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RESUMEN

La distribucion espacial de la variabilidad genética es influenciada por distintos factores tales
como: el rango de distribucion de la especie, la capacidad de dispersion, el sistema de
apareamiento, migracion, entre otros. Una baja tasa de migracion entre las poblaciones de una
especie puede ocasionar una disminucion de la variacion genética. Tal es el caso de la codorniz
Moctezuma (Cyrtonyx montezumae), una especie de interés cinegético con una limitada
capacidad de vuelo que le restringe el desplazamiento a grandes distancias. En el limite norte
de su distribucion en Arizona, Nuevo México y Texas en Estados Unidos, la especie habita
bosques de encino separados entre si por amplias areas desérticas, lo que genera que la poblacion
esté distribuida en parches o islas. El conocimiento de la estructura genética poblacional de la
especie y las posibles consecuencias de ese acomodo espacial son fundamentales para realizar
un mejor manejo de esta. En este sentido, el objetivo de este esta investigacion es la
determinacion de patrones de variacion genética en poblaciones de Cyrtonyx montezumae
mediante el uso de loci microsatelitales. Se utilizaron nueve loci disefiados para Colinus
virginianus en 119 muestras provenientes de la caceria legal en Nuevo México, Arizona y Texas
en Estados Unidos. Las muestras fueron divididas en cuatro poblaciones Arizona (AZ), Nuevo
Meéxico Oeste (NMW), Nuevo México Este (NME) y Texas Oeste (TXW). A nivel global, las
poblaciones analizadas mostraron bajos valores de heterocigosidad observada (Ho = 0.22 + 0.04)
y numero de alelos por locus (4 = 2.41 £ 0.27) en comparacion con otras aves. El indice de
diferenciacion genética poblacional Rsr global tuvo un valor de 0.045, sugiriendo una débil
estructura genética. Los valores mas altos para Rgr ocurrieron entre las poblaciones de AZ-
TXW, AZ-NME y NMW-TXW. Los resultados del analisis de asignacion bayesiana indican
que las muestras se separan en tres grupos (K=3), ubicando a las poblaciones de Arizona y Texas
en dos grupos distintos y aparte de las dos poblaciones de Nuevo México, las cuales se
encuentran en el mismo grupo. A pesar de estar diferenciadas entre si, el analisis de asignacion
bayesiana sugiere la mezcla de los individuos entre las poblaciones, lo que puede ser un
indicador de que existe migracion entre ellas, especialmente entre las poblaciones de Nuevo
M¢éxico y Arizona. La prueba de aislamiento por distancia indica que existe una fuerte
correlacion (R? = 0.84) y evidencia sugestiva (p = 0.08) de no independencia entre la distancia

geografica y la distancia genética de las poblaciones, por lo que es probable que las poblaciones
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de la codorniz Moctezuma en el suroeste de Estados Unidos no se encuentren aisladas
totalmente. No obstante, las proyecciones climaticas indican un aumento en las condiciones de
aridez en esta region, especialmente en las zonas de climas templados como lo son los
ecosistemas de encinares abiertos donde ocurre la especie. En este escenario, es posible que
desaparezcan las zonas que pueden estar funcionando como corredores entre las poblaciones,

ocasionando asi un mayor aislamiento de la especie.
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ABSTRACT

The spatial distribution of genetic variability is influenced by different factors such as: range of
distribution of the species, dispersal capacity, mating system, migration, among others. A low
migration rate between populations of a species can cause a decrease in genetic variation. Such
is the case of the Montezuma quail (Cyrtonyx montezumae), a popular game bird with a limited
flight capacity that prevents it move large distances. In the northern limit of its distribution in
Arizona, New Mexico and Texas in the United States, the species inhabits oak forests separated
from each other by wide desert areas, causing the population to be distributed in patches or
islands. In order to establish proper population management, it is important to know the
population’s genetic structure as well as causes for the spatial arrangements. Therefore, the
objective of this study is the determination of genetic variation patterns in populations of
Cyrtonyx montezumae through the use of microsatelitals loci. Nine loci designed for Colinus
virginianus were used in 119 samples from legal hunting in New Mexico, Arizona and Texas in
the United States. The samples were divided into four populations Arizona (AZ), New Mexico
West (NMW), New Mexico East (NME) and West Texas (TXW). At a global perspective, the
populations analyzed presented low values of observed heterozygosity (Ho = 0.22 + 0.04) and
number of alleles per locus (4 = 2.41 + 0.27) compared to other bird species. The global
population genetic differentiation index Rsr had a value of 0.045, suggesting a weak genetic
structure. The highest values for Rsr occurred between the populations of AZ-TXW, AZ-NME
and NMW-TXW. The results of the Bayesian allocation analysis indicate that the samples are
separated into three groups (K = 3) placing the populations of Arizona and Texas in different
groups apart from the two populations of New Mexico, which are in the same group. Despite
being differentiated from each other, the Bayesian allocation analysis suggests the mixture of
individuals between populations, which may be an indicator of the existence of migration
between them, especially between the populations of New Mexico and Arizona. The distance
isolation test indicates that there is a strong correlation (R? = 0.84) and suggestive evidence (p
= 0.08) of non-independence between the geographical distance and the genetic distance of the
populations. However, it is likely that the populations of the Montezuma quail in the
southwestern United States are not completely isolated, nevertheless, climate projections

indicate an increase in aridity conditions in this region, especially in temperate climates such
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the ecosystems where the species occurs. Therefore, it is possible that the areas that may be

functioning as corridors between the populations disappear causing their complete isolation.
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INTRODUCCION

Las variaciones fisiologicas, morfoldgicas y conductuales existentes entre las especies y entre
los individuos de una misma especie tienen su origen en la informacion genética propia de cada
una. La mayoria de estas pueden estar dadas por la variabilidad genética, la cual consiste en
variaciones entre secuencias de ADN de distintos individuos (Eguiarte et al., 2007). Estas
variaciones pueden ocasionar que la misma caracteristica morfoldgica o funcion del organismo
se manifieste de distinta manera entre individuos (Hedrick, 2011). De esta manera, dicha
variabilidad les brinda a las especies la posibilidad de enfrentar cambios ambientales y
biologicos (por ejemplo, cambios en la temperatura y/o precipitacién, competencia,

depredacion, enfermedades) para persistir a través del tiempo (Allendorf'y Luikart, 2007).

La distribucion espacial de la variabilidad genética estd influenciada por distintos
factores como el rango de distribucion de la especie, capacidad de dispersion, su sistema de
apareamiento, la migracion, entre otros (Manel et al., 2003). A su vez, estos fendmenos
determinan en mayor o menor medida el aumento o disminucion de la variabilidad genética
dentro y entre las poblaciones de una especie (Menger et al., 2017). Una baja tasa de migracioén
dentro de las poblaciones de una especie puede ocasionar una disminucién de la variacion
genética (Frankham, 1996). Esto tiende a reducir la capacidad de adaptacion a cambios
ambientales extremos en los individuos de una poblaciéon. Lo anterior puede traer como
consecuencia un efecto negativo en la supervivencia a largo plazo de las metapoblaciones de la
especie (Arif y Khan, 2008). De igual manera, la pérdida de variacién genética en las
poblaciones reduce su éxito a causa de la disminucion de la adecuacion individual promedio

(Reed y Frankham, 2003).

La disminucion de la variacion genética puede estar dada también por la reduccion de
los tamafios poblacionales de las especies. Diversos factores naturales y antropogénicos son la
causa de esta reduccion. Sin embargo, la mayor afectacion proviene de actividades desarrolladas
por el humano (Frankham, 1996). La destruccion y fragmentacion de los habitats naturales, asi
como la sobreexplotacion de especies con valor econdmico, quiza representan las principales

amenazas para la persistencia de las poblaciones silvestres (Templeton et al., 1990).



Actualmente, la reduccion de los tamafios poblacionales de muchas poblaciones de fauna
silvestre ha ocasionado que dichas especies no posean una distribucion geografica continua.
Estas pueden estar separadas geograficamente y formar grupos reproductivos que se pueden
diferenciar unos de otros (Allendorf et al., 2008). A su vez, la fragmentacion puede ocasionar
el aislamiento de los grupos reproductivos disminuyendo el intercambio de individuos. Los
individuos pertenecientes a fragmentos poblacionales aislados geograficamente del resto de la
distribucion de la especie pueden presentar adaptaciones locales a las condiciones ambientales
de un sitio determinado (Kawecki y Ebert, 2004). Por lo tanto, una sobreexplotacion de esa
poblacion pudiera ocasionar la extirpacion de la especie en ese lugar, ya que individuos de otras
regiones no tendrian la capacidad de adaptarse a las condiciones de ese sitio (Caballero y Toro,

2002).

En el caso de la fauna silvestre, el aprovechamiento cinegético es una actividad
productiva que impacta directamente las poblaciones de distintas especies. La constante
extraccion de individuos de una poblacion puede ser sinonimo de pérdida de informacion
genética (Harris et al., 2002). Como consecuencia, si no existe un control sobre esta extraccion,
la actividad cinegética puede generar cambios en el pool genético que pueden tener un efecto
sobre las tasas de cosecha o inclusive pueden incrementar el riesgo de extincién de algunas
especies (Allendorf et al., 2008). Es por esto que conocer la variabilidad genética de las

poblaciones explotadas es de gran importancia para realizar su manejo sustentable.

Tal es el caso de la codorniz Moctezuma (Cyrtonyx montezumae Vigors 1830), una
especie de interés cinegético con una limitada capacidad de vuelo que le impide desplazarse
grandes distancias (Stromberg, 1990). Aunado a esto, en el limite norte de su distribucion en
Arizona, Nuevo México y Texas en Estados Unidos, la especie habita bosques de encino
separados entre si por amplias areas desérticas, lo que genera que la poblacion esté distribuida
en parches o islas (Stromberg, 2000). Durante el invierno la especie es cazada en Arizona y
Nuevo México (Stromberg, 2000; Leopold y McCabe, 1957). Sin embargo, a pesar de ser una
especie de interés cinegético, no se tiene informacion respecto a su genética poblacional. Por lo
que, el conocimiento de los patrones de variacion genética poblacional pudiera significar una
herramienta importante al momento de determinar distintas acciones de manejo, tales como

posibles translocaciones de individuos o la restriccion de la caceria en ciertas areas y anos.



El patron de distribucion geografica en parches que presenta C. montezumae en el limite
norte de su distribucion, pudieran estar ocasionando una disminucion en la variacion genética y
una fuerte estructura genética poblacional. Es por esto que conocer la estructura genética
poblacional de la especie y las posibles causas que dan origen a ese acomodo espacial son
fundamentales para realizar un mejor manejo de esta. En este sentido, el objetivo de este trabajo
es la determinacion de patrones espaciales de variacion genética en poblaciones de Cyrtonyx

montezumae mediante el uso de loci microsatelitales de ADN.



I. ANTECEDENTES

I.1. Historia natural de la especie

La codorniz Moctezuma Cyrtonyx montezumae (Galliformes: Odontophoridae) también
conocida como codorniz arlequin (Figura 1), es un ave terrestre que habita lomerios con
presencia de distintas especies arboreas, principalmente encino (Quercus spp). La existencia de
una abundante cobertura de pastizales y arbustos es un factor determinante en la presencia de la
especie (Leopold y McCabe, 1957). La especie se distribuye a través de toda la Sierra Madre
Occidental desde el sur de Arizona, Nuevo México y Texas en Estados Unidos hasta Oaxaca y
el centro de México. En Nuevo México y Texas, la codorniz Moctezuma posee un patrén de
distribucion fragmentado en parches, separado espacialmente del resto del rango de distribucion

de la especie (Figura 2).

Es de tamafio mediano, la codorniz Moctezuma mide entre 20 y 23 centimetros de altura.
Los machos llegan a pesar hasta 195 g, mientras que las hembras pueden alcanzar un peso de
176 g (Stromberg, 2000). La especie presenta también dimorfismo sexual en el plumaje. Existen
cuatro subespecies, C. m. montezumae, C. m. mearnsi, C. m. rowleyi y C. m. sallei, las cuales
pueden ser diferenciadas principalmente por el patréon en el plumaje de los machos (Leopold y

McCabe, 1957).

La subespecie mas nortefia Cyrtonyx montezumae mearnsi habita los estados de Sonora,
Chihuahua, Durango, Coahuila y Nuevo Leon en México; en Estados Unidos se encuentra en
los estados de Arizona, Nuevo México y Texas (Stromberg, 2000). Los machos de esta
subespecie poseen plumas blancas y negras en la cara que forman un llamativo patrén similar a
la cara de un arlequin. Los flancos del cuerpo son de color gris cubiertos por puntos blancos, la
parte dorsal es de un color canela con puntos negros, el medio de la parte ventral desde el pecho
hasta la cola es de color café y poseen un pico de color grisaceo. Las hembras presentan un vago
patron de arlequin en la cara. Ademas, las hembras son de un color méas palido y café con un

fino patron de puntos y barras blancas en la parte ventral (Stromberg, 2000).



Figura 1. Hembra (izquierda) y macho (derecha) de Cyrtonyx montezumae. Fotogratia de Will
Brooks (https://ebird.org/view/checklist/S46086344).
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Figura 2. Distribucion actual de Cyrtonyx montezumae (BirdLife International, 2016).



La formacion de parejas reproductoras sucede entre los meses de marzo y abril, mientras
que los primeros juveniles por lo general se observan a mediados del mes de julio. Es una especie
comunmente mondgama, aunque en algunos afos anormalmente hiimedos las hembras pueden
presentar un comportamiento poligdmico y aparearse con varios machos de diferentes nidos,
dejando al macho a cargo del cuidado de los huevos (Stromberg, 2000). En promedio cada pareja

procrea 11 polluelos por temporada (Leopold y McCabe, 1957; Brown, 1979).

Justo después de la época reproductiva a mediados de septiembre, al igual que otras
codornices (Carrol, 1994; Williams et al., 2003), esta especie forma grupos invernales que por
lo general estdn compuestos en promedio por 6.4 a 9.5 individuos (Holdermann, 1992). Estos
grupos permanecen unidos hasta los meses de marzo - abril, cuando comienza la época de
dispersion de los individuos y la formacion de parejas reproductivas (Leopold y McCabe, 1957,

Stromberg 1990).

I.2. Ambito hogareiio y movimientos

Existen diversos estudios donde a través del uso de la telemetria se ha estimado el d&mbito
hogarefo y los movimientos de C. montezumae. El primero de ellos fue realizado por Stromberg
(1990) en el sur de Arizona. En este estudio se encontrd que durante la época invernal los grupos
permanecieron en areas de entre 6 y 12 hectareas (ha) y se movieron una distancia promedio de
97.8 m entre dias consecutivos. Al inicio de la época de dispersion, los individuos utilizaron en
promedio areas de 50 ha y se movieron 195 m durante dias sucesivos. Al comenzar la época
reproductiva las parejas permanecieron en areas de 2 ha en promedio y sus movimientos diarios

tuvieron un promedio de 83 m.

Un estudio realizado por Greene (2011) en el oeste de Texas encontré que el area
promedio de &mbito hogarefio para la especie en esta region es de 2,149.4 ha. Mientras que la
distancia linear méxima entre dos localidades encontrada para un individuo fue de 12.74 km. A
pesar de que este estudio solamente obtuvo informacion durante la época de dispersion y
reproduccion de la especie, los valores son mayores en comparacion con los obtenidos por

Stromberg (1990).



Chavarria (2013) instalé radiotransmisores en individuos de C. montezumae en tres
localidades del sureste de Arizona, encontrando también areas de ambito hogarefo y
movimientos mas grandes en comparacion con lo reportado por Stromberg (1990). En el trabajo
mencionado, el valor maximo de ambito hogarefio de la especie fue de 206.65 ha. Por su parte,
la distancia linear méxima promedio entre dos localidades fue de 1,128.39 m, mientras que la
distancia linear maxima detectada para un individuo fue de 2375.5 m. Ademas, este estudio
demostrd que las hembras adultas tienen areas de ambito hogarefio mas grandes en comparacion
con los machos. De igual manera, los juveniles de ambos sexos tuvieron areas de ambito

hogarefio mayores en comparacion con los adultos.

1.3. Aprovechamiento y manejo de la especie

Cyrtonyx montezumae es aprovechada cinegéticamente durante el invierno en los estados de
Arizona y Nuevo México en Estados Unidos (Stromberg, 2000; Heffelfinger y Olding, 2000).
En la actualidad la temporada de caceria en Arizona dura 80 dias entre noviembre y febrero,
mientras que en Nuevo México la temporada comienza el 15 de noviembre y termina el 15 de
febrero. En Texas la temporada de caceria se encuentra cerrada, por lo tanto, las poblaciones no
se encuentran bajo la presion de la caceria. El uso de perros entrenados para la caceria, el facil
acceso en automovil a los sitios donde se localizan las parvadas, el incremento en la popularidad
de la caceria de la especie en Arizona y Nuevo México, asi como el reducido rango de dispersion
de las parvadas durante la temporada invernal permite a los cazadores localizarlas con relativa
facilidad. Por lo tanto, durante una misma temporada invernal se puede llegar a eliminar a todos
los individuos de una misma parvada (Stromberg, 2000). La cosecha de parvadas enteras puede

estar promoviendo un descenso en el tamafio poblacional de la especie

La disminucion de la abundancia de esta especie también puede estar dada por la pérdida
de una buena cobertura de pastizales (Harveson, 2009). Una de las estrategias de defensa de esta
especie es permanecer inmdvil en el suelo cuando se siente amenazada, de esta manera logra
camuflarse con el suelo gracias a los patrones cripticos de su plumaje. Sin embargo, la reduccion
en la cobertura de los pastizales debido al sobrepastoreo le quita a la especie su principal

estrategia de defensa contra los depredadores (Heffelfinger y Olding, 2000). De igual modo, la



reducciéon en la cobertura vegetal también puede estar dada por el decremento de las

precipitaciones durante el verano.

Como se menciond anteriormente, en Texas no esta permitida la caceria de la especie,
debido principalmente a los bajos valores de abundancia que presenta en el estado. En el estado
las poblaciones remanentes de C. montezumae se encuentra restringidas a la region de Trans-
Pecos en el oeste y a la Meseta de Edwards en el centro (Albers y Gehlbach, 1990). A raiz de
esto, se han realizado distintos esfuerzos para reestablecer las poblaciones de C. montezumae en
el estado. A mediados de la década de 1970 se inici6 con una serie de reintroducciones en
distintas regiones de Texas a partir de individuos colectados en Arizona, donde la especie es
mas abundante (Wauer, 1973). A pesar de que la liberacion de los individuos en las distintas
ocasiones fue realizada en sitios donde historicamente se distribuia la especie, el éxito de estas
reintroducciones no se ha podido confirmar (Armstrong, 2007) debido a que no se les dio el
seguimiento adecuado a los individuos liberados. De esta forma, no se tiene la certeza si los
individuos observados en afos posteriores a las reintroducciones son migrantes de regiones

cercanas o si se trata de los individuos reintroducidos (Armstrong, 2007).

I.4. Variabilidad genética en las codornices del nuevo mundo

El conocimiento de los patrones de variabilidad genética ha sido impulsado principalmente por
el desarrollo de los marcadores moleculares. Particularmente, los marcadores microsatelitales
se han convertido en una herramienta muy utilizada para determinar la estructura genética de
las poblaciones (Golubov y Ortega, 2007). Esto se debe a que los loci microsatelitales son
marcadores codominantes altamente polimorficos y se encuentran ampliamente distribuidos en
el genoma de muchos organismos eucariontes, por lo tanto, son capaces de brindar gran cantidad
de informacion y nos permiten diferenciar unos individuos de otros a partir de muestras de tejido
(Kashi y Soller, 1998). Se han desarrollado marcadores microsatelitales para diversas especies
de la familia Odontophoridae como Callipepla squamata (Orange et al., 2014), Callipepla
californica y Callipepla gambelli (Gee et al., 2003), Colinus virginianus (Schable et al., 2004)

y para Odontophorus leucolaemus (Hale y Hughes, 2003). Los trabajos realizados con estos



marcadores moleculares se han enfocado en determinar la variabilidad genética y el parentesco

familiar.

La mayoria de los estudios para determinar la variabilidad genética han sido enfocados
en las poblaciones de Colinus virginianus. Esta especie posee una amplia distribucion, sin
embargo, la fragmentacion del habitat donde ocurre ha ocasionado el descenso de las
poblaciones. A pesar de la reduccion poblacional, diversos autores han encontrado que esta
especie presenta una débil estructura poblacional y diversidad genética similar entre poblaciones

(Williford et al., 2017).

Tres estudios realizados en distintos lugares de Estados Unidos encontraron que a pesar
del aparente aislamiento que presentan algunas poblaciones de C. virginianus, los estimadores
de variabilidad genética presentan altos valores y la estructura genética entre las poblaciones
analizadas es practicamente nula (Terhune, 2008; Evans et al., 2012; Miller et al., 2017). Los
autores atribuyen estos patrones a dos factores. El primero de ellos es que probablemente los
individuos de esta especie ain se encuentran migrando entre poblaciones a pesar de la
fragmentacion del hébitat y, esto es debido principalmente a que una gran proporcion del area
que separa a las poblaciones esta ocupada por tierras agricolas, lo que de alguna manera permite
la movilidad de las aves a través de estas zonas. El segundo factor es atribuido al hecho de que
el tiempo que ha transcurrido desde que la fragmentacion del habitat comenzo a incrementarse
ha sido poco, por lo tanto, es muy corto el tiempo para que exista un reflejo de este fenomeno

en la variabilidad genética.

En el caso de C. montezumae, no se han desarrollado marcadores microsatelitales para
la especie. Sin embargo, Mathur y colaboradores (2019) realizaron un estudio con polimorfismo
de nucleotido tnico (SNP por sus siglas en inglés). En el analisis incluyeron individuos de las
poblaciones de Arizona, Nuevo M¢éxico y oeste de Texas. Los autores reportan una
heterocigosidad observada de 0.32 + 0.17, mientras que el indice de diferenciaciéon genética
entre pares de poblaciones oscild entre 0.08 y 0.14. Segtn el andlisis de variabilidad genética
que realizaron, la poblacién de Texas se encuentra separada de las poblaciones de Arizona y

Nuevo México.



II. HIPOTESIS

Dado que la especie ocupa bosques de encino que se encuentran ampliamente separados unos
de otros por areas desérticas, aunado a la limitada capacidad de vuelo de esta gallinacea, es
probable que el intercambio de individuos entre las poblaciones sea limitado, lo que genera
bajos niveles de variabilidad genética al interior de las metapoblaciones y una estructura

poblacional que sigue un patrén de aislamiento por distancia.
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III. OBJETIVOS

III.1. Objetivo general

Determinar la estructura y patrones de variacion genética en poblaciones de Cyrtonyx

montezumae en el limite norte de su distribucion.

I11.2. Objetivos especificos

1. Comparar la variabilidad genética microsatelital entre las poblaciones de Cyrtonyx
montezumae de Arizona, Nuevo México y Texas.

2. Determinar la estructura genética en poblaciones de Cyrtonyx montezumae en los estados
de Arizona, Nuevo México y Texas.

3. Determinar si existe un patron de aislamiento por distancia en poblaciones de Cyrtonyx

montezumae en Arizona, Nuevo México y Texas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Colecta de muestras

Las muestras utilizadas en este trabajo son provenientes de la caceria legal en Nuevo México,
Arizona y Texas en Estados Unidos (Figura 3) (Anexo 1). Dichas muestras estin compuestas
por las alas y los buches de individuos cazados durante el invierno entre los afios 2009 a 2019.
Con el fin de asignarles una poblacion a los individuos se disefid un arreglo espacial con cuatro
poblaciones: Arizona (AZ), Nuevo México Este (NME), Nuevo México Oeste (NMW) y Texas
Oeste (TXW). En total se obtuvieron 119 muestras, 32 de AZ, 36 de NMW, 26 de NME y 25
de TXW (Tabla 1). Esto de acuerdo con la ubicacion de los individuos cosechados y al rango

de distribucion actual de la especie propuesto por la [IUCN (BirdLife International, 2016).
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Figura 3. Ubicacion de los sitios donde fueron cazados los individuos de Cyrtonyx montezumae
utilizados en este trabajo (BirdLife International, 2016).
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Tabla 1. Localidad, cantidad y afio de colecta de los individuos de C. montezumae utilizados en
este trabajo.

Localidad Tamano de muestra Ano de colecta
Arizona (AZ) 32 2015-2017
Nuevo México Este (NME) 26 2010, 2015-2016
Nuevo México Oeste (NMW) 36 2009-2011, 2015-2016
Texas Oeste (TXW) 25 2018-2019
Total 119 -

IV.2. Genotipeado de microsatélites
IV.2.1. Extraccion de ADN y PCR

Pararealizar la extraccion de ADN se tomaron 25 mg de tejido muscular del ala derecha de cada
individuo. Se utilizo el kit de extraccidon DNeasy Blood and Tissue de QIAGEN® vy el extracto
de ADN obtenido se almaceno a -20°C. Es importante sefalar que debido a la deshidratacion y
deterioro que presentaban buena parte de las muestras fue necesario realizar la homogeneizacion
del tejido mediante un mortero, esto para tratar de obtener mayores concentraciones de ADN.
La concentraciéon de ADN en el extracto fue evaluada con un espectrofotémetro Nano Drop

1000.

Se probaron 20 loci microsatelitales desarrollados por Schable y colaboradores (2004)
para Colinus virginianus. La eleccion de estos 20 loci se realizd con base en la heterocigosidad
y el nimero de alelos reportados por los autores. Para la amplificacion de los microsatélites, se
prepararon reacciones de PCR de 25 pL cuyas concentraciones finales fueron: 2 uL de ADN
genomico (con una concentracion de 50 ng por uL), 12.5 pLL de MasterMix (GoTaq® Colorless
Master Mix, Promega), 1 uL de cada oligo y 8.5 puL de agua para PCR sin endonucleasas. Las
condiciones del termociclador para la amplificacion se modificaron de acuerdo con las
especificaciones del fabricante del MasterMix utilizado y a las temperaturas de alineacion de
los oligos. El programa utilizado fue el siguiente: un ciclo de 95°C por 2 minutos; cinco ciclos
de 94°C por 30 segundos, 45°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos; después 35 ciclos de
94°C por 45 segundos, 45°C por 45 segundos y 72°C por un minuto; seguido de un ciclo de
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72°C por dos minutos. Los productos de PCR fueron cargados en geles de agarosa tefiiddos con
bromuro de etidio al 2% y corridos por electroforesis a 90 volts durante 55 minutos.
Posteriormente fueron visualizados en el fotodocumentador DNR BIO-Imaging Systems

MiniBIS Pro® para corroborar la amplificacion de los fragmentos deseados.

Se seleccionaron los 12 microsatélites que presentaron mayor polimorfismo y
concordancia en el tamafio de los fragmentos seglin lo reportado por el autor (Tabla 1). Debido
a que los oligos poseian distintas temperaturas de alineacion, se realizaron pruebas de
estandarizacion de la técnica de PCR mediante un gradiente para determinar la temperatura
optima para cada par de oligos, las temperaturas variaron entre 45°C y 57°C (Tabla 2).
Posteriormente se ordend este set de oligos a SIGMA-ALDRICH con una modificacion en la
secuencia 5°- 3’ (marcaje), donde fueron adheridos a la secuencia los fluor6foros FAM y HEX.
A pesar de haber realizado pruebas con todos los primers previo al marcaje con fluor6foros, se
tuvieron problemas con la amplificaciéon de los loci Quail 32 y Quail 34 utilizando oligos

marcados (Tabla 2).

Después de estar seguros de haber obtenido la amplificacion de los fragmentos deseados
en 10 loci, se realizaron diluciones de los productos de PCR a 50 ng/ul en un volumen de 50 pl
siguiendo las indicaciones de MACROGEN. Se colocaron 15 pl de cada diluciéon en placas de
96 pozos utilizando un arreglo multiplex Post-PCR (Tabla 3) y fueron enviadas a MACROGEN

donde se realizo6 la lectura de fragmentos en un secuenciador ABI 3730x1 (Applied Byosistems).

IV.2.2. Lectura de fragmentos

La lectura de alelos se realiz6 mediante el programa GeneMarker v 2.6.4 (Hulce et al., 2011).
A partir de esto se cred una matriz de alelos en el programa Microsoft Excel® que sirvié como
base para los andlisis posteriores. Debido a que se utilizaron diferentes programas para los
analisis, fue necesario transformar la matriz de alelos a los distintos formatos que requiere cada

uno de ellos, esto se realizé con el programa CREATE v 1.37 (Coombs et al., 2008).

14



Sl

XdH €S 807-761 A(DVVYV) ,@N %w% muhm Mwm %wwwww w 7 [renQ
WV 6v 9££-06¢ (IVVV) iy oo YO DL SLLIOLY VT E 1y mendy
] - 11£-€8¢ LOV)S(OVIV) O o S S pg mend
- - HOTT8] OVVY) VLIVOVLLOOV 35L VIV DYV 4 1O
XAH € 0L1-TST £1(0V) v o Ty SOOI 1 mend
VA St vPT-0L1 S(OVVV) 0 <ww mww Mww %wﬁww Mww w LT renQ
Xaw e oston OVWY) VD 11V OV oIV 1L VL povia ST
VA LS v91-811 A(DVVYV) v 5%%%% ,,ww% ww% m%m w,ww w T TrenQ
XdH €S Y¥C-TET A(DVVYV) M&MM%%«@MMMUQWQMM M\\ww w 1 [renQ
Wvd £ 0L19T *Ov) V IVV @Mm M%m %@w w,m mm«w M\ww w €1 1100
xaw s st “OV) VLIV DL VOLOVY BloboL 6O
VA €S 9€1-011 S1(OV) Mﬁ%%m%o<muwwww&ww Mww w € [renQ
010j0I0N]J (Do) L (d) opeiadso uoronadoy .€-.S 03170 [9p BIOUANIAS Nihlvg|

ouewe) dp o3uey

‘ojuaTweauIe 9p eanjerodud) = (D) I "SOI0JOION]J UOD SOPEIILW SOSI[O SO
opuezinn uoroesyijdwe e[ ud sewd[qoid uorejussaid as anb so| us so[jonbe uos sejISou uo sopedrew 190] S0 “(£007) [P 12 A[qeYOS
1od opejrodar o] unJos sojuswISej SO[ Op OUBWIER) [ US BIOUBPIOOUOD B] UOD OPISNIE IP SOPBUOIIIIAS SO[II[OILSOIOIUW 100 T B[qeL



Tabla 3. Arreglo multiplex utilizado para enviar los productos de PCR al analisis de fragmentos
a MACROGEN. *: La placa MQ5 incluyo a los 10 loci microsatelitales para todos los individuos
de la poblacion de Texas.

Placa Locus

MQl1 Quail 3 y Quail 31
MQ2 Quail 13 y Quail 14
MQ3 Quail 24, Quail 41 y Quail 44
MQ4 Quail 9, Quail 25 y Quail 27
MQ5* Todos los loci

IV.3. Analisis estadistico
IV.3.1. Variabilidad genética

Se evalu6 la pérdida de alelos, alelos nulos y el exceso de homocigotos mediante el programa
Micro-Checker v 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). Utilizando el complemento GenAlEx v
6.5 (Smouse y Peakall, 2012) en el programa Microsoft Excel®, se obtuvieron los estimadores
de variabilidad genética: alelos por locus (4), heterocigosidad esperada (H.) y heterocigosidad
observada (H,) para cada locus y poblacion. Por medio del software ARLEQUIN v 3.5
(Excoffier y Lischer, 2010) se calcularon las posibles desviaciones del supuesto de equilibrio
de Hardey-Weinberg (HWE por sus siglas en inglés) para cada locus en cada poblacion. Se

aplico la correccion de Bonferroni sobre los resultados de este ultimo analisis.

IV.3.2. Estructura y diferenciacion genética poblacional

Para determinar el grado de diferenciacion genética entre las poblaciones se calcul6 el indice de
diferenciacion genética poblacional Rsrcon el programa ARLEQUIN v 3.5 (Excoffier y Lischer,
2010). Este indice fue desarrollado por Slatkin (1995) para estudios de variacion genética que
utilizan microsatélites. Es analogo del indice Fsr desarrollado por Wright (1951), el cual calcula
la diferenciacion genética entre dos o mas poblaciones a partir de las diferencias en las

frecuencias alélicas. A diferencia del Fs7, el Rsr estima la diferenciacion genética entre dos
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poblaciones a partir de la variacion en el tamafio de los alelos para cada locus entre ambas
poblaciones. Los valores de este indice van del 0 al 1, donde el valor 0 indica nula diferenciacién

genética entre dos poblaciones y el 1 completa diferenciacion entre poblaciones.

Se realiz6 un analisis de estructura poblacional mediante el software STRUCTURE
(Excoffier y Lischer, 2010) el cual realiza una estimacioén del nimero mas probable de clusters
o grupos que existen dentro de la poblacion analizada. Dicha estimacion se basa en la asignacion
bayesiana de los individuos a partir de las frecuencias genotipicas presentes en la poblacion.
Los parametros establecidos para realizar el anélisis fueron 10,000 burnins, 50,000 repeticiones
de cadenas de Markov-Monte Carlo, 25 iteraciones, un valor de K (nimero de clusters) de entre
1-4, un modelo ancestral de mezcla y un modelo de frecuencias alélicas correlacionadas. Ambos
modelos asumen que los individuos tienen un origen mixto y que las frecuencias alélicas en las
poblaciones son similares. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante el método de
Evanno y colaborades (2005) en el software STRUCTURE HARVESTER (Earl, 2012) para
determinar el nimero mas probable de clusters en la poblacion. Este método calcula DeltaK
(AK), el cual esta basado en la diferencia entre los valores de la probabilidad logaritmica de los

datos entre cada iteracion del anélisis para los 4 grupos.

Se realizd un andlisis de varianza molecular (AMOVA por sus siglas en inglés)
utilizando el software ARLEQUIN v 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) para determinar si la mayor
parte de la variabilidad genética se presenta dentro o entre las agrupaciones de poblaciones. A
partir de los resultados obtenidos en el programa STRUCTURE se realizo6 un AMOVA
jerarquico, agrupando a las poblaciones de acuerdo con el nimero de grupos mas probable y al

nivel de diferenciacion genética entre ellas obtenido mediante el indice Rsr.

IV.3.2 Aislamiento por distancia

Para determinar si existe un patrén de aislamiento por distancia entre las poblaciones de C.
montezumae, se realizé una prueba de Mantel en el programa ISOLDE el cual se encuentra
incorporado en el programa GENEPOP v 4.3 (Rousset, 2014). La prueba de Mantel (1967)
realiza una estimacion de la correlacion existente entre matrices de distancia, en este caso

distancia geografica en kilometros y distancia genética entre pares de poblaciones o los valores
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del estadistico Rsr. La distancia geografica se midid en linea recta entre los centros de la
ubicacion de los individuos colectados en las distintas poblaciones. Se realizaron 10,000
permutaciones para estimar la significancia estadistica (p < 0.05) de la hipotesis nula de
independencia entre las dos variables. En este caso, la independencia entre las variables es
sinonimo de que los valores de distancia genética no se ven afectados por la distancia geografica

entre las poblaciones.
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V. RESULTADOS
V.1. Genotipeado de microsatélites

Todas las muestras (n = 119) fueron analizadas utilizando 10 loci microsatelitales, sin embargo,
algunos individuos no mostraron amplificacion en los loci Quail 3, Quail 13, Quail 24 y Quail
27 (Tabla 4). Para los primeros tres solo un individuo no amplific6 en NME, NMW y AZ
respectivamente. Mientras que para el loci Quail 27, tres individuos de NME y dos de NMW no
mostraron alelos. En el caso del locus Quail 41, a pesar de haber visualizado la amplificacion
de los fragmentos en geles de agarosa, solo fue posible genotipear 21 individuos del total, ya
que el resto no presentaba lecturas de fragmentos, por lo tanto, se decidio excluir este locus de
los analisis. La falta de resultados para este locus pudo haber sido causada por la degradacion
del ADN contenido en la reaccion de PCR o por un error de lectura en el equipo de

secuenciacion.

V.2. Variabilidad genética

Unicamente se detecto la presencia de alelos nulos en los loci Quail 27 y Quail 44, por lo que
estos fueron excluidos de los andlisis de diferenciacion y estructura genética para determinar si
existia diferencia en los resultados al incluir estos loci. Siete loci resultaron polimoérficos en al
menos una poblacidon, mientras que los loci Quail 25 y Quail 44 resultaron monomorficos para
todas las poblaciones (Tabla 4). Se encontraron alelos exclusivos en las poblaciones de AZ,

NME y TXW para los loci Quail 03, Quail 13, Quail 27 y Quail 31.

El locus Quail 27 presentd desviacion del supuesto de HWE en las poblaciones de AZ,
NME y NMW, en los tres casos se presentd un déficit de heterocigotos. Por su parte, el locus
Quail 31 resulté fuera del supuesto de HWE en todas las poblaciones, presentando exceso de
heterocigotos en AZ y déficit en las otras 3 poblaciones. El locus Quail 24 estuvo fuera del
supuesto de HWE en la poblacion de NMW, donde gran parte de los individuos presentaron el

mismo genotipo homocigoto (Tabla 4).
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En general, la mayoria de los loci resultaron completamente polimodrficos demostrando
un mayor valor en la heterocigosidad observada respecto a la esperada. Los valores de
variabilidad genética, nimero de alelos por locus y heterocigosidad observada se mantuvieron
similares entre todas las poblaciones. NME fue la poblacién que present6 los valores mas altos
de heterocigosidad (0.24 £ 0.08), seguida de TXW (0.23 + 0.08), y AZ (0.22 £ 0.10), mientras
que la poblacion NMW present6d los valores mas bajos (0.19 + 0.07). A nivel global los
estimadores de variabilidad genética tuvieron los siguientes valores, el nimero de alelos oscilo
de 1 a 11 con una media de 2.41 = 0.27 por locus, con una heterocigosidad observada global de

0.22 £+ 0.04 y una heterocigosidad esperada de 0.24 + 0.04.

V.3. Estructuray diferenciacion genética poblacional

A partir de la poca diferencia existente entre los resultados de los andlisis con o sin loci con
alelos nulos, se determiné realizar el analisis con la informacion de todos los loci. El indice de
diferenciacion genética poblacional Rsr global tuvo un valor de 0.045. Los valores de
diferenciacion entre poblaciones fueron bajos (Tabla 5). Sin embargo, la diferenciacion
existente entre las poblaciones de AZ - TXW (Rsr=0.094; p=0.001) y AZ - NME (Rs7=0.043;
p = 0.011) resulto estadisticamente significativa. De igual manera, la diferenciacion existente

entre TXW y NMW tuvo significancia estadistica (Rsr = 0.059; p = 0.013).

Tabla 5. Valores del indice de diferenciacion genética Rsr (debajo de la diagonal) entre las
poblaciones de C. montezumae en Arizona (AZ), Nuevo México Este (NME), Nuevo México
Oeste (NMW) y Texas Oeste (TXW). Los nimeros por encima de la diagonal son los valores
de p para cada par de poblaciones obtenidos con prueba exacta de Fisher. Los valores del indice
que resultaron estadisticamente significativos estan en negritas.

AZ NME NMW TXW

AZ - 0.011 0.059 0.001

NME 0.043* - 0.176 0.096

NMW 0.014 0.010 - 0.013
TXW 0.094** 0.033 0.059* -

*: significativo, **: altamente significativo
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Segtin las probabilidades obtenidas del analisis de asignacion bayesiana, se determino el
nimero mas probable de grupos mediante el método de Evanno y colaboradores (2005),
arrojando como resultado la distribucion de los individuos en 3 grupos (K=3) (Figura 4). A pesar
de esto, la asignacion proporcional que se le da a cada individuo parece demostrar mezcla entre
los individuos de los tres grupos (Figura 5). La proporcion de individuos de cada poblacion
asignados a los distintos grupos reune a las dos poblaciones de Nuevo México en un solo grupo,
mientras que las poblaciones de Arizona y Texas Oeste son ubicadas en dos grupos separados

(Figura 6).
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Figura 4. EL numero de grupos mas probable a partir de las probabilidades de asignacion
bayesiana obtenidas en STRUCTURE fue de K=3. AK indica los valores de Delta K, mientras
que Log prob indica la probabilidad logaritmica de los datos entre cada iteracion.
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Figura 5. Asignacion bayesiana para cada individuo de C. montezumae obtenida mediante
STRUCTURE. Cada barra representa a un individuo. Las poblaciones estdn ordenadas de la
siguiente manera: 1) Arizona, 2) Nuevo México Este, 3) Nuevo México Oeste y 4) Texas Oeste.
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Figura 6. Las localidades donde fueron cazados los individuos de C. montezumae (2009 y 2019)
utilizados en este trabajo. Las graficas de pastel indican la proporcion de individuos de cada

poblacion asignados mediante el programa STRUCTURE. Circulos = AZ, cuadrados = NMW,
triangulos = NME y rombos = TXW.

23



Se realiz6 un AMOVA agrupando a las poblaciones de acuerdo con el nimero de grupos
estimado por STRUCTURE. Se encontré que la mayor parte de la variacion genética existente
entre las poblaciones nortefias de C. montezumae se da al interior de cada poblacion con el
94.58%, mientras que la variacion entres las poblaciones y entre grupos representan el 2.96% y
2.44%, respectivamente (Tabla 6). Este resultado concuerda con el indice Rsr, indicando una

débil estructura genética entre las poblaciones.

Tabla 6. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para las poblaciones de Arizona, Nuevo
México y Texas de C. montezumae. gl=grados de libertad.

Suma de Porcentaje
Fuente de variacion gl Varianza de Fst p
cuadrados o,
variacion
Entre grupos 2 12.965 0.059 4.957% 0.066 0.11
Dentro de los 1 2.306 0.019 1.647%
grupos

Dentro de las 234 257375 1113 93.395%
poblaciones

V 4. Aislamiento por distancia

La prueba de Mantel mediante la cual se realiz6 el andlisis de aislamiento por distancia en el
programa ISOLDE, encontré que existe una fuerte correlacion (R? = 0.84) entre la distancia
geografica y la distancia genética (Rs7) en las poblaciones de C. montezumae analizadas (Figura
7). Existe evidencia sugestiva (p = 0.08) de no independencia entre la distancia geografica y la
distancia genética. En concordancia con el estadistico Rsz, las poblaciones de AZ-TXW fueron
las que presentaron el mayor valor de distancia genética y distancia geografica. Mientras que

las poblaciones de NME-NMW presentaron una menor distancia genética y geograficamente.
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Figura 7. Correlacion entre la distancia geografica y los valores del estadistico Rsr para cada
par de poblaciones. La linea de tendencia indica una correlacion positiva, sin embargo, segln la
prueba de Mantel realizada, esta no fue significativa estadisticamente (R>= 0.84; p = 0.08). Las
letras sobre el grafico indican cada par de poblaciones. a = NME-NMW, b = AZ-NMW, ¢ =
NME-TXW, d = AZ-NME, e = NMW-TXW, f=AZ-TXW.
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VI. DISCUSION

Los microsatélites utilizados en este trabajo fueron disefiados para Colinus virginianus. Los
problemas en la amplificacion de algunos loci microsatelitales propuestos para el anélisis de
variabilidad genética, muy probablemente se deban a que estos fueron disefiados para otra
especie. Existe evidencia de que entre mayor sea la distancia genética entre la especie para la
que fueron disefiados los microsatélites (especie de origen) y la especie donde se busca
amplificar estos (especie objetivo) hay menor probabilidad de que la amplificacion cruzada sea
exitosa (Primmer et al., 1996, Hendrix et al., 2010). Por lo tanto, a mayor distancia genética hay
mayor probabilidad de que existan mutaciones en las secuencias flanqueantes de la region
microsatelital, impidiendo su amplificacion. Hosner y colaboradores (2015) reportan que
Cyrtonyx montezumae 'y Colinus virginiannus se encuentran en dos clados distintos dentro de la
familia Odontophoridae, divergiendo hace aproximadamente 15 millones de afios, lo que nos

dice que la distancia genética entre ellas es considerable.

La distancia genética entre C. montezumae 'y C. virginiannus también tiene influencia en
los niveles de polimorfismo que se presentan en la especie objetivo (Galbusera et al., 2000).
Ademas, se ha encontrado que entre mayor sea la cantidad de repeticiones del motivo
microsatelital, mayor probabilidad de obtener valores mas altos de polimorfismo (Neff y Gross,
2001). Primmer y colaboradores (2005) realizaron un estudio sobre la amplificacion cruzada de
loci microsatelitales en aves y demostraron que los loci que presentaban menos de 10
repeticiones tenian una probabilidad mas baja de resultar polimorficos en la especie objetivo.
Esto concuerda con lo encontrado en este trabajo, ya que los dos loci que resultaron
monomorficos en todas las poblaciones tienen menos de 10 repeticiones del motivo
microsatelital. Es por esto, que los resultados de este trabajo deben ser tomados con mesura para

evitar su inapropiada interpretacion.

Se ha reportado que las aves poseen altos niveles de variabilidad genética con valores de
heterocigosidad observada cercanos a 0.70 y 9 alelos por locus aproximadamente (Neff'y Gross,
2001; Eo et al., 2011). En el caso de las especies de la familia Odontophoridae, los valores de
estos estimadores son parecidos e inclusive mas altos que lo reportado por la literatura para las
aves en general (Hale y Hughes, 2003; Terhune, 2008; Orange et al., 2014). Si consideramos

los valores de heterocigosidad observada y nimero de alelos por locus obtenidos para la
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codorniz Moctezuma (H, = 0.22 + 0.02; 4 = 2.41 + 0.27) podemos decir que existe una baja
variabilidad genética en las poblaciones de esta especie en el suroeste de Estados Unidos. Este
resultado puede tener dos explicaciones, es posible que la informacion de los microsatélites es
totalmente confiable y C. montezumae en realidad si presenta bajos niveles de variabilidad
genética. O bien, la especificidad de los marcadores moleculares utilizados, que como ya se

menciond anteriormente no fueron diseiados para la especie, tiene influencia en los resultados.

Mathur y colaboradores (2019) reportaron bajos niveles de variabilidad genética en la
codorniz Moctezuma, donde a pesar de no utilizar los mismos marcadores moleculares, los
valores de H, (0.32 + 0.17) observados son similares a lo obtenido en este trabajo. La baja
variabilidad genética observada en las poblaciones de la codorniz Moctezuma quiza estd
determinada por la ubicacion y el arreglo geografico que presentan, ya que se encuentran en el
limite norte de su distribucion y estan separadas entre si por extensas areas desérticas, las cuales
no representan habitat potencial de distribucion para la codorniz. Lesica y Allendorf (1995)
mencionan que las poblaciones periféricas de una especie tienen mas posibilidades de estar
experimentando un proceso de deriva génica, debido al escaso intercambio de individuos que
presentan con las poblaciones que se encuentran mas cercanas al centro de la distribucion
geografica de la especie, ocasionando que algunos alelos puedan fijarse y con esto reducir los

valores de variabilidad genética.

En este sentido, se esperaria que la poblacion de Arizona tuviera niveles mas altos de
variabilidad genética por estar conectada con el resto de la poblacion en México. Sin embargo,
a pesar de que los niveles de variabilidad genética son bajos, estos se mantienen similares entre
las cuatro poblaciones. También es importante sefialar que los cinco loci que resultaron
polimorficos para todas las poblaciones tuvieron valores similares a lo reportado para otras aves.
Dicho lo anterior, es probable que estos resultados estén influenciados fuertemente por la
aparente falta de especificidad de los microsatélites ocasionando bajos niveles de polimorfismo.
La inclusion de individuos del resto de la distribucion geografica o el uso de microsatélites
disefiados especificamente para la especie, pudieran ayudar a esclarecer los resultados obtenidos

sobre la variabilidad genética observada.

El valor global del estadistico Rsr = 0.045, sugiere que hay una débil estructura

poblacional. De igual manera, los valores pareados de Rsr indican que algunas poblaciones
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presentan una diferenciacion de baja a moderada entre ellas. Este resultado es similar a lo
encontrado en las poblaciones de Colinus virginianus, pero es importante sefialar que a
diferencia de C. montezumae, esta especie presenta una distribucion mas amplia y una mayor
extension de habitat continuo a pesar de que este ha sufrido una fuerte fragmentacion en los
ultimos afios, lo que puede ser un indicador de que la especie tiene la capacidad de utilizar las
tierras agricolas como vias de conexion entre las poblaciones (Berkman et al., 2013; Williford
et al., 2014). En cambio, Jensen y colaboradores (2019) encontraron una fuerte estructura
genética en Bonasa umbellus, una gallindcea que habita en los bosques deciduos de Estados
Unidos y Canadéd y que presenta una distribucion geografica continua. A pesar de esto, las
formaciones montafiosas parecen estar actuando como barrera de dispersion en la especie. Estos
dos casos explican que la capacidad de dispersion de una especie no solo esta determinada por

la topografia y diversidad del paisaje.

Nuestros resultados sugieren que la poblacion de AZ es diferente respecto a las
poblaciones de NME y TXW y, marginalmente diferente respecto a NMW (Rsr = 0.014; p =
0.059), sin embargo, ésta ultima no resulto significativamente diferente en términos estadisticos,
lo que probablemente indique que puede existir intercambio de individuos. El Parque Nacional
de Tonto, ubicado en el centro de Arizona, se encuentra conectado mediante cadenas
montafiosas con el sur del estado, y segiin las estimaciones representa el limite norte de la
distribucion geografica de la codorniz Moctezuma. Sin embargo, reportes de avistamientos de
la especie en este parque nacional indican su presencia en esta area (Sullivan et al., 2009). A su
vez, esta zona se encuentra unida al Parque Nacional de Apache-Sitgreaves en Arizona y este al
Parque Nacional de Gila en Nuevo México, estos parques tienen en comun la presencia de
habitat potencial para la especie, por lo que tal vez representen una zona de transito para los
individuos entre estas dos poblaciones (Apéndice II). Chavarria (2013) mediante un estudio de
radiotelemetria realizado en Arizona, encontr6 que los individuos de C. montezumae logran
dispersarse mas de 2 kilometros. A pesar de que la distancia més cercana entre los avistamientos
reportados en los dos parques nacionales de Arizona es cercana a los 20 km, no podemos
descartar la presencia de la especie en las zonas donde no ha sido reportada, debido a su dificil
deteccion gracias a su estrategia de defensa contra depredadores, que consiste en inmovilizarse

para mimetizarse con la hojarasca del suelo utilizando su plumaje criptico.
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Por su parte, el valor mas bajo para el indice de diferenciacion genética ocurri6 entre las
poblaciones de NMW y NME (Rsr = 0.010; p = 0.176). De los individuos colectados, los
pertenecientes a estas poblaciones son los que presentan menor distancia geografica entre ellos,
por lo tanto, es probable que el intercambio de individuos entre las dos poblaciones sea mayor
en comparacion con el resto de las poblaciones. A pesar de que algunos de los individuos de
NME parecen estar aislados geograficamente del resto de la poblacidon, por ejemplo, los
individuos colectados en el Parque Nacional de Lincoln, es posible que la especie esté utilizando
las areas riberefias como zonas de transito entre la poblacion de NMW y NME (Apéndice II).
Se ha reportado que C. montezumae puede ocurrir en dreas con vegetacion riberefa cercanas a
bosque de encino (Stromberg, 2000), ademas, avistamientos de la especie en el Rio Grande
sustentan esta teoria (Sullivan et al., 2009). Cabe senalar, que un andlisis adicional con mayor
numero de muestras provenientes del Parque Nacional de Lincoln, ayudarian a esclarecer esta

teoria.

Los valores del estadistico para la diferenciacion entre las poblaciones de AZ y TXW
(Rst=0.094; p = 0.001) y TXW-NMW (Rsr = 0.059; p = 0.013) resultaron estadisticamente
significativos y fueron los mas altos entre las comparaciones realizadas. En cambio, el valor del
estadistico Rsr entre las poblaciones de TXW - NME (Rsr = 0.033; p = 0.096) no resultd
estadisticamente significativo, lo cual puede ser un indicador de flujo genético entre estas
poblaciones. Greene (2011) reporté movimientos de hasta 12 km para individuos de la codorniz
Moctezuma en esta region de Texas, especificamente en las montafas de Davis. Esta zona se
encuentra aproximadamente a 20 km de las montafias de Guadalupe, las cuales se ubican entre
los limites de Texas y Nuevo México, representando asi una posible via de intercambio entre
las dos poblaciones (Apéndice II). Sin embargo, otros aspectos importantes a considerar son la
poca abundancia y escasos avistamientos de la especie en la zona descrita, la presencia de areas
desérticas entre las dos zonas montafosas y el hecho de que el valor de Rsres mayor en
comparacion con los valores para las poblaciones que tampoco demostraron diferencia entre

ellas, por lo que el supuesto de migracion entre poblaciones debe ser tomado con mesura.

El analisis de asignacion bayesiana demostr6 que las poblaciones de la codorniz
Moctezuma en el suroeste de Estados Unidos se encuentran divididas en tres grupos. El primero

estd conformado por la poblacion de AZ, el segundo por NMW y NME vy el tercero por la
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poblacion de TXW. Sin embargo, la grafica de asignacion individual obtenida demuestra que
existe mezcla entre los tres grupos, siendo mas notoria esta mezcla en las poblaciones de Nuevo
México. A diferencia de Mathur y colaboradores (2019), quienes encontraron que las
poblaciones de estos estados se encontraban divididas en dos grupos (Arizona-Nuevo México y
Texas), el esfuerzo global de muestreo realizado en esta tesis es mayor, ya que ellos solo
obtuvieron cinco muestras de Nuevo México y 16 de Texas, mientras que para Arizona se
obtuvieron 165 por lo que se podria considerar que no existe una representacion homogénea de
todas las poblaciones, lo que sesgaria los resultados. A pesar de esto, los resultados obtenidos
en ambos trabajos son similares, ya que si se toma en cuenta la poca diferenciacion existente
entre las poblaciones de AZ - NMW y NMW - NME, estas poblaciones estarian actuando como
un solo grupo, mientras que la poblacion de TXW se encontraria aislada del resto. En este
sentido, es importante sefialar que cerca del 40% de la proporcion de individuos asignados a la
poblacién de TXW provienen del grupo de Nuevo México, lo que nos dice que posiblemente
exista la migracion entre estos dos grupos, o bien, no ha transcurrido el tiempo suficiente para

que se diferencien por completo.

Los valores del indice Rsr y el andlisis de asignacion bayesiana concuerdan en la
existencia de una separacion genética entre las poblaciones de AZ y TXW. Esto nos indica que
las reintroducciones intentadas en TXW no han sido exitosas, al menos no del todo. Diversos
factores pudieran ser la causa, uno de los principales podria ser que a diferencia de los individuos
de AZ, los individuos de TXW poseen adaptaciones locales que les permiten desarrollarse en
determinadas condiciones ambientales, como el clima y la vegetacion, que se presentan en la
region del Trans - Pecos. En esta region la precipitacion media anual (383 milimetros) es menor
y la temperatura media anual mayor (24.5°C) en comparacion con el sur de Arizona (528 mm,
23.1°C) de donde se han obtenido la mayoria de los individuos para realizar las reintroducciones
(USDA Forest Service, 2017). A su vez, la vegetacion en el sur de Arizona esta dominada por
encinos (Quercus spp) y pastos nativos como Bouteloua spp, Aristida spp y Andropogon spp,
por su parte las especies presentes en la region de Trans-Pecos son propias de los pastizales
desérticos con presencia de matorral desértico (USDA Forest Service, 2017), esto podria
representar cambios en la composicion de la dieta entre los individuos de las dos poblaciones

(Lopez-Bujanda, 2019) promoviendo un impedimento para el establecimiento de los individuos
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reintroducidos. Otro factor en contra del éxito de las reintroducciones es el sobrepastoreo al que
estan sometidas las 4reas de encinos, pastizales y matorrales desérticos en Texas, esto disminuye
el acceso al alimento para las codornices y perjudica su principal defensa contra los

depredadores al no existir vegetacion con la cual mimetizarse (Hernandez et al., 2009).

A partir de las distancias geograficas y el indice de diferenciacion genética entre las
poblaciones, se observa un claro patron de aislamiento por distancia en las poblaciones de la
codorniz Moctezuma, es decir, las poblaciones mas alejadas entre si presentan mayor
diferenciacion genética en comparacion con aquellas que se encuentran mas cercanas. La prueba
de Mantel arrojo evidencia sugestiva de no independencia (p = 0.08) en concordancia con un
valor alto de R? = 0.84. Este resultado sugiere que la separacion entre las poblaciones puede ser
suficiente para que se aislen una de otra. Debido a efectos del cambio en los patrones de
temperatura y precipitacion, se espera que los limites de los desiertos que rodean al habitat de
la codorniz Moctezuma en el suroeste de Estados Unidos se expandan en altitud y latitud (Archer
y Predick, 2008; Seager et al., 2007; Williams et al., 2010). En este contexto, la constante
fragmentacion y cambios en extension que estan sufriendo los hébitats ocupados por la especie
pueden promover una disminucion de las posibles zonas de transito entre sus poblaciones,
ocasionando la separacion permanente de estas poblaciones poniendo en riesgo su supervivencia

a mediano y largo plazo.

31



VII. CONCLUSIONES

Este trabajo representa uno de los primeros acercamientos al conocimiento de la variabilidad
genética de la codorniz Moctezuma. A pesar de que los microsatélites utilizados no fueron
disefiados para la especie, se logro con éxito la amplificacion cruzada de nueve loci
microsatelitales y en comparacion con otras aves, los resultados obtenidos validan que la especie
presenta bajos niveles de variabilidad genética al obtener bajos valores de nimero de alelos por

locus y heterocigosidad observada en las cuatro poblaciones analizadas.

A nivel global existe una débil estructura genética entre las cuatro poblaciones. El
analisis de asignacion bayesiana agrup6 a las poblaciones de manera decreciente a Arizona,
Nuevo México Oeste - Nuevo México Este y Texas Oeste. El andlisis de asignacion bayesiana
sugirid la mezcla de individuos entre las poblaciones, indicando migracion entre ellas,
especialmente entre las poblaciones de Nuevo México y Arizona. En este sentido, con los
resultados de este trabajo no es posible definir con certeza si las causas que han dado origen a

esta mezcla son resultado de eventos antiguos o recientes.

Los resultados indican un patron de aislamiento por distancia entre las poblaciones al
encontrarse evidencia sugestiva de no independencia entre la distancia geografica y la distancia
genética. Sin embargo, es probable que las poblaciones de la codorniz Moctezuma en el suroeste
de Estados Unidos no se encuentren aisladas totalmente a pesar de la fragmentacion y pérdida

de habitat que enfrenta la especie en esta region.
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VIII. RECOMENDACIONES

Dadas las dificultades para la extraccion de ADN de algunas muestras, se recomienda darles un
manejo adecuado a las muestras destinadas a los analisis de laboratorio, esto incluye fijar el
tejido en etanol al 96% o bien, congelar las muestras lo mas rapido posible evitando eventos
continuos de congelamiento y descongelamiento. Adicionalmente, dado que las muestras
utilizadas en este trabajo corresponden unicamente a la temporada invernal, es posible que solo
estemos observando una parte de la variabilidad genética de la especie, ya que la codorniz
Moctezuma presenta grandes fluctuaciones poblacionales entre una generaciéon y otra,
ocasionando distintos patrones de variabilidad genética entre generaciones. Por lo que la
obtencion estandarizada de muestras en distintas épocas del afio y en afios consecutivos nos

permitird una vision mas precisa de su variabilidad genética.

Es recomendable el uso de marcadores moleculares disefiados para C. montezumae para
tener especificidad y mayor certeza en los resultados sobre variabilidad genética. De igual
manera, un mayor esfuerzo de muestreo que incluya muestras del centro de Arizona, centro de
Texas y del resto de la distribucion de la especie en México sera de gran ayuda para determinar

la estructura genética poblacional a mayor escala.
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X. APENDICES

APENDICE 1

A continuacion, se muestran los numeros de licencia bajo los que fueron cazados los individuos
de C. montezumae utilizados en este trabajo:

Departamento de Caza y Pesca de Arizona
2016 AZ Guide License #SP745596, 2017 AZ Guide #WSP505248.
Departamento de Caza y Pesca de Nuevo México

524569, 590740, 588550, 588724, 1081402, 1009452, 1028253, 1011022, 1178943, 1181966,
1195916, 1215745, 1199267, 1603426, 1565216, 1563493, 1537937, 1560079, 1567186.

Departamento de Parques y Vida Silvestre de Texas

SCIENTIFIC PERMIT SPR-0410-139

APENDICE II

Mapa de los avistamientos reportados en la plataforma digital eBird para Cyrtonyx
montezumae y los parques nacionales de Arizona y Nuevo México donde se encuentra la
especie. También se muestran los individuos colectados utilizados en este trabajo.
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