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RESUMEN

En los estudios de ecologia, evolucion y conservacion de especies es importante entender el
papel que juegan las variables del paisaje en la estructura y diversidad genética, mas aun
teniendo en cuenta la problematica de fragmentacion y pérdida de habitat que soportan
actualmente los ecosistemas. La genética del paisaje analiza los efectos de la conectividad
estructural (variables abidticas, geograficas, antropogénicas) sobre la de variacion y estructura
genética de las especies. En este estudio se us6 como modelo biolégico el raton de abazones
de Nelson, Chaetodipus nelsoni, distribuido a lo largo del desierto de Chihuahua, que se
caracteriza por vivir en un habitat heterogéneo en cuanto a vegetacién y suelo. El muestreo se
realizé a escala microgeografica en un area de la Reserva de la Biosfera de Mapimi. A través
de herramientas gendmicas de ultima generacién (GBS) se realizé un llamado de SNPs y por
medio de en anadlisis de estructura, asignacién y diversidad genéticos se identificaron dos
grupos genéticos claramente separados. Asimismo, con el uso de datos de campo e imagenes
satelitales Landsat se extrajo informacion sobre variables ambientales (altitud, vegetacion,
suelo) y presencia de caminos en el area de muestreo. Bajo la perspectiva de genética del
paisaje y con base en andlisis de resistencia, se identificaron patrones distintivos para cada
grupo genético: los individuos del grupo 1 presentan menor resistencia al movimiento en las
zonas altas (1250-1350 msnm), donde la vegetacion es mas dispersa y escasa y los suelos son
predominantemente de tipo rocoso, mientras que una menor resistencia en el grupo 2 estuvo
asociada con las zonas bajas (<1250 msnm), vegetacion mas densa y suelos mas arenosos.
Notablemente, dicho patrén estuvo ademas relacionado con diferencias morfologicas, donde el
tamafo de la pata posterior en los individuos del grupo 1 es significativamente mas pequefio
que los del grupo 2. Ello permite sugerir la posibilidad de que existan procesos de adaptacion
local, reflejados en dos ecomorfos de C. nelsoni asociados con diferencias del habitat, y sienta
las bases para disefar un estudio que lo evalue explicitamente.



ABSTRACT

In studies of ecology, evolution and conservation of species, it is important to understand the
role that landscape variables play in the structure and genetic diversity, even more so taking into
account the problem of fragmentation and loss of habitat that ecosystems currently support.
Landscape genetics analyzes the effects of structural connectivity (abiotic, geographic,
anthropogenic variables) on that of variation and genetic structure of species. In this study,
Nelson's pocket mouse, Chaetodipus nelsoni, distributed throughout the Chihuahuan desert,
which is characterized by living in a heterogeneous habitat in terms of vegetation and soil, was
used as a biological model. The sampling was carried out at a microgeographic scale in an area
of the Mapimi Biosphere Reserve. Using Next generation sequencing tools (GBS), a SNPs call
was made and through analysis of genetic structure, assignment and diversity, two clearly
separated genetic groups were identified. Likewise, with the use of field data and Landsat
satellite images, information was extracted on environmental variables (altitude, vegetation, soil)
and the presence of roads in the sampling area. From the perspective of landscape genetics
and based on resistance analysis, distinctive patterns were identified for each genetic group:
individuals in group 1 present less resistance to movement in the high areas (1250-1350 m),
where the vegetation is more scattered and scarce and the soils are predominantly rocky, while
less resistance in group 2 was associated with the lower areas (<1250 m), denser vegetation
and more sandy soils. Notably, this pattern was also related to morphological differences, where
the size of the hind foot in individuals in group 1 is significantly smaller than those in group 2.
This suggests the possibility of local adaptation processes, reflected in two ecomorphs of C.
nelsoni associated with habitat differences, and lays the groundwork for designing a study that
explicitly evaluates it.



1. INTRODUCCION

La diversidad biolégica en su nivel mas basico se mide en términos de diversidad genética, la
cual es esencial para la adaptacion de los individuos, la viabilidad de las poblaciones y la
capacidad de los individuos y las especies para adaptarse a cambios ambientales (Primack
2014). Por tanto, entender las variables que modifican los patrones de diversidad y estructura
genética en las poblaciones es clave en estudios de ecologia, evolucion y conservacion de
especies (Eguiarte et al. 2007; Balkenhol et al. 2016).

1.1 Genética del paisaje

El ambiente en el que se distribuyen los organismos es heterogéneo y dinamico, de tal forma
que las variables del paisaje afectan la dispersién y el comportamiento de éstos, lo que influye
directamente sobre los patrones de flujo génico y estructura genética dentro y entre las
poblaciones (Fahrig 2003; Balkenhol et al. 2016). El flujo génico se refiere a los mecanismos
que permiten el intercambio de alelos entre poblaciones de una especie, aunque también puede
darse entre diferentes especies (Slatkin y Takahata 1985). El flujo génico, en conjunto con la
seleccién, mutacion, recombinacion y deriva génica, conforman las fuerzas microevolutivas
responsables del cambio de las frecuencias alélicas a lo largo del tiempo en las poblaciones
(Simpson 1944; Hamilton 2009). Asimismo, el flujo génico es considerado como una fuerza
homogenizadora, de manera que tiende a mantener las frecuencias alélicas similares entre las
poblaciones (Slatkin y Takahata 1985; Hamilton 2009; Hedrick 2010).

El estudio de los patrones de flujo génico es cada dia mas relevante debido a la
constante pérdida y fragmentacién de los habitats en ecosistemas naturales. Diversas
condiciones como la fragmentacién, la disponibilidad de recursos, asi como las variables
biéticas y abidticas facilitan o inhiben el flujo génico y, por consiguiente, la conectividad entre
poblaciones e individuos. Si se pierde conectividad, se reduce parcial o totalmente la
migracion cuyo resultado es la estructuracion (diferenciacion) genética de las poblaciones, con
la potencial disminucion de su variacion genética y asociado también a procesos como la deriva
génica (Slatkin y Takahata 1985; Frankham 2010; LaPoint et al. 2015).

La genética del paisaje analiza el efecto que tienen las variables del ambiente
incluyendo variables abidticas, geograficas y antropogénicas (conectividad estructural). Dichas
variables afectan el movimiento de los individuos a través del paisaje y determinan los patrones
de variacion y flujo génico de los individuos (conectividad funcional) (Manel et al. 2003). En
ecologia, el paisaje es un ecosistema acotado espacialmente a nivel de mesoescala,
heterogéneo y que presenta una estructura inherente, la cual esta conformada por parches
homogéneos en sus variables abidticas (tipo de suelo, topografia) (Balkenhol et al. 2016).
Desde el punto de vista de la genética del paisaje, el paisaje, se considera desde la percepcion
y respuesta del individuo al ambiente, conocido como “umwelt” (Van Dick, 2012); asimismo el
paisaje se refiere a un mosaico o area espacialmente heterogénea, compuesta de un conjunto
de interacciones desde el nivel de individuo hasta de ecosistema (Manel et al. 2003;
Segelbacher et al. 2010; Garrido-Garduio y Vazquez-Dominguez 2013; Balkenhol et al. 2016;).
La teoria y métodos de analisis de la genética del paisaje han permitido evaluar la
heterogeneidad ambiental, es decir su composicion y configuracion dentro de una matriz de
paisaje, y posteriormente determinar estadisticamente la relacion entre dichas variables
paisajisticas y los patrones de estructura y flujo génico de los individuos dentro y entre
poblaciones de una especie (Stéphanie Manel et al. 2003; Balkenhol et al. 2016).

En estudios de genética del paisaje, las variables ambientales que limitan o facilitan el
flujo génico son tipicamente modelados como aislamiento por Ambiente (Wang y Bradburd,
2014) y medidos como resistencia. Asi, las diferentes variables del paisaje representaran un



mayor o menor costo (resistencia) al flujo génico a través de la matriz del paisaje (McRae 2006;
LaPoint et al. 2015).

Con base en estudios de genética del paisaje realizados con roedores, se ha identificado
que variables como precipitacion, cobertura vegetal, altitud y temperatura, contribuyen
significativamente en el movimiento de los individuos y especificamente en la conectividad
estructural y funcional dentro y entre poblaciones (Peakall et al. 2003; Vignieri 2005; Castillo et
al. 2014; Marrotte et al. 2014; Garrido-Garduio et al. 2016; Russo et al. 2016). Sin embargo,
cabe resaltar que son pocos los estudios que han evaluado, por un lado, la genética del paisaje
de roedores de desierto y, por el otro, la estructuracién de sus poblaciones a escalas
microgeogréficas (Flores-Manzanero et al. 2019). Esta escala definida desde la percepcion del
individuo al ambiente (unwelt), el tamafio del area de muestreo o de pixel y la especie con
movimiento de corta distancia como Chaetodipus nelsoni, detallada en los métodos.

1.2 Chaetodipus nelsoni

La familia Heteromyidae esta compuesta por seis géneros de roedores (Chaetodipus,
Dipodomys, Heteromys, Liomys, Microdipodops y Perognathus) y aproximadamente 57
especies, cuya distribucion va desde el norte de la Columbia Britanica, en Canada, hasta la
costa del Pacifico de Colombia y Ecuador (Dixon 2011). Esta familia habita principalmente
ecosistemas aridos, por lo que presentan estrategias fisiolégicas y conductuales particulares
para poder sobrevivir ciclos estacionales de precipitacion desde minimas hasta extrema,
seguidos de largos periodos de sequia (Vander-Wall 1995). Los heteromidos experimentaron
una gran radiacion durante el Mioceno temprano (Korth 1994; Savage y Russell 1983). La
diversificacion de los géneros Perognathus (que antes incluia Chaetodipus) y Dipodomys se dio
en el Mioceno medio (Wahlert 1993), mientras que la diversificacion posterior de los diferentes
géneros de la familia se asocia al continuo aislamiento de las regiones de desiertos desde el
Mioceno tardio hasta los recientes ciclos glaciales-interglaciales del Pleistoceno (Wahlert 1993).
Inicialmente los géneros Chaetodipus y Perognathus se agrupaban dentro de la subfamila
Perognathinae, pero analisis filogenéticos subsecuentes los resolvieron como géneros
separados (Riddle et al. 2000; Alexander y Riddle 2005).

Chaetodipus es un género de ratones de abazones formado por 17 especies endémicas
de ambientes aridos de Norteamérica y México (Vaughan et al. 2000); presentan una longitud
de cuerpo entre 80-125 mm, pesan de 15 a 47 g y se alimentan principalmente de semillas
(Nowak 1999). La filogenia mas aceptada muestra la monofilia del género, con una divergencia
hace aproximadamente 15 millones de afios (basado en reloj molecular; Hafner et al. 2007). Las
especies de Chaetodipus en general parecen tener un sistema social en el que los adultos viven
solos en ambitos hogarefios separados, sin evidencia de agrupacién social, donde los
individuos comunmente presentan comportamientos agresivos (Eisenberg 1963; Jones 1993).
Asimismo, los machos presentan mayor dispersion y ambitos hogarefios mas grandes en
comparacion con las hembras, las cuales son mas filopatricas (Aguilera-Miller 2007; Aguilera-
Miller et al. 2018).

El raton de abazones de Nelson, Chaetodipus nelsoni, se distribuye en el desierto de
Chihuahua, desde el centro-norte de la meseta mexicana hasta el noroeste de Texas y el
extremo sureste de Nuevo México. Parte de su distribucién geografica incluye la Reserva de la
Biosfera de Mapimi (RBM), ubicada en el desierto de Chihuahua, que se cred con el propdsito
de proteger tanto las zonas desérticas fragiles como la diversidad de especies animales vy
vegetales que alberga, ademas de garantizar el aprovechamiento controlado de los recursos
naturales (CONANP 2006). EI habitat de C. nelsoni se caracteriza por ser heterogéneo en
cuanto a relieve, caracteristicas del suelo y distribucién espacial de la vegetacion, donde se
asocia principalmente con arbustos de desierto, cactaceas y laderas rocosas. Se asocia
también con zonas donde predominan piedras, cantos rodados, grandes lozas y sustratos con



polvo y grano fino (Serrano 1987; Ceballos y Oliva 2005). Esta especie se alimenta
principalmente de semillas, esta activa durante todo el afio y su época de reproduccidn inicia en
febrero y los picos de gestacién son entre marzo y julio (Ceballos y Oliva 2005; Geluso y Geluso
2013). Cabe resaltar que esta especie ha sido poco estudiada, y los trabajos que existen se
concentran en EUA (Best 1994, Geluso y Geluso, 2015). En particular sobre aspectos
genéticos, solo existen un par de trabajos sobre el cariotipo (2n=46 y 2n=48; Patton 1970; Modi
2003) y dos sobre sistematica de la especie (Patton et al. 1981, Neiswenter et al., 2019).
asimismo, el unico dato reportado del ambito hogarefio de C. nelsoni sefala un valor de 0.4-
0.86 ha (Best, 1994; Dixon, 1958). Dada su amplia distribucion y los pocos estudios que existen
sobre C. nelsoni, esta catalogada por la IUCN como de baja preocupacion (Best 1994; Linzey et
al. 2008). C. nelsoni es una especie clave en el ecosistema del desierto, dado que es dispersora
de semillas, ayuda en el proceso de regeneracion y remocion de suelos y es un importante
componente de la cadena alimentaria; considerando su asociacibn con el ambiente
heterogéneo donde se distribuye, y su abundancia que permite un buen éxito de captura, es
una especia ideal para evaluar los procesos de la genética del paisaje.

1.3 Técnicas genémicas
Las técnicas de analisis gendomico que se basan en la secuenciacidn masiva o secuenciacion
de siguiente generacion (NGS por sus siglas en inglés) han cambiado la forma en la que se
hace investigacién, no solo sélo en el area biomédica o en agronomia, sino también en el
estudio de la genética de poblaciones y la diversidad bioldgica (Ellegren 2013; Lopez de
Heredia 2016). Las plataformas de ultima generacién que son complemento de la
secuenciacion tradicional Sanger, permiten analizar un gran namero de individuos obteniendo
mayor profundidad de secuenciacién de los genomas o transcriptomas (Davey et al. 2011;
Ellegren 2013; Lopez de Heredia 2016). Estas herramientas cambian la escala a la cual los
nucleétidos secuenciados son colectados y aseguran la obtencién de un alto numero de
marcadores genéticos . Una de las principales ventajas de estos métodos es que no requieren
informacioén genética previa de la especie de estudio, lo cual aunado a los nuevos enfoques
computacionales y bioinformaticos (Baker 2012), estan revolucionando la escala y nivel de los
estudios genéticos de especies silvestres (organismos no modelo) (Ellegren 2014; Good 2014).
Es por ello que estas técnicas se utilizan actualmente para estudiar flora y fauna silvestre a
escala individual y poblacional, para determinar entre otros, patrones de flujo genético, de
estructura y adaptativos (Eguiarte et al. 2013; Ellegren 2013), de tal forma que ya se reconoce
el concepto de gendmica de poblaciones y del paisaje (Balkenhol et al. 2016; Jlang et al. 2016)
Métodos de secuenciacién como Genotipado por Secuenciacion (GBS por sus siglas en
inglés) (Elshire et al. 2011; Narum et al. 2013) y la secuenciacion de ADN asociada al sitio de
restriccion (RADseq; Miller et al. 2007), son populares para obtener miles de marcadores de
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés) los cuales pueden ademas
de neutrales y adaptativos ser deletéreos y letales pero los letales por su naturaleza no se
podrian ver en individuos vivos (Narum et al. 2013). Sin embargo, el niumero de marcadores
obtenidos vy, por lo tanto, la capacidad de detectar patrones de flujo genético o genes bajo
seleccion, puede ser influenciado por el método de preparacion de la biblioteca, tamafo del
genoma, genoma de referencia, asi como los parametros bioinformaticos aplicados al filtrado
SNP (Lowry et al. 2017). Asi, dado los costos mas elevados de la secuenciacion del genoma
completo de multiples muestras, la secuenciacién de representacion reducida es una eleccion
apropiada e informativa para los objetivos de la mayoria de los proyectos de gendmica del
paisaje (Balkenhol et al. 2016).

Considerando que la distribucion de C. nelsoni esta asociada con variables y requerimientos

especificos de habitat, aunado a lo que se conoce sobre su ecologia, nuestro objetivo en este
trabajo fue determinar las variables del paisaje que limitasen o facilitaran el movimiento de
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individuos en la Reserva de la Biosfera Mapimi, determinando la relacion de dichas variables
con sus patrones de variabilidad y flujo génico bajo un enfoque de aislamiento por resistencia.
Para tal fin, se evalud la estructura genética de C. nelsoni (organismo no modelo sin genoma de
referencia cercano) a una escala microgeografica, con base en el uso de marcadores
genomicos nucleares (SNPs).

2. HIPOTESIS

Dado que el tipo de suelo, tipo y configuracién de la vegetacion, altitud y topografia son
variables clave en Chaeotodipus nelsoni para la construccion de sus madrigueras, el
movimiento de individuos y la alimentacién, dichos variables determinaran sus patrones de
dispersioén, favoreciendo o limitando el flujo génico entre individuos. Ello, aunado a aspectos
ecoldgicos y conductuales, como formacion de grupos familiares, determinara su estructura
genética e incluso su adaptacion local

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar las variables del paisaje asociadas con la estructura genética de Chaetodipus nelsoni, a
nivel de los individuos y a una escala microgeografica, en la Reserva de la Biosfera de Mapimi,
México.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluar la diversidad y estructura genética de individuos de Chaetodipus nelsoni por
medio de marcadores gendmicos (polimorfismos de nucleétido simple, SNPs por sus
siglas en inglés).

o Determinar las variables de la matriz del paisaje (conectividad estructural) en la zona de
estudio de la poblacién de C. nelsoni en la Reserva de la Biésfera de Mapimi.

o Evaluar la relacion entre las variables Indice de Vegetacion de Diferencia Normalizada

(NDVI), clasificacion fisiografica, textura de suelos y la presencia de caminos con los
patrones de estructuracion genética de individuos de C. nelsoni.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 AREA DE ESTUDIO Y TRABAJO DE CAMPO

La Reserva de la Biosfera de Mapimi (RBM) se encuentra ubicada en el desierto de Chihuahua
en norte de México (entre los 26°35’- 26°40’N y 103°45’-104°00’W), en la zona de convergencia
de los estados de Chihuahua, Durango y Coahuila. La altitud va de los 135 a los 1,450 msnm,
con una temperatura media de 18.9°C y precipitacién anual de 242.8 mm. Es un area de
conservacion estratégica debido a la diversidad de especies animales y vegetales que alberga,
ademas de ser una zona que requiere un manejo especial de desarrollo productivo sustentable
(CONANP 20086). El estudio se llevé a cabo en un area de 15 km? en el rancho San Ignacio, en
la parte baja de la ladera del cerro San Ignacio, que presenta vegetacion xerdfila y
comunidades arbustivas(Gonzalez 1983; Aragon et al., 2002).

El muestreo se realiz6 con trampas tipo Sherman, cebadas con avena, mantequilla de
cacahuate y vainilla. Se realizaron transectos a lo largo de la pendiente del cerro San Ignacio,
de forma que las capturas abarcaran la heterogeneidad del habitat, en particular respecto al tipo
de suelo y la vegetacion. La primera sesion de captura se llevd a cabo al norte del cerro desde
el 31 de mayo hasta el 07 de junio de 2015, alli se estableci6é una red de trampeo siguiendo el
método de Flores-Manzanero et al. (2019), que consistié en un transecto lineal donde, a partir
de un punto de origen (la localizacion de una madriguera), se establecieron cinco redes de
trampeo (separadas entre si por 50 metros). En cada red se colocaron cinco trampas Sherman
en linea cada 5 m, formando una cruz desde el punto de origen (dirigidas hacia el N, S, E y W);
es decir, en cada red habia 20 trampas, con cinco redes por transecto (100 trampas); ello en
tres transectos separados 500 m, para un total de 300 trampas (50 trampas por noche en
promedio, durante 6 noches) (Fig. 1a).

La segunda sesion de muestreo se llevé a cabo desde el 19 hasta el 27 de mayo del 2017,
donde se modificé el disefio para obtener un mayor nimero de muestras representativas de las
diferentes zonas del paisaje. El muestreo se realizé al oeste y al sur del cerro San Ignacio,
colocando cada noche, en un sitio diferente, tres transectos lineales separados entre si 300 m;
en cada transecto se coloco una trampa cada 10 m a lo largo de 300 metros, para un total de 90
trampas por noche, durante 6 noches para un total de 540 trampas (Fig. 1b).

En cada sitio de muestreo se registré el tipo de vegetacion, las coordenadas geograficas y se
tomaron fotografias del suelo. De cada individuo se tomaron las medidas morfolégicas estandar
usadas en pequefos mamiferos (Mills et al. 1995): longitud del cuerpo (LC), longitud de la cola
(C), longitud de la pata trasera (LP), longitud de la oreja (O) y el peso (P); se calculé ademas el
indice de masa corporal (IMC=P/LC2). A los individuos capturados se les tom6 una pequeia
muestra de tejido por medio de una incisidon en la oreja, que se preservo en etanol al 96% para
su transporte al laboratorio; todos los individuos fueron liberados exactamente en el mismo
lugar y en el mismo dia de captura. Los protocolos de trampeo y de manipulacidén siguieron
estrictamente lo establecido por la guia de la “American Society of Mammalogists” (Sikes 2016),
con el correspondiente permiso de colecta FAUT 0168 (de Dra. Ella Vazquez Dominguez).
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Figura 1. Redes de trampeo para el muestreo de Chaetodipus nelsoni en la RBM. (a) Redes de
trampeo en cruz (primer muestreo en mayo de 2015). (b) Redes de trampeo en transectos
lineales (segundo muestreo en mayo de 2017).

4.2 ANALISIS MORFOLOGICO

Se evalué la distribucion normal de las seis variables morfolégicas por medio de una prueba de
Shapiro-Wilk (Royston 1982) con Stats v.3.4.3 y una prueba de multicolinealidad con usdm
v.1.1-18. Dado que los datos resultaron no normales, se realizé una prueba Kruskal-Wallis
(Hollander and Wolfe 1973) para determinar diferencias entre sexos y entre las distintas
texturas de suelo presentes en el area de estudio; esta ultima se evalu6 también con un analisis
de varianza de una via basado en rangos (Hettmansperger and McKean 2011) con Rfit v.0.23.
Se realizaron estos mismos analisis entre grupos genéticos (ver Resultados), con el fin de
determinar diferencias morfoldgicas entre los mismos. Todos los paquetes se corrieron en el
lenguaje de programacion R v.3.4.3 (R Development Core Team 2018).

4.3 DATOS GENOMICOS Y LLAMADO DE SNPs

Se extrajo ADN gendmico de 95 muestras (23 del 2016 y 72 del 2017) con el kit de sangre y
tejido QIAGEN DNeasy (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA), siguiendo el protocolo del proveedor.
Se seleccionaron 95 muestras para gendmica, a las que se realiz6 el protocolo de digestion con
la enzima Lambda DNA/Hindlll Marker (Invitrogen, Carlsband, CA) y se evalud la calidad e
integridad del ADN en geles de agarosa al 1%. El ADN para analisis genémicos, ademas de
requerir ciertos estandares de calidad, necesita valores de concentracion Optimos para su
posterior secuenciacion; por lo tanto, se homogenizaron las muestras a una concentracion
promedio de 50ng/ul, medida con cuantificacion fluorométrica en Quibit® (Invitrogen, Carlsband,
CA). Las 95 muestras se enviaron al Sequencing Facility del Biotechnology Center de la
Universidad de Wisconsin, EUA, donde se realizé el genotipado por secuenciacion o GBS
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(Elshire et al. 2011); para ello utilizaron la enzima ApeKl con sitio de corte C[AT]G en un
secuenciador lllumina Hi-seq2500 bajo enfoque de single-end.

Dado que no contamos con genoma de referencia para Chaetodipus nelsoni, se realizdé un
ensamble de novo, asi como el llamado de SNPs con el programa iPyrad (Eaton 2014), una
herramienta bioinformatica para el ensamble y analisis de datos gendmicos para genética de
poblaciones y estudios filogenéticos. El procesamiento incluyé analisis inicial de los datos
crudos y de control de calidad con FastQC; posteriormente se realizaron los diferentes pasos
para el ensamble con iPyrad, realizando multiples evaluaciones y combinaciones de distintos
valores en los parametros Mindepth_statistical, Clust_threshold y min_samples_locus; para el
resto de los parametros de iPyrad se utilizaron los valores default. En la tabla 1 se presentan los
valores mas eficientes para los parametros probados

Después del pre-procesamiento de los datos gendmicos se obtuvo una base de 22,000 SNPs,
sin embargo, debido al alto nimero de datos faltantes (‘missing data’) se hizo un primer filtrado
con el programa VCFtools v.1.13 (Danecek et al. 2011), donde se eliminaron los individuos con
mas del 50% de datos faltantes y se filtr6 con un valor de -mac de 3, es decir el nUmero de
veces que aparece el alelo en todos los individuos de la muestra. Asi, la base final que se
obtuvo fue de 718 SNPs.

Tabla 1. Cddigo de los parametros, su descripcion y el valor asignado a cada uno para el
proceso de ensamble de novo y llamado de SNPs en iPyrad (Eaton 2014).

Parametro Descripcion Valor
Es la profundidad minima a la que se realizan las
Mindepth_statistical llamadas de base por consenso. 10

Es el nivel de similitud de secuencia; nivel en el
Clust_threshold que dos secuencias se identifican como homdlogas | 0.85
y, por lo tanto, se agrupan.

El nUmero minimo de muestras que deben tener
min_samples_locus datos en un lugar determinado para que se 46
conserven en el conjunto de datos final.

4.4 ANALISIS DE VARIACION Y ESTRUCTURA GENETICA

Para todos los andlisis subsecuentes se usaron 718 SNPs y 67 individuos (18 del afio 2015 y
49 del afo 2017), los cuales fueron seleccionados con base en la calidad de las secuencias;
también considerando que para los analisis que incluyen trabajar con capas raster es necesario
usar un solo individuo por pixel, conservando la representacion de toda el area de muestreo.

Para determinar la neutralidad de los loci utilizados en el analisis de flujo génico espacial, se
utilizé el programa BayeScan v2.1 (Foll & Gaggiotti 2008) que utiliza las frecuencias alélicas
para estimar la probabilidad posterior de escenarios con o sin seleccion, a través de un modelo
mixto de cadenas de Markov y simulaciones de Montecarlo. Por lo tanto, permite detectar SNPs
con sefial de seleccion y asi, ser descartados del dataset neutral para su posterior analisis.
Aunque se ha sugerido que BayeScan puede tener una alta tasa de falsos outliers (FDR) y poco
poder estadistico cuando las poblaciones estan muy mezcladas o en presencia de alto flujo
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génico (Luu et al. 2017), Foll & Gaggiotti (2008) sugieren que BayeScan tiene poco sesgo
estadistico a la hora de utilizar pocas muestras debido a su estructura bayesiana, razon por la
cual se eligid para filtrar la presencia de loci con sefal de seleccién. BayeScan se corrié bajo
linea de comando en macOS Sierra v10.12.6 con los siguientes parametros para la cadena:
50,000 iteraciones, 20 de intervalo de thinning, numero de corridas piloto 20 con 10,000 de
longitud, burnin de 100,000; los parametros del modelo se dejaron por defecto. Para determinar
la convergencia de las cadenas se utilizo el paquete coda v0.19-1 (Plummer et al. 2006).

Se evalué el desequilibrio de ligamiento con poppr v.2.8.1(Kamvar et al., 2014). Para estimar la
variabilidad genética, se calcularon los indices de riqueza alélica con base en rarefaccién, que
considera el tamafio de la muestra y el éxito del genotipado, asi como la heterocigosidad
esperada y observada, la estadistica de diferenciacién poblacional (Gs) y el coeficiente de
endogamia (Fis) con PopGenReport v.3.0 (Adamack and Gruber 2014).

Como una forma de explorar el comportamiento de los datos genémicos, y con base en el set
de SNPs obtenido con los parametros mas estrictos (718; ver Resultados), se realizé un
Analisis de Componentes Principales con pcadapt v.4.0.3 (Luu et al.,, 2017) y un Andlisis
Discriminante de Componentes Principales con adegenet v.2.1.1 (Jombart 2008) (PCA y DAPC
respectivamente, por sus siglas en inglés).

Como segunda forma de evaluar la estructura genética se utilizé la funcién sNMF v2.0 (Frichot
et al. 2014) del paquete LEA 2.0 (Frichot and Frangois 2015), donde se calculan los coeficientes
de ancestria con algoritmos rapidos de factorizacion de matriz dispersa no negativa, bajo un
enfoque de verosimilitud; sNMF se recomienda cuando se tienen datos de poblaciones con
probabilidad de endogamia y porcentajes altos de datos faltantes (Frichot et al. 2014), como los
de este trabajo. Los parametros del analisis fueron 100,000 iteraciones, 10 repeticiones, ploidia
2,y K=1-10. Para cada valor de K se obtiene un promedio de minima entropia cruzada, de los
que se eligié el valor menor como el K 6ptimo para nuestros datos (Frichot et al. 2014). Como
un analisis complementario, se evalud la estructura genética con Structure 2.3.4 (Pritchard,
Stephens, and Donnelly 2000), con los parametros de admixia, frecuencias alélicas
correlacionadas, una poblacion asumida, burnin de 100,000 y 10,000 réplicas; para determinar
la K mas probable se utilizé el método de Evanno en Harvester (Earl and vonHoldt 2012).

Finalmente, se realizé un analisis para visualizar la estructura espacial basado en datos
genéticos georreferenciados, con el programa EEMS (Estimated Effective Migration Surfaces),
el cual implica una representacion de la diferenciacidon genética en funcién de las tasas de
migracion, lo que permite inferir informacion de la conectividad del paisaje (Petkova et al.,
2016). Los parametros incluyeron 200 demes, 5,000,000 de iteraciones y 2,500,000 de burnin.

4.5 VARIABLES DEL PAISAJE

Se consideraron cinco variables del paisaje: altitud, indice de vegetacién de diferencia
normalizada (NDVI, por sus siglas en inglés), clasificacion fisiografica (Montafia 1988), textura
del suelo y presencia de caminos, elegidas con base en la distribucién y caracteristicas de
Chaetodipus nelsoni, que se asocia a zonas con piedras, cantos rodados, grandes lozas y
sustratos con grano fino y se alimenta principalmente de semillas de la comunidad de plantas
del desierto (Best 1994; Linzey et al. 2008). Asimismo, bajo la premisa de que variables como la
topografia, la altitud, la cobertura vegetal y los caminos afectan la dispersién en diversas
especies de roedores (Castillo et al. 2014; Garrido-Gardufio et al. 2016) incluidas de zonas
desérticas (Flores-Manzanero et al. 2019).
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Cada una de las variables se representé en una capa raster del area de estudio con resolucion
espacial final de 15 m y georreferenciada en UTMs. Para este proceso se usé la imagen
LC80300422017147LGNOO del Satélite LandSat, con fecha de adquisicion del 15 de junio de
2017 (lrons et al., 2012), la cual se descargd de la plataforma Earth explorer
(https://earthexplorer.usgs.gov). Dado que las imagenes LandSat cubren un &rea de 185x185
km, se creo otra imagen de 4x3 km que abarca el area de estudio. Las imagenes estan bajo
datum horizontal WGS84 y proyeccién cartografica UTM. El programa LandSat posee satélites
desde 1972, donde el mas reciente es el satélite LandSat 8, que fue lanzado al espacio en
2012; posee 11 bandas espectrales con resolucién espacial de 30 m multiespectral y 15 m en
pancromatico. Cada banda es proyectada sobre un rango de longitud de onda especifico, de
manera que la absorcion y reflectancia de los diversos objetos que se encuentran sobre la
superficie de la tierra (suelo, vegetacion, agua, edificios y otros) varian y pueden ser detectados
por los sensores espaciales. La combinacion de las bandas produce una gama de imagenes de
colores que aumenta el potencial de sus aplicaciones (Barsi et al. 2014). En este proyecto se
usaron las 7 primeras bandas espectrales de la imagen (1. Aerosol costero, 2. Azul, 3. Verde, 4.
Rojo, 5. Infrarrojo cercano, 6. Infrarrojo medio y 7. Infrarrojo lejano), comunmente usadas para
la extraccion de informacion de suelo y vegetacion (Barsi et al. 2014). La resolucion espacial de
las imagenes es de 30 m, por lo que se realizé un remuestreo de los pixeles para incrementar la
resolucion a 15 m, con el fin de obtener informacién a mayor detalle. Lo anterior se realizé con
los parametros por defecto de la opcidon resample en ArcMap™ v.10.2.1 (Esri 2016). El
procesamiento de las imagenes y de las capas obtenidas se hizo con la combinacién de
herramientas de los programas ERDAS IMAGINE 2016 v.16.1(Data ONE 2005) y ArcMap™.

Cada capa fue generada y/o derivada de forma independiente de la siguiente manera:

Altitud: esta variable no se obtuvo por medio de la imagen satelital. Los valores de altura del
area de estudio se extrajeron del producto Continuo de Elevaciones Mexicano 3.0 (CEM) del
(INEGI 2013), disponible en linea a resolucion espacial de 15y 30 m. Después de descargar el
raster de altitud de 15 m, se acotd al area de estudio y se reproyecté al sistema coordenado
WGS84 en ArcMap. Los valores de la capa altitud son continuos y en metros (m).

indice de Vegetacion (NDVI): es un indice de vegetacion usado como indicador de la cantidad
y calidad de vegetacion o la presencia de suelo en un area determinada (Rouse et al. 1974). El
NDVI se basa en la energia absorbida o reflejada por la vegetacion proveniente de distintas
partes del espectro electromagnético, en este caso las bandas espectrales de la imagen
Landsat. Las longitudes de onda visibles (bandas 1, 2 y 3 principalmente) son en su mayoria
absorbidas por las hojas de las plantas, mientras que las del Rojo y el Infrarrojo Cercano son
reflejadas de manera diferencial, dependiendo del estado de la vegetacién y de la presencia de
suelo en un area (Silleos et al. 2006). EI NDVI varia entre 0 y 1, entre mas cercano a 1 indica
mayor cobertura de vegetacién (menor presencia suelo descubierto). La respuesta espectral de
la vegetacidn se calcula a través de la banda Roja e Infrarroja Cercana:

NDVI = InfrarrojoCercano—RojolnfrarrojoCercano+Rojo

Se estimé el NDVI para cada pixel de la imagen satelital con base en las bandas Roja e
Infrarroja Cercana, con ERDAS IMAGINE, para obtener una capa raster de valores continuos de
dicha variable.

Clasificacion fisiografica: describe los aspectos generales de la geologia, geomorfologia y

suelos de un area (Breimer 1988). En este estudio no se realizé ningun tipo de analisis directo
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para obtener la clasificacion, por lo que se realizé y digitalizé una clasificacién supervisada en
ERDAS IMAGINE, con base en Montafia (1988), quien desarrollé una clasificacién de suelos,
fisiografica y de vegetacion de la Reserva de la Biosfera de Mapimi.

La clasificacion supervisada es un enfoque que permite evaluar el paisaje e identificar
categorias usando imagenes satelitales. Agrupa clases espectrales en clases de informacion,
asigna de manera automatica todos los pixeles de una imagen de varias bandas a una imagen
en clases de cobertura o temas, y como resultado se obtiene un mapa tematico. Este enfoque
usa campos de entrenamiento que son areas representativas de clases conocidas. Asi, se
seleccionaron campos de entrenamiento de cada una de las categorias de suelo presentes en
el area de estudio y extraidas del mapa de clasificacion fisiografica (Montafia 1988). Cada
campo de entrenamiento evalua la reflectancia de los pixeles que la conforma y genera una
firma espectral Unica para cada campo o categoria; en base a este dato el programa extrapola y
clasifica el resto de los pixeles que conforman la imagen. En la clasificacién supervisada se usé
Feature Space, un parametro que indica si los pixeles estan o no dentro del espacio de
caracteristicas definidos en los campos de entrenamiento, y SAM (Spectral Angle Mapper),
parametro que categoriza con base en las diferencias de los angulos espectrales que hay en un
espacio n-dimensional, donde la intensidad de la reflexién esta representada por la longitud del
vector, en comparacién con un vector referencia deducido de la firma espectral (Data ONE
2005)

La capa raster de la variable categérica de clasificacion fisiografica incluyo las clases:

1. Sb: montafas y escarpes principales, basalto, incluyendo localmente toba volcanica
2. Fb2: pie de montafa, basalto, incluyendo localmente toba volcanica

3. Bpg: Bajadas con mucho sedimento de grava

4. Bg3: Bajadas con sedimento de grava

5. Sa: Montafias y escarpes principales, rocas volcanicas acidas y andesita

Textura de suelos: es una clasificacion basada en observaciones hechas en campo de la
superficie del suelo. Se tomaron fotografias de la superficie de cada sitio donde fue capturado
un individuo, se georreferencio y se registré si habia presencia o ausencia de rocas. La textura
del suelo se categorizé como:

1. Rocoso: areas que en su mayoria presentan abundancia de rocas de diversos
tamanos

2. Intermedio: areas que en su mayoria presentan rocas de tamafo pequefio y arena

3. Arenoso: areas que en su mayoria son arenosas con minima presencia de rocas

Se obtuvo una capa raster de la variable categodrica textura de suelo a través de clasificacion
supervisada en ERDAS IMAGINE (Data ONE 2005), usando el mismo enfoque realizado para
obtener la capa de clasificacion fisiografica. Para este caso en particular, los campos de
entrenamiento se basaron en las categorias Rocoso, Intermedio y Arenoso.

Presencia de caminos: es una clasificacion binaria de la presencia o ausencia de caminos. Se
ubico el area de estudio con Google Earth, donde se dibujé una polilinea que recorria los
caminos presentes en la zona, se salvé como archivo kml, se exporté a ArcMAP y se transformo
a formato raster. La nueva capa raster de caminos fue de alta resolucion (pixeles de 3 m), por lo
que se realizé un remuestreo de pixeles y se acoté de acuerdo con las caracteristicas de las
capas raster de las otras variables (pixeles de 15 m). Finalmente, se obtuvo una capa donde los
pixeles con valor de 1 corresponden a presencia de caminos y cero a todo lo demas
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4.6 ANALISIS DE RESISTENCIA

Uno de los principales objetivos de la genética del paisaje es entender como los variables del
paisaje afectan la conectividad funcional entre poblaciones; dado que no se tiene observacion
directa de la dispersion de los individuos, la conectividad funcional se obtiene por medio de la
evaluacion de resistencia (Cushman et al. 2006). Con el paquete ResistanceGA v.4.0
(Peterman 2018) se asignaron valores de resistencia a las variables del paisaje teniendo en
cuenta los datos de diferenciacion (distancia genética) de Chaetodipus nelsoni. Una superficie
de resistencia es una capa espacial que asigna un valor a cada variable del paisaje, donde los
valores representan la medida en que ese factor limita o facilita la conectividad de un organismo
(Anderson et al. 2010). Una de las ventajas de ResistanceGA es que permite el uso de capas
raster tanto de variables continuas como discretas, incluso permite realizar combinaciones de
éstas. Para determinar los valores de resistencia de nuestras capas nos basamos en el
protocolo de Peterman et al. (2014), el cual utiliza funciones monomoleculares y Ricker (Bolker
2008) para transformar superficies de resistencia continuas donde, a través de un algoritmo
genético (Scrucca 2015), explora el espacio de los parametros analizados, para maximizar la
relacion entre las distancias pareadas del paisaje y genéticas, sin tener ningun supuesto a priori
sobre dicha relacién.

La optimizacion de las superficies se realizé con la funcién commuteDistance de ResistanceGA,
el cual es funcionalmente equivalente a Circuitscape (Kivimaki, Shimbo, and Saerens 2014),
pero es computacionalmente mas rapida y permite correr optimizaciones en paralelo; asimismo,
calcula el valor que representa el numero promedio de pasos necesarios para conmutar entre
los nodos de un grafico durante un recorrido aleatorio. Para las variables continuas (Altitud y
NDVI) se llevaron a cabo las optimizaciones a través de las funciones disponibles en el
programa (monomolecular, monomolecular reversa, monomolecular inversa, monomolecular
inversa-reversa, Ricker, Ricker reversa, Ricker inversa y Ricker inversa-reversa), que se
representan a través de graficas de curva. Para las variables categoricas (fisiografia, textura y
caminos) el programa hace estimados puntuales de resistencia para cada clase (ver
Resultados, Tabla 5). Para ajustar los datos de las optimizaciones, ResistanceGA emplea un
modelo lineal de efectos mixtos con maxima probabilidad de parametrizacion de efectos
poblacionales (MLPE, por sus siglas en inglés), y para la seleccién de los mejores modelos se
basa en el Criterio de Informacion de Akaike (AIC, por sus siglas en inglés) (Sakamoto et al.
1986).

Para estimar la distancia genética entre individuos se eligido la medida de alelos compartidos
(Dps), ya que es independiente de supuestos biolégicos y es adecuada para hacer estimaciones
de distancia genética a nivel de individuos, asi como para poblaciones con diferentes niveles de
ploidia o endogamia (Shirk et al., 2017). Para ello se estimé una matriz de disimilitud (Bowcock
et al. 1994) con adegenet. Para generar las superficies de resistencia optimizadas en
ResistanceGA, se designaron la distancia genética como la variable de respuesta, mientras que
las variables predictoras fueron las distancias de resistencia calculadas con las capas raster de
las cinco variables.

Considerando que las variables del ambiente pueden influir en los individuos de manera
sinérgica, también se realizaron modelos multivariados con ResistanceGA, donde se sumaron
las capas de las variables en las diferentes combinaciones posibles. Las optimizaciones se
realizaron seis veces por cada capa y por combinacion, para confirmar la convergencia y las
estimaciones de los parametros. Ademas, cada superficie de resistencia optimizada se
contrasto contra un modelo nulo y un modelo de aislamiento por distancia.
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Después de obtener todas las superficies de resistencia optimizadas, a las que nos referiremos
como modelos, se llevo a cabo el proceso de "pseudo” bootstrap (10,000 iteraciones), el cual
submuestrea una proporcion especifica de los individuos de la muestra y reajusta el modelo
MLPE, utilizando la superficie de resistencia previamente optimizada. ResistanceGA calcula el
AICc (Criterio de informaciéon de Akaike corregido) en funcidon del niumero de parametros
especificados. El objetivo de este procedimiento fue identificar los modelos que estuvieran
mejor clasificados. Con ello se obtuvo el peso promedio del modelo, el rango promedio, el
numero de veces que un modelo fue el mejor modelo del conjunto y la frecuencia con la que un
modelo fue mejor.

Los analisis de resistencia se llevaron a cabo como sigue: 1) cada variable (altitud, NDVI,
fisiografia, textura y caminos) fue contrastada con una matriz de distancias genéticas que
incluyé todos los individuos (n=67), para identificar aquellas variables que explican mejor el
patron genético en el area de muestreo en comparacion con el modelo nulo y el de distancia
geografica; 2) con un enfoque multivariado se evalué el efecto de la combinacién de las
variables; 3); finalmente, se contrasté cada variable contra cada grupo genético encontrado (ver
Resultados), para identificar las diferencias en los patrones de resistencia.
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5. RESULTADOS

5.1 Trabajo de campo y trampeo

Se documentaron seis especies de plantas asociadas a las madrigueras de C. nelsoni: Agave
sp., Euphorbia antisyphilitica, Jatropha dioica, Prosopis glandulosa, Opuntia sp. y Larrea
tridentata; esta ultima se encontré con mayor frecuencia asociada a los sitios con mayor éxito
de captura (Fig. 2).

Agave sp. I
Euphorbia antisyphilitica Il
Jantropha dioica  JIlIINNNIINI
Prosopis glandulosa  JIIINIMITIIIN
Opuntia sp.  JI0OE OO
Larrea tridentata Y0000 O

0 10 20 30 40 50
Porcentaje (%)

Figura 2. Plantas asociadas a las madrigueras de Chaetodipus nelsoni y con qué porcentaje se
encontré cada especie respecto al éxito de captura.

Se capturé un total de 127 individuos de C. nelsoni, 58% fueron adultos; los analisis
morfoldgicos se basaron en las medidas de los individuos adultos, ninguna de las cuales (ver
Tabla 2) tuvo distribucién normal (Shapiro-Wilk; Fig. S1), mientras que el indice de masa
corporal presentd problemas de colinealidad, por lo que se excluyd de los analisis. No hubo
diferencias significativas entre machos y hembras ni entre los distintos tipos de suelo (Kruskal-
Wallis; Tabla S1). El analisis de varianza de una via basado en rangos mostr6é diferencias
significativas para al tamafo de la pata trasera (LP) (Fig. 3) y el tipo de suelo.

Tabla 2. Promedio y desviacion estandar de las medidas morfolégicas de 74 individuos adultos
de Chaetodipus nelsoni. Longitud del cuerpo (LC), longitud de la cola (C), longitud de la pata
trasera (LP), longitud de la oreja (O), peso (P), indice de masa corporal (IMC).

Variable Promedio (mm) Desviacion estandar
LC 68.027 7.26
C 105.86 12.42
LP 19.64 1.49
O 7.83 1.27
P 15.95 1.99
IMC 0.0036 0.0018
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Figura 3. Diagramas de caja de la comparacion de las variables morfoldgicas y las tres
categorias de textura de suelo (1: rocoso, 2: intermedio, 3: arenoso) de Chaetodipus nelsoni. La
longitud de la pata trasera presentd diferencias significativas (analisis de varianza de una via
basado en rangos).

5.2 Diversidad y estructura genética

La base final que se obtuvo para los analisis genéticos conté con 718 SNPs y un 16% de datos
faltantes después del filtrado. El resultado de la identificacién bayesiana de loci bajo seleccion
estimado para los 718 SNPs mostré que el dataset utilizado no presenta loci estadisticamente
significativos con sefal de seleccion (FDR < 0.05), indicando que los subsecuentes resultados
provienen de estimaciones basadas en loci neutrales.

Los resultados no mostraron evidencia de desequilibrio de ligamiento entre pares de loci (Fig.
S2). Los resultados de diversidad genética incluyeron riqueza alélica de 1.8, heterocigosidad
esperada baja (He=0.115) y significativamente diferente de la observada (Ho=0.031; p<0.001).

Los analisis exploratorios PCA (Fig. 4) y DAPC (Fig. S3) mostraron que los datos se separan en
dos grupos genéticos: un grupo corresponde a individuos de la zona alta (grupo 1) y el otro a la
zona baja (grupo 2) del cerro San Ignacio (Fig. 5b). El sNMF mostré que K=2 tuvo la menor
entropia cruzada (Fig. 5a), seguido de K=3 (Fig. S4a), igual que los resultados de Structure
donde se obtuvo una K=2 como el agrupamiento de mayor probabilidad (Fig. S5). Como una
medida de diferenciacion entre grupos se estimé la métrica de Gsr, que toma en consideracion
la presencia de multiples alelos por locus (Nei 1972), cuyo valor fue de 0.0257; la F;s calculada
fue -0.085 para el grupo 1y -0.096 para el grupo 2.

Los resultados del EEMS mostraron un patréon de migracién efectiva correspondiente con los
dos grupos genéticos encontrados (Fig. 5c¢), donde el nivel de migracién es alta (color azul en
figura 5c¢) entre individuos de un mismo grupo (es decir al interior del grupo 1 de zonas altas y
del grupo 2 de zonas bajas), mientras que es basicamente nula (color naranja) entre grupos. La
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diferenciacion genética entre los dos grupos se complementa con la diferencia morfolégica
significativa (p<0.001) que se detectd de la longitud de la pata trasera asociada con el tipo de
suelo (Fig. 6). Los individuos del grupo 1 mostraron un tamafio promedio de pata trasera de
19.5 mm asociado al tipo de suelo rocoso de las zonas mas altas del cerro; mientras que los
individuos del grupo 2 mostraron un tamafio promedio de pata trasera de 21 mm asociados al
tipo de suelo arenoso de las zonas mas bajas del cerro.
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Figura 4. Andlisis de componentes principales (PCA) basado en 718 SNPs, donde se observan
dos grupos genéticos para Chaetodipus nelsoni. El eje 1 explica alrededor del 8% de la
varianza, mientras que el eje 2 el 6%.
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Figura 5. Resultados del andlisis de agrupacion basado en 718 SNPs de Chaetodipus nelsoni,
(a) se muestran los dos grupos genéticos (verde/rojo) obtenidos con el analisis de sNMF de
proporcion de ancestria. (b) Imagen satelital Landsat que muestra la ubicacién geografica de los
individuos muestreados, donde los circulos verdes pertenecen al grupo genético 1 y los rojos al
grupo 2. (c) EEMS, los colores representan la tasa relativa de migracion, que va de nula/baja
migracion (naranja) a alta (azul).

D Figura 6. Diagrama de cajas de la comparacion entre la
p = 0.0116 variable morfolégica Longitud de pata trasera y los dos
grupos genéticos de Chaetodipus nelsoni. El color de
| las cajas corresponde a los grupos genéticos como en
| la figura 5a y 5b.
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5.3 Genética del paisaje

Se pudo determinar la heterogeneidad paisajistica de la zona de estudio, cuantificada por medio
de las capas raster de las variables altitud, vegetacion (NDVI), clasificacién fisiografica, textura
del suelo y presencia de caminos. La capa de altitud representd valores entre 1,150 y 1,450
msnm (Fig. 7b), el indice de vegetacion (NDVI) mostrd valores bajos (0.05-0.15) lo que indica
que la zona de muestreo presenta una baja cobertura vegetal y suelo mayormente mezclado
con pequefas porciones de arbustos (Fig. 7c). La clasificacion fisiografica indicd que la zona del
cerro de San Ignacio donde se hizo el muestreo presenta cinco tipos de suelo, Sb, Sa y Fb2 en
las zonas mas altas y Bpg y Bg3 (ver Fig. 7d para cddigo) en las zonas mas bajas. La
clasificacion de la textura de suelo realizada con base en las observaciones de campo (Fig. 8)
mostré que la parte mas alta del cerro posee textura de tipo rocoso, siguiendo un gradiente de
intermedio hasta llegar a arenoso en la parte mas baja (Fig. 7e). La capa raster de presencia de
caminos mostré un camino principal que atraviesa el area de muestreo de norte a sur, ademas
de un par de caminos pequefios (Fig. 7f).

En ResistanceGA se considerd cada variable como un modelo para evaluar si ésta explicaba la
estructura genética observada, y se compar6 con respecto a un modelo nulo y a un modelo de
distancia geografica (Euclidiana). Los resultados mostraron que las variables altitud, NDVI,
clasificacion fisiografica y textura de suelo tuvieron mejor ajuste de bondad que el modelo de
distancia geogréafica y el nulo, es decir éstas explican significativamente (valor t > 1.96) el patrén
genético observado (distancia genética Dps), mientras que la variable presencia de caminos no
tuvo ningun efecto (Tabla 3).

Para la comparacion hecha con analisis multivariado se combinaron las capas raster altitud,
NDVI, clasificacion fisiografica y textura de suelo, con el fin de identificar el mejor modelo para
el conjunto de datos genéticos. Los resultados de bootstrap indicaron que la combinacion de
fisiografia y textura de suelo fue el modelo con mejor bondad de ajuste y mayor peso con
respecto a los demas (Tabla 4), es decir que estas variables combinadas se asocian
significativamente con el patrén genético observado a nivel de los individuos.

Figura 7. Capa raster del area
de muestreo de Chaetodipus
nelsoni y de las cinco
variables del paisaje usadas
en los andlisis de resistencia
(informacion  obtenida  por
medio de percepcion remota;
ver materiales y métodos).
Los puntos azules indican la
posicién geografica de los
individuos muestreados. (a)
Imagen satelital Landsat con
resoluciéon espacial de 15 m.
Capas de variables continuas
(b) altitud y (c) NDVI, y capas
de variables categodricas, que
incluyen clasificacién
fisiografica (d), textura de
suelo (e) y presencia de
caminos (f).

Rocoso

Intermedio
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Figura 8. Imagenes de la clasificacion de textura de suelo realizada en campo y por medio de
fotografias. (a) Textura arenosa ubicada en la parte de menor altitud de la zona de muestreo,
(b) textura intermedia y (c) textura rocosa ubicada en la parte mas alta. La flecha roja muestra la
ubicacién un individuo de Chaetodipus nelsoni; la regla en la imagen (a) para comparativo del
tamafio del individuo.

Tabla 3. Resultados de la seleccién de modelos lineales de efectos mixtos (MLPE) optimizados
respecto a la distancia genética Dps. Se muestran los resultados de cada variable, donde se
indica con asterisco (*) aquellas variables que explican mejor en comparacion con el modelo
nulo y el modelo de distancia geografica. Valores de t > 1.96 se consideran significativos.

Capa AlC AlCc Valor t
*Altitud -1692.42957 -1691.784408 *4.4351
*NDVI -1685.641197 -1684.996036 *3 4838

*Clasificacion -1712.458192 -1707.058192

fisiografica *6.5465
*Textura del suelo | -1722.637542 | -1721.99238 | +7.5822
Modelo nulo -1675.979348 | -1679.91781 | -

Modelo de
Drstancia -1675.598288 | -1679.410788 | 12693
Caminos -1677.507954 | -1679.127002 | 1.6820

25



Tabla 4. Resultados del analisis multivariado de la combinacion de variables (bootstrap) que
mejor explican el patrén genético (distancia genética entre individuos; Dps). Los modelos estan
ordenados de acuerdo con el Criterio de Informacion de Akaike corregido (AlCc); se muestra
también el peso promedio, el rango promedio y el nimero de veces que un modelo fue el mejor

del conjunto (n). * indica el modelo con la mejor bondad de ajuste.

Modelo AlICc Promedio|Peso promedio|Rango promedio n
Fisiografia & textura* -978.2679363 | 0.536386877 2.2026 6804

Altitud, fisiografia & textura| -972.1549632 | 0.031002491 4.58015 7
Altitud & textura -971.1621687 0.08290332 5.303 285
Altitud, NDVI & fisiografia | -967.5164648 | 0.050825564 6.0166 435
Altitud & fisiografia -966.9644734 | 0.084645176 6.5316 1170

Altitud, NDVL, isiografia & | 9667903016 | 0030002718 6.9329 21
NDVI & fisiografia -966.8040908 | 0.056504973 7.332 342
NDVI, fisiografia & textura | -966.6175143 | 0.035138254 7.5801 327
Textura -961.1084418 | 0.051147782 7.8281 566

NDVI & textura -960.6260017 | 0.001411053 9.847 0

Fisiografia -954.0152863 | 0.004119961 10.982 9

Altitud -940.4394562 | 0.003548237 12.1999 34

NDVI -935.2268736 | 0.000230056 13.997 0

Altitud & NDVI -934.8831516 | 0.000287695 14.2151 0

Distancia -927.2951296 5.62E-05 17.88209333 0

Los resultados de los modelos de resistencia optimizados de las cinco variables en relacion con
los dos grupos genéticos obtenidos mostraron un patron de resistencia diferencial entre los
grupos (Figs. 9, 10 y Tabla 5). La variable altitud bajo la funcion Ricker inversa asigné alta
resistencia a areas del paisaje por abajo de los 1,200m, y la menor resistencia entre los 1,250 y
1,350 para el grupo genético 1 (Figs. 9a y 10a), mientras que en el grupo 2 la funcién fue
Inverse-reverse monomolecular, donde la resistencia se incrementa con la altitud (hay menor
resistencia solo en la altitud mas baja; Fig. 9b y 10b). Respecto al indice NDVI, la funcion
resultante fue Ricker inversa, con alta resistencia donde no hay vegetacion (<0.05), baja
resistencia donde ésta es escasa (>0.05<0.1), con un incremento de la resistencia donde hay
mayor presencia de vegetacion (> 0.1) para el grupo 1 (Fig. 9c y 10c); el patrén difiere en el
grupo 2 (Fig. 9d y 10d), donde la funcién fue Inverse-reverse Ricker, con menor resistencia
donde predomina suelo arenoso y vegetacién arbustiva (0.15).

Las clases Bpg y Fb2 (grava, basalto y toba volcanica) de la clasificacion fisiografica mostraron
los valores de menor resistencia para el grupo genético 1, y para el grupo genético 2 fueron las
clases Bpg y Bg3 (bajadas con sedimento de grava) (Fig. 9c, tabla 5). Como complemento, los
analisis también mostraron resultados inversos en los patrones de resistencia con la variable
textura; se observé menor resistencia para el suelo rocoso en el grupo genético 1 y mayor en el
grupo 2 (Fig. 9d, tabla 5).
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Figura 9. Resultados de las optimizaciones de resistencia que muestran patrones diferenciales
de resistencia del paisaje entre grupos genéticos de Chaetodipus nelsoni. Los colores mas
claros de la escala de grises indican areas con menor resistencia, mientras que los mas oscuros
denotan mayor resistencia. Los puntos verdes y rojos corresponden al grupo genético 1y 2,
respectivamente. Capas de variables continuas (a) altitud y (b) NDVI, y capas de variables
categodricas (c) clasificacion fisiografica y (d) textura.

Tabla 5. Valores Optimos de resistencia obtenidos con ResistanceGA de las variables
categoricas de clasificacion fisiografica (tipo de suelo) y textura del suelo en relacién con los dos

grupos genéticos. En negritas los valores que tienen la menor resistencia.

Variable Clasificacion fisiografica Textura del suelo
CATEGORIA | Bpg Bg3 Sa Fb2 Sb Rocoso | Intermedio | Arenoso
VALOR DE
RESISTENCIA | 1 | 2012.15| 411.38 13.16 | 1691.55 1 88.46 272.48
Cluster 1
VALOR DE
RESISTENCIA | 1 1.1 1297.50 | 1867.82 | 2147.67 | 253.54 279.59 1
Cluster 2
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Figura 10. Curvas de respuesta de la optimizacion de las capas continuas para (a,b) altitud y
(c,d) NDVI sobre la distancia genética (Dps) de C. nelsoni. Los histogramas muestran la
frecuencia de valores de la variable en cada eje. EI modelo altitud, con la funcién Ricker
inversa, asigno alta resistencia a areas del paisaje por abajo de los 1,200 m, y la menor
resistencia entre 1,250 y 1,350 para el grupo 1 (a). En el grupo 2 (Inverse-
reverse monomolecular) la resistencia se incrementa con la altitud (b). Para NDVI (Ricker
inversa), hay alta resistencia donde predomina el suelo sin vegetacién (< 0.05) e incremento de
la resistencia donde hay presencia de vegetaciéon (> 0.1) para el grupo 1 (c); el grupo 2 (d)
(Inverse-reverse Ricker) con menor resistencia donde predomina vegetacion (0.015).
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6. DISCUSION

Los desiertos constituyen uno de los ambientes de mayor extensién en el planeta, ya que
ocupan aproximadamente un tercio de la superficie terrestre, los cuales presentan una alta
heterogeneidad de microhabitats en diversas escalas espaciales y temporales, y albergan un
gran numero de grupos taxonémicos, muchos de ellos endémicos (Whitford 2002; WWF 2019).
En particular, la vegetacion tiende a distribuirse en pequefios parches, lo que genera una matriz
de paisaje altamente heterogénea; ello los hace sistemas ideales para evaluar hipotesis sobre
conectividad estructural y funcional en el contexto de genética del paisaje (Manel y Holderegger
2013). Sin embargo, existen pocos trabajos publicados sobre el tema en desiertos, y si
consideramos especificamente a los roedores (Flores-Manzanero y Vézquez-Dominguez,
2019), existen estudios sélo con dos especies de ratas canguro, Dipodomys spectabilis y D.
merriami, y s6lo una de éstas en desiertos mexicanos (Flores-Manzanero et al. 2019; Cosentino
et al. 2015).

De igual forma, es muy poco lo que se sabe sobre el raton de abazones de Nelson,
Chaetodipus nelsoni, donde los trabajos publicados describen aspectos de taxonomia,
distribucion y morfolégicos a partir de expediciones de naturalistas de medidos del siglo pasado
(recopilado en Best 1994), y mas recientemente algo sobre su ecologia (Geluso y Geluso
2015). De éstos se puede resumir que tiene una amplia distribucién en desiertos de
Norteamérica, en zonas de ladera con cierta pendiente, preferentemente en zonas con poca
vegetacion y suelo rocoso, donde construye madrigueras bajo ciertas especies de plantas como
Astrolepis sp., Fouquieria splendens, Echinocereus, Agave lechuguilla, Acacia greggii, A.
roemeriana, Mimosa biuncifera, Viguiera stenoloba, Dasylirion sp., Parthenium incanum.

Existe un estudio sobre el cariotipo de C. nelsoni, donde se describen dos citotipos, 2n=46 y
2n=48, presentes en poblaciones de Texas y de Colorado respectivamente; el primero se ha
descrito para especimenes del sur de Coahuila, aunque no se tiene mas informacién para
México (Patton 1970). Asimismo, hay sélo un trabajo de genética de poblaciones con base en
isoenzimas, donde reportan valores bajos de heterocigosidad (Patton et al. 1981). De tal
manera que este es el primer estudio sobre genética de poblaciones y del paisaje para la
especie, utilizando ademas técnicas gendmicas. Es importante sefialar también que se realizé
en un area de gran significado biolégico dada la alta biodiversidad que alberga la Reserva de la
Biosfera Mapimi (RBM), con 39 especies reportadas de cactaceas, 200 de aves, cinco anfibios,
36 reptiles, dentro de los que se encuentra la tortuga endémica (Gopherus flavomarginatus) y
28 especies de mamiferos (CONANP 2006).

Las medidas morfolégicas que documentamos para la poblacion de C. nelsoni de la RBM
(valores promedio de largo total=173 mm sd= 16.3; cola=105 mm sd=12.4 y peso=15.9 g
sd=1.9) se encuentran dentro de los valores reportados para la especie a lo largo de su
distribucion (largo total=152-204 mm; cola=72-117 mm y peso=12-20 g) (Best 1994; Ceballos y
Oliva 2005). Por otro lado, cabe resaltar que reportamos por primera vez la presencia de
madrigueras de C. nelsoni asociadas a Euphorbia antisyphilitica y Jatropha dioica.

Es importante mencionar que el niumero de SNPs obtenidos aqui para C. nelsoni podria
considerase bajo, aunque al mismo tiempo es dificil tener un comparativo con otros estudios, en
particular porque no existen trabajos con el género que hayan utilizado técnicas genémicas, por
lo que no se puede descartar que la especie tenga valores naturalmente bajos. Asimismo, el
numero de SNPs puede relacionarse con la escala micro-geografica en la que se realiz6 el
estudio. El trabajo bioinformatico, de filtrado y seleccion de SNPs fue riguroso, y el numero de
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individuos (en relacion con la extension del area de estudio) adecuado, por lo que tenemos
confianza de la calidad de los datos. Por lo tanto, el obtener 718 SNPs puede ser resultado de
una baja variabilidad genética intrinseca a la especie y/o porque el area estudiada es tan
pequefia que no captura la variabilidad global de la misma. En un estudio en curso con la rata
canguro Dipodomys nelsoni, también en la RBM y a escala microgeogréfica, se observa el
mismo patron de pocos SNPs y baja estructuracion (M. Luna-Barcenas en preparacion).

Dos especies de rata canguro estudiados en la RBM, en nuestra zona de estudio, presentan
baja estructura genética, como un solo grupo genético Dipodomys merriami (Flores-Manzanero
et al. 2019) y D. nelsoni, que tiene un mayor tamano corporal y ambito hogarefo, se
diferenciaron en dos grupos (Flores-Manzanero et al. en preparacion). Es notable asi el patrén
de estructura genética que presenta C. nelsoni, a la escala microgeografica analizada, reflejada
tanto por los analisis exploratorios (PCA y DPCA) como los de ancestria, que muestran la
presencia de dos grupos genéticos bien diferenciados (Gsr=0.0257), con riqueza alélica y
heterocigosidad moderadas, valores similares a los encontrados en roedores del género
Dipodomys (Busch et al., 2007; Flores-Manzanero et al. 2019). Asimismo, se observé un mayor
movimiento de individuos dentro de cada grupo genético que entre grupos. Por tanto, la Unica
interpretacion biolégica que podemos sugerir para nuestra especie es que la dispersion de los
individuos es muy baja y que estan pudiendo cubrir sus requerimientos (alimento, vivienda) a
esa escala microgeogréfica.

Chaetodipus nelsoni se considera una especie caracterizada por un sistema social de grupos
familiares, por lo que podria esperarse sefiales de endogamia en poblaciones donde los
individuos relacionados comparten madrigueras. Sin embargo, no se detectdé endogamia (Fjs = -
0.085 y -0.096, grupo 1 y 2 respectivamente), lo cual coincide con lo observado para otras
especies sociales (Dipodomys nelsoni, D. spectabilis) de la misma zona de estudio, asi como en
otras especies de roedores, incluyendo marmotas, algunas ardillas, perritos de la pradera y
pikas (Schwartz y Armitage 1980; VanStaaden 1994; Dobson 1998; Dobson y Wright 2000). Ello
se han explicado sobre todo por la dispersién diferencial entre sexos, donde los machos se
dispersan largas distancias durante la época reproductiva (Flores-Manzanero et al. 2019, M.
Luna-Barcenas en preparacién). Aunque no medimos el movimiento de individuos, se ha
reportado que los machos adultos de C. nelsoni se dispersan mas que las hembras durante la
época reproductiva (Best 1994). La dispersion es un aspecto fundamental de la historia de vida
de los organismos, ya que permite maximizar la adecuacion optimizando el acceso a recursos,
incluyendo alimento y parejas reproductivas, y minimizando el riesgo de depredacion, todo lo
cual esta a su vez influenciado por el ambiente (Reding et al. 2013).

Los patrones de diversidad y estructura genética de C. nelsoni, a nivel individual y escala
microgeografica, se pueden asociar a la estructura social que tienen los roedores de desierto.
Nuestros resultados identificaron dos grupos genéticos, de acuerdo con la altitud, donde un
grupo (1, de color verde en las figuras) se distribuye predominantemente en las zonas altas del
cerro San Ignacio, y el otro grupo (2, color rojo en las figuras) en las zonas bajas y planas del
area de estudio (ver Figura 11). Si consideramos la menor resistencia en términos de facilitacién
de movimiento, los resultados apoyan la migracion efectiva observada, dado que los individuos
de cada grupo muestran mayor movimiento al interior de cada grupo; asi, el bajo flujo génico
entre grupos se refleja en dos grupos genéticamente distintos. Los valores de altitud aqui
reportados coinciden con literatura previa que sefala que C. nelsoni se distribuye, considerando
su rango de distribucién completo, entre los 370 y 2500 msnm (Ceballos y Oliva 2005; Geluso y
Geluso 2015). Asimismo, la altitud esta asociada, entre otras cosas, con la pendiente, un factor
de importancia ecoldgica para C. nelsoni pues la variacion de ésta esta ligada a cambios en la
vegetacion y a la cantidad de rocas expuestas sobre el suelo (Geluso y Geluso 2015). De
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acuerdo con ello, encontramos diferencias en los valores de resistencia asociados con la
vegetacién (NDVI), donde el grupo genético 1 muestra menos resistencia al movimiento en
areas con poca vegetacion (0.05-0.1) y el grupo 2 en areas con mas vegetacion (>0.15) (Figura
11).
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e
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Figura 11. Diagrama que resume los resultados obtenidos. El triangulo mas grande hace
referencia al gradiente altitudinal de la zona de estudio (1150 a 1450 m); los circulos
representan el tipo y la textura del suelo (desde arenoso a rocoso; especificos en la descripcion
de resultados), mientras que los cactus indican una mayor (en la base) a menor cobertura
vegetal. Las siluetas del roedor estan diferenciadas por el grupo genético al que pertenecen
(verde para grupo 1y rojo para grupo 2). También en cada silueta se muestra la pata trasera en
los individuos de cada grupo genético, resaltando la diferencia (significativa) de tamarno. El
triangulo en escala de grises representa la resistencia en cada grupo respecto a las variables
del paisaje, donde la menor resistencia la muestra la punta del triangulo de coloracion gris y la
mayor la base (negro).

El suelo, tanto a nivel fisiografico como de textura, mostr6 ser otra variable significativa aunada
a la altitud y la vegetacion, todas éstas importantes en cuanto a la conectividad funcional de
roedores (Garrido-Gardufio et al. 2016; Russo et al. 2016; Flores-Manzanero et al. 2019). De
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nuevo los grupos genéticos mostraron valores de resistencia diferenciales, donde el grupo 1
tiene mayor movimiento en las zonas altas con presencia de basalto, toba volcanica y textura
rocosa, mientras que el grupo 2 exhibe valores de resistencia menores a baja altitud, con
sedimentos de grava y textura arenosa (Figura 11). Debido al tipo de locomocién de los
roedores de desierto, y a que construyen madrigueras, el tipo de suelo y su textura son
variables clave en la ecologia de C. nelsoni. Es mas, para algunas especies de roedores se ha
reportado que la arquitectura y dimension de las madrigueras varia entre los tipos de suelo
(Kocher and Parshad 2003).

En conjunto, los resultados muestran que la estructuracién de C. nelsoni en dos grupos
genéticos esta claramente asociada con variables del paisaje y del ambiente. Cabe resaltar que
ademas identificamos un caracter morfolégico asociado: la diferencia significativa de la longitud
de la pata trasera entre los grupos genéticos, lo que sugiere la posibilidad de que exista
diferenciacion en ecomorfos asociados con potenciales procesos de adaptacion local; para
poder determinar si ello ocurre, se requeriria realizar analisis de asociacion génica, loci sujetos
a seleccion y de adaptacion. Nuestros resultados muestran que la variacién en la longitud de la
pata puede estar asociada con las variables de textura y fisiografia del suelo, asi como con las
diferencias de resistencia al movimiento (Figura 11), lo que puede relacionarse con el hecho de
que las patas traseras alargadas aumentan la longitud de la zancada al saltar o se asocian a
apéndices mas robustos para excavar (Verde-Arregoitia et al. 2017).

Asi, en el presente trabajo describimos aspectos morfolégicos, ecologicos y genéticos
novedosos para C. nelsoni del desierto Chihuahuense, en la Reserva de la Biosfera Mapimi.
Asimismo, mostramos por primera vez para esta especie la interaccion entre aspectos de
historia de vida y variables del paisaje asociadas con su diversidad y estructura genética.
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7. CONCLUSIONES

1) El patrén de estructuracion genética de C. nelsoni (en dos clusters genéticos) esta asociado
con las variables altitud, Indice de Vegetacion de Diferenciacion Normalizada (NDVI, por sus
siglas en inglés), fisiografia y textura del suelo, ademas de una diferencia morfoldgica clave
entre los grupos geneticos.

3) El grupo genético 1 mostré6 menor resistencia en: tierras mas altas, con altitud entre 1,250-
1,350m; suelo con poca vegetacion, NDVI entre 0.05 y 0.1; con distribucion en zonas de pie de
montafia, sedimento de grava, basalto, incluyendo localmente toba volcénica, clasificacion
fisiografica Bpg y Fb2; y textura de tipo rocosa. Los individuos presentan una longitud menor de
pata trasera (18.5-19.5 mm).

4) El grupo genético 2 evidencié menor resistencia en: tierras bajas, altitud menor a 1,250m;
suelo mas arenoso y mayor vegetacién arbustiva, NDVI >0.15; bajadas con mucho sedimento
de grava, clasificacion fisiografica Bpg y Bg3; textura de tipo arenoso. Los individuos presentan
una mayor longitud de la pata trasera (19.7-21 mm).

5) El Longitud de la pata trasera fue el Unico caracter morfolégico que mostré diferencia
significativa entre los dos grupos genéticos hallados en el presente estudio y entre los distintos
tipos de suelo evaluados.

5) La conjuncién de los patrones de estructura y variacién genética, asociados con las variables
del paisaje identificadas y la morfologia entre los dos grupos genéticos, nos permite sugerir que
se estén dando procesos de adaptacion local, los cuales se ven reflejados en dos ecomorfos de
C. nelsoni; sin embargo, para poder corroborar esto se requieren realizar analisis especificos.
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ANEXO. INFORMACION SUPLEMENTARIA
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Figura S1. Histograma de frecuencias de las variables morfoldgicas de Chaetodipus nelsoni'y
resultado de la prueba de Shapiro-Wilk (W) con su respectivo valor de significancia (p).

Tabla S1. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la comparacién entre sexos de
Chaetodipus nelsoni (1 grado de libertad) y entre suelos (2 grados). No hubo diferencias
significativas en ningun caso. Longitud del cuerpo (LC), longitud de la cola (C), longitud de la
pata trasera (LP), longitud de la oreja (O), peso (P), indice de masa corporal (IMC).

Variable Prueba Kruskal-Wallis
morfolégica Entre sexos Entres suelos

LC Chi2=0.0011031 Chi2=0.83332
p= 0.9735 p= 0.6592

c Chi2=0.0050554 Chi2=0.17168
p= 0.433 p=0.9177

Lp Chi2=2.0751 Chi2=5.7296
p= 0.1497 p= 0.057

o Chi2=0.87045 Chi2=2.9214
p=0.3508 p=0.23

= Chi2=0.35009 Chi2=3.6759
p=0.5541 p=0.1591
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Figura S2. Analisis de segregacién independiente, donde se muestra que no hay desequilibrio
de ligamiento en la poblacion de Chaetodipus nelsoni con base en 718 SNPs.
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Figura S3. Funcién discriminante 1 del analisis de DAPC donde se muestran dos grupos de
densidad diferente para Chaetodipus nelsoni, basado en 718 SNPs.
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Figura S4. (a). Promedio de minima entropia cruzada donde se muestra el valor de K=2,
seguido de K=3. Gréficas de barras de la proporcién de ancestria para K=2 (b) y K=3 (c).
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Figura S5. Proporcion de ancestria de Chaetodipus nelsoni, basada en andlisis de asignacion
con Structure (K=2).
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