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EL PERRITO DE LAS PRADERAS (Cynomys mexicanus) EN COAHUILA, MEXICO
Pineda-Pérez, Francisco Emmanuel
Colegio de Postgraduados, Junio 2018
RESUMEN GENERAL

En México Cynomys mexicanus llamado cominmente perrito de las praderas es una
especie que de acuerdo a la NOM 059 estéa en peligro de extincion (SEMARNAT 2010).
Esta especie es ecoldgicamente importante por sus relaciones interespecificas con otras
especies en riesgo y los servicios ecosistémicos que brinda a los pastizales. Sin embargo,
a pesar de su importancia, C. mexicanus ha sufrido un impacto negativo, pues en los
ultimos 20 afios, esta especie ha perdido entre el 62 y 74 % de su habitat, aumentando
de esta manera su vulnerabilidad. Por ello, la presente investigacion esboza su esfuerzo
en describir la situacion actual del perrito de las praderas en Coahuila México, analizar
gue variables del habitat son determinantes para su presencia y densidad, el nivel de
interaccién y conectividad de las colonias, su variabilidad genética y estructura genética
de las colonias en Coahuila, México. El presente trabajo inicio con la fase de campo en
noviembre de 2016 y culmin6 en noviembre de 2017 y la etapa de laboratorio y analisis
de las muestras inicio en mayo de 2017 y culminé en Febrero de 2018. Se determiné que
la densidad de perritos varié entre 4 y 12.8 perritos ha'. Las variables del habitat mas
relacionadas con la densidad de perritos fueron la vegetaciéon viva y vegetacion seca.
Asimismo, se determind cuales colonias desempefian un papel clave de conexion entre
ellas, resaltando la colonia del ejido Tanque de Emergencia, por su posible rol en el flujo
de individuos como una poblacion fuente en el area estudiada. Asimismo, en las
secuencias de sangre analizadas, se registraron 157 sitios segregados, se encontraron
diferencias significativas (p = 0.045) en la prueba de Varianza Molecular; se encontraron
22 haplotipos, la varianza de k observada (456.7696) sobresale de la esperada (231.468).
Tajima’s D evidencié un resultado negativo (-1.39618) muy relacionado con la seleccion
de alelos deletéreos o raros, debido a los conflictos antrdpicos con la especie, lo cual
indica que las poblaciones fueron reducidas drasticamente, Se generé el arbol
filogenético, con una distancia promedio de (EUD = 0.60). Para poder estructurar la
filogeografia, el arbol filogenético indicé que entre clados, existe cierta relacion entre la
distancia lineal con la distancia genética, por lo que, podemos inferir que en algunos
casos las colonias cercanas podrian compartir el mismo clado. Los resultados del
presente trabajo nos permiten observar la importancia que tienen las colonias en el flujo
genético y de individuos, sin embargo, la colonia Tanque de Emergencia, se puede
mencionar como la que podria tener mayor importancia, por ello se propone que esta
colonia tenga dentro del contexto de manejo del habitat como potencialmente colonia
fuente o sumidero, para futuras repoblaciones.

Palabras clave: filogeografia, variables del habitat, AMOVA, interconexién, conectividad.



PRAIRIE DOG (Cynomys mexicanus) IN COAHUILA, MEXICO
Pineda-Pérez, Francisco Emmanuel
Colegio de Postgraduados, Junio 2018
GENERAL ABSTRACT

In México Cynomys mexicanus communly called mexican praire dog is a species that
according to NOM-059 is considering endangered. This species is ecologically important
because of its interspecific relationships with other species at risk and the ecosystem
services it provides to the grasslands. However, despite its importance, C. mexicanus has
suffered a negative impact, because in the last 20 years, this species has lost between
62 and 74% of its habitat, thus increasing its vulnerability to extinction. Therefore, the
present research outlines its effort in describing the current situation of the prairie dog in
Coahuila México, analyzing which variables of its habitat are determinant in the presence
and density of the prairie dog, as well as the level of interaction and connectivity of the
colonies; likewise, its genetic variability and the genetic structure of the colonies in
Coahuila, Mexico. These objectives with the purpose of proposing strategies that
contribute to the permanence and viability of the species in the long term. This work
started with the field phase of November 2016 and completed this stage in November
2017. In the same way, the laboratory stage and analysis of the samples began in May
2017 and ended in February 2018. It was determined that the prairie dogs densities range
from 4 to 12.8 prairie dogs ha. The habitat variables most related to the density of prairie
dogs were alive vegetation and dry vegetation (%). Likewise, it was determined that
colonies play a key connecting role between them, highlighting the ejido Tanque de
Emergencia colony, which plays a fundamental role for the flow of individuals in the
studied area and could be patrticipating as a source and sink population of individuals.
Likewise, in the analyzed blood sequences, 157 segregated sites were recorded,
significant differences were found (p = 0.045) in the Molecular Variance test; 22
haplotypes were found, the observed variance of k (456.7696) exceeds that expected
(231.468). Tajima's D showed a negative result (-1.39618), very related to the selection
of deleterious or rare alleles, due to the anthropogenic conflicts with the species, which
indicates that the populations were being reduced, the phylogenetic tree was generated,
with a distance average of (EUD = 0.60). To be able to structure phylogeography, this
phylogenetic tree indicates that between clades, there is a certain relationship between
linear distance and genetic distance, so we can infer that in some cases nearby colonies
could share the same clade. The results of the present work allow us to observe the
importance of the colonies in the genetic flow and individuals, however, the Colony
Tanque de Emergencia, can be mentioned as the one that could have greater importance,
for that reason it is proposed that this colony, in the context of habitat management could
be mentioned as a potential source or sink colony, for future repopulations.

Palabras clave: philogeography, habitat variables, AMOVA, interconection, conectivity.
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INTRODUCCION GENERAL

México es considerado uno de los 17 paises megadiversos (Mittermeier 1988; Ceballos
et al. 1998), con aproximadamente 90 mil taxas, los cuales representan
aproximadamente entre el 9 y 12 % de la riqueza del planeta; aproximadamente el 40 %
de esta riqueza de taxas son endémicas (Martinez-Meyer et al. 2014). México posee una
rigueza sorprendente de mamiferos (Arita, 1997), dicha riqueza de mastofauna
comprende en un 77 % a tallas menores a los 5 kg de los 6rdenes Rodentia, Chiroptera

y Soricomorpha (Arroyo-Cabrales et al. 2010).

Gran parte de la riqueza y biodiversidad de México se encuentra en las zonas aridas,
sobre todo en el llamado Desierto Chihuahuense (Cartron et al. 2005). Algunos estudios
mencionan que cerca del 63% de la extension territorial del pais, presenta un indice de
aridez (Diaz-Padilla et al. 2011); por ello, estos ecosistemas son importantes en la
conservacion de la Biodiversidad. Sin embargo, Whitford (1997) menciona que las zonas
aridas presentan un problema de desertificacion por pérdida de cobertura vegetal natural
y de productividad. Esto se debe al cambio de uso de suelo por las actividades
agropecuarias y la intervencion de especies invasoras, generando una marginacion y
desplazamiento de especies de fauna nativa que pueden categorizarse como indicadoras
(Buffington y Herbel 1965).

La pérdida de especies 0 su desplazamiento han generado un decremento en
poblaciones silvestres de México, por lo que se ha recurrido a clasificar las especies de
acuerdo a su estado de conservacion en su medio natural, como lo es la Norma Oficial
Mexicana 059, la cual menciona que en México hay 49 especies posiblemente extintas
del medio natural, 475 en peligro de extincion, 896 amenazadas y 1185 sujetas a
proteccion especial (SEMARNAT 2010). Las especies que han sido indexadas tienen
como principal problemética desde su vulnerabilidad frente a actividades humanas, hasta
una distribucién demasiado restringida, lo que se define como endemismo, el cual ha sido
causado por cambios climaticos y orograficos, aislando especies durante la época del
Pleistoceno, en la cual, por efecto de las glaciaciones, muchas especies redujeron sus
habitats (Goodwin 1995; Mead et al. 2009; Arroyo-Cabrales et al. 2010; Castellanos-
Morales et al. 2016). Por ello, algunos investigadores utilizan el analisis bioestadistico,

especificamente la filogeografia estadistica para determinar el origen de las especies



endémicas (McCullough y Chesser 1987; Riddle et al. 1993; Fernandez 2012;

Castellanos-Morales et al. 2015).

Una especie importante para México por su endemismo y que de acuerdo a la NOM 059
es considerada en peligro de extincion (SEMARNAT 2010), es el perrito de las praderas
(Cynomys mexicanus). Esta especie es ecoldgicamente importante por sus relaciones
interespecificas con otras especies en riesgo como el gorrion de worthen (Spizella
wortheni) (Scott-Morales et al. 2009; Canales-del Castillo et al. 2010); ademas, existen
estudios de como especies del mismo género de Cynomys (C. ludovicianus) se
relacionan con especies de reptiles y anfibios que también presentan una categoria de
riesgo (Santos-Barrera et al. 2008). Esta relacion ocurre cuando C. mexicanus abandona
sus madrigueras deja un espacio que puede ser utilizado como refugio y proteccion por
otras especies (Mellink y Madrigal 1993). Asimismo, C. mexicanus coexiste con otra
especie en categoria de Amenazada (NOM-059-SEMARNAT-2010) y de importancia
ecologica-cultural: el aguila real (Aquila chrysaetos). Al respecto, Bravo et al. (2015)
hacen referencia al perrito de la pradera como presa potencial del aguila real,
demostrando de esta manera como especies de depredadores dependen de las
poblaciones de C. mexicanus.

A pesar de su importancia, C. mexicanus ha sufrido un impacto negativo, pues en los
ultimos 20 afios, esta especie ha perdido entre el 62 y 74 % de su habitat (Ceballos et al.
1993; Treviio-Villarreal y Grant 1998; Scott-Morales et al. 2005). En este contexto,
Trevifio-Villareal y Grant (1998) registraron un rango histérico de distribucion aproximado
de 1250 km?, mientras que Scott-Morales et al. (2004) sélo 322 km?. Esta reduccién en
su héabitat ocasiona una mayor vulnerabilidad para la especie por problemas de
endogamia y por ende una baja variabilidad genética (Castellanos-Morales et al. 2015;

Castellanos-Morales et al. 2016).

Dentro de las zonas donde se distribuye el perrito de las praderas (C. mexicanus) se
encuentra el estado de Coahuila, el cual cuenta con importantes habitats para el
desarrollo y ubicacién de colonias de C. mexicanus (Scott-Morales et al. 2005). Estas
colonias han sido estudiadas, pero los estudios genéticos sobre la especie son pocos y

centralizados (Castellanos-Morales et al. 2016; Castellanos-Morales et al. 2015); por



esta razon, para generar mejores estrategias de conservacion de esta especie, se debe
dar énfasis al estudio de su diversidad genética en Coahuila, México. Esta tesis se
compone de dos capitulos, el primero denominado “Habitat, densidad e
interconectividad de las colonias del perrito de las praderas (Cynomys mexicanus) en
Coahuila, México y el segundo “Diversidad y estructura genética del perrito de las

praderas (Cynomys mexicanus) en Coahuila, México”.
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CAPITULO 1. HABITAT, DENSIDAD E INTERCONECTIVIDAD DE LAS COLONIAS
DEL PERRITO DE LAS PRADERAS (Cynomys mexicanus) EN COAHUILA, MEXICO

1.1 RESUMEN
En México se distribuyen dos de las cinco especies del género Cynomys. Siendo la
especie Cynomys mexicanus la mas vulnerable, debido a la reduccion de su habitat por
actividades antropogénicas y los estudios escasos de esta especie. Los objetivos de esta
investigacion fueron: 1) estimar el area ocupada por las colonias de C. mexicanus en
Coahuila, 2) identificar las variables del habitat que mas se asocian con la presencia
(densidad) del perrito y 3) evaluar la interaccion e interconectividad de sus colonias en
Coahuila, México. El area ocupada por las colonias se calculé en ArcGis 10.1. Para
determinar la densidad se realizdé un conteo de perritos por transectos y se calculo en
Distance 6.2; las variables del habitat (produccion de materia seca en pasto y herbaceas,
riqgueza de pastos y herbaceas, y cobertura de suelo) fueron evaluadas en parcelas de 1
m2. La relaciéon de éstas variables con la densidad se determiné con una Regresion
Poisson. El nivel de interconexion entre colonias se evalué utilizando modelos de
Interactividad y Conectividad. La densidad de perritos varié entre 4 y 12.8 perritos ha.
Las variables del habitat mas relacionadas con su densidad fueron la vegetacion viva y
vegetacion seca (%). Se determiné que la colonia Tanque de Emergencia puede
desempeniar un papel fundamental para el flujo de individuos en el area estudiada como

una poblacién fuente.

Palabras Clave: Variables del habitat, colonias de perrito, conectividad, interaccion,

densidad de perritos.

1.2 ABSTRACT
In Mexico, two of the five species of the genus Cynomys are distributed Cynomys
mexicanus being the most vulnerable, due to the reduction of its habitat due to
anthropogenic activities and scarce studies of this species. The objectives of this research
were: 1) estimate the area occupied by the colonies of C. mexicanus in Coahuila, 2)
identify the habitat variables most associated with the presence (density) of the prairie

dog and 3) evaluate the interaction and interconnectivity from his colonies in Coahuila,



Mexico. The area occupied by the colonies was calculated in ArcGis 10.1. To determine
the density, a count of prairie dogs was performed by transects and was calculated in
Distance 6.2; the habitat variables (production of dry matter in pasture and herbaceous,
grass and herbaceous richness, and soil cover) were evaluated in plots of 1 m2. The
relationship of these variables with the density was determined with a Poisson regression.
The level of interconnection between colonies was evaluated using Interactivity and
Connectivity models. The density of prairie dogs varied between 4 and 12.8 puppies ha™.
The habitat variables most related to its density were live vegetation and dry vegetation
(%). It was determined that the colony Tanque de Emergencia can play a fundamental

role in the flow of individuals in the area studied as a source population.

Key Words: Habitat variables, prairie dogs colonies, conectivity, interaction, prairie dogs

density.



1.3 INTRODUCCION

En México se distribuyen dos de las cinco especies del género Cynomys (Ceballos et al.
1993) y son endémicas (Ceballos y Wilson 1985; Ceballos y Navarro, 1991). Ambas
especies son claves por sus servicios ecosistémicos (Miller et al. 1994; Goguen, 2012).
Estos servicios se refieren a la regulacion y modificacion de procesos ecoldgicos de su
entorno y su impacto en la diversidad bidtica (Mills et al. 1993; Power et al. 1996). Aunque
existe controversia si el perrito de las praderas es responsable de la diversidad biologica
alta en el ecosistema, es innegable que su rol ecoldgico es importante (Kotliar et al. 1997).
Se ha estimado que a una colonia de perrito de la pradera le toma tres afios para generar
un cambio significativo en el paisaje del ecosistema que habita (Summers and Linder,
1978; Coppock et al. 1983a).

C. mexicanus conocida como perrito llanero mexicano o perrito de las praderas se
distribuye en el noreste del pais en Coahuila, Zacatecas, Nuevo Ledn y San Luis Potosi,
México (Ceballos y Wilson, 1985; Ceballos et al. 1993). Especificamente en el estado de
Coahuila, las colonias de C. mexicanus se ubican en los municipios de Saltillo y Arteaga
(Ceballos y Wilson, 1985; Trevifio-Villareal y Grant, 1998). Esta especie ha enfrentado la
amenaza de fragmentacion su habitat, el cual se ha reducido en mas de un 70 % (Trevifio-
Villareal and Grant, 1998; Scott-Morales et al. 2004), la principal causa de esta reduccion
fue la mala planeacion para mantener la coexistencia de Cynomys y las principales
actividades productivas (agricultura y ganaderia) en los ejidos de Saltillo y Arteaga,
Coahuila. Por ello, C. mexicanus forma parte de la NOM-059 (SEMARNAT, 2010) en la
categoria de especie en peligro de extincion y en la Lista Roja de especies amenazadas
(UICN, 2017). No obstante, durante 2012-2016 formé parte del Programa de
Conservacion de Especies en Riesgo (SEMARNAT/CONANP, 2007) y actualmente, las
acciones de conservacioén se apoyan con fondos del Programa de Manejo de Areas
Naturales Protegidas (PROMANP).

Esta especie, aunque ha sido muy estudiada, poco se ha publicado sobre ella en revistas
con arbitraje. Algunos estudios se refieren a su ecologia y coexistencia con roedores
nocturnos y lagomorfos (Mellink y Madrigal, 1993), con aves como el gorrién de worthen
(Spizela wortheni) (Scott-Morales et al. 2008), chorlito de montafia (Charadrius
montanus) (Gonzales-Rojas et al. 2008) y la lechuza llanera (Athene cunicularia) (Ayma
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et al. 2016), especies incluidas en la NOM-059. El perrito de las praderas es un
componente de la dieta de otras especies también incluidas en la NOM-059 como, el
aguila real (Aquila chrysaetos) (Bravo-Vinaja et al. 2005), el tlalcoyote (Taxidea taxus) y
la zorrita nortefia (Vulpes macrotis) (Hoogland et al. 2003), aunque su mayor depredador
es el coyote (Canis latrans) (Mellink and Madrigal, 1993). Los suelos donde se ubican las
colonias de C. mexicanus son de textura media a gruesa, con presencia de yeso 0 sin
presencia de él, pero con contenidos altos de carbonatos (Pando-Moreno et al. 2013).
Asimismo, sus colonias se asocian a ambientes con dominancia de hierbas y presencia
de pastos haléfilos (Estrada-Castrillon et al. 2010; Estrada-Castrillon et al. 2015) en sus
periferias (Royo-Marquez y Baez-Gonzalez, 2012). Su dieta principalmente se constituye
de pastos (68%) y herbaceas (31%) (Mellado et al. 2005; Mellado y Olvera, 2008). Las
poblaciones actuales de C. mexicanus se consideran relictos del Pleistoceno (Ceballos
and Wilson, 1985), por lo que se deben integrar esfuerzos en conocer mas sobre la
especie y particularmente sobre la interaccion entre colonias. Asimismo, es necesario
complementar los estudios sobre la distribucion, caracterizacién de su habitat en diversos
contextos ecoldgicos, conocer su estatus poblacional y la manera en que sus colonias

interactlan genéticamente.

Por ello, los objetivos del presente estudio fueron: 1) estimar el &rea ocupada por las
colonias de perritos de la pradera (C. mexicanus) en el estado de Coahuila, 2) identificar
las variables del habitat que mas se asocian con la presencia (densidad) del perrito y 3)
evaluar la interaccion e interconectividad de sus colonias en Coahuila, México. Esta
informacion complementa el conocimiento generado para el perrito de las praderas (C.
mexicanus) y es Util para disefiar estrategias para su conservacion en el noreste de

México.

1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Areade estudio

El estudio se realiz6 en los municipios de Saltillo y Arteaga, Coahuila de Zaragoza,
México. El municipio de Saltillo cuenta con una extension de 5,653 km?, lo equivalente al
3.72 % de la superficie total del estado. Los principales tipos de suelos son Xerosol,
Feozem, Rendzina y Litosol. Dentro de estos, mas de 40 mil hectareas se dedican a la

agricultura, 250 mil hectareas a las practicas pecuarias y 266 mil hectareas al desarrollo
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forestal. El principal tipo de tenencia es ejidal. La fauna nativa corresponde a las especies
del semidesierto (Enciclopedia de Municipio y delegaciones de México). EI municipio de
Arteaga tiene una extension territorial de solo 1 648.9 km?. Sus principales suelos son
Xerosol, Regosol, Feozen. En Arteaga la principal actividad es la agricultura y en éste
ocurren especies como aguilas (Aquila, Buteo, Parabuteo), coyotes (Canis latrans), lince
(Linx rufus) y jaguarundi (Puma yagouaroundi), entre los mas importantes (Enciclopedia

de Municipios y delegaciones de México).

El proyecto se realiz6 de septiembre 2016 a noviembre del 2017, registrando las colonias
de C. mexicanus y el tipo de propiedad en donde éstas se localizaron, caracterizando su

hébitat y determinando la densidad de perritos de la pradera en cada una de ellas.

1.4.2 Determinacién del area ocupada por Cynomys mexicanus y su niumero de
colonias

Para actualizar el area ocupada por C. mexicanus y contrastarla con la reportada por
Trevifio-Villareal y Grant (1998) y Scott-Morales et al. (2004) en Coahuila, México, se
realizaron recorridos de campo y registraron las coordenadas de cada una de las
colonias, esta informacion se obtuvo con un GPS marca Garmin eTRX ® en coordenadas
UTM. Para obtener el mapa actual del area y localizacion de las colonias en el estado de
Coahuila, las coordenadas de cada una de las colonias se digitalizaron en imagenes
Google Earth (2015), éstas se digitalizaron creando poligonos en formato KML, los cuales
se convirtieron de formato KML a formato shapefile en ArcMarp 10.1 de ESRI ® (Figura
1.1). Finalmente, las colonias, se registraron de acuerdo al nombre del ejido, propiedad

privada o propiedad federal y se clasificaron por literales.

1.4.3 Caracterizacion del habitat

La caracterizacion del habitat del perrito de las praderas (C. mexicanus) consistié en
evaluar las variables reportadas en otros estudios (Pando-Moreno et al., 2013). Estas
fueron materia seca (PS) de especies de pastos y herbaceas, las cuales se recolectaron
en prensas botanicas se deshidrataron e identificaron hasta especie. Con esta
informacion se estimo la riqueza (R) de especies, la cobertura del suelo (vegetacion viva,
vegetacion seca y suelo desnudo) y se crearon bases de datos en Access (MSOffice
2013).
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Las variables PS y R se evaluaron en parcelas (n=50) de 1 m? (Gallinay Gonzalez 2012),
las cuales se establecieron de forma aleatoria (dentro del area de influencia de cada
colonia) utilizando Hawths Tools de ArcGis ESRI ®. El ndmero de parcelas fue
proporcional a la superficie ocupada por cada colonia (Figura 1.1). Las muestras de
plantas recolectadas en cada parcela se clasificaron como gramineas y herbaceas, se
depositaron en bolsas de papel, se etiquetaron y se trasladaron al laboratorio de Suelo,
Planta y Agua del Campus San Luis Potosi del Colegio de Postgraduados, ubicado en
Salinas de Hidalgo, San Luis Potosi. En el laboratorio, para determinar el PS de las
muestras, éstas se secaron en un horno Felisa® Modelo FE-292D a 60 °C durante 24 h
y se pesaron en una bascula digital marca TorRey® Serie L-EQ. La cobertura de suelo
también se determino en las mismas parcelas (n=50), tomando 1 fotografia en cada una
de ellas con una cdmara Sony® y midiendo los porcentajes de cada categoria
(Vegetacion Viva, Vegetacion Seca y Suelo desnudo) a través de un sensor remoto en el
software ImageJ2 de FIJI (Rueden et al. 2017).

1.4.4 Estimacion de la densidad poblacional de perrito

Para estimar la densidad poblacional del perrito por colonia, se establecieron transectos
de una longitud de 200 m y un rango de vision a partir de su linea central de 100 m a la
izquierda y 100 m a la derecha. En el desarrollo de esta actividad, se tuvo cuidado de
contar oportunamente aquellos perritos ubicados muy préximos a la linea central de cada
transecto. Dichos transectos utilizados para el conteo de individuos tuvieron el mismo
numero de muestra al igual que las parcelas de un 1 m? utilizadas para evaluar la
cobertura de suelo (n=50), y estos se ubicaron de manera aleatoria. El disefio y la
ubicacién de los transectos y las parcelas se realiz6 utilizando la extension HawthTools

(http://www.spatialecology.com/htools/overview.php), la cual ubica geograficamente los

vectores dentro de las colonias, de forma totalmente aleatoria. Cuando el area ocupada
por la colonia fue menor a 4 ha, la longitud del transecto se ajustoé proporcionalmente a
su tamafio. La densidad de perritos (NUmero de perritos ha') se estimé con el programa

Distance v.6.2.
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Figura 1.1 Ubicacién de las colonias de C. mexicanus, las parcelas y transectos utilizados

en el presente estudio en Coahuila, México.

1.4.5 Densidad de perritos y variables del habitat

La relacién entre la densidad de perritos (variable dependiente) y las variables del habitat
(variables independientes) se cuantificé a través de un modelo generalizado mediante
una regresion Poisson (Cleophas y Zwinderman, 2012). En este proceso, las variables
gue mejor se relacionaron con la densidad de perritos, se identificaron mediante una
discriminacion de variables a través del método Forward utilizando el programa R v3.3.1
(Fox, 2007); asimismo, para determinar diferencias entre las variables ambientales de las

colonias, se utilizé una prueba de Kruskal-Wallis (a=< 0.05).
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1.4.6 Interaccién y conectividad de las colonias de perritos
La interaccion entre colonias se determind mediante los indices de interaccion (lj) y

aislamiento (r;) con las formulas siguientes (Trevifio-Villareal and Grant, 1998):

j=n
I, = A
] 2
j:]_ )
j=n
1
=224
j=1

Donde |; es el indice de interaccion de la j-ésima colonia con otras colonias; A; es el area
de la j-ésima colonia y dj es la distancia mas cercana de la j-ésima colonia con la i-ésima

colonia. Los célculos se realizaron en el programa Microsoft Excel (MSOffice 2013).

La conectividad se determiné a través del indice de probabilidad de conectividad (PC), el
cual se define como “la probabilidad de que dos puntos ubicados (individuos) dentro del
paisaje (area total dentro y fuera de los parches) ocurran dentro de cualesquiera de los
parches (colonias) y exista la mayor probabilidad de interconexién entre ellos (pj)”
(Pascual-Horta and Saura, 2006; Saura and Pascual-Horta, 2007; Saura and Rubio,
2010).

n n *
i=1 2j=1 a;a;pij

PC =
A”

Donde ai corresponde al area de la i-ésima colonia; aj es el area de la j-ésima colonia;
pij* se refiere a la maxima probabilidad del producto de todos los accesos posibles entre

colonias. AL indica el &rea total del paisaje (no solo el area total de los parches de habitats

o colonias).
Asimismo, la importancia de cada colonia en relacion al paisaje (dPC) se calculé con la

formula siguiente:

PC — PCy
dPCk = T x 100

PCk = Impacto que esa colonia ocasionaria si es removida (k se refiere a la colonia que

13



puede ser removida). La evaluacion del indice de conectividad se realiz6 con el programa
Sensinode 2.6 (Saura and Torné, 2009).

Los indices una vez calculados se integraron al mapa de las colonias utilizando ArcGis
(ESRI). Para categorizar los valores de cada colonia como VL (Menor importancia); L
(Poca importancia); M (Importancia Media); H (Muy Importante); VH (Altamente
importante) se utiliz6 el método de “Natural Break” (Jenks, 1967). Para determinar
posibles diferencias significativas entre los indices de interactividad e interconexién entre

colonias se realizé un andlisis t-Student en R v3.3.1 (Fox, 2007).

1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta investigacion se identificaron 40 colonias de C. mexicanus, estas se ubicaron en
17 ejidos, dos propiedades privadas y una propiedad Federal (Rancho los Angeles de la
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro). El ejido con mas colonias fue el Cercado
y el Rancho los Angeles, cada uno con seis colonias (Cuadro 1.1). La superficie total
actual ocupada por colonias de perrito en Coahuila, México fue de 7 948.55 ha y en
1999 de de 8,200 has (Scott-Morales et al. 2004), lo que representa aproximadamente
una reduccion del 3 % del area total ocupada por C. mexicanus en Coahuila, México.

Sin duda, la reduccion constante del &rea ocupada por las colonias del perrito de las
praderas, tiene que ver con la percepcion de los habitantes que coexisten con el, pues lo
consideran como una amenaza constante para los cultivos que se producen en la region.
Otra amenaza lo consituye la creciente actividad caprina, pues se conoce del traslape en
sus dietas y consecuentemente una competencia por alimento entre C. mexicanus y el
ganado caprino (Mellado y Olvera, 2008). Aunque existen algunos esfuerzos para
conservar al perrito de las praderas como ProArbol de la Comisién Nacional Forestal
(CONAFOR) y los Programas de Conservacion de Especies en Riesgo (PROCER) de la
Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP); los cuales han provisto de
fondos federales y de asistencia técnica para la elaboracion de proyectos productivos
alternativos (SEMARNAT/CONANP, 2007) las comunidades que coexisten con C.
mexicanus; estas acciones no han sido suficientes para asegurar el mantenimiento a
largo plazo de las colonias del perrito de la pradera en el area estudiada. Los ejidos con
mayor superficie de perritos fueron La India (1,698.5 ha) y Guadalupe Victoria (1063.4

ha).
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La mayor densidad de perritos se encontré en Tanque de Emergencia (12.8 + 0.6 perritos
ha') y 5 de mayo (11.3 + 0.0 perritos ha') (Cuadro 1.1). Las densidades de perritos
determinadas en este estudio fueron muy similares a las registradas por Yeaton y Flores
(2006). Ellos contrastaron un complejo de colonias con buenas condiciones (Rancho los
Angeles en Coahuila, México) y otro con muy bajas densidades, obteniendo como
densidad alta 12.37+0.8 y como densidad baja 3.57+0.6, densidades muy similares a los
presentados en el presente trabajo; pero menores a los reportados por Hopson et al.
(2015) quienes reportaron 14 a 19 individuos ha?. Es importante resaltar que los
resultados de este estudio se refieren a densidades de perritos activos, esto se refiere a
gue, los perritos registrados corresponden a perritos que desarrollaban alguna actividad
como comer, alertar o vigilar, mientras que otros estudios registran densidades de hasta
120 perritos ha* (Jhonson y Collinge, 2004), sin embargo, para este registro se realiz6
un conteo continuo por lo que se puede sobrestimar la poblacién. En comparativa es

necesario definir un muestreo que no sobrestime ni subestime estos datos de densidad.

Cuadro 1.1 Tipo de propiedad, nimero de colonias y densidad de perrito llanero (C.

mexicanus) en Coahuila, México.

Nimero Area Densidad
Localidad (Ejido) de ocupada por y D.

Colonias colonias (ha) estandar®
5 de Mayo (P) 1 18.2 11.3+0.0
Angeles (F) 6 757.1 7.9+3.6
Artesillas 3 190.7 80+1.6
Carneros 2 130.4 10.7+2.4
Cercado 6 120.4 8.6+4.3
El Papalote (P) 1 480.9 9.7+21
Enc. Guzman 1 516.6 54+05
Guadalupe Victoria 2 1063.4 10.8+£0.8
La Esperanza 3 82.6 10.7+£0.7
La India 1 1698.5 10.8 £ 5.7
La Purisima 1 23.6 7.0+£0.0
Las Hormigas 3 141.6 99+1.0
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Nuevo Gémez 1 38.9 54+05

Profesor Roberto

Barrios 2 495.8 7.9+23
Rufina 1 2.5

San José del Alamito 1 84.5 8.9+0.6
San Juan del Retiro 1 315 6.0+ 0.0
San Miguel 1 205.1 99+29
Tanque de

Emergencia 1 926.1 128+ 0.6
Ventura 2 940.1 40+15
Total 40 7948.5 8.7+3.3

@ Densidad de Cynomys mexicanus y su desviacion estandar; P= Propiedad privada y

F=Propiedad Federal

Para estimar de forma mas precisa el tamafio poblacional de C. mexicanus, es necesario
definir y utilizar una técnica de monitoreo Unica. En esta investigacion se identifico una
menor variacion de densidad en las colonias localizadas en propiedades privadas
comparada con la registrada en terrenos federales y ejidos, ademas la densidad de
perritos, en general fue mayor en las propiedades privadas. Al respecto se ha
determinado que comunmente en las propiedades privadas, los recursos naturales se
conservan de forma mas responsable (Smith, 1981; Jansujwicz y Calhoun, 2010). Para
proveer mejores condiciones ambientales y mantener las colonias de C. mexicanus en la
propiedad ejidal, se requieren esfuerzos complementarios de conservacion como una
divulgacion mayor, proyectos de educaciéon ambiental de largo plazo para los ejidatarios,
ademas de establecer alianzas interinstitucional que permita de manera técnica generar

un mejor manejo de la especie y sus habitats a largo plazo.

1.5.1 Relacion de las variables del habitat y densidad de perritos
El modelo que explicd mejor la relacién entre las variables del habitat y densidad de
perritos determind que las variables con mayor significancia fueron Vegetacién Viva (p <
0.01) y Vegetacion Seca (p = 0.0525) (Cuadro 1.2). Sin embargo, no existieron diferencias
estadisticamente significativas de las variables del habitat entre ejidos (p = 0.1027).
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Cuadro 1.2. Resultados de regresion Poisson aplicada a las variables del habitat de

Cynomys mexicanus en Coahuila, México.

Coefficients:

Estimador  Error Valorde Z  Probabilidad
estandar
(Intercepto) 1.5938 0.1612 9.887 < 2e-16
VegS? 0.5292 0.2729 1.939 0.0525
VegVP 1.0825 0.2700 4.009 6.1e-05

2 \Vegetacion Seca. ? Vegetacion Viva

Algunos autores como Yeaton y Flores (2006), Mellado et al. (2005), Mellado y Olvera
(2008) y Hopson et al. (2015), mencionan que el perrito de la pradera es muy selectivo
en su alimento, por lo que, el consumo y el aporte nutricional de las gramineas (principal
componente de la dieta) son importantes, sobre todo en la época de desarrollo de los
juveniles (Mellink y Madrigal, 1993). Por ello, el papel ecoldgico que esta especie
desempeiia controlando la altura de pastos es fundamental, pues las gramineas
requieren del ramoneo, lo que permite que las areas que colonizan, tengan mejores
condiciones de cobertura del suelo (Sierra-Corona et al. 2015). Aunque el pastoreo por
ganado doméstico puede ser una herramienta de manejo del habitat del perrito, es
recomendable que las areas de distribucion del perrito se excluyan al pastoreso durante
la época reproductiva de esta especie y pastorearlas cuando asi se requiera, pues ésta
especie ha coexistido y se ha desarrollado evolutivamente con otras especies de
herbivoros como el bisonte (Bison bison) (Coppock et al., 1983b). El pastoreo que realiza
este herbivoro permite la poda de especies de pasto alto, mejorando a la vez las
condiciones de visibilidad del perrito de las praderas y aunque el bisonte es una especie
extirpada en Coahuila, México, su rol ecoldgico puede sustituirse con el del ganado
bovino (Allred et al., 2011; Kohl et al., 2013). No obstante, una de las politicas actuales
para manejar las colonias del perrito en el area de estudio es la de no permitir el pastoreo

por ganado vacuno en las areas de distribucién de C. mexicanus.
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C. mexicanus, por su forma de alimentacién, favorece la diversidad de especies a nivel
de paisaje (diversidad beta) (Royo-Marquez y Baéz-Gonzales, 2012); asimismo controla
las especies mas palatables (Sierra-Corona et al. 2015). Se ha determinado que el tipo
de suelo y la presencia de ciertas especies vegetales determinan la existencia y
abundancia de perrito llanero; por ello, el objetivo del manejo del ecosistema del perrito
debe ser el de proveer mayor disponibilidad de pastos y herbaceas perenes (vegetacion

viva).

1.5.2 indice de Interaccion
El valor promedio de aislamiento fue de 8.22 + 18.85 y el de interaccion entre colonias de
95.49 + 403.46. Las colonias con mayor interaccion fueron las de los ejidos Tanque de

Emergenciay La Ventura Ay B (Cuadro 1.3; Figura 1.2).

Cuadro 1.3. indices de interaccion segin el modelo propuesto por Trevifio-Villareal y

Grant (1998) aplicado a las colonias de C. mexicanus en Coahuila, México.

ID Colonia Lj Rj ai
1 Encarnacion Guzman 34.266 1.941 3.883
2 Nuevo GOmez 2.577 3.883 3.883
3 Ventura B 263.158 1.130 1.130
4 Ventura A 473.148 1.130 1.130
5 Venado B 2.366 0.788 3.941
6 Venado A 29.547 0.657 3.941
Tanque de
7 Emergencia/Cercado 2526.191 0.076 0.605
8 El Papalote 0.465 32.172 32.172
9 Rufina 0.740 0.367 1.837
10 San José 0.014 78.894 78.894
11 San Miguel 9.976 1.134 4.534
12 Puyas C 1.836 1.104 3.311
13 Puyas B 26.490 0.253 1.014
14 Puyas A 34.275 0.338 1.014
15 LaIndia 0.261 80.669 80.669
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Hormigas C
Hormigas B
Hormigas A
Guadalupe Victoria B

Guadalupe Victoria A

Cercado F
Cercado E
Cercado D
Cercado C
Cercado B
Carneros B

Carneros A

San Juan del Retiro

Artesillas C
Artesillas B
Artesillas A
Angeles F
Angeles D
Angeles C
Angeles B
Angeles A
Angeles E

Colonias/5Mayo
Angeles/Cercado

Purisima
TOTALES

0.550
0.046
2.667
120.026
119.480
0.033
0.599
3.933
0.039
0.421
1.102
3.188
0.088
21.424
52.332
0.685
0.196
1.487
2.495
41.241
19.785
20.453
0.023
2.088
0.016

1.580
2.817
1.580
2.107
1.054
10.933
0.a
0.455
1.524
0.459
2.757
2.757
18.944
0.714
0.714
3.828
1.210
0.551
0.551
0.483
1.692
0.202
27.872
1.008
38.089

6.319
16.900
6.319
2.107
2.107
21.866
2.277
2.277
9.142
1.837
5.513
5.513
18.944
1.429
1.429
7.656
6.049
3.308
3.308
3.384
3.384
0.605
27.872
6.049
38.089

3819.71+398.4 328.99+18.61 425.65+18.11

lj = interaccidn; rj = aislamiento; ai = conexién con otras colonias

Se determinaron dos indices de importancia de cada colonia de C. mexicanus en
Coahuila, México, los cuales permiten analizar de forma visual el impacto que puede
generar cada una de ellas en el paisaje; sin embargo, CONEFOR Sensinode 2.6 (Saura

y Torné; 2009), presentd diferencias entre los resultados del modelo aritmético de

19



Trevifio-Villareal y Grant (1998). Sensinode ha sido utilizado en México para determinar
el impacto potencial que puede tener una conectividad entre parches para la
biodiversidad en México (Ramirez-Reyes et al. 2016; Ayram et al. 2017), sobre todo para
el perrito de la pradera que es una especie muy dinamica en vida libre (Garrett and
Franklin, 1988). A pesar de contar con el valor del flujo de individuos, asi como la
importancia de cada colonia en términos de conectividad en el paisaje, es necesario
determinar las mejores rutas o corredores entre colonias mediante redes de flujo (Uy and
Nakagoshi, 2008; Hong et al. 2013).

1.5.3 indice de conectividad
El indice de probabilidad de conectividad indicé una conectividad a nivel de paisaje de
PC = 0.0001; la conectividad entre colonias fue de EC [PC] = 2710 indicando un efecto
positivo en el flujo de individuos entre colonias (F = 44.1498). De acuerdo con los valores
en el dPC (diferencial del valor de probabilidad de conectividad), se identificaron las
colonias con mayor importancia, a las cuales, segin el método de Natural Brake, se
categorizaron como VH (altamente importante) y H (muy importante) (Cuadro 1.4). Se
aprecian dos colonias con el grado de importancia mayor (VH) y cinco como muy

importantes (H) (Figura 1.2).

Cuadro 1.4. indices de conectividad aplicado a las colonias de C. mexicanus en Coahuila,

México de acuerdo al modelo propuesto por Pascual-Horta y Saura (2006).

ID Colonia Da dF dPC

1 Encarnacion Guzman 6.500 3.996 4.100
2 Nuevo Gomez 0.489 3.184 0.409
3 Ventura B 4.227 4.088 6.522
4 Ventura A 7.600 4.088 9.951
5 Venado B 0.462 5.805 0.396
6 Venado A 5775 7.891 3.985
7 Tanque de Emergencia/Cercado 11.651 13.121 14.964
8 El Papalote 6.050 0.244 3.832
9 Rufina 0.031 5.716 0.015
10  San José 1.063 0.000 0.097
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11 San Miguel 2580 7.720 0.934

12 PuyasC 0.253 5.030 0.094
13  PuyasB 0.343 7.300 0.274
14  Puyas A 0.443 8.214 0.246
15 Lalndia 21.369 0.000 39.255
16  Hormigas C 0.276 6.207 0.244
17 Hormigas B 0.165 3.715 0.067
18 Hormigas A 1.340 4.332 0.452
19 Guadalupe Victoria B 6.705 3.741 10.530
20 Guadalupe Victoria A 6.674  3.986 10.869
21  Cercado F 0.199 0.855 0.052
22  Cercado E 0.039 8.358 0.015
23  Cercado D 0.257 9.448 0.117
24  Cercado C 0.041 5.819 0.018
25  Cercado B 0.018 5.464 0.017
26 Carneros B 0.421 3.208 0.237
27 Carneros A 1.219 3.107 0.293
28 San Juan del Retiro 0.397 0.811 0.097
29  Artesillas C 0.550 4.549 0.159
30 Artesillas B 1.344 6.240 0.340
31 Artesillas A 0.505 2.831 0.101
32  AngelesF 0.090 7.700 0.097
33  AngelesD 0.205 9.973 0.355
34  AngelesC 0.344 8.258 0.380
35  Angeles B 5942 6.684 7.064
36  Angeles A 2.850 3.793 3.472
37 AngelesE 0.094 6.114 0.203
38 Colonias/5Mayo 0.229 0.361 0.011
39  Angeles/Cercado 0.961 8.048 1.894
40  Purisima 0.297 0.000 0.008

dA = importancia del area; dF = importancia de Flujo; dPC = importancia de conectividad.
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Figura 1.2. indice de interaccion [izquierda] y conectividad [derecha] en las colonias de

C. mexicanus en Coahuila, México.

No se encontraron diferencias significativas (p = 0.2505) para el indice de interaccion
entre colonias a diferencia en el indice de conectividad entre colonias de C. mexicanus

en Coahuila, México el cual resulté estadisticamente diferente (p = 5.874e™°).

1.6 CONCLUSION
De acuerdo a nuestros resultados, el area ocupada por el perrito de las praderas continda
decreciendo. Asimismo, la densidad de perritos en el area de estudio comparada con la
citada en otros estudios de Cynomyx fue baja. A pesar de que no existieron diferencias
estadisticas entre las variables del habitat por colonia, se logro identificar que la variable
gue mejor explica la abundancia de perrito llanero es la vegetacién viva (pastos y
herbaceas perennes). No se encontraron diferencias en el indice de interaccion entre
colonias pero si en el indice de conectividad. Los modelos utilizados identificaron las
colonias con alto grado de importancia en la conectividad como lo es la colonia Tanque
de Emergencia, la cual se identific6 como Muy Importante. Esta colonia podria ser

considerada como una poblacién fuente que genere el mayor flujo de individuos entre
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colonias; sin embargo, para generar corredores entre colonias y coadyuvar de mejor
manera con la conservacion de C. mexicanus, se requiere el uso de otros métodos como

el redes de enlace.
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CAPITULO 2. DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DEL PERRITO DE LAS
PRADERAS (Cynomys mexicanus) EN COAHUILA, MEXICO

2.1 RESUMEN
El endemismo y la vulnerabilidad por actividades antropogénicas son las principales
causas de la reduccién de fauna silvestre, listando asi a especies en categorias de riesgo.
Entre estas especies, se encuentra el perrito de las praderas (C. mexicanus), el cual ha
perdido aproximadamente del 62 al 74 % de su distribucién. Por lo que existe una
problematica latente relacionada por endogamia, deriva genética y reduccion de su poza
génica. De esta manera, los objetivos del estudio fueron determinar la diversidad genética
y la estructura genética con el analisis filogeografico en poblaciones de C. mexicanus,
para proponer estrategias de conservacion y recomendaciones que permitan la viabilidad
de la especie en el Estado de Coahuila, México. Se colectaron 22 muestras de sangre en
tarjetas Whatman. La extraccidon de DNA se realiz6 mediante lavados utilizando FTA
Reagent y su amplificacion por Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR) en 600 bp
en el cyt b del mtDNA. Posteriormente, se realizo la secuenciacién de los amplicones y
las secuencias fueron analizadas en DNASp6, Arlequin y MEGA 7 para determinar la
diversidad genética y su estructura genética en Coahuila. Se registraron un total de 40
colonias en 20 gjidos, en las cuales se lograron extraer 22 muestras de C. mexicanus. Se
amplificaron estas muestras a 600 bp. Se registraron 157 sitios segregados, se
encontraron diferencias significativas (p = 0.045) en la prueba de Varianza Molecular; 22
haplotipos fueron encontrados, la varianza de k observada (456.7696) sobresale de la
esperada (231.468). La prueba de Tajima’s D evidenci6 un resultado negativo (-1.39618),
muy relacionado con la seleccion de alelos deletéreos o raros, resultado explicado por la
relacion de Diversidad de Pi < Diversidad de d. Se gener¢ el arbol filogenético, con una
distancia euclidiana promedio de DEU = 0.60 e indic6 que entre clados no existe cierta
relacion entre la distancia lineal con la distancia genética, por lo que se infiere que en
algunos casos las colonias cercanas podrian compartir el mismo clado o clados distintos.
Se propone sumar importancia a la colonia grande que presenta un muy bien estado de

conservacion.
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Palabras clave: mtDNA; endemismo, endogamia, poza génica, poblacion fuente,

poblacién sumidero.

2.2 ABSTRACT

Endemicity and vulnerability due to anthropogenic activities are the main causes of the
reduction of wildlife, thus listing the categories in the risk categories. Among these species
is the prairie dog (Cynomys mexicanus), which has lost approximately 62 to 74% of its
distribution. Therefore, there is a latent problem related to inbreeding, genetic derivation
and reduction of genetic pool. In this way, the objectives of the study were determined
genetic diversity and genetic structure with phylogenetic analysis in populations of C.
mexicanus, to propose conservation strategies and recommendations to allow the viability
of the species in the State of Coahuila, Mexico. 22 blood samples were collected on
Whatman card. DNA extraction was performed by washes using FTA Reagent and its
amplification by Polymerase Chain Reaction (PCR) in 600 bp in the cyt b on mtDNA.
Subsequently, the amplicons were sequenced and the sequences analyzed in DNASp 6,
Arlequin and MEGA 7 to determine genetic diversity, their genetic structure in Coahuila
and propose some conservation strategies. A total of 40 colonies were recorded in 20
ejidos, in which 22 samples of C. mexicanus were extracted. These samples were
amplified at 600 bp. 157 sites were registered segregated by significant differences (p =
0.045) were recorded in the Molecular Variance test. 22 haplotypes were founded, the
observed variance of k (456.7696) exceeds that expected (231.468). Tajima's D showed
a negative result (-1.39618), closely related to the selection of deleterious or rare alleles,
a result explained by the Pi Diversity ratio <Diversity of . The phylogenetic tree was
generated, with an average Euclidean distance of DEU = 0.60. To be able to structure
phylogeography, these phylogenetic tree indicates that between clades, there isn’t a
certain relationship between linear distance and genetic distance, so we can infer that in
some cases nearby colonies could share the same clade or different clades. It is proposed
to add importance to the large colony that presents a very good state of conservation.

Keys words: mtDNA; endemism, inbreed, genetic pool, source population, sink

population.
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2.3 INTRODUCCION

El endemismo, se refiere a una distribuciéon demasiado restringida, causada por cambios
climéticos y orograficos, lo cual ha aislado a especies durante la época del Pleistoceno,
reduciendo de forma significativa sus habitats (Goodwin 1995; Mead et al. 2009; Arroyo-
Cabrales et al. 2010; Castellanos-Morales et al. 2016). Ademas, el incremento de su
vulnerabilidad causada por actividades humanas, han diezmado cada vez mas su
distribucion. Dicha problematica he generado una preocupacién por determinar el origen,
dinamica y evolucién de las especies endémicas, con fines de conservacion, por ello,
investigadores han despertado un interés en la utilizacion del analisis bioestadistico,
especificamente la filogeografia estadistica (McCullough y Chesser 1987; Riddle et al.
1993; Fernandez 2012; Castellanos-Morales et al. 2015). Actualmente, el analisis
molecular ha permitido generar informacion para determinar la variabilidad genética,
filogeografia, asi como la historia evolutiva de las especies de Sciuridos (Harrison et al.,
2003; Fernandez et al., 2012; Castellanos-Morales et al., 2016; Cobble et al., 2016). Un
marcador molecular que ha sido utilizado en trabajos de fauna silvestre es el ADN
mitocondrial (mtDNA), al ser ADN altamente conservado, el cual posee el gen del
citocromo B (Cyt B), presente en la respiracion celular, con una longitud de mas de 600
pb (Chumacero et al., 2006; Li et al., 2016).

Una especie de fauna silvestre de gran importancia, al ser indexada en listas de especies
en Riesgo (NOM-059-SEMARNAT-2010; UICN, 2010), es el perrito de las praderas
(Cynomys spp.), el cual, tanto en México como en USA ha tenido relevancia en diferentes
estudios, sobre todo aquellos en los cuales se han enfocado a su diversidad genética,
con la finalidad de evitar que esta especie aumente su vulnerabilidad por fenémenos de
cuello de botella, reduccion en su poza génica y deriva genética, por motivos de rango
distribucional muy restringido y en continuo decrecimiento (Brown et al., 2015;
Castellanos-Morales et al., 2014, 2015, 2016; Cobble et al., 2016). A pesar de su
importancia, C. mexicanus ha sufrido un impacto negativo, pues en los ultimos 20 afios,
esta especie ha perdido entre el 62 y 74 % de su habitat (Ceballos et al. 1993; Trevifio-
Villarreal y Grant 1998; Scott-Morales et al. 2005).

Se presume que C. mexicanus no presenta aun problemas por poca diversidad genética
pues, se ha encontrado que aun en poblaciones en cautiverio estas mantienen la misma
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rigueza génica que sus contrapartes de vida libre (Castellanos-Morales et al., 2016). Por
lo tanto, los objetivos de este estudio fueron determinar la variabilidad genética de las
colonias y representar la estructura genética utilizando analisis filogeografico en

Coahuila, México.

2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Areade estudio

El estudio se realizé en la zona sur del estado de Coahuila durante febrero a agosto 2017.
Se registraron 40 colonias de perrito de las praderas (C. mexicanus), ubicadas en los
municipios de Saltillo y Arteaga, Coahuila (Figura 2.1). Las coordenadas de ambos
municipios se encuentran entre 101° 50 ‘a 101 ° 59 ‘y 25 ° 25 “a 25 ° 23’. La altura media
es de 1600 a 1650 msnm. Los climas segun la clasificacion de Garciay CONABIO (1998),
se tiene climas semiaridos hasta templados de alta montafa; la precipitaciéon anual va de
los 300 a los 500 mm.

2.4.2 Colecta de muestras

Previo al inicio de la colecta de ejemplares del perrito de la pradera, se tramité ante la
Direccion General de Vida Silvestre, el permiso de colector cientifico con clave
SEMARNAT-08-049 en su modalidad B, el cual se obtuvo con el No. de Oficio
SGPA/DGVS/00206/17. Para determinar la estructura y diversidad genética e iniciar con
el muestreo, se utilizé la metodologia de captura con lazo, descrita por Sacket et al.
(2012), entre los picos de actividad de la especie (Figura 2.2). Los picos de actividad, son
en la manana al salir el sol y horas antes de ocultarse (Ceballos, 2014).

Se realizo6 la captura de 22 perritos, a los cuales se les extrajo una muestra de sangre
(0.1 mL) de la vena femoral interna (Dyer y Cervasio, 2008) para almacenar en tarjetas
WhatmanTM®, FTATM (tecnologia para obtener, aislar, transportar y archivar acidos
nucleicos a temperatura ambiente). También se tomaron datos morfolégicos como ancho
de craneo (AC), longitud del animal (L), peso (M), estado reproductivo (reproductor o

juvenil) y sexo.
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Figura 2.1. Colonias de perrito de las praderas en Coahuila, México.

2.4.3 Extraccion de DNA y amplificacion por Reaccién en cadena de la Polimerasa
(PCR)

La extraccién de ADN se realizd6 mediante lavados con reactivo FTA para las tarjetas
Whatman FTA. La regién del citocromo b (Cyt b) fue amplificada usando PCR, con los
primers diseflados en la herramienta de PrimerBlast del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI; por sus siglas en inglés), Forward: 5- CCT AGC CAT
CCA AAT CCT CA -3’y Reverse: 5- TGC GGG TGT ATA GTT GTC GG -3, utilizando
como referencia secuencias de Castellanos Morales et al. (2016), los cuales fueron
sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuencia (USS) del Instituto de Biotecnologia
(IBT) de la Universidad Nacional Autonoma de México, UNAM). El programa para la
amplificacion en el termociclador fue el siguiente: desnaturalizacion inicial 95 °C durante
3 min y 35 ciclos con desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min; el alineamiento a 64 °C

durante 2 min; la extension a 72 °C durante 2 min, con una extension final a 72 °C durante
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10 min. EI DNA amplificado se cuantific6 con un NanoDrop Mod. ND1000. Para
comprobar la amplificacion de DNA, se realizé la electroforesis en gel de agarosa al 1.5
% tenidos con RedGel. Y los productos amplificados por PCR fueron secuenciados en la
empresa Macrogen Korea, en Beotkkot-ro, Geumcheon-gu, Seoul 08511, Republic of

Korean.

Figura 2.2 Lazos ubicados en los pozos o entradas de madrigueras de C. mexicanus (a

y b) y la contencién de un individuo de C. mexicanus (c).

2.4.4 Diversidad y estructura genética

Para determinar la diversidad genética de C. mexicanus, las secuencias obtenidas fueron
editadas y alineadas en el programa bioestadistico MEGA 7. Las secuencias editadas,
se alinearon con el subprograma Muscle de MEGA 7.0.21 (Kumar et al., 2015). Para
utilizar como referencia un grupo externo, se realizé6 un BLAST en Centro Nacional para
la Informacién Biotecnoldgica (NCBI; por sus siglas en inglés) para ver la similitud de

secuencias con otros individuos de especie distinta. Se calcul6 el numero de sitios
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segregados (S); numero de haplotipos (h); diversidad haplotipica (Hd) y diversidad
nucléotida (1) para las muestras realizadas. También se realizé una prueba de Tajima
con la finalidad de observar la relacion entre variables diversidad de Pi y diversidad de
Theta y determinar mediante esta prueba, el tipo de seleccién que se esta realizando en
los individuos de C. mexicanus. Asimismo, se aplicé una prueba de diferencias en la
distribucion de Parwise (Mismatch) para medir el tamafio poblacional y la diversidad
genética observada, utilizando como prueba de Boostrap las 1 000 interacciones; dichos
andlisis se realizaron en el programa DnaSP v6 (Felsenstein, 1985; Rozas et al., 2017).
De igual forma, se evaluaron las distancias en una matriz de Pairwise utilizando el
Software MEGA 7.0.18, con la finalidad de determinar mediante cercania genética,
encontrar que colonias comparten individuos que poseen el mismo origen genético. Se
utilizé el programa Arlequin con la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg para
determinar diferencias estadisticas mediante una prueba de varianza molecular y
determinar si la herencia mendeliana se mantiene en equilibrio, siempre y cuando no
interfieran otras fuerzas evolutivas produciendo mutaciones (Crow, 1999). Para
determinar la estructura genética con el uso de la filogeografia, se elabord el arbol
filogenético con el programa MEGA 7, usando el método de méximo nivel de Parsimonia
bajo el modelo de Jukes-Kantor a 1000 Boostrap, el cual se ha reportado como un modelo
aplicable a las colonias de esta especie (Castellanos-Morales et al., 2015). Para ilustrar
el arbol filogenético con sus respectivas ubicaciones geograficas, se utilizé el software
ArcMap de ArcGis®, para lo cual se grabaron los puntos de cada captura y se utilizd el

sistema de coordenadas de UTM 84 en un GPS marca Garmin Etrex 20®.

2.5 RESULTADOS

2.5.1. Colonias y medidas morfométricas de los perritos
Se registraron un total de 40 colonias en 20 ejidos, en las cuales se lograron extraer 22
muestras de C. mexicanus (Cuadro 2.1). Dentro de las cuales se muestran sus medidas

morfométricas (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.1. Muestras extraidas de las colonias de C. mexicanus en Coahuila en el afo
2017.

Ejido Municipio No. Colonias  No. Muestras
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Ventura Saltillo 2 1
Purisima Saltillo 1 1
San Juan del Retiro Saltillo 1 1
Encarnacion Guzman  Saltillo 1 0
Nvo.Gomez Saltillo 1 0
Guadalupe Victoria Saltillo 2 1
El Papalote Saltillo 1 2
India/Frayle Saltillo 1 2
Colonias/5 Mayo Saltillo 1 1
Carneros Saltillo 2 0
Rancho Angeles Saltillo 7 1
Cercado Saltillo 6 2
Tang Emergencia Saltillo 1 1
San Miguel Saltillo 1 1
Hormigas Saltillo 3 1
Venado Saltillo 2 2
Las Puyas Saltillo 3 1
San Jose Alamito Saltillo 1 1
Artesillas Arteaga 2 2

Se logré amplificar las 22 muestras utilizando los cebadores modificados para el presente

trabajo. Estos primers lograron amplificar entre 640 pb (Anexo 2).

2.5.2 Diversidad genética

Se registraron 157 sitios segregados; el nimero de haplotipos fue similar al de las
muestras colectadas (22); lo que indicaria que cada colonia poseé uno o varios
haplotipos. La diversidad haplotipica (Hd) fue de 0.9998, por lo que, se consideraria como
una alta diversidad genética; asi como, la diversidad nucleétida m=0.05637 (Cuadro 2.3).
La prueba de Mismatch evidencid que la varianza de k observada (456.7696) sobresale
de la esperada (231.468), por lo que Cynomys mexicanus (R? = 0.078; 6 = 20.56; 1 =

13.16) puede ser una poblacion en equilibrio demogréfico.
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Figura 2.3. Muestras de sangre colectadas de las distintas colonias de C. mexicanus en

Coahuila en los meses de marzo a julio 2017.

Cuadro 2.2. Promedios y desviacion estandar (z) de las medidas morfométricas de

individuos capturados por ejidos en Coahuila, México.

Ejido L (cm) AC (cm) M (gr)

5 de Mayo 29.610.0 4.3+0.0 1030.0+0.0
Carneros 25.4+1.1 4.3+0.1 965.0+106.0
Cercado 25.7x1.4 4.3+0.2 889.0+207.9
Encarnacion Guzman 25.3+0.1 4.3+0.2 985.0+162.6
Frayle 30.74£0.0 4.5+0.0 1230.0+0.0
Guadalupe Victoria 26.7+0.0 4.2+0.0 875.0+£0.0
Hormigas 26.1+0.1 4.2+0.1 872.5+144.9
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La Esperanza 25.8+0.0 4.3+0.0 695.0+£0.0

La India 28.5+0.0 4.4+0.0 870.0£0.0
La Purisima 28.0£0.0 4.6£0.0 1050.0+0.0
Rancho Angeles 26.0+2.0 4.3+0.1 953.7+144.3
San José Alamito 31.2+0.0 4.7+0.0 1270.0+0.0
San Miguel 26.31+0.0 4.5+0.0 845.0+0.0
Tanque Emergencia 24.8+0.6 4.2+0.1 960.0+0.0
Venado 25.9+1.7 4.2+0.1 735.0+190.1
Ventura 25.842.3 4.3+0.2 895.0+134.3
Total 26.4+1.9 4.3+0.1 929.3+164.4

*L: Longitud de trompa a base de cola; AC: Ancho de Craneo; M: Masa.

Cuadro 2.3 Diversidad genética de perrito de las praderas C. mexicanus en Coahuila,

México

Especie N S h Hd n (AMOVA)

p
C. mexicanus 22 157 22 0.999+.1.9e* 5.3e2+6.6e™ 0.0455

Se encontraron diferencias significativas (p = 0.045) en la prueba de Varianza Molecular,
por lo tanto, no se rechaza hipétesis alterna y podriamos mencionar que existe diversidad
molecular en al menos una de las muestras de C. mexicanus. Los valores promedio
registrados para el caso de sitios segregados (157) y diversidad haplotipica (Hd), exceden
un poco a los reportados para esta y otras especies de Sciuridos (Liu et al., 2014,
Castellanos-Morales et al., 2014), sin embargo, esto puede deberse a que los individuos
de nuestro estudio pertenecen a colonias lejanas y no a individuos de la misma colonia.
Los resultados de este estudio muestran que existe una alta diversidad nucleétida y
haplotipica; sin embargo, se ha determinado en la actualidad que existen especies
conocidas por ser presentar una alta tasa de mutacion en el ADNmt (Galtier et al., 2006),
esta podria ser la explicacion por la cual la varianza molecular sigue evidenciando una
diversidad estadistica entre las muestras segun el AMOVA. Esta alta mutabilidad muchas

veces también puede ser reflejo de un proceso de cuello de botella (Neyman y Taylor,

37



2009) pues de acuerdo a Roze et al. (2005) este tipo de eventos permite una mejor

fijacion de los alelos mas adaptables a procesos de seleccidon natural.

La prueba de Tajima evidencio un resultado negativo (-1.39618), lo cual se debe a una
seleccion con alelos deletéreos o raros en la poblacion o bien a algun fenédmeno decuello
de botella o bien eventos donde la poblacion ha perdido una cantidad considerable de
individuos (Simonsen et al., 1995). Debido a lo anterior la Diversidad de 1T < Diversidad
de 6. Con estos argumentos y los resultados de la prueba de Tajima; se puede mencionar
gue las poblaciones de perrito de las praderas han sufrido una serie de conflictos de
cuello de botella (Weber et al., 2004). Potencialmente este tipo de razones se deben al
mal manejo y al conflicto potencial que tuvieron los perritos con los productores y duefios

de las propiedades anteriormente (Ceballos y Navarro 1991).

2.5.3 Estructura genética

Se genero el arbol filogenético con la finalidad de analizar la estructura genética en el
estado, mientras que las distancias resultaron con un promedio de 0.60 (Anexos). Para
estructurar la filogeografia, se utilizaron algunas muestras con nimero de acceso NCBI
(AF157911.1, KP217140.1, DQ106852.1). Esta informacion, nos permite comparar
nuestras muestras dentro del arbol filogenético con otras dos de la misma especie y una
especie distinta para evaluar el comportamiento del mapa con un grupo externo. El arbol
filogenético indica que entre clados, existe cierta relacion entre la distancia lineal con la
distancia genética, por lo que, podemos inferir que en algunos casos las colonias

cercanas podrian compartir el mismo clado (Figura 2.4).

Es imperativo sefialar que adn con situaciones negativas, el perrito se considera como
una especie que puede recolonizar sus habitat al presentar caracteristicas de especie
pionera (Hale y Koprowski, 2017). Ademas, esta especie presenta una diversidad
haplotipica similar al nimero de u, ya que estos resultados coinciden con los reportados
por Castellano-Morales et al. (2015), quiénes observaron que cada colonia tiene uno o
varios clados. Sin embargo, esta regla no se aplica del todo con el mismo mapa. Por esta
razon, se observa en las 22 muestras, clados distintos entre ellas (. Es importante
mencionar que se comparten clados entre las colonias mas lejanas o bienen una misma
colonia existen clados distintos. Esta afirmacion responde de forma contraria a la teoria

gue expone a las lineas parentales basadas muy marcadamente por el aislamiento
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espacial (Wright, 1943), sin embargo, algunas coincidencias podrian basarse en colonias

nuevas que han sido parte de una recuperacion del perrito.
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Figura 2.4. Filogeografia del perrito de las praderas (C. mexicanus) en Coahuila, México.

A pesar de buscar una recuperacion con programas de manejo y otros proyectos de
recuperacion es innegable que esta especie ha diezmado sus poblaciones en los ultimos
afos, aumentando su fragilidad. Sin embargo, aun y con este escenario conflictivo el
perrito de las praderas es una especie resistente y con una buena resilencia, su nivel de
organizacion social en la colonia ha permitido que esta especie sobreviva frente a los
conflictos con las comunidades donde coexiste (Verdolin et al.,, 2014) y logre
recuperarse, evitando la erradicacion de la especie del héabitat. Dentro de las
recomendaciones y/o estrategias sugeribles es que se permita la recolonizacién mediante
el intercambio de individuos, ubicando lineas de trazado o la distancia mas cercana entre
una colonia y otra con la finalidad de que de forma natural exista este flujo de genes entre
colonias para aumentar el vigor genético. De igual manera, se logré identificar como
unacolonia de importancia, la situada entre Tanque de Emergencia y El Cercado, esta

colonia potencialemente podria mostrarse como una colonia fuente o sumider.
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2.6 CONCLUSIONES
En este estudio, se determinaron 22 haplotipos, para las 22 muestras de las diferentes
colonias del estado de Coahuila. Se encontré que existe una buena diversidad genética
y diversidad nucle6tida en comparativa con otros estudios anteriores. La prueba de
Tajima evidencié que las colonias de perrito han presentado cuellos de botella o bien
alguna reduccioén drastica en alguna de sus colonias. La estructura genética nos indica
que la distancias lineales entre colonias, no tiene inferencia en la distancia genética entre
las mismas, por lo que en una colonia puede haber uno o mas haplotipos. Los resultados
nos permiten formular como estrategias el flujo de individuos entre colonias con la
finalidad de aumentar el vigor en la genética de los individuos; lo anterior se puede lograr
con la generacion de corredores ecolégicos o zonas de interconexion entre colonias que

proponiendo un modelo de ruta méas corta pueda generarse un intercambio de individuos.
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CONCLUSIONES GENERALES
De acuerdo a nuestros resultados, el area ocupada por el perrito de las praderas contindia
decreciendo. Asimismo, la densidad de perritos en el area de estudio comparada con la
citada en otros estudios de Cynomyx fue baja. A pesar de que no existieron diferencias
estadisticas entre las variables del habitat por colonia, se logré identificar que la variable
gue mejor explica la abundancia de perrito llanero es la vegetacion viva (pastos y
herbaceas perennes). No se encontraron diferencias en el indice de interaccion entre
colonias pero si en el indice de conectividad. Los modelos utilizados identificaron las
colonias con alto grado de importancia en la conectividad como lo es la colonia Tanque
de Emergencia, la cual se identific6 como Muy Importante. Esta colonia podria ser
considerada como una poblacion fuente que genere el mayor flujo de individuos entre
colonias; sin embargo, para generar corredores entre colonias y coadyuvar de mejor
manera con la conservacion de C. mexicanus, se requiere el uso de otros métodos como

el redes de enlace.

En este estudio, se determinaron 22 haplotipos, para las 22 muestras de las diferentes
colonias del estado de Coahuila. Se encontré que existe una buena diversidad genética
y diversidad nucledtida en comparativa con otros estudios anteriores. La prueba de
Tajima evidencid que las colonias de perrito han presentado cuellos de botella o bien
alguna reduccién drastica en alguna de sus colonias. La estructura genética nos indica
gue la distancias lineales entre colonias, no tiene inferencia en la distancia genética entre
las mismas, por lo que en una colonia puede haber uno o mas haplotipos. Los resultados
nos permiten formular como estrategias el flujo de individuos entre colonias con la
finalidad de aumentar el vigor en la genética de los individuos como se explica en el
parrafo anterior, sobre todo implementando métodos como redes de enlace o corredores

ecologicos.
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ANEXOS

ANEXO 1. PERMISO DE COLECTA
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ANEXO 2. Muestra amplificada de mtDNA cyt b de Cynomys mexicanus.
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