (fig. 2a). El tercer

fragmento (F3) de selva de 93ha (18°38'N y 95°05’0) se ubica en el cerro del Borrego en
el ejido de Monte Pio (fig. 2a). La distancia promedio entre fragmentos es de 2 km, y de
los fragmentos con el habitat continuo es de 3.7km.

Durante los periodos de marzo a octubre de 2009, abril a noviembre de 2010 y
mayo de 2011 se recolectaron muestras fecales de individuos pertenecientes a 4 grupos de
monos aulladores en habitat continuo, de los cuales 2 fueron grupos vecinos (C3 y C4)
con respecto a los 2 grupos principales de estudio (C1 y C2; fig. 2a). También se
obtuvieron muestras fecales de 3 grupos en fragmentos de selva; cada grupo en un

fragmento de tamaiio diferente (GF1: grupo del fragmento de 4 ha, GF2: grupo del
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fragmento de 42 ha y, GF3: grupo del fragmento de 93 ha; fig. 2a). El tamaifio y

composicion de los grupos se muestran en la tabla 2.
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Figura 2. a) Mapa del sitio de estudio. Los poligonos de color negro muestran el &mbito hogarefio
de los grupos de monos aulladores de manto en el habitat continuo (C1, C2, C3y C4) y en los
fragmentos de selva (F1, F2 y F3). F1= fragmento de 4 ha. F2 = fragmento de 42 ha. F3 = fragmento
de 93 ha. El habitat continuo (HC) de la estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas y los tres
fragmentos de selva se encuentran delimitados con las lineas blancas. b) Barreras genéticas
detectadas en el programa Barrier v2.2. Las barreras se muestran con lineas negras y enumeradas
de acuerdo al orden de importancia (I, IT y III). Los valores a un lado de las barreras es el
porcentaje de bootstrap que apoyan a cada segmento de la barrera. La linea punteada representa
la triangulacion de Delaunay y la linea sélida blanca indica la teselacion de Voronoi.

Cada uno de los miembros del grupo se identificaron por edad (adultos,
subadultos, juveniles e infantes) siguiendo la clasificacion de Balcells y Baré (2009); por
sexo (macho y hembra) en adultos ya que en infantes y juveniles no es posible detectarlo
a simple vista, y por caracteristicas fisicas tales como, tamafio, manchas sin pigmento en
piel y pelaje de diferentes partes del cuerpo (cola, manos y patas), y cicatrices faciales.

En total se recolectaron 61 muestras fecales de individuos pertenecientes a los 7
grupos estudiados (tabla 2). El excremento se colect6 fresco ya que se siguio a cada uno
de los individuos, previamente identificados, hasta el momento de la defecacion. Cada
muestra se tomo6 con guantes y cucharas desechables nuevas para evitar cualquier

contaminacion con ADN humano o de las heces de otro mono.
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Tabla 2. Tamaiio y composicién de los grupos de monos aulladores de manto (A. palliata
mexicana) en el habitat continuo y en los fragmentos de selva de la Reserva de la Biosfera

Los Tuxtlas. En paréntesis se indica el nimero de individuos que se genotiparon

Habitat continuo Habitat Fragmentado
C1 C2 C3? Cyq? Gk GF2 GF3
MA 5-6 (5) 2-4(3) 30 6() 3(3) 6-7 (3) 5-6 (3)
HA 2:3(3) 35(3) 42 2(2) 3(3) 56 (3) 5-6 (2)
SA 0 0-2 (1) o) 0 0-2 1-4 0-3 (2)
J 0-1 (1) 1-3 (2) 3 1 2-4 (2) 0-3(3) 2-3 (2)
I 1-2 (2) 2-4 (1) 3 1 1-3 (2) 1-2 (2) 2-5 (3)

Total 8-12(1) 10-16 (10) 13(3) 10(4) 11-13 (10) 16-19 (1)  15-22 (12)

C1: grupo 1; C2 : grupo 2; C3 : grupo 3; C4 : grupo 4; GF1: grupo del fragmento de 4 ha; GF2 :
grupo del fragmento de 42 ha; GF3 : grupo del fragmento de 93 ha; HA : hembra adulta; I :
infante; J : juvenil; MA : macho adulto; SA : subadulto.

2 Grupos vecinos en el habitat continuo.

Las excretas se almacenaron inmediatamente en frascos de plastico esterilizados
y se mantuvieron en una hielera mientras permanecian en campo con el fin de evitar la
degradacion del ADN por incrementos en la temperatura del ambiente (Nsubuga et al.,
2004). Después del trabajo de campo, las muestras fueron procesadas siguiendo el
método de conservacion de «dos pasos» (two-step) de Roeder, Archer, Poiner y Morin
(2004) ya que permite extraer una mayor cantidad de ADN y de mejor calidad para los

andlisis genéticos. A este método se le aplicaron las siguientes modificaciones: a cada

muestra se le anadio etanol al 100% y se colocaron en un refrigerador (4°C) durante 24 a

26 h; posteriormente el etanol fue retirado, se le anadi¢ silica gel y se mantuvieron en

refrigeracion (4°C) hasta el momento de extraccién de ADN.

Extraccién y amplificacién del ADN
El ADN genomico de las heces de los aulladores fue extraido con el kit comercial
QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del protocolo de

extraccion del kit y las modificaciones sugeridas por Nsubuga et al. (2004). También se
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extrajo ADN de tejido hepatico y masculo de una hembra adulta (A. palliata) con el kit de
extraccion DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). Estas muestras se utilizaron como control
positivo para las extracciones y amplificaciones de ADN. Los tejidos fueron
proporcionados por la Coleccién Nacional de Mamiferos del Instituto de Biologia,

Universidad Nacional Autonoma de México. El ADN extraido de heces y tejido fue

almacenado a una temperatura de -20 C.

El namero de microsatélites seleccionados fueron 13 por ser identificados como
polimorficos para A. palliata, de los cuales 5 fueron caracterizados para A. palliata (Ap68
y Ap74, Ellsworth y Hoelzer, 1998; Apmo1, Apmog4 y Apmog, Cortés- Ortiz, Mondragon
y Cabotage, 2010), 3 fueron descritos para humanos (D6S260, D8S165 y D14Ss1, Ellsworth
y Hoelzer, 1998) y 5 fueron disefiados para A. belzebul (Abo4, Abo6, Ab2o, Ab17 y Abi6,
Gongalves Silva, Barbosa y Schneider, 2004).

El extremo 5 del oligo «forward» de cada microsatélite se marcéd con
fluorescencia FAM (Ap74, Abo6, Ap68, D6S260, Ab16, Apmog4, D8S165), HEX (Apmoog,
D14S51, Ab20 y Abog) y NED (Apmoi, Ab17). Los 13 microsatélites fueron amplificados
con los reactivos del kit Multiplex PCR Kit (Qiagen). Cada PCR fue realizada en un
volumen final de 15 pL, manteniendo las concentraciones de cada reactivo sugeridas por
el protocolo de amplificacion del Kit (PCR Multiplex con solucion Q). Ademas, se agrego
1 pL de albumina de suero de bovino para eliminar inhibidores (ej. sustancias de plantas,
alcaloides, poli- sacaridos) de la TagDNA polimerasa que puedan encontrarse en las heces
de los monos aulladores.

Las condiciones de amplificacion en el termociclador fueron las siguientes:

. .7 o e e o . . . . .
desnaturalizacion inicial a 95 C durante 15min seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion

a 95°C por 1 min, alineamiento (ver tabla 3 para la temperatura especifica de cada locus)

. .7 o . . 7 o .
por 1 min y extensién a 72 C por 1 min, y una extension final a 72 C por 30 min. Los
productos de cada PCR fueron visualizados mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 2% para verificar la calidad y el tamafio de las muestras amplificadas, asi como para

confirmar que no existiera contaminacion en los controles negativos.
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Tabla 3. Loci de microsatélites junto con su unidad repetida, temperatura de

alineamiento (Ta) y el secuenciador en el cual fueron procesados (*).

Secuenciador

Locus Secuencia repetida en taindem Ta ABI PRISM

310 3100 3500 3730

Ap68 (TG)yy 50.2°C  * * * *
Ap74 (TG 56°C ¥ ¥ ¥
Apmor  (TG)s 60°C * *
Apmog (AQ)x 62°C * *
Apmog (CA) 56°C * *
Abog (GA).AA(GA)LAG 60°C ¥ * *
Abo6 (CT)TTT(CT)uGTCTGTCTTAT(AC) s 55°C * * *
Ab16 (CAAA),.GAAGAAAGAAGGAAAGAA(GAAA), 60°C * *
Ab1y (CAAA).G(GAAA).GAGAAAAA(GAAA)., 62°C * *
Ab2o (CAAA)s 63°C * * *
D6S260 (CA)as 55°C * o x
D8S165 (AQC):s 55°C  * * *
D14S51  (GT), 56°C ¥ * *

Los genotipos determinados a partir del analisis de microsatélites con ADN de
muestras fecales estan propensos a asignarlos de manera incorrecta debido a errores
ligados a la secuencia de ADN (alelos nulos) y errores estocasticos (ej. falso alelo y
amplificacion preferencial de un alelo: «allelic dropout»; Bonin et al., 2004; Pompanon,
Bonin, Bellemain y Taberlet, 2005). Por lo tanto, para incrementar la confiabilidad en la
asignacion de genotipos, se repitieron las PCR en el 33% (promedio) de las muestras para
cada locus (tabla 4), y de las cuales se hicieron 3 repeticiones para homocigotos y 2 para

heterocigotos (Bayes, Smith, Alberts, Altmann y Bruford, 2000).
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Genotipificacion

Los productos de PCR visualizados en el gel de agarosa fueron separados
mediante electroforesis capilar utilizando 4 diferentes secuenciadores (tabla 3). El uso de
diferentes equipos se debio a que las muestras fueron analizadas en diferentes periodos de
tiempo, y a la disponibilidad de estos en el laboratorio. Se utilizo el secuenciador ABI
PRISM 3730 junto con GeneScan 500 ROX como marcador de peso estandar, y los
secuenciadores ABI PRISM 310, 3500 y 3100 con GeneScan 350 ROX como marcador de
peso estandar. Considerando que las muestras se procesaron en diferentes equipos, se
utilizo el programa Allelogram v2.2. (Morin, Manaster, Mesnick y Holland, 2009) para
identificar las diferencias en el nimero de pares de bases de los alelos resultantes y
normalizar los alelos diferentes. Para normalizar los alelos se utilizaron muestras control,

que en este caso fueron aquellas que se procesaron en los diferentes secuenciadores.

Andlisis genéticos

El programa GENEPOP v4.2 (Rousset, 2008) se usé para detectar aquellos loci
que podrian presentar desviaciones del Equilibrio Hardy-Weinberg y evidencia de
desequilibrio de ligamiento (DL). Este andlisis se realizé a través del método exacto de
Fisher y usando los parametros preconfigurados de GENEPOP para el protocolo de la
cadena de Markov (1,000 dememorizaciones, 100 lotes y 1,000 iteraciones por lote). El
nivel de significancia (a) fue ajustado mediante la correccion de Bonferroni para
comparaciones multiples (p = 0.05/k, donde k es el numero de grupos). El programa
MICRO-CHEKER v2.2.3 (Van Oosterhout, Hutchinson, Wills y Shipley, 2004) se utilizo
paradetectar errores debido al «tartamudeo» de la polimerasa (stutter), a la amplificacién
preferencial de un alelo (allelic dropout) y alelos nulos. Ademads, se utilizé para
determinar la frecuencia de alelos nulos en cada uno de los loci. El programa GenAlEx
v6.5 (Peakall y Smouse, 2012) se usé para estimar el namero de alelos (Na), namero
efectivo de alelos (Ne), heterocigocidad observada (Ho) y heterocigocidad esperada (He)

para cada locus.
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Con el objetivo de comparar la diversidad genética entre los grupos de monos
aulladores y entre tipos de habitat (continuo vs. fragmentado), se estimaron diferentes
parametros de diversidad genética por grupo y por tipo de habitat. Para lo cual, 5 loci
polimérficos fueron seleccionados (Apmo1, Apmog, Abog, Abo6 y D6S260) por presentar
un mayor numero de muestras amplificadas (tabla 4) y menos del 30% de datos faltantes
por locus (promedio: 14.8% de datos faltantes por locus). También se seleccionaron
aquellas muestras (50) que presentaron datos genotipicos en mas de 2 loci de los 5 loci
polimorficos.

Para cada grupo de monos aulladores y tipo de habitat se estimé la riqueza alélica
(Ar: numero promedio de alelos por locus, corregido por tamafio de muestra) utilizando
el método de rarefaccion con el programa Fstat v2.9.3.2 (Goudet, 1995). También se
determind el nimero promedio de alelos por locus (A), Hey Ho con el programa GenAlEx
v6.5 (Peakall y Smouse, 2012) y el coeficiente de endogamia (Fis) en el programa Genetix
v4.05 (Belkhir, Borsa, Goudet y Bonhomme, 2004). Las pruebas Kruskal-Wallis y U
Mann-Whitney (Zar, 2010) se utilizaron para determinar diferencias en los parametros
de diversidad genética entre grupos y tipo de habitat, respectivamente. Estos analisis
estadisticos se realizaron en el programa IBM SPSS Statistics 22.

Para determinar si las poblaciones de monos aulladores han experimentado una
reciente reduccion en su tamaro efectivo poblacional (cuello de botella) se utilizo el
programa BOTTLENECK v1.2.02 (Piry, Luikart y Cornuet, 1999). Este programa compara
la He de la poblacion con la heterocigocidad esperada en equilibrio de mutacion-deriva
génica (Heq) para cada locus, y determina si las poblaciones presentan un exceso de
heterocigocidad (He > Heq) (Cornuet y Luikart, 1996). La prueba de Wilcoxon fue
utilizada, debido al pequefio niamero de loci (5), para determinar si la poblacion presenta
un exceso de heterocigotos bajo el modelo de mutaciones de dos fases (TPM, por sus
siglas en inglés; Di Rienzo et al., 1994) con 95% de SMM, varianza de 12% (Piry et al.,
1999) y 10,000 repeticiones.

El nivel de diferenciacion genética se determino entre grupos y entre tipos de
habitat, estimando los valores de Fst a partir del analisis de varianza molecular (AMOVA,

por sus siglas en inglés). Este analisis se realizé en el programa GenAlEx v6.5 (Peakall y
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Smouse, 2012) activando la opcion de interpolar datos faltantes. La significancia
estadistica de las pruebas se estimé a partir de 9,999 permutaciones y se aplico la
correccion Bonferroni para comparaciones multiples.

El programa Barrier v2.2 (Manni, Guerard y Heyer, 2004) se utiliz6 para identificar
la posible presencia de barreras genéticas entre los grupos. Para este andlisis se utilizé una
matriz de valores de Fst y la ubicacion geografica de cada grupo determinada por
coordenadas geograficas. La confiabilidad de cada barrera se determiné a partir de 100
réplicas bootstrap de la matriz de Fst, utilizando el paquete diveRsity (Keenan,
McGinnity, Cross, Crozier y Prodohl, 2013). La robustez de cada barrera es proporcional

al nimero de veces que la barrera es apoyada por las réplicas bootstrap.

Resultados

El andlisis de 13 loci de microsatélites indicd que 5 loci fueron monomorficos y 8
polimorficos (tabla 4). No se encontré evidencia significativa de desequilibrio de Hardy-
Weinberg (p > 0.05) en ninguno de los loci variables, incluyendo el locus D14Ss1, después
de aplicar la correccién Bonferroni (a= 0.007; tabla 4). En ninguno de los loci se encontro
evidenciade DL (p > 0.05). La frecuencia de alelos nulos presentd un valor de 0.2 para los
loci Apmo4 y D14Ss1, y 0.1 para Apmor. Dakin y Avise (2004) sugieren que la presencia
de alelos nulos con una frecuencia menor o igual a 0.2 no causa algin problema en los
analisis genéticos. Por tal razon, dichos loci no se descartaron de los andlisis
subsecuentes.

El andlisis de los 8 loci polimorficos indico que el promedio de Ho es de 0.14 y de
He es de 0.23. El valor de A fue de 2.88 y el promedio de Ne fue de 1.37 (tabla 4). El analisis
de diversidad por tipo de habitat indicd que los monos aulladores en habitat continuo
presentaron valores ligeramente superiores en A (2.40), Ar (2.23), Ho (0.19) y He (0.28),
comparado con los grupos en el hdbitat fragmentado para cada uno de los parametros de

diversidad (A = 2.00; Ar=1.92; Ho = 0.15; He = 0.24; fig. 3).
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Tabla 4. Caracteristicas de los 13 loci de microsatélites amplificados en 61 muestras de monos aulladores de manto (Alouatta

palliata mexicana) de la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas, Veracruz.

Muestras repetidas ~ Tamaiio alelos EHW
Locus N N, Ne H, H.
(%) (pb) X df P

Ap68 59 34 101 1 1.00 0.00 0.00 - - -
Ap74 34 37 146-152 3 1.16 0.15 0.14 0.00 4 100
Apmo1 50 27 208-222 5 1.20 0.10 0.17 831 4 o0.08
Apmog 39 29 246-250 2 1.98 0.23 0.49 16.78 12 0.16
Apmog 22 61 176 1 1.00 0.00 0.00 - - -
Abog 52 38 181-183 2 1.08 0.08 0.07 -- - -
Abo6 38 41 272-276 3 114 0.08 0.12 -- - -
Ab16 55 36 170 1 1.00 0.00 0.00 -- - -
Ab1y 20 33 162 1 1.00 0.00 0.00 -- - -
Ab2o 52 17 237 1 1.00 0.00 0.00 -- - -
D6S260 55 19 176-180 3 2.03 0.42 0.51 13.24 14 0.51
D8S165 30 32 137-139 2 1.18 0.03 0.15 6.63 0.16
D14S51 35 25 135-143 3 1.19 0.00 0.16 1528 6 0.02
Promedio (+ EE)

41.62 (3.63) 33 215 (0.34) 1.23(0.10) 0.08(0.03) 0.14(0.05) 60.24 48 o.n
(Todos los loci)
Promedio (+ EE)

41.63 (3.66) 2.88(0.35) 1.37(0.14) o014 (0.05) 0.23(0.06) 60.24 48 o.n

(Loci variables)

EHW: equilibrio de Hardy-Weinberg; He: heterocigocidad esperada; Ho: heterocigocidad observada; N: numero de muestras genotipificadas; Na:

numero de alelos; Ne: numero efectivo de alelos; —: parametros no estimados por el programa GENEPOP.

61



C. Jasso-del Toro et al. / Revista Mexicana de Biodiversidad 87 (2016) 1069-1079

P _3.00
fannd o
23 = 2.50
= @n
23 Z 2.00
£s3 g
'ia .'s E 1.50
s = S 1.0
L 5 =
£ = 0.50
Z= &

0.00
= E
2 045 S 045
g £ 040 3 _ 04
S0 035 S0 035
2~ 0300 203
g ozs 28025
=z E 0.20f 2202
2 8015 = 2015
g 2 0.0 T zol

=]
£ © 0.05} E 005
s g 00
o & N G &
& Cl C2 C3 C4 F1 F2 F3 &= Cl C2 C3 C4 F1 F2 F3 &S
X < X
& & & &
< &
Q

Figura 3. Diversidad genética por grupo de monos aulladores de manto (A. palliata mexicana) y
por tipo de habitat. El numero de individuos y loci utilizados para estimar cada uno de los
parametros de diversidad se muestran en la tabla 5. Los nameros dentro de las barras representan
los valores promedio. Las lineas en la parte superior de las barras indican el error estandar.

El andlisis por grupo indic6 que el grupo GF2 presentd valores inferiores en todos
los parametros de diversidad genética (A =1.60; Ar=1.37; Ho=0.06; He = 0.19) mientras
que el grupo C4 presenta valores superiores en Ar (1.58) y Ho (0.25) y el C2 en A (2.00) y
He (0.28) (fig. 3). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en los
parametros de diversidad genética entre habitats (U Mann Whitney; A: U = 8.5 p = 0.42;
Ar:U=10p=0.69; Ho: U=11p=0.84; He: U=10 p = 0.59) ni entre grupos (Kruskal Wallis;
A:H=1.90 p=0.93;Ar: H=1.03 p=0.99; Ho: H=3.59 p=0.73; He: H=118 p=0.98).

Los valores de Fjs resultaron positivos para todos los grupos de aulladores y por
tipo de habitat. Fjs fue significativamente diferente de cero para los grupos C2 y GF2, y
para el habitat continuo y fragmentado (tabla 5). El analisis de cuello de botella indico que
no hay un exceso significativo de heterocigocidad (tabla 5) bajo el modelo mutacional

TPM en ninguno de los grupos ni en los tipo de habitat.
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Tabla 5. indice de endogamia y valores de p obtenidos en la prueba de Wilcoxon del

modelo mutacional de dos fases (TPM) calculado a través del programa Bottleneck.

N Loci Fis IC95%  Valores de p para TPM

Grupos

C1 8 5 024 -0.50a0.61 0.06
C2 10 5 0.42 0.02a0.71 0.56
C3 3 5 038 -100ao0.50 0.88
C4 4 5 0.25 -0.77a1.00 0.13
GF1 7 5 0.39 -0.27a0.79 0.19
GF2 9 5 0.75 0.18a1.00 0.81
GF3 9 5 018 -0.57a0.59 0.84
Hadbitat

Continuo 25 5 0.33 0.0820.53 0.89
Fragmentado 25 5 0.39 0.06a0.66 0.84

C1: grupo 1 del habitat continuo; C2 : grupo 2 del hdbitat continuo; C3 : grupo 3 del habitat
continuo; C4 : grupo 4 del habitat continuo; FIS : indice de endogamia; GF1: grupo del fragmento
de 4 ha; GF2 : grupo del fragmento de 42 ha; GF3 : grupo del fragmento de 93; IC : intervalo de
confianza para FIS; N: nimero de muestras.

El andlisis de AMOVA mostré que no existe una diferenciacion genética entre los
grupos estudiados (Fst = 0.01, p=0.33). Los valores de Fst entre grupos variaron desde -
0.098 (GF2 vs. GF3) a 0.135 (GF1vs. C1) (tabla 6). Ningtn valor de p, entre comparaciones
pareadas, fue significativo después de aplicar la correccion Bonferroni (p < 0.002). En
cambio, cuando se realizo el andlisis por tipo de habitat, AMOVA proporcioné un valor de
Fst de 0.043 y significativo (p = 0.01) lo cual indica una baja diferenciacion genética entre
el habitat continuoy fragmentado. El analisis de Barrier detectd la existencia de 3 posibles
barreras genéticas (fig. 2b), de las cuales la primera barrera (I) es apoyada con 88% de
los bootstrap, mientras que la segunda (II) y la tercera barrera (IIT) son apoyadas con
menos del 73% de los bootstrap. La barrera I separa a los grupos del habitat continuo

(C1, C2, C3y C4) del fragmentado (GF1, GF2 y GF3) (fig. 2b).
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Tabla 6. Valores de Fst (debajo la diagonal) para cada comparacion pareada entre los

grupos de monos aulladores.

C1 C2 C3 C4 GF1 GF2 GF3

C1 - 0.245 0.083 0.397 0.012 0.059 0.019
Cz2 0.017 - 0.388 0.398 0.385 0.377 0.386
C3 0.109 -0.051 - 0.423 0.412 0.068 0.051
C4 -0.020 -0.085 -0.018 - 0.401 0.394 0.412
Gk 0.135 0.000 -0.011 -0.038 - 0.244 0.410
GF2 0.075 -0.036 0.115 -0.063 0.019 - 0.394
GF3 0.097 -0.029 0.104 -0.043 -0.040 -0.098 -

Los valores de Fst (debajo de la diagonal) y valores de p (arriba de la diagonal) se estimaron a
partir de 9,999 permutaciones implementado en GenAlEx v6.5.

Discusion
Diversidad genética en A. palliata mexicana

Los resultados de este estudio sugieren que los grupos de A. p. mexicana
estudiados en la Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas, presentan una baja diversidad
genética comparado con lo reportado en otros estudios con microsatélites para la misma
especie. En este estudio se obtuvo en promedio 2.88 alelos por locus, una
heterocigocidad observada de 0.14 y una heterocigocidad esperada de 0.23 considerando
8 loci polimérficos. En cambio, en otros trabajos para monos aulladores de manto (A.
palliata) se ha reportado una diversidad alélica de 3 (Winkler et al., 2004), 4.7 (Ruiz-
Garcia et al., 2007), 5.7 (Milton, Lozier y Lacey, 2009) y hasta de 6.3 (Ellsworth y Hoelzer,
2006) alelos por locus, analizando 5, 9, 13, y 8 microsatélites, respectivamente. En el caso
de la heterocigocidad esperada, se reportan valores de 0.37 (Ellsworth y Hoelzer, 2006),
0.45 (Ruiz-Garcia et al., 2007) y 0.58 (Milton et al., 2009), y para la heterocigocidad
promedio observada de 0.16 (Winkler et al., 2004), 0.35 (Ellsworth y Hoelzer, 2006) y
0.56 (Milton et al.,2009).

La baja diversidad genética encontrada en los grupos de monos aulladores de
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manto en comparacion con los estudios mencionados anteriormente, podria ser un
reflejo de la historia de colonizacidn y expansion en Centroamérica de esta subespecie
(Dunn et al., 2014; Ellsworth y Hoelzer, 2006). Por lo anterior, es de esperarse que las
poblaciones de monos aulladores de manto que se distribuyen en Norteamérica
presenten una menor diversidad genética que aquellos que se encuentren en
Centroamérica (Ellsworth y Hoelzer, 2006). Este supuesto coincide con lo reportado en
este trabajo, ya que se analizaron muestras de monos aulladores de una localidad de
México y se obtuvieron valores de diversidad genética menores en comparacion con los
estudios que analizaron muestras de Centroamérica (Ellsworth y Hoelzer, 2006; Milton
et al.,, 2009; Ruiz-Garcia et al.,, 2007; Winkler et al., 2004). Adicionalmente, dicho
supuesto se corrobor6 al realizar un analisis de correlacion entre los patrones de
diversidad (Ho, He, A, Ar) y latitud, considerando los estudios realizados en
Centroamérica (Ellsworth y Hoelzer, 2006; Milton et al., 2009; Winkler et al., 2004) y
México (Cortés-Ortiz et al., 2010; Ellsworth y Hoelzer, 2006 y el presente estudio). Los
resultadosindican unarelacion negativa entre diversidad y latitud. Es decir, que a medida
que aumenta la latitud (México) hay una disminucion del numero promedio de alelos
(Rho de Sperman =-0.971, n =6, p =0.001), heterocigocidad observada (Rho de Sperman
=-0.883, n=6, p=0.002) y heterocigocidad esperada (Rho de Sperman = -0.949, n = 5, p
= 0.05). Este patron de baja diversidad es consistente con lo reportado en trabajos que
consideran muestras de poblaciones mexicanas de monos aulladores (A. p mexicana)
utilizando microsatélites (Ellsworth y Hoelzer, 2006; Cortés-Ortiz et al., 2010) y ADN

mitocondrial (Dunn et al., 2014).

Diversidad genética y fragmentacion del hdbitat

Se conoce que la pérdida de diversidad genética yaumento de endogamia resultan
de la fragmentacion del habitat (Frankham et al., 2010). Los resultados de este estudio no
apoyan de manera contundente la existencia de una pérdida de diversidad genética enlos
gruposde monosaulladores estudiados. No se encontraron diferencias significativas en los
diferentes parametros de diversidad genética (Ho, He, A, Ar) entre grupos del habitat

continuo y fragmentos de selva ni entre tipos de habitats (continuo vs. fragmentado).
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Estos resultados son similares a lo documentado para el titi plateado (Mico argentatus) y
mono arafia muriqui (Brachyteles arachnoides), enlos cuales no se detectaron variaciones
significativas en los niveles de diversidad genética reportados en los grupos estudiados
en fragmentos de selva (Gongalves et al., 2009; Pope, 1998b). Los resultados obtenidos
en este estudio podrian sugerir que la baja diversidad se mantiene en los grupos a pesar
de que el habitat de los monos aulladores ha sido fragmentado. Sin embargo, es
importante confirmar esta informacién incrementando el tamafio de muestra y numero
de microsatélites ya que al realizar el andlisis por tipo de habitat, se puede identificar una
ligera tendencia de que en el habitat fragmentado parecen tener en promedio menos
alelos por locus (A), riqueza alélica (Ar), Hey Ho, en comparacidn con el habitat continuo.
Estos resultados podrian ser un indicio de variaciones en la diversidad genética entre
diferentes condiciones ecoldgicas. Diferencias en los patrones de diversidad entre sitios
continuos y fragmentos de selva se ha reportado en otras especies de primates no
humanos, en los cuales han encontrado una disminucion en riqueza alélica (Holmes et
al., 2013), numero de alelos por locus, y heterocigocidad observada (Grativol, Ballou y
Fleischer, 2001) en sitios fragmentados.

El andlisis de cuello de botella realizado en este estudio indic6 que los monos
aulladores no han experimentado una reduccion reciente o fuerte en el tamario efectivo
poblacional. Existe evidencia sobre la reduccion en el tamafio de las poblaciones (cuello de
botella) de 1émures raton (Microcebus ravelobensis, Microcebus bongolavensis y
Microcebus danfossi; Olivieri, Sousa, Chikhi y Radespiel, 2008) y tamarinos (Saguinus
bicolor, Farias, Santos, Gordo y Hrbek, 2015) atribuido a la fragmentacién del habitat. El
numero limitado de loci considerados en este estudio podria estar reduciendo la

deteccion de un cuello de botella en la poblacién (Cornuet y Luikart, 1996).

Endogamia y diferenciacion genética

El indice de endogamia (Fis) obtenido en este estudio revela un exceso de
homocigotos tanto en los grupos del habitat continuo como en los fragmentos de selva.
Resultados similares fueron reportados por Gongalves et al. (2003) quienes encontraron

valores positivos de Fis en grupos de monos titi plateado (Mico argentatus) en selva
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fragmentada y sugieren la presencia de endogamia. Los valores de Fis de este estudio
podrian indicar cierto nivel de endogamia en los grupos de monos aulladores estudiados.
Sin embargo, el efecto Wahlund podria también estar influyendo en los resultados
obtenidos de Fis.

Los valores de Fst revelan una baja diferenciacion genética (Fst = 0.01) entre el
habitat continuo y fragmentado. Estos resultados difieren a lo reportado en una especie
hermana de mono aullador (A. caraya), para la cual se documento6 una diferenciacién
genética mayor (Fst = 0.10) entre selva continua y fragmentada (Oklander et al., 2010).
Patrones similares se han reportado en otras especies de primates como Leontopithecus
rosalia (Grativol etal., 2001) y Lepilemuredwardsi (Craul et al., 2009), en las cuales también
se encontro una alta diferenciacidon genética entre sitios continuos y fragmentados.

La baja diferenciacion genética entre los tipos de habitats de este estudio sugiere
que podria existir flujo genético entre las diferentes condiciones ecologicas. Sin
embargo, este flujo podria ser afectado debido a la barrera detectada que separa a los
grupos del habitat continuo de los fragmentos de selva. En particular, esta barrera se
ubica entre los grupos C1y el GF1, y en una zona ausente de vegetacion por la presencia
de potreros y cultivos. Esta barrera podria limitar la dispersion de los individuos entre
sitios. Existe evidencia de que en zonas perturbadas, la tasa de dispersion puede ser
afectada teniendo como consecuencia una reduccion en el flujo génico entre los grupos

(Améndola-Pimenta, 2009; Oklander y Corach, 2013; Oklander et al., 2010).

Conclusiones

Es necesario realizar un andlisis genético de poblaciones a mayor profundidad
que incluya un mayor numero de microsatélites y de grupos de monos aulladores en
diferentes localidades y condiciones ecologicas de México. Esto con la finalidad de poder
determinar, y/o diferenciar con mayor certeza los principales factores (historia
biogeografica o fragmentacion del habitat) que pueden estar influyendo en la baja
variabilidad genética de las poblaciones actuales de A. p. mexicana. La localizacion de

los distintos sitios de muestreo para este estudio, distribuidos a través de la extension
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de la Reserva de la Biosfera de Los Tuxtlas, nos indica que la baja variacion genética en
nuestra muestra probablemente es representativa de la regidon. Es necesario realizar
trabajos que permitan conocer el estatus genético de las poblaciones actuales de los
monos aulladores de manto mexicanos (A. p. mexicana) para disefiar estrategias para su
conservacion que minimicen los efectos de la fragmentacion en la diversidad genética.
Los sitos de estudio considerados en este trabajo representan una zona importante para
llevar a cabo trabajos de conservacidon debido a la baja diversidad encontrada en esta
drea. Se requiere mantener o incrementar el tamafno de las poblaciones asi como
favorecer la conectividad entre diferentes sitios que permitan el flujo génico entre
gruposy por consiguiente se minimice la pérdida de diversidad y diferenciacion genética

entre poblaciones.
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Parentesco, alimentacién y asociaciones de jévenes aulladores

Efecto del parentesco y disponibilidad de alimento en las asociaciones
afiliativas y agonisticas de los jovenes aulladores (Alouatta palliata)

en Los Tuxtlas (Veracruz, México).

Resumen

La disponibilidad de alimento y el parentesco son dos factores importantes que
afectan la conducta social de los primates. Se ha documentado que variaciones en la
disponibilidad de alimento en el habitat y el grado de parentesco entre los miembros del
grupo, resultan en diferencias en las conductas afiliativas y agonisticas entre los individuos.
En este estudio se investigo el efecto de la interacciéon de la disponibilidad de alimento y
parentesco en las conductas sociales de individuos jovenes en el mono aullador de manto
(Alouatta palliata). Durante 15 meses, se registraron conductas afiliativas y agonisticas de
infantes y juveniles de 2 grupos de monos aulladores en habitat continuo (640 ha) y 3 grupos
en fragmentos de selva (4, 42 y 93 ha). Para cada una de las conductas sociales se estimo el
indice de asociacion promedio con el programa SOCPROG. Se calcul6 un indice de alimento
potencial disponible (PFAI) a partir de un censo de vegetacion realizado en el dmbito
hogarefio de cada grupo. Se estimo el coeficiente de parentesco (R) promedio con el
programa RELATEDNESS para las siguientes categorias: todo el grupo, machos adultos,
hembras adultas, jovenes (juveniles, infantes y subadultos), y adultos (machos y hembras).
Se realizé un andlisis jerarquico con el Modelo Lineal Generalizado para determinar el
efecto del parentesco y PFAI y su interaccion, en las asociaciones afiliativas y agonisticas de
infantes y juveniles. Las asociaciones formadas por infantes a través del juego social son
afectadas por variaciones en el grado de parentesco y disponibilidad de alimento. En
cambio, el grado de parentesco en el grupo influye tinicamente en el indice de asociacion
por aproximacion y conductas agonisticas de los individuos jovenes. Las asociaciones
afiliativas y agonisticas son afectadas por la disponibilidad de alimento en su habitat. Los
resultados confirman la importancia de ambos factores para el desarrollo de asociaciones
en la edad temprana del individuo.
Palabras clave: conductas afiliativas; conductas agonisticas; disponibilidad de alimento;

indice promedio de asociacion; monos aulladores jovenes; relaciones genéticas.
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Introduccion

El grado de parentesco dentro de un grupo de primates estd determinado
principalmente por los patrones de dispersion (Di Fiore, 2009), que pueden ser de los
siguientes tres tipos: 1) los machos emigran mientras que las hembras permanecen en el
grupo (matrilocales); éste patron es observado en lémures (Eulemur fulvus rufus: Silk, 2006;
Lemur catta: Parga y Lessnau, 2008), cercopiteco verde (Chlorocebus aethiops: Silk, 2006),
macacos (Macaca mulatta y M. fuscata: Cheney y Seyfarth, 1983), monos ardilla (Saimiri
boliviensis y S. sciureus: Mitchell, 1994; Boinski et al., 2005; Silk, 2006) y monos capuchinos
(Cebus capucinus: Fragaszy et al., 2004; Jack y Fedigan, 2004). 2) La dispersion es realizada
por las hembras mientras que los machos son los que permanecen en el grupo (patrilocales);
éste patron es caracteristico de varias especies del género Ateles, Lagothrix y Brachyteles
(Di Fiore y Campbell, 2007), asi como, del mono ardilla (S. oerstedii: Boinski et al., 2005),
gorilas (Gorilla gorilla: Kapsalis, 2004), babuinos (Papio cynocephalus hamadryas: Silk,
2006), colobos (Colobus badius temminckii: Silk, 2006) y chimpancés (Pan troglodytes:
Williams et al., 2002). 3) La dispersion es realizada tanto por hembras como por machos
(disepersion bisexual); este patron se ha observado en algunas especies de primates de
nuevo y viejo mundo, tal es el caso de monos ardilla (S. sciureus: Boinski et al., 2005), monos
aulladores (Alouatta seniculus: Rudran, 1979; A. palliata: Glander, 1992; A. seniculus:
Crockett y Pope, 2002; A. guariba: Miranda et al., 2004) y colobos (Procolobus verus:
Korstjens y Schippers, 2003).

Los patrones de dispersion antes mencionados resultan en diferencias en el grado de
parentesco entre los miembros de un grupo. Por ejemplo, cuando las hembras se dispersan,
los machos del grupo presenta un nivel de parentesco mayor en comparaciéon con las
hembras (Eriksson et al., 2006; Hammond et al., 2006; Di Fiore, 2009). En cambio, cuando
las hembras permanecen en el grupo, las relaciones de parentesco entre ellas es alta en
comparacion con los machos (de Ruiter y Geffen, 1998; Nievergelt et al., 2000; Lawler et al.,
2003).

Las relaciones de parentesco entre individuos es un factor importante que influye en

la conducta social en los animales (Silk, 2006), tal como lo senala la teoria de seleccién de
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parentesco. Esta teoria genera predicciones de como los individuos deben interactuar
socialmente con sus conespecificos, tomando en consideracion el grado de parentesco que
comparten entre ellos. Es de esperarse que los individuos incrementen su adecuacion
inclusiva, participando en conductas sociales que beneficien a individuos con los que tienen
un alto grado de parentesco (Hamilton, 1964). Hipotéticamente, se presume que las
conductas afiliativas se reparten entre individuos emparentados, mientras que en la emision
de conductas agonisticas se observa el patron contrario (Gouzoules y Gouzoules, 1987;
Strier, 2003). Este supuesto ha sido examinado en estudios recientes en primates no
humanos, los cuales confirman que entre parientes predominan las conductas altruistas o
cooperativas, de preferencia con sus parientes mas cercanos que con los distantes o los no
parientes; el patrén contrario parece ocurrir con respecto a las interacciones agonisticas (M.
mulatta: Widdig et al., 2001; Widdig et al., 2002; P. cynocephalus: Silk et al., 2006; Mandrillus
sphinx: Charpentier et al., 2007; P. troglodytes: Langergraber et al., 2007; Cercopithecus
solatus: Charpentier et al., 2008; C. capucinus: Perry et al., 2008).

Los estudios primatoldgicos existentes sobre el parentesco se han enfocado en
determinar como afectan las relaciones de parentesco en el patron de las interacciones
sociales. Sin embargo, se ha prestado escasa atencion a los efectos que pueda tener el
ambiente ecoldgico, en donde se desarrollan los individuos, sobre el tipo de interacciones
sociales que ocurren entre familiares y no familiares. La informacidn existente indica que,
cuando la dispersion de individuos es limitada o los recursos son escasos y de baja calidad,
los individuos emparentados presentan conductas competitivas, las cuales atentan contra
su propia adecuacion inclusiva (Bernstein, 1991; Griffin y West, 2002; West et al., 2002;
Barrett y Henzi, 2006; Silk, 2006). Los recursos limitados como el alimento resultan en
conductas competitivas entre todos los individuos (Colmenares, 2004), lo cual, favorece la
aparicion de un sistema en el que la fuerza y la dominancia subyacen a la obtencion de
recursos. Por otro lado, también se ha documentado que cuando los recursos se encuentran
limitados, los individuos forman alianzas o asociaciones con parientes para defender y tener

acceso al recurso limitado (Wrangham, 1980; van Schaik, 1989).
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Los monos aulladores (Alouatta spp.) han estado expuestos a la extensa
deforestacion y fragmentacion del hdabitat por actividades humanas. Esta condicién ha
provocado una reduccion en las oportunidades de dispersion para los miembros de los
grupos de aulladores (Van Belle y Estrada, 2006; Arroyo-Rodriguez et al., 2008; Fortes y
Bicca-Marques, 2008; Améndola-Pimenta, 2009) y como consecuencia, se tiene la presencia
de grupos de monos aulladores formados por individuos cercanamente emparentados
(Oklander et al., 2010; Oklander y Corach, 2013). Esta situacion ha motivado la realizacion
de estudios en los que se determina el parentesco a través de técnicas de genética molecular
y se evalua su efecto en la conducta social de monos aulladores adultos (A. pigra: Van Belle
et al., 2014; A. palliata: Milton et al., 2016). En el caso de individuos jovenes, existen estudios
en los cuales el parentesco no es determinado por medio de técnicas de genética molecular
pero documentan que algunas hembras son cooperativas y ayudan directamente a infantes
emparentados (A. palliata: Clarke et al., 1998); los machos adultos forman asociaciones con
otros machos adultos o jovenes con quienes tienen una relacién de parentesco (hijo o
hermano) (A. seniculus: Crockett y Pope, 2002; A. palliata: Duarte Dias y Rodriguez-Luna,
2003); y machos adultos agreden a aquellos juveniles con los que no estan emparentados
(A. palliata: Glander, 1992). Sin embargo, se desconoce como influyen las condiciones
ecoldgicas en las interacciones sociales entre parientes y no parientes en las primeras etapas
de vida de los monos aulladores de manto (A. palliata).

Con el objetivo de generar informacion sobre el impacto del ambiente en las
interacciones sociales de los individuos jovenes con parientes y no parientes, en este estudio
se analizé la interaccidn de dos variables: disponibilidad de alimento y parentesco. Las
relaciones genéticas se determinaron en los grupos de monos aulladores de manto en
habitat continuo y fragmentos de selva, a través de técnicas de genética molecular. Ademas,
se considerd la disponibilidad de alimento como una variable ecologica que refleja las
condiciones en las cuales se desarrollan los individuos jovenes aulladores (A. palliata). La
hipotesis general es que la disponibilidad de alimento afectara las conductas sociales de los
individuos jovenes en grupos formados por parientes y no parientes. Las predicciones

relacionadas con la hipétesis son las siguientes:
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1. Considerando la teoria de seleccién de parentesco, se espera que los individuos
jovenes presentaran mas asociaciones afiliativas y menos agonisticas a medida que
aumenta el parentesco en el grupo.

2. Si los recursos limitados fomentan conductas competitivas entre individuos, se
espera que, en condiciones de baja disponibilidad de alimento, los individuos
jovenes formaran asociaciones agonisticas en grupos formados por parientes y no
parientes.

3. Sila escases de alimento fomenta asociaciones entre parientes para defender o tener
acceso al recurso, es de esperarse que en condiciones de baja disponibilidad de
alimento, los juveniles presentardn mas asociaciones afiliativas, a medida que se

incrementa el parentesco en el grupo.

Métodos
Sitio de estudio

El presente estudio se llevo a cabo en un habitat continuo y tres fragmentos de selva
que se encuentran en la Reserva de la Biosfera “Los Tuxtlas” al sureste de Veracruz (18°42"-
18°15 Ny 95°17'-94°40 " O). El habitat continuo se localiza en la selva protegida de la Estacion
de Biologia Tropical “Los Tuxtlas” del Instituto de Biologia de la UNAM (18°34"-18°46" Ny
95° 04'-95°09°0). Este sitio cubre una superficie total de 640 ha y forma parte del area de
selva del volcan San Martin Tuxtla (Fig. 1). En relacion a los 3 fragmentos de selva, el primer
fragmento de selva (F1) tiene un area de 4 ha (18°36'N y 95°04" O) y el segundo fragmento
(F2) de 42 ha (18°37" N y 95°05°0), los cuales se ubican en los terrenos del ejido Balzapote.
El tercer fragmento (F3) de selva de 93 ha (18°38" N y 95°05°0) se ubica en el Cerro del
Borrego en el ejido de Monte Pio (Fig. 1). La distancia promedio entre fragmentos es de 2
km, y de los fragmentos con el habitat continuo es de 3.7 km. La vegetacién dominante en
el drea es selva alta perennifolia, aunque en el caso de las areas fragmentadas presentan un
alto grado de perturbacién encontrandose vegetacion secundaria (Ibarra-Manriquez et al.,
1997). El clima es cdlido y himedo con temperatura promedio anual de 241 °C y

precipitacién promedio anual de 4,201 mm; marzo (92 mm) y abril (77 mm) son los meses
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mads secos, y la época de lluvia comprende de junio a febrero (Gutiérrez-Garcia y Ricker,

2011).
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Figura 1. Ubicacion geografica del sitio de estudio. En el mapa se muestra la ubicacion del
habitat continuo y los tres fragmentos de selva delimitados por los poligonos blancos. El area
obscura que se encuentra dentro de cada poligono es el &mbito hogarefio de cada grupo. C1: grupo
1del habitat continuo. C2: grupo 2 del hdbitat continuo. F1: fragmento de 4 ha. F2: fragmento de 42
ha. F3: fragmento de 93 ha.

Sujetos de estudio

Se observaron infantes y juveniles de 2 grupos de monos aulladores en habitat
continuo (C1y C2) y de tres grupos en distintos fragmentos de selva cada uno (GF1: grupo
del fragmento de 4 ha, GF2: grupo del fragmento de 42 ha, y GF3: grupo del fragmento de
03 ha) (Fig.1). En el habitat continuo se observaron 5y 7 individuos jovenes del grupo 1 (C1)
y 2 (C2), respectivamente. En el caso de los fragmentos de selva, se observaron 6, 8 y 10
individuos jovenes de los grupos GF1, GF2 y GF3, respectivamente. El Cuadro 1 muestra el
tamaro y la composiciéon de cada grupo. Cada uno de los miembros del grupo se identificd

por edad (adultos, sub adultos, juveniles e infantes) siguiendo la clasificaciéon de Balcells y
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Baré (2009); sexo (macho y hembra) para el caso de los adultos ya que en los individuos
jovenes es dificil detectarlo a simple vista; y caracteristicas fisicas tales como, tamaro,

coloraciones rubias en diferentes partes del cuerpo (cola y patas) y cicatrices faciales.

Cuadro 1. Tamafio y composicidn de las tropas de monos aulladores del habitat continuo

y fragmentos de selva.

Habitat continuo Fragmentos de selva

C1 C2 GF1 GF2 GF3
MA 6 (5) 4(3) 3(3) 7(3) 6 (3)
HA 4(2) 5(3) 3(3) 6 (3) 6 (2)
SA o ) o 3 3(2)
J 1(1) 4(3) 2 (1) 4 (3) 6 (2)
I 4 (2) 3(1) 4 (2) 4 (2) 4 (2)
Total 15 (10) 16 (10) 12 (9) 24 (11) 25 (11)

El cuadro indica la totalidad de individuos observados en los grupos durante todo
el periodo de muestreo. MA= Macho adulto. HA= Hembra adulta. SA= sub adulto.
J=Juvenil. I= infante. Ci= grupo 1 del habitat continuo. C2= grupo 2 del habitat
continuo. GF1= grupo del hdbitat fragmentado de 4 ha. GF2= grupo del habitat
fragmentado de 42 ha. GF3= grupo del hdbitat fragmentado de 93 ha. En
paréntesis se indican el nimero de individuos genotipificados, que se incluyeron
en el andlisis de parentesco.

Colecta de datos conductuales

Las observaciones conductuales se realizaron durante los periodos de marzo a
octubre de 2009, abril a noviembre de 2010, y mayo 2011. En cada uno de los meses de
observacion se siguieron de manera alternada a dos grupos de monos aulladores, uno en
habitat continuo y otro en fragmentos de selva. Cada grupo se siguid durante 5 dias
consecutivos por mes, y en un horario de o700 a 1600 h. El método para registrar las
interacciones sociales de infantes y juveniles, fue el muestreo focal (Altmann, 1974) por
periodos de 15 minutos. En cada periodo de muestreo focal se registré la ocurrencia y/o
duracion de las conductas afiliativas y agonisticas, emitidas y recibidas por el individuo
joven seleccionado, junto con la identidad del compafiero participante en la interaccion.

Las conductas afiliativas que se consideraron fueron aproximacion (menos de 1 m de

distancia entre individuos), contacto social (tocar y abrazo), juego social y acicalamiento.
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Las conductas agonisticas consistieron en pelea, desplazamiento, persecucion y golpe. La
observacion de los individuos jovenes de cada grupo se realizéo de manera aleatoria. En los
casos en que el individuo focal desaparecia de la vista del observador, el muestreo focal se
interrumpia y se reanudaba cuando el individuo era encontrado en un periodo no mayor a

5 min, ya que de lo contrario se suspendia el focal.

Indice de alimento potencial disponible

El alimento potencial disponible para los monos aulladores se estimé a partir de la
generacién de un Indice de Alimento Potencial Disponible para cada uno de los sitios de
estudio. Los pasos que se realizaron para generar este indice fueron los siguientes: 1) se
realizé un censo de vegetacién siguiendo el protocolo de Gentry (1982). Este protocolo
consistio en trazar de manera aleatoria 10 transectos lineales de 50 x 2 m (1,000 m?de area
total muestreada) dentro del ambito hogarefio de cada grupo (Fig. 1). En cada transecto se
registraron todos los arboles con un didmetro a la altura del pecho (DAP) mayor o igual a
10 cm (Ganzhorn et al., 2011); cada arbol registrado se identifico in situ a nivel de especie
considerando la lista floristica de Ibarra-Manriquez y Sinaca Colin (1997). Los nombres de
las especies se corroboraron utilizando la base de datos “Tropicos” del Jardin Botanico de
Missouri (www.tropicos.org). 2) Una vez obtenido el listado de las especies registradas a
partir del censo de vegetacion, se identificaron aquellas especies de arboles que son
alimento potencial para los monos aulladores. Para ello, se consultaron diferentes estudios
que documentan las especies de arboles que forman parte de la dieta de los monos
aulladores dentro del drea de estudio (Estrada, 1984; Estrada et al., 1999; Juan et al., 1999;
Gonzalez-Picazo et al., 2001; Asensio et al., 2007; Cristobal-Azkarate y Arroyo-Rodriguez,
2007; Dunn et al., 2009; Dunn et al., 2010). 3) Las especies de alimento identificadas se
utilizaron para estimar tres diferentes indicadores de disponibilidad de alimento tales como
el area basal total (m?), indice de diversidad de Shannon-Wiener, y la abundancia de arboles
de talla mediana y grandes (DAP =30). 4) Los indicadores antes mencionados se utilizaron
para generar una sola variable que refleje el alimento disponible en cada sitio de estudio,

que en este caso fue el Indice de Alimento Potencial Disponible (PFAI, por sus siglas en
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ingles). Este indice se calcul¢ a través de la siguiente formula: PFAI = 2w -‘ebun?ab donde

esw > €apun Y €ap SON los valores normalizados del indice de diversidad de Shannon-Wiener,
la abundancia de arboles de alimento grandes y medianos, y el area basal, respectivamente.

. .y . « 7 , . . r i—Emi
La normalizacion de cada variable se realizo a través de la siguiente formula: e, = —“—min_

’
max—Emin

donde e; es la variable a normalizar, y Emin and Emax son los valores maximos y minimos,
respectivamente, de la variable (Mohamad y Usman, 2013).

La normalizacion transforma los valores de las variables, que tienen diferentes
escalas, en una variable que toma valores entre cero y uno. Los valores cercanos a cero
indican pocos arboles grandes y medianos, menor area basal y baja diversidad de especies
que son fuente de alimento para los monos aulladores. Los valores préximos a 1 indican una
mayor abundancia de arboles grandes y medianos, mayor area basal, y una alta diversidad

de especies de alimento para los monos aulladores (Cuadro 2).

Cuadro 2. Indice de alimento potencial disponible (PFAI) en cada uno de los sitios de

estudio.
Grupo PFAI
Habitat continuo
G 0.92
C2 0.96
Fragmentos de selva
F1 0.36
F2 0.52
F3 0.25
C1: habitat continuo 1; C2: habitat continuo 2. F1:
fragmento de 4 ha; F2: fragmento de 42 ha; F3:
fragmento de 93 ha
Andlisis

Probabilidad de identidad

El programa GenAlEx v6.5 (Peakall y Smouse, 2012) fue utilizado para estimar la
probabilidad de identidad (PI: probabilidad de que dos individuos elegidos al azar dentro
de una poblacién compartan el mismo genotipo). Este pardmetro permite determinar el

poder del conjunto de microsatélites analizados para distinguir genotipos individuales.
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Parentesco

El coeficiente de parentesco (R) promedio se estim6 con el programa RELATEDNESS
5.0.8 (Queller y Goodnight, 1989), considerando 8 loci polimorficos (Véase metodologia
Capitulo 2) y aquellos individuos que fueron genotipificados (Cuadro 1) en por lo menos
tres loci (Queller y Goodnight, 1989). En cada grupo, los valores de R promedio fueron
calculados para las siguientes categorias: machos adultos, hembras adultas, jovenes
(juveniles, infantes y subadultos), adultos (machos y hembras) y todo el grupo. El valor de
R varia entre -1 a +1, siendo que los valores positivos indican que dos individuos comparten
mas alelos que el promedio y los valores negativos sefialan que dos individuos comparten
menos alelos que el promedio de la poblacion. Para éste andlisis, se asigno el mismo peso a
cada individuo y se corrigié para el sesgo de frecuencias por grupos. El error estandar fue
estimado por medio del método Jackknife con 1000 réplicas entre los loci.

Para verificar si los loci de microsatélites usados presentan herencia mendeliana y si
el coeficiente de parentesco (R) proporciona una estimacion confiable de la relacion
genética entre individuos, se calculo el valor de “R” para 7 pares de individuos con un
parentesco ya conocido, es decir entre madre e hijo. Las hembras y sus crias fueron
previamente identificadas en cada uno de los grupos estudiados. El valor de “R” obtenido

para este par de individuos se comparé con el valor de “R” esperado (madre-hijo=r = 0.5).

Conducta social

El indice de asociacién promedio de las conductas de acicalamiento, juego social,
contacto social, aproximacion y agonisticas, se estimo con el objetivo de analizar el efecto
del parentesco y del PFAI en las asociaciones de los individuos jovenes aulladores. Este
parametro sociométrico mide el grado de asociacidon de los individuos jovenes con los
miembros de su grupo en cada una de las conductas sociales. La asociacién promedio se
calcul6 a partir de la construccion de 5 matrices de asociacion (una matriz por conducta)
con el indice de “Half-Weight” (Cairns y Schwager, 1987) y utilizando el programa
SOCPROG 2.4 (Whitehead, 2009). La tasa (frecuencia/hora focal/nimero de individuos del

grupo) de cada una de las conductas sociales fue utilizada para construir dichas matrices.
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Se realiz6 un andlisis jerarquico con el Modelo lineal Generalizado (GLM, por sus
siglas en inglés) para determinar el efecto del parentesco y PFAI en la asociacion promedio
de las conductas sociales de infantes y juveniles. Para éste andlisis, la variable parentesco
esta constituida por el valor del coeficiente de parentesco grupal o total, calculado para cada
grupo (Fig. 3). Dicho valor fue utilizado debido a que no todos los individuos que
interactuaron con los infantes y juveniles fueron genotipificados.

El andlisis jerdarquico consistio en la construccion de tres modelos ingresando las
variables independientes de la siguiente forma: 1) parentesco, 2) parentesco y PFAIL; y 3)
Parentesco, PFAI y Parentesco*PFAI (interaccidn de las variables). Se utilizo el Criterio de
Informacion de Akaike (AIC) para identificar el mejor modelo para cada conducta social. El
mejor modelo es aquel que presenta un valor menor de AIC. En el caso de que el mejor
modelo sea el 2 o 3, las graficas correspondientes presentaran los residuales. Estos analisis
estadisticos se realizaron en el programa IBM SPSS Statistics 20. Por tltimo, se utilizé el
método de Bauer y Curran (2005) para graficar y analizar los efectos de la interaccion de las

variables (Parentesco*PFAI) que resultaran significativas de los andlisis del GLM.

Resultados

El andlisis de los 8 microsatélites polimorficos analizados en este estudio
proporcion6 una probabilidad de identidad (PI) de o0.02. Con este conjunto de
microsatélites, se obtuvo un coeficiente de parentesco promedio entre las 7 hembras y sus
crias de 0.53 (intervalo: entre 0.2 y 1, Figura 2). Dicho valor es similar al valor de “R” teérico

esperado entre una madre y su cria (r = 0.5).
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Figura 2. Valor del coeficiente de parentesco (R) entre las hembras y sus crias. Cada circulo
representa el valor de “R” para un par de individuos (madre-hijo) pertenecientes al grupo 1 (C1) y 2
(C2) del habitat continuo, y a los fragmentos de 4 ha (GF1), 40 ha (GF2) y 93 ha (GF3). Por lo anterior,
en C1, GF1 y GF3 se muestra el valor de R de una hembra con su cria, mientras que en C2 y GF2 se
muestra los valores de “R” correspondientes a dos hembras con sus respectivas crias. La categoria
“todas las hembras y crias”, representa el promedio de “R” considerando las 7 hembras con sus crias
de todos los grupos.

La Figura 3 muestra los valores del coeficiente de parentesco (R) promedio estimado
para cada grupo, y clases de edad/sexo dentro de cada grupo. De manera descriptiva, el
valor de R promedio total varia entre grupos, resultando en valores positivos en los grupos
C1 (0.08+0.18, Fig. 3a), GF2 (0.15+0.17, Fig. 3d) y GF3 (0.02+0.32, Fig. 3e) y valores negativos
en los grupos C2 (-o0.11+0.15, Fig. 3b) y F1 (-0.15+0.18, Fig. 3¢).

En el grupo C1 (Fig. 3a), los machos adultos presentaron un valor de R promedio de
-0.08 (+0.24), el cual es bajo en comparacion con el 0.46 (+0.13) de las hembras adultas, el
de 0.33 (+0.33) de individuos jovenes y el de 0.14 (+0.21) de los machos con hembras adultas

En el grupo C2 (Fig. 3b), todas las categorias de edad/sexo presentaron valores de R
negativos; el valor de R promedio entre machos adultos es de -0.06 (+0.33), entre hembras
adultas de -0.21 (+0.22), entre jovenes de -0.27 (+0.30), y entre machos y hembras adultos
de -0.05 (+0.16).

En el grupo GF1 (Fig. 3¢), el valor de R promedio entre machos es de 0.54 (+0.50) y
entre individuos jovenes es de 0.31 (+0.66). Dichos valores de R son altos en comparacion
con el valor de R entre las hembras adultas que es de -0.28 (+0.30) y entre machos con

hembras adultas de -0.23 (+0.24).
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En el grupo GF2 (Fig. 3d), todas las categorias de edad/sexo presentaron valores de
R positivos; el valor de R entre machos adultos es de 0.47 (20.56), entre hembras adultas es
de 0.48 (+0.54), entre machos y hembras adultas es de 0.08 (+0.28), y entre jévenes es de
0.12 (+0.36).

En el grupo GF3 (Fig. 3e), el valor de R promedio de machos adultos es de -0.26
(x1.17), hembras adultas de -0.16 (+0.56), y de machos con hembras adultas de 0.0004
(x0.58). Dichos valores de R son bajos en comparacién con el valor de R promedio de los

individuos jovenes que es de 0.23 (+0.38).
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Figura 3. Coeficiente de parentesco promedio (R) junto con el error estandar (EE), para cada categoria

de edad/sexo en cada grupo y para los distintos grupos: continuo 1 (a), continuo 2 (b), GF1 (c), GF2 (d)
y GF3 (e).
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Factores que influyen en la asociacion agonistica

El Cuadro 3 muestra los resultados del analisis de jerarquias del GLM para las
asociaciones agonisticas de infantes y juveniles. El mejor modelo que explico la asociacion
promedio de agonismo en infantes, fue el modelo 2 que incluye los efectos de parentesco y
PFAI, mientras que para juveniles es el modelo 1 compuesto inicamente por el efecto del
parentesco. El valor de asociacion promedio agonistica de infantes se incrementa
significativamente a medida que aumenta el parentesco (x>de Wald = 5.83, df =1, P = 0.016,
Fig. 4a) y PFAI (x*de Wald =15.83, df =1, P <0.001, Fig. 4b). En cambio, el valor de asociacién
promedio agonistica de juveniles disminuye significativamente a medida que se incrementa

el parentesco (x>de Wald = 3.70, df = 1, P = 0.05, Fig. 5).

Cuadro 3. Andlisis jerarquico del Modelo lineal Generalizado (GLM) para identificar el

mejor modelo para la asociacién promedio agonistica de infantes y juveniles.

Asociacion promedio-Agonistica

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

b EE  AIC b EE  AIC b EE  AIC
Infantes
Parentesco 0.01 0.08 -41.81 0.14* 0.06 0.14* 0.06
PFAI 0.05* 0.01 4595 0.05" 0.01 4895
Parentesco*PFAI ne ne
Juveniles
Parentesco -0.25% 013 -45.18  -0.28* 0.4 -0.28 0.4
PFAI -0.02 0.03 333 -0.02 0.03 -43.53
Parentesco*PFAI ne ne

AIC: Criterio de informacion de Akaike

El valor de AIC correspondiente al de mayor informacion entre modelos se indica con negritas
b: valor de la pendiente de regresion.

EE: Error estandar

*Efecto significativo a P < 0.05

“ne“: valor no estimado por el programa SPSS.
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Figura 4. Relacién de la asociacion agonistica de infantes con el coeficiente de parentesco (a) y con
PFAI (b).
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parentesco del grupo.

Factores que influyen en las asociaciones afiliativas
Aproximarse

El modelo 2 que incluye el efecto de parentesco y PFAI, fue el mejor modelo que
explica la asociacion promedio por aproximacién en infantes (cuadro 4). De las dos
variables, unicamente PFAI afecto significativamente este tipo de asociacion, es decir, el

valor de asociacién promedio por aproximacion en infantes se incrementa

92



Parentesco, alimentacién y asociaciones de jévenes aulladores

significativamente a medida que se incrementa los valores de PFAI (x> de Wald = 25.62, df
=1, P < 0.001, Fig. 6a). Para los juveniles, el mejor modelo es aquel que tiene unicamente el
efecto del parentesco (modelo 1, Cuadro 4), el cual indica que el valor de asociacion
promedio por aproximacion disminuye significativamente a medida que se incrementa el

parentesco (x>*de Wald = 6.53, df =1, P = 0.01; Fig. 6b).
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Figura 6. Relacion de la asociacidon por aproximacion de infantes con PFAI (a) y de juveniles con el
coeficiente de parentesco (b)
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Cuadro 4. Andlisis jerarquico del Modelo lineal Generalizado (GLM) para identificar el mejor modelo para la asociaciéon promedio

por aproximacion y acicalamiento de infantes y juveniles.

Aproximarse Acicalamiento
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

b EE  AIC b EE AIC b EE AIC b EE AIC b EE AIC b EE AIC
Infantes
Parentesco -0.001 0.03 -18.50  0.001 0.02 0.001 0.02 -0.17 0.0 -42.69 -0.06 0.06 -0.71 0.05

* -133.93 * . -56.50 .

PFAI 0.05% 0.01 0.05° 0.01 -131.96 0.12* 0.02 0.14* 0.03 -55.94
Parentesco*PFAI -0.02 o0.11 0.47 0.38
Juveniles
Parentesco -0.05° 0.02 -114.00 -0.04" 0.02 1234 -0.04* 0.02 -0.08 0.04 -34.82 -0.06 0.04 3612 -0.06 0.04 3612
PFAI 0.01 0.01 0.02* 0.01 -113.98 -0.10* 0.05 -0.10* 0.05
Parentesco*PFAI 0.256* 0.3 ne ne

AIC: Criterio de informacién de Akaike
El valor de AIC correspondiente al de mayor informacion entre modelos se indica con negritas
b: valor de la pendiente de regresion.

EE: Error estandar

* Efecto significativoa P < 0.05
“ne” valor no estimado por el programa SPSS.
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Acicalamiento

El modelo 2 que incluye los efectos de parentesco y PFAI fue el que mejor explica la
asociacion promedio por acicalamiento tanto para infantes como juveniles (Cuadro 4). El
parentesco no afectd significativamente la asociaciéon promedio por acicalamiento en
infantes (x>*de Wald =1.36 df =1, P = 0.24) y juveniles (x>de Wald = 3.21, df =1, P = 0.07). Sin
embargo, la variable PFAI afect¢ significativamente la asociacién promedio de infantes (x?
de Wald = 30.87, df = 1, P < 0.001) y juveniles (x> de Wald = 4.23, df = 1, P =0.04). Las
asociaciones que forman los infantes a través del acicalamiento se incrementan a medida

que aumenta el PFAI (Fig. 7), mientras que en juveniles se observa el patron contrario

(Fig.7).
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Figura 7. Relacion de la asociacion por acicalamiento con PFAI para infantes y juveniles.

Residuo asociaciéon por acicalamiento

Contacto social

El mejor modelo que explica la asociacion promedio por contacto social de infantes
fue el modelo 2, el cual incluye las variables parentesco y PFAI. De las dos variables,
unicamente PFAI afectd significativamente en este tipo de asociacion (x>de Wald = 20.84,
df =1, P < 0.001) (Cuadro 5). Las asociaciones formadas por contacto social en infantes se
incrementan a medida que aumenta el valor de PFAI (Fig.8). En el caso de los juveniles, el
modelo 3 fue el que mejor explica este tipo de asociacion. Este modelo incluye los efectos
del parentesco, PFAI y la interaccién de ambas variables (Cuadro 5), pero PFAI fue la tinica

variable que afecté significativamente las asociaciones promedio por contacto social de los
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juveniles (x>*de Wald = 13.56, df =1, P < 0.001). Las asociaciones formadas por contacto social

en juveniles se incrementan a medida que aumenta el valor de PFAI (Fig.8).
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Figura 8. Relacion de la asociacion por contacto social de infantes y juveniles con el PFAI

Juego social

El indice de asociacion promedio por juego social en infantes esta explicada por el
modelo 3 que incluye los efectos del parentesco, PFAI y la interacciéon de ambos efectos
(Cuadro 5). El PFAI y la interaccion afectaron significativamente (PFAI: x> de Wald = 10.91,
df = 1, P = o.01; interaccion: x> de Wald = 4.57, df = 1, P = 0.03) el indice de asociacion
promedio de juego social de infantes. Los resultados del Cuadro 5, indican un incremento
significativo de este tipo de asociacion a medida que aumenta PFAI (Fig. 9a). En cambio,
considerando la interaccién entre las variables PFAI y parentesco, los resultados indican
que el indice de asociacion por juego social en infantes se incrementa en grupos formados
por parientes que con no parientes, y en un habitat con alta disponibilidad de recursos
(Fig.gb).

En juveniles, el coeficiente de parentesco no afecta significativamente el valor de
asociacién promedio por juego social (x> de Wald = 0.008, df = 1, P =0.93) a pesar de que

ésta variable es parte del modelo 1 que mejor explica este tipo de asociacion (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Andlisis jerarquico del Modelo lineal Generalizado (GLM) para identificar el mejor modelo para la asociacion promedio

por contacto y juego social de infantes y juveniles

Contacto social Juego social
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

b EE  AIC b EE AIC b EE AIC b EE AIC b EE AIC b EE AIC
Infantes
Parentesco -0.06  0.04 -110.59 -0.02 0.03 124.03 -0.004 0.03 0.07 0.05 -70.05  0.05 0.04 16.67 0.05 0.03
PFAI 0.07* 0.01 0.07* 0.01 -123.64 0.06* 0.02 0.05* 0.02 -78.66
Parentesco*PFAI 0.16 0.12 0.38* 0.8
Juveniles
Parentesco -0.03 0.03 -92.70 0.001 0.03 -9816 0.02 0.03 -0.004 0.04 -87.82 -0.00 0.04 -86.00 0.01 0.05 -84.68
PFAI 0.05% 0.01 ' 0.06* 0.02 -99.07 0.01 0.02 0.02 0.03
Parentesco*PFAI 0.22 0.12 0.26 0.32

AIC: Criterio de informacién de Akaike

El valor de AIC correspondiente al de mayor informacion entre modelos se indica con negritas
b: valor de la pendiente de regresion.

EE: Error Estandar

*Efecto significativo a P < 0.05
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Discusion
Calidad de los datos genéticos

El conjunto de 8 microsatélites polimorficos analizados en este estudio proporciona
una probabilidad de identidad (PI) de 0.02. Este valor indica que el 2% (1 individuo) de los
51 individuos analizados podrian compartir el mismo genotipo sin tener una relacion de
parentesco. Dicho valor de PI podria considerarse alto si es comparado con estudios en los
cuales se han utilizado un nimero mayor de microsatélites polimorficos. Por ejemplo, Van
Belle et al. (2012) reportaron un valor de PI de 6.1 x 10" al analizar 19 microsatélites
polimorficos en 49 monos aulladores (A. pigra) del Parque Nacional Palenque en México.
Baiz (2013) documenté un valor de PI de 1.0 x 10 para A. pigra y de 3.1x 10 para A. palliata
a partir del analisis de 22 microsatélites en 76 individuos de A. pigra, y 19 microsatélites en
140 individuos de A. palliata, de diferentes localidades de México y Guatemala.

A pesar de que el valor de PI es alto, es importante sefialar que se encuentra cercano
al rango sugerido por Waits et al. (2001) que es de 0.01-0.0001 para la identificacion de
individuos. El valor de PI obtenido puede ser resultado del ntmero limitado de
microsatélites polimdrficos analizados asi como la baja variabilidad genética (Mills et al.,
2000) encontrada en los grupos de monos aulladores estudiados en este trabajo (Jasso-del

Toro et al., 2016). Es posible disminuir el valor de PI incrementando el namero de
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microsatélites polimorficos o disenar microsatélites especificos para la poblaciéon de interés
(Long et al., 2008).

Por otro lado, se calculo el coeficiente de parentesco (R) entre hembras adultas y sus
crias. El valor R promedio fue 0.53, similar al valor de R esperado (r = 0.5) para ese par de
individuos (madre-hijos). Este dato podria sugerir que la estimacion del coeficiente de
parentesco (R) de Queller y Goodnight (1989) a partir de los 8 microsatélites utilizados en
este estudio, proporciona informacién similar a lo que se esperaria tedricamente. Sin
embargo, este resultado debe ser interpretado con precaucion ya que también se encontrd
una alta variacion en la estimacion de R entre las hembras y sus crias de los diferentes

grupos.

Parentesco

Estudios realizados con monos aulladores (Alouatta spp) en fragmentos de selva,
sefalan que los individuos experimentan una limitada dispersién (Van Belle y Estrada,
2006; Arroyo-Rodriguez et al., 2008; Fortes y Bicca-Marques, 2008; Améndola-Pimenta,
2009; Oklander et al., 2010). La baja dispersion incrementa las relaciones genéticas entre los
individuos, mientras que una alta dispersion reduce la probabilidad de que se encuentre a
otros individuos con las mismas caracteristicas genéticas (Hoelzer et al., 2004). Sin
embargo, esta prediccion no puede ser sustentada con los datos genéticos de este trabajo,
ya que no todos los grupos de los fragmentos de selva tuvieron valores altos de R en
comparacién con los del habitat continuo. No se detectdé un patrén que permitiera
identificar diferencias entre condiciones ecoldgicas. Estos resultados difieren a lo reportado
por Oklander et al. (2010) quienes compararon las relaciones genéticas entre grupos de
monos aulladores (A. caraya) en hébitat continuo y fragmentado. En dicho estudio se
reportd que los grupos en habitat continuo estan formados por individuos no cercanamente
emparentados. En cambio, los grupos en fragmentos de selva estan constituidos por
individuos emparentados. El grupo del fragmento 2 (GF2) fue el iinico que presento un valor
de R promedio alto, lo cual podria sugerir que los individuos que conforman este grupo se

encuentran emparentados. Sin embargo, esta informaciéon sigue siendo limitada, y no
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permite concluir si el grado de parentesco observado en los grupos es resultado de los
cambios en las condiciones del habitat. Por lo tanto, es necesario incrementar el tamafio de
muestra que permitan identificar el papel del tipo de habitat en las relaciones genéticas de
los grupos de monos aulladores de manto.

Por otro lado, el coeficiente de parentesco calculado para cada categoria edad/sexo
presento cierta variacion entre grupos, lo cual podria sugerir diferencias en los patrones de
dispersion de cada tropa. Por ejemplo, los resultados genéticos indican que los machos y
las hembras en el grupo C2 y en el grupo GF3 no se encuentran emparentados. Este
resultado es de esperarse, ya que se ha documentado para A. palliata que individuos de
ambos sexos emigran de su grupo natal en la etapa juvenil o subadulta (Glander, 1992)
(Clarke y Glander, 2008). Este resultado también puede ser una consecuencia de la
inmigracion de multiples individuos no emparentados a través del tiempo (Glander, 1992;
Oklander et al., 2010).

Sin embargo, dicho patréon no es constante en todos los grupos de aulladores. Los
resultados genéticos indican que el grupo GF2 estd constituido por hembras y machos
cercanamente emparentados al nivel de padres-hijos o hermanos completos. El grupo C1
esta compuesto por hembras adultas emparentadas al nivel de madre-hija o hermanas
completas, y por machos no emparentados; lo contrario ocurre en el grupo GFi1. Estos
resultados son similares a lo reportado en otros estudios con monos aulladores (Milton et
al., 2009; Van Belle et al., 2012; Baiz, 2013), y apoyan lo ya documentado para A. palliata de
que no todos los individuos del grupo se dispersan, sino que los grupos pueden estar
conformados por individuos emparentados (Clarke y Glander, 2008; Nidiffer y Cortés-Ortiz,
2015; Milton et al., 2016). Por ejemplo, es posible encontrar grupos en donde el coeficiente
de parentesco es alto entre hembras (Nidiffer y Cortés-Ortiz, 2015) mientras que en otros
es entre machos (Milton et al., 2016).

Los resultados de este estudio podrian sugerir que los grupos de monos aulladores
se encuentran formados tanto de parientes como no parientes. Las variaciones en las
relaciones genéticas entre grupos podrian ser resultado de que cada grupo exhibe un patrén

diferente de dispersion. En algunos grupos podria estar ocurriendo la dispersion bisexual
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caracteristica de A. palliata mientras que en otros grupos, las hembras o los machos son
filopatricos. Ademads, no se descarta la posibilidad que las relaciones genéticas observadas
en los grupos podria ser resultado de algunas estrategias que utilizan los individuos para
permanecer con sus parientes tal como la dispersién de individuos emparentados o de la
inmigracion a grupos ya formados por parientes (Baiz, 2013). Es necesario realizar mas
estudios que permita identificar qué tipo de factores (ej. ecologicos, demograficos, sociales)
pueden estar influyendo para que algunos individuos permanezcan en el grupo mientras

que en otros emigren.

Parentesco, alimento y las asociaciones de los individuos jévenes.

Las variaciones en las relaciones genéticas de cada grupo y variaciones en la
disponibilidad de alimento en el ambito hogarefio de cada tropa, permiten analizar el efecto
de ambas variables en las asociaciones de los individuos jovenes. En las siguientes secciones
se discute los resultados obtenidos en este estudio a partir del andlisis de dichos parametros.
De manera general, los resultados indicaron que el parentesco y el indice de alimento
potencial disponible (PFAI), juegan un papel importante en las asociaciones que forman los

individuos jovenes a través de interacciones afiliativas y agonisticas.

Parentesco y asociaciones agonisticas

Los resultados de este estudio indican que los juveniles interactuaron
agonisticamente con menos compaifieros cuando aumenta el grado de parentesco en el
grupo. Resultados similares se han documentado en estudios realizados en monos
aulladores (A. pigra: Van Belle et al., 2014), lémures (L. catta: Sbeglia et al., 2010) y
cercopitecos (C. solatus: Charpentier et al., 2008), en los cuales reportan la existencia de
interacciones agonisticas entre no parientes que entre parientes. Los resultados de este
estudio podrian sugerir que la presencia de parientes en el grupo limita las interacciones
agonisticas entre los juveniles y los miembros de su grupo. Este patrén es consistente con

la teoria de seleccidon de parentesco, ya que se espera que las interacciones agonisticas se
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distribuyen entre individuos no emparentados obteniendo beneficios en su adecuacion
(Hamilton, 1964; Gouzoules y Gouzoules, 1987; Strier, 2003).

En cambio, el indice de asociacion agonistica en infantes se incrementa a medida
que aumenta el parentesco en el grupo. Es decir, el numero de individuos con los cuales se
involucraron los infantes en las interacciones agonisticas aumenta cuando hay mas
parientes en el grupo. Este resultado no apoya la prediccion de la teoria de seleccion de
parentesco (Hamilton, 1964) sobre una reducciéon de agresiones entre individuos
emparentados. Existen ciertos factores que podrian propiciar las agresiones entre parientes,
por ejemplo, la dominancia, oportunidades de reproduccién (Griffin y West, 2002; West et
al., 2002), o incremento en la proximidad e interacciones sociales (Bernstein, 1991;
Charpentier et al., 2008). Sin embargo, estos factores no apoyan de manera contundente los
resultados obtenidos debido a que, las relaciones de dominancia no fueron determinadas
en los grupos de monos aulladores estudiados. Las interacciones agonisticas no podrian ser
resultado de una competencia para obtener oportunidades de reproduccion, ya que los
infantes no se encuentran en una edad reproductiva. Por tltimo, la proximidad y el namero
de interacciones no apoyan los resultados obtenidos ya que en este estudio no se encontré
una relacion entre conductas afiliativas y parentesco en infantes.

Por lo tanto, el incremento en el indice de asociacidn agonistica en infantes, cuando
hay mas parientes en el grupo, podria ser un reflejo de una falta de tolerancia entre
parientes, tal como se ha documentado en otras especies de primates (ej. C. capucinus, L.
catta) o mamiferos (ej. Marmota flaviventris, Suricata suricatta)(Smith, 2014). Sin embargo,
es importante realizar un analisis a mayor detalle que permita determinar bajo qué contexto
se estan originando las interacciones agonisticas para conocer el porqué de la falta de

tolerancia en grupos formados por parientes en esta etapa del individuo del mono aullador.

Parentesco y asociaciones dfiliativas

En este estudio se encontré que el indice de asociacion por aproximacion en
juveniles disminuye a medida que aumenta el parentesco en el grupo. Es decir, el namero

de compafieros con los cuales se involucro el juvenil a través de aproximaciones disminuye
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en grupos formados por parientes. Estos resultados no son consistentes con las predicciones
de la teoria de selecciéon de parentesco (Hamilton, 1964) que mencionan que, las conductas
afiliativas predominaran entre individuos emparentados que entre no emparentados. Se ha
documentado que la frecuente proximidad entre parientes origina a su vez mas
oportunidades de interaccion agonistica debido a una competencia por el mismo recurso
(Bernstein, 1991; Bernstein et al., 1993). Bajo este contexto, en la etapa juvenil podria estar
ocurriendo lo contrario, es decir en grupos formados por parientes, los individuos podrian
estar reduciendo las interacciones por aproximacion con otros comparieros para asi evitar
conflictos entre ellos. Este supuesto es apoyado con los resultados obtenidos en las
asociaciones agonisticas ya que, los juveniles mostraron una disminucion en este tipo de
asociacion en los grupos formados por parientes.

Los resultados de este estudio también revelan que el parentesco no influyd en el
establecimiento de asociaciones afiliativas en infantes y juveniles (excepto aproximacion).
Este resultado es contrario a las predicciones planteadas en este trabajo asi como a lo
reportado en estudios en primates no humanos que demuestran que el grado de parentesco
influye en las conductas afiliativas (ej. P. cynocephalus, G. gorilla berengei: Silk, 2009). Los
datos de este estudio podrian sugerir que el parentesco no es un requisito en el
establecimiento de interacciones afiliativas en infantes y juveniles, tal como ocurre en
monos aulladores (A. pigra: Van Belle et al., 2014; A. palliata: Milton et al., 2016) y
chimpancés (P. troglodytes: Langergraber et al., 2007). Sin embargo, esta ausencia del efecto
del parentesco en las interacciones afiliativas podria también ser resultado por la falta de
identificacion de la relacion especifica de parentesco (ej. padre-hijo, hermanos, medios
hermanos) entre las diadas involucradas en la interaccién (Milton et al., 2016). Por ejemplo,
estudios realizados en los lémures (L. catta: Taylor y Sussman, 1985) y monos capuchinos
(C. capucinus: Perry et al., 2008), encontraron mas conductas afiliativas (ej. acicalamiento,
proximidad) entre parientes cercanos que entre no parientes o parientes distantes. En estos
estudios estimaron un coeficiente de parentesco que determina la relacion especifica entre
los individuos (madre-hija, hermanos, tios-sobrinos, medios hermanos paternales). En

cambio, en el presente trabajo se considerd un coeficiente de parentesco promedio a nivel
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grupal. Esta situacion podria limitar detectar el efecto de parentesco en las interacciones
afiliativas. Es necesario realizar mas estudios que permitan evaluar a fondo el papel que
juega el parentesco en las interacciones afiliativas de infantes y juveniles en el mono

aullador de manto.

Parentesco y alimento en las asociaciones de los individuos jovenes.

En este estudio se encontré que la interaccidn de la variable parentesco y PFAI no
afecto significativamente el indice de asociacion agonistica de los individuos jovenes. Este
resultado sugiere que la disponibilidad de alimento no influye en el numero de individuos
con los cuales los juveniles interactiian agonisticamente en grupos con parientes y no
parientes. Por lo tanto, este resultado no permite sustentar la segunda prediccion formulada
en este estudio en la cual se estable que, en condiciones de baja disponibilidad de alimento,
los individuos jévenes formardn asociaciones agonisticas en grupos formados por parientes
y no parientes. Existe evidencia de que cuando los recursos son escasos y de baja calidad,
los individuos emparentados presentan conductas competitivas reduciendo los beneficios
obtenidos por actos altruistas (Bernstein, 1991; Griffin y West, 2002; West et al., 2002;
Barrett y Henzi, 2006; Silk, 2006).

En cambio, la interaccion de las variables parentesco y PFAI presenté un efecto
significativo en las asociaciones formadas por juego social en infantes. Estos resultados
indican que en condiciones de alta disponibilidad de recursos y un incremento en el grado
de parentesco en el grupo, aumenta el numero de individuos con los cuales juegan los
infantes. Por lo tanto, estos datos sugieren que la presencia de parientes en el grupo y una
alta disponibilidad de recursos, incrementa las oportunidades de juego social para infantes,
lo cual podria favorecer el establecimiento de relaciones sociales y adquisicién de
experiencias utiles en la etapa adulta (Baldwin y Baldwin, 1974; Fairbanks, 2002).

Este resultado no puede sustentar la tercera prediccion de este estudio en la cual se
menciona que la escasez de alimento fomentara la formacion de asociaciones entre
parientes para defender o tener acceso al recurso. Lo anterior se debe a que el incremento

en el indice de asociacién de juego en grupos formados por parientes, es mas notable en
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condiciones con alta disponibilidad que con baja disponibilidad. Ademas, en la etapa
infantil los individuos dependen de la madre para su alimentacién (Balcells y Baré, 2009),
por lo cual no se esperaria que los infantes interactien con otros compaiieros emparentados
para defender o tener acceso al alimento limitado. Para apoyar la tercera prediccion se
esperaria que la interaccion de parentesco y PFAI afectara significativamente el indice de
asociacion afiliativa principalmente de los juveniles, los cuales son independientes de la
madre e incluyen en su dieta materia vegetal (Balcells y Baro, 2009). Es importante
considerar que el coeficiente de parentesco utilizado en el analisis se encuentra a nivel de
grupo debido al limitado namero de individuos genotipificados. Este nivel de andlisis
proporciona un panorama general sobre las relaciones genéticas y su efecto en la conducta
social de individuos jovenes, pero también podria ser una limitante para identificar los
efectos ecoldgicos (ej. disponibilidad alimento) en la conducta social regida por el
parentesco. Es necesario realizar mas estudios en los cuales se determine el grado de
parentesco considerando todos los individuos que conforman el grupo. Asi, en cada grupo
se podrd identificar cudles individuos estan emparentados y cuales no comparten una
relacion de parentesco para determinar si las asociaciones entre parientes y no parientes se

modifican por diferencias en las condiciones del habitat.

Alimento y asociaciones dfiliativas y agonisticas

En el Capitulo I se documenté que la disponibilidad de alimento es un factor
ecoldégico importante en el establecimiento de interacciones sociales de los individuos
jovenes. A diferencia del Capitulo 1, en este trabajo se evalud el efecto de la interaccion del
PFAl y parentesco en el indice de asociacion promedio en cada conducta social de infantes
y juveniles. Para lo cual, se realizéd un andlisis con GLM considerando las variables
parentesco, PFAI y la interaccion de ambas variables. Los resultados de este estudio
confirman que la variable PFAI es un factor importante para las interacciones sociales de
infantes y juveniles. Los resultados obtenidos para infantes muestran un patron similar a lo
ya mencionado en el Capitulo 1. Un aumento en la disponibilidad de alimento incrementa

el namero de individuos con los cuales interacttian los infantes a través de conductas

105



Parentesco, alimentacién y asociaciones de jévenes aulladores

afiliativas (aproximacion, acicalamiento, contacto social y juego social) y agonisticas. En el
caso de los juveniles, el namero de individuos con los cuales interactian a través de
acicalamiento disminuye a medida que aumenta la disponibilidad de alimento, mientras
que las asociaciones formadas por contacto social muestran el patron contrario. Este
resultado sugiere que los juveniles forman diferentes asociaciones afiliativas dependiendo
la disponibilidad de alimento en su habitat. Por ejemplo, bajo condiciones de alimento
limitado, los juveniles podrian forman asociaciones por acicalamiento que probablemente
les permita regular la tolerancia o facilitar el acceso a los recursos (Pastor-Nieto, 2001; Aureli
et al., 2012), mientras que esta estrategia no es utilizada por los juveniles cuando hay
alimento disponible. En cambio, asociaciones por contacto social podria estarse evitando
bajo condiciones de pocos recursos, mientras que cuando hay alimento éste tipo de

interacciones son favorecidas.
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En la presente tesis se estudio la conducta social de monos aulladores jovenes
(Alouatta palliata) en el héabitat continuo y fragmentos de selva. En estos hdbitats se
detectaron algunas diferencias en cuanto al contexto genético y ecoldgico en los cuales se
desarrollan los individuos jovenes.

El contexto ecologico se examind en cada sitio de estudio a través de la
disponibilidad de alimento. Para ello, se gener¢ el Indice de Alimento Potencial Disponible
(PFAI) el cual es una aproximacion de la cantidad de recursos disponibles en cada hébitat
de los monos aulladores de manto. Los valores de PFAI indicaron que el habitat continuo
tiene una mayor disponibilidad de alimento para los monos aulladores que los fragmentos
de selva. Estos resultados son consistentes con lo reportado en otros estudios que
mencionan que los fragmentos de selva presentan una disminucion en la cantidad de
recursos disponibles para los primates (A. palliata: Arroyo-Rodriguez y Mandujano, 2006;
Ateles geoffroyi: Chaves et al., 2012).

Los resultados del andlisis del efecto de PFAI en las interacciones sociales (Capitulo
[y IlT), indican que variaciones en la disponibilidad de alimento influye tanto en la duracion
y la frecuencia de las interacciones afiliativas de infantes y juveniles, asi como en el niimero
de individuos (asociacion promedio) con los cuales interactuan los individuos jovenes de
manera afiliativa y agonistica. Ademas, los cambios observados en las interacciones sociales
ante la disponibilidad de alimento presentan patrones diferentes entre infantes y juveniles.

Los infantes II participan mds en proximidad y juego social, y los infantes III se
involucran mas en acicalamiento a medida que se incrementan el PFAI. De igual forma, las
asociaciones por aproximacion, acicalamiento, contacto, juego social y agonismo en
infantes se incrementan a medida que aumentan la disponibilidad de alimento en su
habitat. Considerando que el hdbitat continuo presenta valores altos de PFAI y los
fragmentos de selva valores bajos de PFAI, estos resultados podrian sugerir que los infantes
que se encuentran en el hdbitat continuo tienen mas oportunidades de interactuar
socialmente con otros individuos. En cambio, los infantes que habitan los fragmentos de
selva, podrian estar experimentando una restriccion de interacciones sociales. Resultados

similares también fueron reportados en monos aulladores que habitan en sitios
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deforestados (A. palliata: Clarke et al., 2002) y perturbados por huracanes (A. pigra: Behie y
Pavelka, 2005; Pavelka y Chapman, 2006). En estos estudios no se evalu6 el efecto de una
variable ecologica sobre la conducta social de los individuos, pero documentaron cémo
responden los individuos ante la destruccién de su habitat que resulté en cambios en la
vegetacion y disponibilidad de recursos. Clarke et al. (2002) reporté que después de la
desforestacion el grupo de monos aulladores disminuyé las interacciones sociales e
invirtieron mds tiempo en la busqueda e ingesta de alimento. Behie y Pavelka (2005) y
Pavelka y Chapman (2006), encontraron también una disminucion de interacciones sociales
debido a los cambios en el tamafio y composicién que sufrieron los grupos por la catastrofe
natural.

En el presente trabajo no se analizo el tiempo que invirtieron los individuos jovenes
en otras actividades del patron de actividad general (ej. descanso, alimentacion viaje); sin
embargo, si se incluyd en los andlisis el niimero de individuos jévenes, adultos y subadultos
presentes en los grupos de monos aulladores, con el objetivo de controlar el efecto de esta
variable sobre la conducta social. Los resultados indican que a pesar de que el namero de
individuos jovenes y adultos en el grupo influyen en las interacciones sociales de los
infantes; la disponibilidad de alimento es un factor importante en las interacciones sociales
de los infantes.

Considerando que las interacciones sociales demandan costos energéticos (Coelho
et al., 1976; Jones, 2005), la reduccién de interacciones sociales en los infantes en habitats
con baja disponibilidad de recursos podria ser una estrategia para reducir gastos energéticos
en un sitio donde el acceso al recurso es limitado. Sin embargo, esta estrategia podria tener
costos para los infantes, ya que las interacciones sociales en esta etapa del individuo le
permiten establecer relaciones y adquirir habilidades fisicas y sociales necesarias para su
sobrevivencia (Lonsdorf y Ross, 2012). Por lo tanto, una reduccion de las interacciones
sociales podria provocar en los infantes un desarrollo social inadecuado y que podria
reflejarse en la etapa adulta. Por ejemplo, se ha documentado en monos aulladores adultos
(A. pigra) una disminucion en el niumero de conductas sociales, en particular aquellas

conductas que demandan energia (ej. juego, persecucidon y pelea), en sitios altamente
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perturbados por la actividad humana (Negrin et al., 2016). Es necesario realizar estudios
longitudinales que permitan conocer cudles son las consecuencias que enfrentan los monos
aulladores en la etapa adulta ante una disminuciéon en el tiempo invertido a las
interacciones sociales durante la etapa infantil.

En comparacion con los infantes, los juveniles muestran una respuesta conductual
diferente ante las variaciones en la disponibilidad de alimento. Los juveniles invierten mas
tiempo en acicalamiento y forman mads asociaciones a través del acicalamiento a medida
que disminuye el PFAI. Considerando que los fragmentos presentan valores de PFAI bajos
en comparacion con los del habitat continuo, estos resultados podrian sugerir que los
juveniles en los fragmentos de selva participan mas en acicalamiento que en el habitat
continuo. Esta diferencia entre juveniles e infantes, puede deberse a cambios en el patron
conductual que se presentan entre estas edades. A diferencia de los infantes, la dieta de los
juveniles esta compuesta principalmente de material vegetal; el tiempo invertido a algunas
conductas como el juego disminuye mientras que otras aumentan (descanso y
alimentacion); y en la etapa juvenil comienza el proceso de emigracién por lo cual pueden
recibir agresiones de adultos forzandolos a salir del grupo (Clarke, 1990; Glander, 1992;
Zucker y Clarke, 1992; Balcells y Bard, 2009). Estas caracteristicas en el repertorio
conductual de los juveniles pueden resultar en diferentes estrategias antes las condiciones
de su habitat. Por lo tanto, bajo condiciones de alimento limitado, los juveniles podrian
estar formando relaciones a través del acicalamiento que les permita regular la tolerancia o

facilitar el acceso a los recursos (Pastor-Nieto, 2001; Aureli et al., 2012).

El contexto genético en cada grupo se examind a través de la estimacion del
coeficiente de parentesco. Previo a la estimacion de dicho coeficiente, se realizo un andlisis
genético para determinar la diversidad genética de los monos aulladores estudiados en la
Reserva de la Biosfera Los Tuxtlas. Los resultados revelan que los grupos de monos
aulladores presentan una baja diversidad genética, siendo este resultado consistente con lo
ya reportado en otras poblaciones de monos aulladores mexicanos (A. p mexicana:

Ellsworth y Hoelzer, 2006; Cortés-Ortiz et al., 2010; Dunn et al., 2014). El nivel de diversidad
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genética es similar entre los grupos del habitat continuo y los fragmentos de selva a pesar
de que el habitat de los monos aulladores ha sido fragmentado. Ademas, el andlisis de
cuellos de botella no proporciono evidencia sobre una reduccion reciente en el tamafio de
la poblacién. Estos resultados sugieren que la baja diversidad encontrada en los monos
aulladores puede estar relacionado con la historia de colonizacidn de esta subespecie y no
con la fragmentacion de la selva. El reducido tamaifio de muestra (numero de loci y grupos)
podria estar limitando la deteccion de los efectos de la fragmentacion en la diversidad
genética de los monos aulladores estudiados.

El andlisis de parentesco indicé que existen grupos de monos aulladores formados
por parientes u otros formados por no parientes, tanto en habitat continuo y fragmentos de
selva. Estos resultados podrian sugerir que cada uno de los grupos estudiados presentan
diferentes patrones de dispersidon. Este supuesto es apoyado por diferentes estudios
realizados en A. palliata, en los cuales documentan que esta especie presenta dispersion
bisexual en la etapa juvenil, por lo que es de esperarse encontrar grupos con individuos no
emparentados (Glander, 1992; Clarke y Glander, 2008). En cambio, estudios genéticos
recientes reportan que hay ciertos individuos que no emigran del grupo, por lo que es
posible encontrar grupos de monos aulladores formados por individuos emparentados
(Nidiffer y Cortés-Ortiz, 2015; Milton et al., 2016). Este tipo de informacion es relevante ya
que al encontrar grupos formados por parientes y no parientes en A. palliata, permite
examinar la influencia del parentesco en la conducta social de los individuos en esta especie
de primate. Lo cual es contrario a lo que anteriormente se habia documentado de que, las
interacciones sociales entre los individuos en A. palliata no podrian ser afectadas por las
relaciones genéticas debido a que es una especie que se caracteriza por la dispersion
bisexual (Bezanson et al., 2008; Clarke y Glander, 2008).

Los resultados del andlisis del efecto del parentesco sobre el indice de asociacion de
los individuos jovenes indicaron que, el numero de individuos con los cuales interactiian
los individuos jovenes a través de conductas agonisticas y aproximacion se modifican en
relacion al grado de parentesco en el grupo. De igual forma, se encontré que tanto el

parentesco como la disponibilidad de alimento son dos factores importantes en las
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asociaciones que forman los infantes a través del juego social. Es necesario mencionar que
este trabajo tiene algunas limitaciones en cuanto a tamafio de muestra (nimero de
individuos genotipificados y de microsatélites analizados). Sin embargo, la informacién
generada es de gran relevancia ya que por primera vez se documenta el papel que juega el
parentesco en las interacciones sociales durante el desarrollo de los individuos en la especie

A. palliata.
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En la presente tesis, se analizé el efecto del parentesco y la disponibilidad de

alimento en las interacciones sociales de infantes y juveniles que se encuentran en un

habitat continuo y en fragmentos de selva. Bajo esta temadtica, se proporciona a

continuacion algunas recomendaciones para futuras investigaciones:

1_

Realizar estudios longitudinales en monos aulladores en un mayor nimero de
habitats con diferente grado de perturbacién antropogénica. Esto con la finalidad de
identificar las variables ecoldgicas que influyen en el desarrollo social de los
individuos jovenes y, por consiguiente, su impacto en los patrones conductuales y
sobrevivencia de individuos adultos.

Analizar el efecto de las variables climaticas como precipitacion, temperatura, y
humedad relativa en la conducta social de los individuos jévenes. Esta informacion
permitird comprender la influencia del clima en el proceso de socializacion de los
individuos en A. palliata.

Identificar la presencia de desnutricion en individuos que habiten fragmentos de
selva, y analizar si esta deficiencia caldrica repercute en el tiempo invertido en las
conductas sociales. Por lo tanto, es necesario determinar el valor nutricional de hojas
y frutos consumidos por los monos aulladores, asi como el tiempo invertido en otras
actividades como descanso, alimentacion y viaje.

Determinar el impacto de la fragmentacion del habitat en la conducta social y
relaciones genéticas de los individuos en A. palliata, considerando el tamafio y forma

de fragmento, asi como la distancia entre fragmentos remanentes.
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