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RESUMEN

El gorrién Spizella wortheni es una especie asociada a los pastizales del Norte de México, y
aunque historicamente se distribuyd en Nuevo México, EUA y en 8 estados de la Republica
Mexicana, durante los ultimos 50 afios ha sufrido una severa contraccion hasta distribuirse en
una zona de apenas 25 km” entre los estados de Nuevo Leén y Coahuila. Actualmente, el tamafio
de la poblacion esta estimado entre 100 y 120 individuos, por lo que se encuentra protegida por
la Norma Oficial Mexicana (NOM-059,-SEMARNAT-2001) como amenazada, y esta incluida
en peligro de extincion en La Lista Roja de Especies en Peligro de Extincion (IUCN, 2010). El
presente trabajo determina y evalia desde el punto de vista de la Biologia de la Conservacién los
siguientes objetivos: 1) La relacion filogénetica de S. wortheni dentro del genéro Spizella
mediante marcadores moleculares, 2) Calcular los niveles de divergencia en el dominio I de la
region control mitocondrial a tres niveles en un grupo de gorriones para 3) Estimar los
parametros genéticos demograficos inferidos a partir de secuencias de la region control y probar
la hipdtesis de que el gorrion S. wortheni ha pasado por un cuello de botella y 4) Buscar nuevos
sitios de anidacion y determinar sus parametros reproductivos. El andlisis filogenético de S.
wortheni realizado mediante seis genes mitocondriales (3571 pb) usando méaxima verosimilitud
y probabilidad Bayesiana, indicando que a pesar de las similitudes superficiales, S. wortheni no
es el taxon hermano de S. pusilla, y ademas que se encuentra mas relacionado con S. breweri.
También se presentan y se discuten nuevas relaciones filogenéticas del género Spizella. La
divergencia de las secuencias region control mitocondrial comparadas con el gen citocromo-b en
tres niveles taxonomicos dentro de la familia Emberizidae muestra que el domino I de la region
control evoluciona a un tasa 1.99 veces mas rapido que el citocromo-b. Un valor conservador
con respecto a los que se habian venido utilizando. A pesar de la dramatica situacion actual de S.
wortheni se obtuvieron altos valores de diversidad genética similares a otros gorriones no
amenazados, ademds de que no se observaron sefales de un cuello de botella. Se discuten las
posibilidades para mantener tal diversidad genética. Finalmente durante los meses de junio a
julio del 2006-2007 se encontrd actividad reproductiva en tres nuevas localidades: La Carbonera
(n=33 nidos) y San Rafael (n=2) en el estado de Nuevo Leon, y San José del Alamito (n=3) en
el estado de Coahuila. La mayor parte de los nidos fueron colocados en el arbusto F. cernua,
seguido por Opuntia sp. y O. imbricata, finalmente por Lycium sp. Los parametros y éxito
reproductivo se estimaron a partir de 33 nidos monitoreados en La Carbonera. El tamafio de
nidada fue de entre 2 y 4 huevos, siendo el promedio de la puesta de 3.22 £ 0.57 huevos. El
3.03% de los nidos (n=1) fueron destruidos durante la construccion, el 53.63% (n=21) depredado
durante la puesta y el 33.33% (n=11) durante el cuidado parental. El porcentaje de infertilidad
fue del 16.6% (n=9). Ningun nido fue exitoso. La estimacion mediante Mayfield de éxito para
todo el periodo fue de 9.56% (3.87% - 22.79%). La principal causa del fracaso reproductivo fue
la depredacion. Los resultados aqui presentados, tienen fuertes implicaciones en el manejo y
conservacion de la especie, dado que se trata de un taxon inico que ain presenta altos valores de
diversidad genética historicas, pero debido al bajo éxito reproductivo observado consideramos
deben aplicarse medidas inmediatas para proteger las areas reproductivas del gorrion S. wortheni
y aumentar su probabilidad de éxito de anidacion.
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ABSTRACT

Worthen’s Sparrow (Spizella wortheni) is a species associated to the grasslands of the
North of Mexico, and although its historical range included New Mexico, USA and 8
states of Mexico, during the las 50 years it has suffered a severe contraction to merely
distribute in 25 km® between Nuevo Leon and Coahuila states. Currently, population size is
estimated between 100 and 120 individuals, and therefore it is protected by Mexican Laws
(NOM-059,-SEMARNAT-2001) as threatened and listed by the Red List of Endangered Species
(IUCN, 2010) as endangered. This study determines and evaluates, from the Conservation
Biology point of view, the following objectives: 1) To establish the phylogenetic relationship of
S. wortheni within Spizella genus using molecular markers, 2) To calculate divergence levels in
the Domain I of the mitochondrial control region among three levels in a group of sparrows to 3)
Estimate genetic demographic parameters inferred from control region sequences and to test the
hypothesis that S. wortheni has suffered a bottleneck process, and 4) To look for new nesting
sites and determine its basic reproductive parameters. Phylogenetic analysis was conducted
using six mitochondrial genes (3571 bp) and maximum likelihood and Bayesian probability,
indicating that despite superficial similarities, S. wortheni is not the sister taxon of S. pusilla, but
it is more closely related to S. breweri. New phylogenetic relationships among Spizella genus are
also presented and discussed. The divergence between mitochondrial control region and
cytochrome-b gene at three taxonomic levels within Emberizidae family shows that the domain I
of the control region evolves 1.99 times faster than cytochrome-b. This is a conservative value
comparing with the rates that have been used in other studies. Despite the dramatic current
situation of the Worthen’s Sparrow, high genetic diversity values were obtained, similar to those
from non-threatened sparrows, and no-signs of a bottleneck process were observed. Posibilites
for maintaining a high genetic diversity are discussed. Finally, during June and July of 2006-
2007 breeding activity was found in three new localities La Carbonera (n=33 nests) and San
Rafael (n=2) in Nuevo Leon state, y San José del Alamito (n=3) in Coahuila state. Most of the
nests were placed on Flourensia cernua, followed by Opuntia engelmannii, O. imbricate, and
Lycium sp. Reproductive parameter and success were estimated from 33 monitored nests in La
Carbonera. Clutch size ranged between 2 and 4 eggs, with a mean of 3.22 + 0.57. The 3.03%
(n=1) of the nests were destroyed during construction, 56.63% (n=21) were predated during
incubation and 33.33%, and 33.33% (n=11) during parental care. Infertility percentage was
16.6% (n=9). None of the nest was successful. Probability of nesting success estimation using
Mayfield was 9.56% (3.87-22.79%). The main cause of failure was predation. The results shown
here, have strong management and conservation implications for the species. It is a unique taxon
with high historical genetic diversity values; however, the low observed breeding success, we
recommend to apply immediate measures to protect the reproductive areas of S. wortheni and
enhance it sprobability of nesting success.
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INTRODUCCION

El fenémeno de extincidon de especies, que si bien es un proceso natural, se ha
venido acelerando en los ultimos tiempos debido a las actividades humanas,
poniendo en riesgo una gran cantidad de taxa que se encuentran amenazadas y/o en
inminente extincion. Se calcula que de manera natural, en el grupo de aves, se
extinguia una especie cada 100 afios. A partir del afio 1500 y hasta 1900 la tasa de
extincion aumento a 30 cada 100 afios, calculandose que se extinguieron 151 aves en
este periodo. Sin embargo, a partir del afio 1900, la tasa se duplicd, desapareciendo
en ese siglo 61 especies (Wells, 2007). Actualmente, tan s6lo en Norteamérica
existen 43 especies de aves en peligro de extincion y/o vulnerables, y
aproximadamente la tercera parte corresponden a aves que tienen afinidad por los
pastizales 0 pastos asociados a arbustos (IUCN, 2010). Mas atn, existen poblaciones
de aves de pastizal, que aunque no han alcanzado categoria de amenazadas, exhiben
tendencias negativas en sus poblaciones, lo que ha llevado a suponer una crisis de
conservacion de vida silvestre para este siglo 21. No existe una sola causa para la
declinacién de las aves de pastizal, si no una suma de factores como lo son la
fragmentacion y la sustitucion del pastizal por un paisaje agricola moderno,
principalmente (Brennan y Kuvlesky, 2005).

El gorrion Spizella wortheni es una de estas especies asociadas a los
pastizales del Norte de México, y aunque histéricamente se distribuyd en Nuevo
Meéxico, EUA y en 8 estados de la Republica Mexicana, durante los ultimos 50 afios
ha sufrido una severa contraccion hasta distribuirse en una zona de apenas 25 km?
entre los estados de Nuevo Ledn y Coahuila (Figura 1). Actualmente, el tamafio de
la poblacion esta estimado entre 100 y 120 individuos (Birdlife, 2010), por lo que se
encuentra protegida por la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2001;
SEMARNAT, 2002) como amenazada, y es considerada como en peligro de

extincion en la Lista Roja de Especies Amenazadas (IUCN, 2010). Se consideran a la



agricultura y el sobrepastoreo sus principales amenazas (Wege et al., 1993), sin
embargo, factores intrinsecos a la especie no han sido estudiados.

Las especies en riesgo de extincion frecuentemente enfrentan multiples
amenazas. Por lo tanto, las valoraciones y planeacion para su preservacion son
complejas y requieren diversos enfoques como: la ecologia, genética, biologia de
vida silvestre y de recursos naturales. La integracion de éstas y mas disciplinas han
dado lugar a la Biologia de la Conservacion, que pretende estudiar la causas de la
pérdida biologica en todos sus niveles (genética, individual, especifica, ecosistémica)
y de cémo minimizar esta pérdida (Groom et al., 2006). En particular, existe una
subdisciplina en la biologia de la conservacion, que trata con los factores genéticos
que afectan el riesgo de extincion y con los regimenes de manejo requeridos para
minimizar los riesgos (Frankham, 2002).

El gorrion S. wortheni, al igual que otras especies amenazadas, afrontan
multiples peligros que incluye cambios del medio ambiente, pequefio tamano
poblacional, estocasticidad ambiental, riesgo de endogamia y pérdida de diversidad
genética. La endogamia puede afectar deletéreamente los rasgos asociados a la
eficacia bioldgica, como la fecundidad y sobrevivencia, y por lo tanto incrementar el
riesgo de extincion (Frankham y Ralls, 1998). Por su parte, la variabilidad genética
puede interactuar con los efectos demograficos para producir el “vortice a la
extincion de las pequefias poblaciones” (Gilpin y Soulé, 1986). Dado que los
procesos demograficos y genéticos frecuentemente actian sinérgicamente, la
conservacion de esta especie bien podria depender en la identificacion, proteccion y
restauracion de areas de anidacion donde el éxito reproductivo sea suficiente para
mantener la poblacion (Hekert et al., 2003). Una pérdida y fragmentacion continua
de su habitat podrian aun mas afectar su ya reducida poblacion

Es evidente que las relaciones evolutivas y sistematicas del gorrion S.
wortheni, no son claras. A pesar de que han sido inferidas a través de los caracteres
morfologicos, éstas no se han probado usando métodos filogenéticos moleculares
modernos. Para algunos autores, esta especie es el taxon hermano de S. pusilla 6 una
subespecie, dada la similitud superficial existente entre ambas (Burleigh y Lowery,
1942; Paynter, 1970). La identificacion precisa y clasificacion de un organismo es un
prerrequisito importante para su conservacion (May, 1990). Por lo tanto, es

prioritario asegurar el estatus taxonomico de S. wortheni.



Debido a lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se aborda la
biologia de la conservacion del gorrion S. wortheni usando diferentes enfoques
incluyendo la filogenia molecular, genética de poblaciones y ecologia reproductiva.
Se evalud la posicion filogenética de S. wortheni y los miembros naturales del género
mediante el analisis del ADN mitocondrial (ADNm). Se calibr6 la tasa de mutacioén
de la region hipervariable del Dominio I del ADNm, para posteriormente inferir los
niveles de diversidad genética de S. wortheni (y de otros gorriones no amenazados) y
evaluar los efectos de la declinacion poblacional. Finalmente, se realizé un inventario

de los sitios de anidacion y se evalud su éxito reproductivo.
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Figura 1. Registros historicos y recientes del gorrion Spizella wortheni. Historicamente esta especie se ha distribuido en Nuevo México (USA) y en 8 estados de la Republica
Mexicana; el Gltimo registro en Puebla fue en 1893, Tamaulipas en 1924, San Luis Potosi en 1951, Veracruz en 1957, Chihuahua en 1959 y Zacatecas en 1961 (Wege et al.,
1993). El rango de distribucion actual comprende el altiplano mexicano sin embargo, durante los Gltimos 30 afios, esta especie solo se ha reportado en un pequefio territorio
que comprende la zona colindante entre los estados de Nuevo Ledn, y Coahuila.
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HIPOTESIS

Las relaciones filogenéticas del género Spizella se resolveran con la inclusion del

gorrion S. wortheni.

La variabilidad del dominio I de la region control mitocondrial serd mas alta que el

del gen citocromo-b en los gorriones de la familia Emberizidae.

Dada la drastica disminucion de la distribucion del gorrion S. wortheni asi como la
reduccion y fragmentacion de su habitat se observaran sefales de declinacion

reciente y baja diversidad genética.

El éxito reproductivo y la tasa de reclutamiento del gorrion S. wortheni sera bajo en

un area sin manejo de conservacion.



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar y describir aspectos de la filogenia, genética y ecologia reproductiva del

gorrion Spizella wortheni.

Objetivos especificos

Determinar la filogenia del género Spizella mediante marcadores mitocondriales.

Establecer una tasa de mutacion de la region control mitocondrial en la familia

Emberizidae mediante la comparacion de ésta con el gen citocromo-b

Describir la diversidad genética e historia demografica de la poblacion endémica del

gorrion S. wortheni mediante la regioén control mitocondrial.

Obtener un inventario de sitios reproductivos del gorrion S. wortheni en areas

adyacentes al Llano de la Soledad, en Galeana NL.

Determinar parametros reproductivos basicos del gorrion S. wortheni.
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CAPITULO 1

ANALISIS FILOGENETICO MOLECULAR DE UN GORRION MEXICANO
AMENAZADO: Spizella wortheni.

RESUMEN

El gorrion de Worthen (Spizella wortheni) es una especie de ave endémica del
Altiplano Mexicano que se encuentra bajo la proteccion de las leyes mexicanas.
Debido al limitado rango de distribucidon, pequefio tamafio poblacional y su
poblacion en declive, se ha considerado como una de las aves de Norteamérica mas
amenazadas. A pesar de que se ha asumido de que es el taxon hermano de S. pusilla,
las relaciones evolutivas y sistematica del gorrion de S. wortheni nunca han sido
probadas usando modernas técnicas filogenéticas. Se aborda la filogenia molecular
de S. wortheni mediante seis genes mitocondriales (3571 pb) con todos los miembros
naturales del género Spizella. Los analisis de maxima verosimilitud y bayesianos
indican que a pesar de las similitudes superficiales, S. wortheni no es el taxén
hermano de S. pusilla, sino que ademas se encuentra mas relacionado con S. breweri.
También se presentan y se discuten nuevas relaciones filogenéticas del género
Spizella.
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1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Filogenia y sistematica del género Spizella.

Las relaciones filogenéticas y sistematica dentro del género norteamericano
Spizella son controversiales, mientras algunos autores incluyen siete especies: S.
arborea, S. passerina, S. pallida, S. breweri, S. pusilla, S. wortheni y S. atrogularis
(AOU, 1957, 1998), otros consideran a S. tavereni como especie y no como
subespecie de S. breweri (Sibley y Monroe, 1990; Klicka et al., 1999). El género
Spizella ha sido objeto de diversos estudios filogenéticos basados en caracteres
morfoldgicos y marcadores moleculares. Sin embargo, todos ellos han fallado en
reconstruir adecuadamente la filogenia de este grupo por varios factores. En un
estudio sistematico basado en similitudes morfolégicas publicado por Mayr y Short
(1970), propusieron un “complejo passerina” conformado por S. passerina, S.
breweri y S. pallida. La cercania a este complejo era evidente por parte de S.
atrogularis, S. pallida y S. wortheni, pero no para S. arborea, el cual aparentemente
no pertenecia al género. Sin embargo, no pudieron establecer con claridad las
relaciones existentes entre ellos. En el analisis de RFLP desarrollado por Zink y
Dittman (1993) se sugirid que existian relaciones filogenéticas estrechas entre S.
atrogularis-S. pusilla y S. passerina-S. breweri, a pesar de que esos nodos no estaban
bien soportados. En un estudio posterior (Dodge et al., 1995) basado en la secuencia
de 433 bp del gen cyt-b se obtuvieron topologias similares a Zink y Dittman (1993),
sin embargo, con solo 33 sitios filogenéticamente informativos no se observd un
soporte en los nodos. En un analisis filogenético de la familia Emberizidae utilizando
caracteres morfoldgicos, oologicos y aloenzimas se resolvieron algunas relaciones a
nivel de género, pero no claramente entre los miembros del género Spizella. En un
estudio posterior de la familia Emberizidae, utilizando las secuencias de los genes
mitocondriales ATP 6/8 y COIII, las relaciones entre los miembros del género

variaron dependiendo de la técnica filogenética y aunque S. breweri y S. passerina
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consistentemente aparecieron como taxones hermanos, esto se debi6 a una

incorrecta identificacion de estos especimenes (Carson y Spicer, 2003).

1.1.2 Sistematica de S. wortheni

El gorrion de Worthen, fue descrito originalmente como una especie por
Ridgway (1884), a partir de un ejemplar colectado en Nuevo México, EUA. Sin
embargo, este mismo autor, posteriormente, notd6 muchas semejanzas morfologicas
con S. pusilla y concluyd que esta nueva especie estaba “sin lugar a dudas mas
cercanamente relacionada a S. pusilla” (Ridgway, 1901). Esta similitud, en
morfologia y plumaje, derivo en que posteriores autores reconocieran a S. wortheni
como una subespecie de S. pusilla (Burleigh y Lowery, 1942; Paynter, 1970). Sin
embargo, esta degradacion a subespecie no fue aceptada, ya que incluso unos
ejemplares colectados en el norte de Zacatecas fueron descritos como S. wortheni
browni (Webster y Orr, 1954). En este sentido, varios autores han sefialado
diferencias en el plumaje, vocalizacion y en la apariencia que apuntan a que es una
especie (Thayer, 1925; Webster y Orr, 1954; Behrstock et al., 1998). Sin embargo,
el grado de relacion entre estas especies no ha sido resuelto, ya que en ninguno de los
estudios filogenéticos realizados sobre el género ha incluido a S. wortheni, y se
mantiene en duda si son miembros de un complejo “superespecie” (Sibley y Monroe,
1990; AOU, 1998) 6 de un “grupo de especies” (Mayr y Short, 1970).

Dada la actual tendencia de declinacion tanto en distribucion como en
numero, se requiere de una valoracion inmediata biologica y genéticamente de este
taxén. Como primer paso, las relaciones evolutivas de este gorrion deben de ser
determinadas y este es el objetivo primario de este trabajo. Mas atn, se pretende
determinar si S. wortheni es el taxon hermano de S. pusilla como ha sido supuesto, y
si es asi, qué tan diferentes son estas dos taxa genéticamente. El grado de los
esfuerzos de conservacion dirigidos al gorrion S. wortheni en el futuro muy bien
podrian depender en si ésta representa una subespecie genéticamente indistinguible

de S. pusilla o si es una especie bioldgicamente subestimada.
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1.2 METODOS

1.2.1 Seleccion de taxa

Con pocas excepciones, todos los miembros naturales del género Spizella
fueron incluidos en este trabajo. S. arborea fue excluido debido a que en diversos
estudios sistematicos se ha reconocido su distante relacion entre esta especie y sus
supuestos congéneres (Dodge et al., 1995; Mayr y Short, 1970; Patten y Fugate,
1998; Zink y Dittmann, 1993). De hecho, recientemente se sugirio que S. arborea se
encuentra mas estrechamente relacionada con Passerella illiaca que con el género
Spizella (Carson y Spicer, 2003). S. taverneri también fue omitido en el estudio, la
cual es considerada como especie por algunos autores (Swarth y Brooks, 1925;
Sibley y Monroe, 1990) y por otros como una subespecie de S. breweri (AOU, 1998).
Ademas, en un estudio sobre la relacion evolutiva entre S. breweri y S. taverneri se
encontrd que son casi idénticos genéticamente (en el gen citocromo-b), a pesar de las
diferencias en plumaje, vocalizacion y requerimientos ecologicos (Klicka et al.,
1999).

La seleccion del grupo externo es un paso critico en la reconstruccion de los
arboles filogenéticos (Swofford et al., 1996). En la mayoria de los casos, el mejor
grupo externo se compone de las taxa (o taxon) que estd mas cercanamente
relacionado, pero que no forma parte del grupo interno (Smith, 1994). Por tal motivo,
se escogio a Chondestes grammacus y Amphispiza.bilineata como grupos externos,

ya que son miembros del clado hermano de Spizella (Carson y Spicer, 2003).
1.2.2  Extraccion de ADN y amplificacion
Para cada taxdn las secuencias de los genes mitocondriales citcromo-b, ND2

(Subunidad 2 de la NADH deshidrogenesa), COI (Subunidad I de la citocromo
oxidasa), ATPase 6/8 (Subunidad 8 de la adenosine trifosfatasa) y CRI (Dominio I
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hipervariable de la region control mitocondrial) fueron obtenidas a través del banco
de genes o por secuenciacion directa. Todas las taxa usadas, sus niimeros de registro
en museo y de acceso en el GenBank se enlistan en el Apéndice A.

El DNA genémico se obtuvo utilizando el KIT “DNaeasy Tissue Kit”
siguiendo el protocolo de la casa comercial (Qiagen, Valencia, CA, USA). Los
fragmentos fueron amplificados en reacciones de 25 pl bajo las siguientes
condiciones estandar: desnaturalizacion a 94° C por 3 minutos, seguido de 36 ciclos
de 94° C por 30 s, 48° C por 45 s 'y 72° C por 45 s. Seguido finalmente por una
extension de 72° C durante 10 minutos. Los fragmentos del gen citocromo-b y ND2
fueron amplificados via reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y utilizando los
oligonucledtidos que se describen en DaCosta et al. (2009). Los oligonucleotidos
CO2GQL y CO3HMH (Greenberg et al., 1998) fueron usados para amplificar el gen
ATP6/8; el fragmento del COI fue amplificado con el par de oligonucleotidos
BirdR1 y BiedR2 (Hebert et al., 2004) y finalmente la region control fue amplificada
con los oligonucledtidos H417 y LGI2 (Tarr, 1995).

Los productos amplificados fueron purificados utilizando el kit “Rapid PCR
Purification System” (Marligen Biosciences Inc, [jamsville, MD, USA) siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Los fragmentos de PCR fueron secuenciados en
ambos sentidos, utilizando los mismos oligonucledtidos con los cuales se
amplificaron, en el Instituto de Biologia (UNAM), en el laboratorio del Marjorie
Barrick Musseum (University of Nevada, Las Vegas) 6 por el servicio de
secuenciacion Macrogen USA (Rockville, Maryland). Las hebras complementarias
de cada gen se alinearon usando el programa Sequencher 4.1 (GeneCodes). No se
observaron inserciones, deleciones en las secuencias alineadas y todos los datos
codificantes fueron traducidos en su forma aminoacidica utilizando el programa
Mega 4.0 (Tamura et al., 2007). Las secuencias obtenidas incluyen la mayor parte de
los genes antes mencionados y fueron concatenadas para cada especie resultando en

una secuencia de 3571 pb.
1.2.3 Protocolo filogenético
La dinamica evolutiva para cada gen fue examinado en cada taxa. El nimero

de sitios variables, el niumero de sitios filogenéticamente informativos y la tasa

evolutiva relativa fueron calculados utilizando el programa PAUP 4.0b10 (Swafford,
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2002). Matrices independientes de distancia fueron construidas para cada gen.
Distancias entre especies y clados fueron calculadas con Mega 4.0 (Tamura et al.,
2007). Las hipotesis filogenéticas fueron construidas utilizando los métodos de
maxima verosimilitud (ML, por sus siglas en inglés) y Bayesianos. El mejor modelo
de ajuste de evolucidn fue determinado para cada gen por separado y las secuencias
concatenadas bajo el Criterio de Informacion Akaike (AIC por sus siglas en inglés)
utilizando el programa jModeltest (Posadas, 2008). El arbol ML fue construido a
partir de los datos combinados con el modelo evolutivo y los pardmetros previamente
indicados. La topologia obtenida con las secuencias concatenadas fue usada para
probar la desviacion de la tasa evolutiva tipo reloj usando la prueba de relacion de
verosimilitud. El soporte de los nodos fue evaluado via “bootstrap” con 200 pseudo-
replicaciones usando una busqueda total heuristica. Una serie de tres analisis
Bayesianos fueron llevados a cabo: 1) Un s6lo modelo evolutivo fue aplicado a las
secuencias concatenadas (analogo al andlisis de ML); 2) Los datos fueron
particionados por gen (5 particiones) y se aplicaron modelos evolutivos especificos a
cada gen; y, 3) un analisis especifico por codon (13 particiones). Para cada analisis se
realizaron cuatro cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC por sus siglas en inglés)
y 3, 000,000 de generaciones. Se realizO un muestreo cada 100 generaciones,
resultando un total de 30,000 arboles. Los primeros 10,000 arboles fueron
descartados, por corresponder a las 1, 000,000 generaciones (burn-in, por su término
en inglés). Los restantes 20,000 arboles de cada analisis fueron usados para construir
el arbol consenso por la regla de la mayoria (majority rule, por su término en inglés).
El consenso incluye los grupos monofiléticos que aparecen en al menos el 50% de
los arboles mas cortos. Aquellos nodos que tuvieran probabilidades posteriores
mayores al 95% (Bayesianos) 6 valores “bootstrap” (ML) mayores del 70% fueron

considerados bien soportados.
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1.3 RESULTADOS

La longitud total de las secuencias concatenadas fue de 3571 pb de los cuales
398 sitios fueron variables, 165 de ellos filogenéticamente informativos (Tabla 1.1).
Las distancia genéticas entre el grupo Spizella fueron similares. Por ejemplo, para
citocromo-b, la distancia minima sin correccion fue de 4.4% (S. wortheni — S.
breweri) mientras que la mayor fue del 6.7% (S. atrogularis —S.breweri). Los valores
Log de verosimilitud obtenidos del analisis ML con y sin el supuesto de un reloj

molecular no variaron significativamente (-2 log A = 9.494, X*> =0.5> P > 0.1).

Tabla 1.1 Caracteristicas de las secuencias de las taxa incluidas. Los sitios
filogenéticamente informativo y tasa de mutacion relativa fueron calculados s6lo con
el género Spizella. El mejor modelo de ajuste de la dindmica evolutiva y distribucion
gamma (cuando fue posible) se calculd para cada gen incluyendo el grupo externo.

Posicion Numero  Sitios  Filogenéticamente Tasa Modelo  Ts/Tv o
de variables informativos relativa de
sitios evolucion
Cyt-b 765 72 30 1.0 GTR +1 - -
ND2 1030 133 60 1.4 GTR +1 - -
ATP8/6 841 101 39 1.2 GTR + - 0.130
G
Col 599 53 24 1.0 GTR + - 0.028
G
CR 328 39 12 1.2 HKY +  2.18 0.198
G
Todos 3571 398 165 1.2 GTR + 1 - -

Todos los analisis filogenéticos concordaron en la misma topologia y so6lo
difirieron ligeramente en el grado de soporte en el nodo (Figura 1.1). En total, cuatro
de los cinco nodos totales del arbol estan bien soportados. A pesar de la similitud

superficial, S. wortheni no es el taxon hermano de S. pusilla, si no que esta mas
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relacionado con S. breweri (Figura 1.1 nodo E). Estos tres taxa conforman un clado
bien resuelto (Figura 1.1 nodo D) en una posicion terminal del arbol, mientras que S.
passerina ocupa una posicion basal, y por lo tanto es especie hermana de todos los
congéneres. La relacion relativa entre S. pallida y S. atrogularis es menos certera
debido a la falta de soporte en el nodo central (Figura 1.1 nodo C). La falta de
resolucion en el nodo provoca una politomia que incluye a S. pallida, S. atrogularis

y el ensamblaje S.pusilla-S.breweri-S.wortheni.
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Figura 1.1. Arbol de maxima verosimilitud (PAUP) de las secuencias concatenadas.
Los numeros mostrados en cada uno de los nodos (A-E) muestran el soporte
derivado de 200 replicaciones bootstrap (arriba) y su significancia (>95%, abajo) de
soporte posterior Bayesiana. El arbol fue enraizado con Chondestes grammacus y

Amphispiza bilineata.
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1.4 DISCUSION

1.4.1 Relaciones filogenéticas del género Spizella

Los diversos estudios filogenéticos de los que ha sido objeto el género
Spizella han fallado en reconstruir adecuadamente la filogenia de este grupo por el
escaso numero de caracteres utilizados y no ser inclusivos con todos los miembros
del grupo, lo que provocd que las topologias recuperadas carecieran de soporte
estadistico (Zink y Dittman, 1993; Dodge et al., 1995). A diferencia de estos trabajos
previos se presenta una hipotesis filogenética inclusiva basada en secuencias
mitocondriales de todos los miembros (validos) del grupo y ademas con un
incremento substancial de datos. Especificamente S. wortheni y S. breweri aparecen
como taxa hermanas y forman un grupo con S. pusilla, todas estas relaciones
sustentadas con altos valores de soporte. Las relaciones entre S. pallida y S.
atrogularis se encuentran indefinidas pero ambas estan relacionadas con el complejo
anteriormente mencionado. En cambio, S. passerina es el miembro mas distante del
grupo. Esta nueva hipdtesis del grupo difiere de la previamente presentada por
Dodge y colaboradores (1995). Para evaluar cual seria la causa de las diferencias en
los resultados, se realizaron dos tipos de busqueda de ML (con un modelo GTR + |
de evolucion) usando las secuencias originales del citocromo-b publicadas por
Dodge y colaboradores e incluyendo a S. wortheni: una con Junco hyemalis como
grupo externo y en la otra con los grupos externos C. grammacus y A. bilineata.
Interesantemente, en ambos casos la topologia del arbol recuperada fue idéntica a la
primera hipdtesis generada, pero sin soporte estadistico, sugiriendo que la seleccion
del grupo externo no fue un criterio determinante en la topologia. En cambio, la
inclusion de S. wortheni, la ejecucion de una btsqueda por ML en lugar de un
analisis por parsimonia y el considerable aumento de la informacién ayudoé a obtener
nodos bien soportados en la presente hipotesis. La falta de resolucion en el nodo
central, reflejado como una politomia puede ser consecuencia de la reciente

expansion del grupo (Figura 1.1). El origen de la radiacion de este grupo es de
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aproximadamente 2.7 millones de afios, lo cual se obtuvo utilizando la distancia
genética sin correccion del gen citocromo-b entre los Spizella que es de 5.55% y
asumiendo un reloj molecular de 2%/millon de afios. Esto coincide aproximadamente
con el inicio de los ciclos glaciares en Norteamérica (Klicka y Zink, 1997). En tal
periodo de tiempo hubo un decremento en la temperatura que caus6 un aumento en el

habitat de matorral desértico en el Desierto Chihuahuense (Riddle, 1995).

1.4.2 Relaciones filogenéticas de S. wortheni

Dado el evidente gran parecido que existe entre S. wortheni y S. pusilla,
Ridgway (1901) consider6 que S. wortheni deberia de estar relacionado a S. pusilla
arenacea. Especie de la cual, apenas se diferencia por tener bandas en las alas menos
distintivas, un disminuido parche post-ocular y la presencia de un anillo ocular
blanco. Sin embargo, estas diferencias no fueron suficientes para garantizar su
estatus como especie, ya que Burleigh y Lowery (1942) declararon “Cada caracter
que define a S. wortheni, se encuentra intermedio entre S. p. pusilla o S. p. aranacea”.
Como consecuencia, S. wortheni fue relegado como subespecie de S. pusilla.
Webster y Orr (1954) difirieron con este cambio de estatus taxonémico y basandose
en nuevos especimenes colectados, notaron un numero de caracteristicas en el
plumaje y vocalizacion que distinguian a S. wortheni de S. pusilla. Estas diferencias
en el canto han sido notadas también por otros autores que han sugerido que el canto
de S. wortheni suena a una combinacion entre S. pusilla y S. passerina (Wege et al.,
1993; Behrstock et al., 1997). En el presente analisis filogenético con ADN
mitocondrial revela que S. wortheni no es co-especifico con S. pusilla y no forma
parte de un “complejo superespecie” con €l (Sibley y Monroe, 1990; AOU, 1998).
En cambio, S. wortheni es el taxon hermano de S. breweri, un gorriéon sin marcas
destacables y con el cual no comparte caracteristicas similares. A pesar de que esta
relacidon no habia sido predicha por ningun estudio taxondémico en el pasado, tiene el
mayor soporte estadistico de todo el analisis. Asimismo, otra estrecha relacion entre
S. breweri y S. pallida, que presentan caracteristicas similares, no fue posible
reconstruirla en el presente analisis. Estas discrepancias entre morfologia y la
reconstruccion filogenética molecular llevan a pensar que debido a que estos
gorriones ocupan habitats similares, sus plumajes deben de estar bajo una fuerte

presion selectiva que los conlleva a presentar caracteristicas similares. En cualquier
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caso, los caracteres de plumaje han fallado en reconstruir adecuadamente las
relaciones filogenéticas. Numerosos estudios recientes en aves han demostrado
diferencias entre las filogenias producidas a partir de datos moleculares y aquellas

basadas en morfologia (eg. Klicka y Spellamn, 2007; DaCosta et al., 2009).
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CAPITULO 2

CALIBRACION DE LA TASA DE MUTACION DEL DOMINIO I
HIPERVARIABLE DE LA REGION CONTROL MITOCONDRIAL EN LA
FAMILIA EMBERIZIDAE

RESUMEN

El ADN mitocondrial (ADNm) es por mucho el marcador méas utilizado para evaluar
la diversidad molecular en animales, y parte de su utilidad radica en el supuesto de
que evoluciona de manera casi neutral y mas rapidamente que el ADN nuclear,
ademds de que su tasa de substitucion, en los genes codificantes, es parecida a un
reloj molecular. Se ha supuesto que la region control es el segmento del ADNm que
mas rapidamente evoluciona, particularidad 1til para inferir la historia de las
poblaciones en cortos periodos de tiempo. Sin embargo, en el grupo de las aves,
existen pocas calibraciones y en su mayoria se han utilizado tasas de substitucion de
otros grupos 6 empiricas. Por tal motivo, en el presente trabajo se estimaron los
niveles de divergencia en el dominio I de la region control mitocondrial a tres niveles
en un grupo de gorriones: divergencia intra-especifica en Spizella breweri, inter-
especifica entre los gorriones del género Spizella, y en un grupo taxondémico mayor
en nueve géneros de la Familia Emberizidae. La comparacion de estos valores con la
tasa de mutacion de un gen bien calibrado como el citocromo-b, muestra que el
domino I de la regioén control evoluciona a un tasa de 1.99 veces mas rapida que el
citocromo-b. Un valor conservador con respecto a los que se habian venido
utilizando, por lo tanto se sugiere estimar tasas de divergencia entre estos genes en
cada grupo de interés.
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2.1 INTRODUCCION

En los ultimos 30 afios el ADNm es por mucho el marcador mas usado para
evaluar la diversidad molecular en animales. Las razones para adoptar este marcador
son: es relativamente facil de amplificar al aparecer en multiples copias en la célula;
los genes contenidos en la mitocondria estan fuertemente conservados entre los
animales, con pocas excepciones, sin intrones, y con cortas regiones inter-génicas; y
su herencia es clonal (maternal), lo que significa que todo el genoma se comporta
como un sélo locus, sin recombinacion (Gissi et al., 2008). Asimismo, se ha asumido
que el ADNm evoluciona de una manera casi neutral debido a que esta involucrado
en funciones metabolicas basicas (respiracion) por lo que los genes codificantes estan
menos involucrados en procesos adaptativos. Finalmente, se ha establecido que la
tasa de evolucion de ADNm es como un reloj, en ausencia de cualquier mutacion
bajo seleccion positiva y so6lo con mutaciones neutrales (y ligeramente deletéreas)
que se acumulan a lo largo del tiempo, por lo que los niveles de divergencia del
ADNm deben reflejar el tiempo de separacion (para una revision ver Galtier et al.,
2009).

Este reloj molecular, utilizado para datar linajes mitocondriales, esta basado
en el supuesto de que las mutaciones acumuladas en el genoma mitocondrial a lo
largo del tiempo varian a una tasa que puede ser calibrada con fechas absolutas
derivadas de fosiles o de evidencia geologica. Asimismo, el ADNm tiene una tasa de
mutacion mayor que el DNA nuclear, lo que la ha convertido en una de las
herramientas mas ampliamente utilizada para investigar el tiempo en que ocurrieron
eventos filogenéticos (Lovette, 2004). Ante la ausencia de otros métodos, el reloj
molecular no solo se ha usado para datar el origen de los grupos taxondmico sino
también para determinar el impacto de los eventos geoldgicos y climaticos en la
diversificacion, estimar tasas de especiacion y extincion, y determinar el tiempo de
eventos de dispersion y el origen de las familias de genes (Para una revision, ver
Weir y Schluter, 2008). Sin embargo, la premisa de que la evolucion molecular

sucede a una tasa constante a través del tiempo en los grupos taxondmico es aun
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controversial, y a la fecha pocas calibraciones se han obtenido para el ADNm en aves
(Lovette, 2004). Sin embargo, si se ha establecido una tasa de divergencia para el gen
citocromo-b de 2.1 por millon de afios (0.1%, 95% de intervalo de confianza (para
revisiones al tema ver: Garcia-Moreno, 2004; Lovette, 2004; Weir y Schluter, 2008).

La regién control mitocondrial es una secuencia de longitud variable no
codificante que contiene los promotores para la transcripcion en vertebrados. Se ha
clasificado con base en la variabilidad de sus nucleotidos en tres dominios. El
dominio II, el cual se encuentra conservado y estd flanqueado por los dominio I y III.
La mayor parte de la variabilidad dentro de la region control se concentra en estos
ultimos, los cuales en conjunto muestran un elevado nimero de substituciones
nucleotidicas y variacion en longitud comparada con el dominio II (para una revision,
ver Baker y Marshall, 1997).

La region control del ADNm se ha convertido en uno de los marcadores mas
comunmente usados para el estudio de la filogenia de especies cercanamente
relacionadas y sus estructuras poblacionales. El amplio interés en el uso de este
marcador radica en el supuesto de que la region control es la parte con mayor
velocidad en evolucion del ADNm, de hasta 5-10 veces superior en la tasa de
substitucion comparada con el resto de la molécula (Aquadro y Greenberg, 1983).
Estimaciones en dos especies de aves de la tasa de mutacion de la region control
sugiere que es tan variable como 20.8% y 30 % substituciones por sitio por millon de
afios™, en pingiiinos y gansos, respectivamente (Lambert et al., 2002; Quinn, 1992).
Sin embargo, otros estudios sugieren que la regiébn control evoluciona
aproximadamente a la misma tasa que las transiciones del citocromo-b (Zink y
Blackwell, 1998). En un estudio sobre la estructura y evolucion de la region control
mitocondrial en varios érdenes de aves se encontré que la proporcion de divergencia
entre comparaciones pareadas de la region control y citocromo-b varia entre 0.13 y
21.65, indicando que la region control no es siempre la parte mas variable del ADNm,
y que ademas, también existen diferencias en la tasa de divergencia entre los linajes
(Ruokonen y Kvist, 2002).

El uso de marcadores mitocondriales con altas tasas de divergencia se ha
utilizado para generar conocimiento acerca de la historia de las poblaciones en cortos
periodos de tiempo, en particular con la region control del ADNm. Debido a esto,
resulta crucial para escalar los valores genéticos en bioldgicamente significativos,

tener una adecuada tasa de mutacion calibrada en el grupo taxonémico estudiado 6
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por lo menos con los mas cercanos filogenéticamente. El célculo de la tasa de
mutacion en la region control puede presentar dificultades por los altos niveles de
homoplasia en tiempos de divergencia relativamente tempranos. Para evitar la
influencia de la homoplasia en la region control, es importante calibrar la tasa de
mutacion mediante la comparacion de divergencias entre pares de especies
cercanamente relacionados o entre individuos de la misma especie (Peters et al.,
2005). Por tal motivo, en el presente trabajo se estimaron los niveles de divergencia
en el dominio I de la regidon control mitocondrial a tres niveles en un grupo de
gorriones: divergencia intra-especifica en Spizella breweri (nivel poblacional), inter-
especifica entre los gorriones del género Spizella y en un grupo taxonémico mayor
en nueve géneros de la Familia Emberizidae. La comparacion de estos valores con la
tasa de mutacion de un gen bien calibrado como el citocromo-b, permitira conocer

los rangos de variacion y estimar la tasa de mutacion de la region control.
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2.2 METODOS

2.2.1 Seleccion de taxa

Todas las secuencias fueron obtenidas del banco de genes (GenBank, las
especies y nimero de accesos se muestran en la tabla en el Apéndice B). Se incluy6
un miembro de cada especie para los que las secuencias de los genes region control y
citocromo-b hubiesen estado disponibles en el banco de genes. Las secuencias
seleccionadas consistian en el dominio I de la region control del ADNm completo y
una porcion del domino II, con un total de 328 pb. De igual manera, se eligieron
secuencias parciales del gen citocromo-b de 663 pb. Las secuencias se alinearon
utilizando el programa Mega 4.1 (Tamura et al., 2007), no observandose inserciones

y/o deleciones

2.2.2 Tasa de mutacion

Para calibrar la tasa de mutacion del dominio I de la region control del
ADNm se compar6 el porcentaje de divergencia entre éste y el porcentaje de
divergencia en regiones codificantes del ADNm en cada uno de los niveles
taxondmicos; a nivel intra-especifico en S. breweri (6 especimenes), inter-especifico
con los miembros naturales del género Spizella (5 taxa) y dentro de la Familia
Emberizidae (9 géneros). El porcentaje de divergencia fue corregido en todos los
casos con el modelo HKY en PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002).

Una vez obtenida la tasa relativa entre las divergencias de cada gen se
multiplico por la tasa de mutacion del gen citocromo-b (2.07%), que es el porcentaje

de divergencia por millon de afios para el orden Passeriformes (Weir et al., 2008).
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Basado en las comparaciones pareadas, el dominio I de la region control muta

a diferentes tasas. La mayor divergencia se observé a nivel poblacional con una tasa

relativa con respecto al gen citocromo-b de 3.77 mas rapida. En cambio, a nivel de

género y familia, la tasa de divergencia es muy similar a la del gen codificante (0.812

y 1.011 respectivamente; Tabla 2.1). En promedio, el domino I de la region control

evoluciona a un tasa 1.99 veces mas rapida que el citocromo-b. Si se considera que el

citocromo-b evoluciona a 2.07% de divergencia por milléon de afios, entonces la

region control evoluciona a una tasa de divergencia del 4.11% por millén de afios 6

auna tasa de 2.05 x 10 -8 substituciones por sitio por afio (s/s/a).

Tabla 2.1. Porcentaje de divergencia entre y dentro de linajes de gorriones y la tasa
relativa de diferencia entre el dominio I de la regiéon control y el gen codificante
citocromo-b del ADNm. Entre paréntesis se muestra la desviacion estandar.

Comparacion

Proporcion de divergencia*

Region codificante

(citocromo-b)

Region Control

(Dominio I)

Diferencia relativa
entre la region

control y regiones

codificantes.

Divergencia inter-
especifica de
Emberizidae 0.0959 (0.0138) 0.1278 (0.0304) 1.33
Divergencia inter-
especifica de 0.0772(0.0232)  0.0673 (0.0007) 0.87
Spizella
Divergencia intra-
gspemﬁca de S. 0.0016 (0.0004) 0.0061 (0.0027) 377

reweri
Promedio 1.99
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2.4. DISCUSION

Diversos estudios, con el grupo de los mamiferos, han mostrado que la parte
que mas radpidamente evoluciona en la mitocondria es la region control (Aquadro y
Greenberg, 1983; Cann et al., 1984; Chang y Clayton, 1995; Walberg y Clayton,
1981) y de igual manera sucede en algunos grupos de aves (Wenink et al., 1993; Tarr,
1995; Baker y Marshall, 1997). Por tal motivo, se ha asumido que en todos los
grupos de aves la region control tiene la mayor tasa de substitucion, similar en
magnitud que en mamiferos, que podria  variar entre 0.01 hasta 0.30
substituciones/sitio/millon de afios (Baker y Marshall, 1997; Quin, 1992; Lambert et
al., 2000; Bulgin et al., 2003). Sin embargo, se ha documentado que la tasa de
evolucion de la region control es equivalente 6 menor inclusive que el citocromo-b
en cierto grupos de aves (Zink y Blackwell, 1998; Zink et al., 2003), ademas de que
parece variar considerablemente entre taxa (Ruokonen y Kvist, 2002). A pesar de lo
anterior, en algunos trabajos consideran que tasas similares al citocromo-b son muy
bajas y sitian rangos de manera empirica de 0.1 hasta 0.3 substituciones/sitio/millon
de afios (Mila et al., 2006; Mila et al., 2007; Peres-Tris et al., 2004). El calculo
promedio obtenido de evolucion de la regioén control, en la familia Emberizidae, es
de 0.021 substituciones/sitio/millon de afios, un valor conservador comparado con
los comiinmente usados con anterioridad en gorriones (Mila et al., 2006; Mila et al.,
2007; Bulgin et al., 2003). Por lo tanto, extrapolar porcentajes de divergencia entre
grupos no deberia ser lo adecuado y se sugiere calcular las tasas de divergencia en

cada grupo de estudio.
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CAPITULO 3

DIVERSIDAD GENETICA E HISTORIA DEMOGRAFICA DEL GORRION
AMENAZADO Y ENDEMICO Spizella wortheni

RESUMEN

El gorrion Spizella wortheni, endémico del Altiplano Mexicano, habita en areas con
una combinacién de pastizal y matorral en el interior del noreste de México.
Historicamente, esta especie se ha distribuido en 8 estados de la Republica Mexicana
y Nuevo México EUA. Sin embargo, durante los ultimos 30 afios, s6lo se ha
reportado en un pequefio territorio que comprende la zona colindante entre los
estados de Nuevo Leo6n, Coahuila y Zacatecas. Dado su limitado rango de
distribuciéon (25 km?), pequefio tamafio poblacional (100-120 individuos), y su
declinante poblacion (Birdlife internacional, 2010), se encuentra bajo proteccion
como especie amenazada en la Norma Oficial Mexicana (NOM-059,-SEMARNAT-
2001) y como en peligro de extincion en la Lista Roja de Especies Amenazadas
(IUCN 2010). Dado que el gorrion S. wortheni ha sufrido una contraccién
poblacional reciente, y el nimero de individuos estimados es muy bajo, se probo si
ha pasado por un cuello de botella mediante el analisis de la region control
hipervariable del ADNm. Ademas, debido a que la interpretacion de los niveles de
diversidad por si mismos pueden ser dificiles, se compard con otras especies de aves
no amenazadas, relacionadas filogenéticamente (S. breweri, S. atrogularis y S.
passerina) y ecologicamente (A. bilineata). Sorprendentemente se obtuvieron altos
valores de diversidad y no se observaron sefiales de un cuello de botella mediante
pruebas de neutralidad y coalescencia. Se discuten las posibilidades para mantener
tan alta diversidad genética. A pesar de esto, es posible que esta alta diversidad
genética pudiera ser transitoria y perderse en las futuras generaciones si no se aplica
un plan de conservacion para la especie y la poblacion contintia decreciendo como
hasta ahora. Por lo tanto, es urgente aplicar medidas de conservacion para empezar a
incrementar la poblacion y asi evitar que los efectos deletéreos de un cuello de
botella mas prolongado se empiecen a manifestar y pongan en riesgo la viabilidad de
la especie.
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3.1. INTRODUCCION

El gorrion de Worthen (Spizella wortheni) endémico del Altiplano Mexicano
es la Unica especie del género que no realiza movimientos migratorios. Habita en
areas con una combinacion de pastizal y matorral en el interior del noreste de México.
Historicamente, esta especie se ha distribuido en 8 estados de la Republica
Mexicana; el ultimo registro en Puebla fue en 1893, Tamaulipas en 1924, San Luis
Potosi en 1951, Veracruz en 1957, Chihuahua en 1959 y Zacatecas en 1961 (Wege
et al., 1993). Sin embargo, durante los ultimos 50 afos, esta especie solo se ha
reportado en un pequeio territorio que comprende la zona colindante entre los
estados de Nuevo Ledn, Coahuila y Zacatecas. Su limitado rango de distribucion (25
km?), pequefio tamafio poblacional (100-120 individuos), y su declinante poblacion
(Birdlife International, 2010) hacen de este gorrion una de las especies de aves mas
amenazadas en Norteamérica. Como consecuencia, se encuentra bajo proteccion
como especie amenazada en la Norma Oficial Mexicana (NOM-059,-SEMARNAT-
2001; SEMARNAT, 2002) y como en peligro de extincion en la Lista Roja de
Especies Amenazadas (IUCN, 2010). Se consideran a la agricultura y el
sobrepastoreo sus principales amenazas (Wege et al., 1993), sin embargo, factores
intrinsecos a la especie no han sido estudiados.

Las especies en riesgo de extincion frecuentemente enfrentan multiples
amenazas. Por lo tanto, las valoraciones y planeaciéon para su preservacion son
complejas y requieren diversos enfoques como la ecologia, genética, biologia de vida
silvestre y de recursos naturales. En particular, existe la disciplina de la genética de
la conservacion, que trata con los factores genéticos que afectan el riesgo de
extincion y con los regimenes de manejo requeridos para minimizar los riesgos
(Frankham, 2002). El gorrion S. wortheni, al igual que otras especies amenazadas,
afrontan multiples peligros que incluye cambios medio ambientales, pequefio tamafio
poblacional, estocasticidad ambiental, riesgo de endogamia y pérdida de diversidad
genética. La endogamia puede afectar deletéreamente los rasgos asociados a la

eficacia biologica, como la fecundidad y sobrevivencia, y por lo tanto incrementar el
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riesgo de extincion (Frankham y Ralls, 1998). En general, las especies que
marcadamente disminuyen en nimero se encuentran expuestas al efecto de cuello de
botella y subsecuentemente al fundador, que en consecuencia producen una
disminucion de la diversidad genética (Futuyma, 1998; Frankham et al., 2002). Por
su parte, la variabilidad genética puede interactuar con los efectos demograficos para
producir el “vortice a la extincion de las pequenas poblaciones” (Gilpin y Soulé,
1986). En particular, el ADN mitocondrial (ADNm) ha sido util para trazar eventos
de dispersion tempranos como cuellos de botella 6 rapido crecimiento poblacional
(Baker y Marshall, 1997; Weber et al., 2004; Johnson et al., 2007).

Dado que el gorrion S. wortheni ha sufrido una contraccion poblacional en los
ultimos 50 afios y el nimero de individuos estimados es muy bajo, se ha vuelto
indispensable la determinacion de la variabilidad genética en esta especie. En el
presente trabajo se evalua la diversidad genética de S. wortheni mediante la region
control hipervariable del ADNm. Sin embargo, la interpretaciéon de los niveles de
diversidad por si mismos pueden ser dificiles, pero comparandola con otras especies
de aves relacionadas puede ser de gran ayuda en el contexto de historia de vida y
similitudes ecologicas (Lawrence et al., 2008; Kuro-o et al., 2010; Bulgin et al.,
2003). Por tal motivo, se incluyeron en el analisis poblaciones de aves
filogenéticamente cercanas (S. breweri, S. atrogularis y S. passerina) y/o que

comparten el mismo entorno ecologico (Amphispiza bilineata).
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3.2. METODOS

3.2.1. Colecta y toma de muestras

Un total de 38 individuos de S. wortheni fueron capturados mediante redes de
niebla, durante el periodo reproductivo e invernal entre los afios 2005-2008, en
localidades que abarcan gran parte de su rango actual (Figura 3.1). Los gorriones
capturados fueron anillados con una combinacioén tnica de 3 anillos de colores para
su identificaciéon y monitoreo. Igualmente, se capturaron 10 individuos de
Amphispiza bilineata durante el 2008 y 2009 en la localidad de San José del Alamito,
Coah. Se colectaron 2 plumas por individuo, las cuales se almacenaron en sobres a
temperatura ambiente durante la colecta y en congelacion a largo plazo.

Se obtuvieron muestras de tejido muscular de S. breweri y S. atrogularis, 10
de cada uno, de la coleccion ornitoldgica del Museo de Historia Natural “Marjorie
Barrick” de la Universidad de Nevada, Las Vegas (UNLV). Estos especimenes
corresponden a poblaciones residentes del estado de Nevada, EU y fueron colectados
durante el periodo reproductivo. También se incluyeron secuencias de la region
control mitocondrial S. passerina del GenBank que corresponden a las poblaciones

sedentarias del estado de Durango y Chihuahua, México (Mila et al., 2006).

3.2.2. Extraccion de ADN gendomico y amplificacion

El DNA genémico se obtuvo utilizando el KIT “DNaeasy Tissue Kit”
siguiendo el protocolo de la casa comercial (Qiagen, Valencia, CA, USA). Los
fragmentos fueron amplificados en reacciones de 25 ul bajo las siguientes
condiciones estandar: desnaturalizacion a 94° C por 3 minutos, seguido de 36 ciclos
de 94° C por 30 s, 48° C por 45 s y 72° C por 45 s. Seguido finalmente por una
extension de 72° C durante 10 minutos. El fragmento del dominio hipervariable I de

la region control mitocondrial fue amplificado con los oligonucledtidos H417 y

LGL2 (Tarr, 1995).
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Los productos amplificados fueron purificados utilizando el kit “Rapid PCR
Purification System” (Marligen Biosciences Inc, [jamsville, MD, USA) siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Los fragmentos de PCR fueron secuenciados en
ambos sentidos, utilizando los mismos oligonucledtidos con los cuales se
amplificaron, en el Instituto de Biologia (UNAM), en el laboratorio del Marjorie
Barrick Musseum (University of Nevada, Las Vegas) 6 por el servicio de
secuenciacion Macrogen USA (Rockville, Maryland). Las hebras complementarias
de cada gen se alinearon usando el programa Sequencher 4.1 (GeneCodes). No se
observaron inserciones o deleciones en las secuencias alineadas y todos los datos
codificantes fueron traducidos en su forma aminoacidica utilizando el programa

Mega 4.0 (Tamura et al., 2007).

3.2.3. Diversidad genética e historia demografica

Los valores de polimorfismos y pardmetros de diversidad genética fueron
estimados con el programa Arlequin 3.11 (Schneider et al., 2000). Las relaciones
filogenéticas entre los haplotipos fueron observadas mediante redes de distancia
minima absoluta, las cuales también se estimaron en el programa Arlequin 3.11

Para comprobar la hipotesis de expansion poblacional se aplicaron las
pruebas de neutralidad Fu y D de Tajima. La primera detecta desviaciones de
escenarios de neutralidad, valores negativos y significativos son sefial de seleccion
purificadora, caracterizados por el exceso de alelos extrafios y mutaciones recientes y
por lo tanto indicadores de expansion (Fu, 1997). Mientras que D de Tajima,
cuantifica las discrepancias entre el estimado de Theta a partir de los sitios
segregativos y entre el promedio de divergencia entre las comparaciones pareadas de
las secuencias. Detecta desviaciones al modelo nulo de neutralidad, lo que puede ser
causado por diversos factores, entre ellos, cambios en el tamafio poblacional (ej. una
repentina expansion) 6 que el locus se encuentre bajo una seleccion direccional. En
ambos casos, esto provocaria un exceso de variantes de baja frecuencia y valores D
negativos. Por el contrario, procesos como una subdivision poblacional, seleccion
balanceadora 6 cuellos de botella recientes pueden causar un exceso en la frecuencia

de variantes intermedias ocasionando valores D positivos (Tajima, 1993). Ambas
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pruebas y su significancia fueron realizadas mediante 1,000 permutaciones al azar en
el programa Arlequin 3.11.

Para probar si se podrian detectar sefiales de expansion repentinas en las
poblaciones, se compararon las frecuencias observadas en la distribucion de las
diferencias de pares de secuencias entre los individuos (distribuciones mismatch;
Rogers y Harpending, 1992) con las distribuciones esperadas de una poblacion en
expansion. Para ello, se generd una curva de distribucion de expansion repentina
mediante 1,000 replicaciones bootstrap (Excoffier et al., 2005). En las poblaciones
en equilibrio demografico ¢ en declinacion se observara una distribucion multimodal
en la diferencias pareadas, mientras que en las poblaciones que han sufrido una
repentina expansion demografica se obtendrd una filogenia tipo estrella y una
distribucion unimodal (Slatkin y Hudson, 1991; Rogers y Harpending, 1992). Para
comparar las curvas observada de las simuladas se calcularon los valores de P como
una proporcion de las simulaciones produciendo una desviacion mayor de la suma de
cuadrados (SSD) que la SSD observada. El indice raggedness (r) de las distribucion
mismatch observada también fue calculada para cada una de las poblaciones y su
significancia fue determinada de manera similar a SSD en Arlequin 3.11. Esta
medida pretende cuantificar la uniformidad de las distribuciones observadas. Valores
raggedness bajos son tipicos de una poblacion en expansion, mientras que valores
altos son observados entre poblaciones estaticas 6 en cuello de botella (Harpending
et al., 1993; Harpending, 1994). En ambos casos, si ¢l valor de P es significativo, se
rechaza la hipotesis nula de expansion.

Para estimar el tiempo desde que inici6 la expansion, se utilizé la formular t=
t/2ut, donde t es el tiempo que ha pasado entre el tamafio inicial y el presente; tau (1)
es el nimero de los mismatches acumulados en tiempo mutacional desde la
expansion medido en unidades de generaciones; u = pk, donde u es la tasa de
mutacion, y k es la longitud de la secuencia (Rogers y Harpending, 1992). Los
analisis fueron llevados cabo utilizando el programa Arlequin 3.11 (Schneider et al.,
2000).

Para estimar el tamafio de hembras efectivo se utilizé la formula 8 =2Ns p,
donde N¢r es el tamafio de hembras efectivo y p es la tasa de divergencia por locus
por afio) Para estimar el valor de Theta se realizd6 un analisis de coalescencia,
mediante simulaciones de cadenas de Markov Metropolis-Hasting Monte Carlo,

implementadas en el programa MDIV (Nielsen y Wakeley, 2001). El analisis
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consistid6 de 10 cadenas cortas (con un incremento del muestreo de 10; 1,000 pasos
por cadena), 20 cadenas largas (con un incremento en el muestreo de 10; 20,000
pasos) y un arbol inicial al azar con un valor de g inicial de 1 (g=tiempo
generacional; en este caso, 1 afio). Los valores de verosimilitud de 6 fueron
graficados y aquellos que tuvieron el maximo valor fueron aceptados como el mejor
estimado.

Para escalar correctamente los valores de expansion demografica y el tamafio
de hembras efectivo, a valores bioldgicamente informativos, se requiere de una tasa
de mutacion neutral precisa. Motivo por el cual, en vez de utilizar la tasa empirica de
substitucion de la region control previamente utilizada por Mila et al. (2006 y 2007)
en S. passerina, de 0.1 hasta 0.3 substituciones/sitio/millon de afios, se aplico una de
0.021 substituciones/sitio/millon de afios obtenida a partir de la tasa relativa de
evolucion entre la region control y el gen citocromo-b a diferentes escalas
taxonomicas en la familia Emberizidae (Canales-del-Castillo, sin publicar; capitulo

2).
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Figura 3.1 Registros historicos y recientes del gorrion Spizella wortheni. Historicamente esta especie tuvo una amplia distribucion durante los
ultimos 30 afios, esta especie solo se ha reportado en un pequefio territorio que comprende la zona colindante entre los estados de Nuevo Ledn, y

Coahuila. Las capturas durante el periodo invernal se realizaron en 1) Rancho Los Angeles, 2) Erial, 3) San Rafael y 4) San José del Alamito,
mientras que en época reproductiva en 5) Carbonera y 6) El Tokio.
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3.3. RESULTADOS

En todos los especimenes de las poblaciones muestreadas se secuencié un
fragmento de 328 pb de la region control mitocondrial. No se observaron inserciones
0 deleciones. El numero de sitios y las bases de los sitios polimoérficos varié por
especie (Apéndice C). El analisis de diversidad de los gorriones S. wortheni
muestreados en invierno (n= 25) y verano (n=13) mostré numeros similares de
haplotipos y de diversidad genética, por lo que se consideré como una sola poblacién
y en su conjunto se analizaron sus atributos. EI mayor nimero de haplotipos
identificados fue en la poblacion de S. wortheni con 9, mientras que el menor fue en
S. breweri con 6. Sin embargo, los mayores valores de diversidad genética y
nucleotidica correspondieron a S. atrogularis, seguida por S. wortheni y el menor
para la poblacion sedentaria de Durango de S. passerina (Tabla 3.1).

El andlisis de la red minima de haplotipos, construida a partir de la distancia
entre secuencia y su frecuencia, muestra que en S. wortheni predomina un haplotipo
central, con varios derivados de ¢l en menor frecuencia y algunos otros en la periferia,
mas escasos y por lo tanto recientes (Figura 3.2). Es importante sefialar que la
distancia entre uno y otro es en su mayoria de un so6lo paso mutacional. Por el
contrario, en S. atrogularis se observan haplotipos de igual frecuencia separados por
varios pasos mutacionales, que podrian representar haplotipos que se han perdido.
Ambas poblaciones de S. passerina comparten el haplotipo F, el central y mas
frecuente, ademas de poseer otro grupo diferente, haplotipos tipo E, que podrian ser
consecuencia del contacto con otras poblaciones. En cambio S. breweri y A. bilineata
tienen un haplotipo central y en alta frecuencia, del cual se derivan otros en menor
frecuencia, y por lo tanto mas recientes. Esta topologia tipo estrella es tipica en las
poblaciones de expansion reciente.

En todas las secuencias de la region control de las poblaciones analizadas se

observaron desviaciones negativas y significativas en las pruebas D de Tajima y/o Fu
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a las expectativas de neutralidad. Solo las secuencias de S. passerina de Durango,

México se desviaron positivamente, pero no significativamente. (Ver Tabla 3.2).

Tabla 3.1. Variabilidad genética de la region control mitocondrial en las poblaciones

de gorriones.

Especie Poblacién Hap H n
. Invernal

S. wortheni 7 0.8033 +0.0496 0.004451 £ 0.003113
(n=25)
Reproductiva

6 0.8590 + 0.0633 0.004221 + 0.003115

(n=13)
Invernal y
reproductiva 9 0.8080 + 0.0371 0.004311 £ 0.002997
(n=38)

S. atrogularis ~ Reproductiva, NV 6 0.8889 + 0.0754 0.008469 + 0.005525
(n=10)

S. breweri Reproductiva, NV 5 0.6667 +0.1633 0.003049 + 0.002526
(n=10)

S. passserina
Sedentaria, Chih. 7 0.6190+0.118 0.004036 + 0.00291
(n=21)

S. passerina Sedentaria, Dgo. 6 0.5737+0.1219 0.003578 £ 0.002681
(n=20)

A. bilineata )
Sedentaria, N.L. Ledn 6 0.7778 +£0.1374 0.003049 £+ 0.002526

(n=10)

H. Valor de diversidad haplotipica =+ error estandar.
7. Valor de diversidad nucleotidica + error estandar.

Los analisis de distribucion mismatch indicaron que en las poblaciones de S.

wortheni, S. breweri y A. bilineata se recuperaron sefiales genéticas de una repentina

expansion (Figura 3.3). A pesar de que en las poblaciones de S. atrogularis y S.

passerina se obtuvieron curvas multimodales, solo en la poblacion de Durango se

rechazo la hipotesis de una expansion (SSD= 0.43, p=0.001, Figura 3.2). Con base en

los promedios de mismatch (tau) se calcul6é que el tiempo en que pudo haber tenido

lugar la expansion de S. wortheni fue entre 78,000 y 277,000 afos (Tabla 3.2). Sin
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embargo, los valores mayores corresponden a S. atrogularis y S. passerina
Chihuahua, que presentan intervalos de confianza muy altos, volviendo impreciso
estas estimaciones.

El tamafio de hembras efectivo poblacional en S. wortheni fue calculado a
partir del valor de 0, el cual fue similar en todas las poblaciones (Figura 3.4). El
rango calculado del tamafio efectivo de hembras poblacional para S. wortheni fue de

100,000 mientras que el resto de las poblaciones presentaron un rango entre 83,000 y
136, 000.
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Figura 3.2 Redes de haplotipos de las secuencias del dominio hipervariable de la
region control mitocondrial. Los haplotipos son mostrados como circulos que son
proporcionales a la frecuencia de las muestras analizadas. Las redes representan una
substitucion nucleotidica mientras que las marcas a lo largo de las ramas sefialan
substituciones adicionales. Las lineas punteadas muestran redes alternativas de igual
verosimilitud.



Tabla 3.2. ndices y tiempos de expansion poblacional.

Especie Tajima Fs Tau (95% C.1.) indice raggedness r Tiempo desde el inicio de la Net
expansion (afios)

S. wortheni -0.7420 (0.262)  -3.0927 (0.046)  1.564 (0.318-2.877) 0.0083 (0.11) 114,000 100,000
S. atrogularis 0.5193 (0.695)  -1.0019 (0.206)  3.809 (0.400-7.910) 0.1051 (0.35) 277,000 92,000
S. breweri -1.7411 (0.026)  -2.2597 (0.004) 1.074 (0.00-2.328) 0.0666 (0.809) 78,000 136,000
S. passerina -1.0362 (0.171)  -2.4295 (0.041) 3.217 (0.00-6.215) 0.0678 (0.83) 234,000 85,000
Chihuahua,
Mex.
S. passerina -1.1736 (0.100)  -1.7794 (0.089) 0 (0.00-0.709) 0.1267 (1.0) - 83,000
Durango,
Mex
A. bilineata -1.7411 (0.032)  -3.8769 (0.001) 1.273 (0.00-1.781) 0.2716 (0.15) 93,000 93,000

7. Estadistico de la distribucién mismatch.

r. indice raggedness de la distribucion mismatch, con su valor de significancia P entre paréntesis y en negritas cuando menor de 0.05.
Tajima. Indice de la prueba de Tajima , con su valor de significancia P entre paréntesis y en negritas cuando menor de 0.05.

Fs. Valor de la prueba de neutralidad de Fu, con su valor de significancia P entre paréntesis y en negritas cuando menor de .05
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Figura 3.3. Distribucion mismatch para todas las poblaciones. Las lineas solidas
representan los valores observados y las lineas punteadas los esperados bajo un

modelo de expansion. Se muestra el valor p de la prueba SSD que indica el ajuste al
modelo de expansion.
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Figura 3.4. Distribuciones posteriores de 8 estimada en las poblaciones de gorriones
mediante el programa MDIV. En cada uno se indica el valor de 6 con la maxima
probabilidad.



50

3.4. DISCUSION

De acuerdo con los resultados de variabilidad genética, S. wortheni atn
retiene una gran diversidad a pesar de la declinacién poblacional que ha sufrido
durando los tultimos 50 afios (Wege et al., 1993). Esto es evidente cuando se
comparan los valores de variabilidad, que fueron similares 6 superiores, con otras
especies filogenéticamente cercanas (S. breweri, S. atrogulatis y S. passerina) o
simpatricas (A. bilineata), con mayores rangos de distribucion y que no se
encuentran amenazadas. Asimismo, las relaciones entre haplotipos, visualizadas
mediante una red minima, muestran que no se han perdido haplotipos intermedios, lo
que sugiere una estabilidad poblacional. Eso es sorprendente debido a que
generalmente las especies en peligro muestran una baja diversidad genética (Arden y
Lambert, 1997; Spielman et al., 2004). Sin embargo, se ha observado que ciertas
especies amenazadas tras un cuello de botella, han persistido en mantener su
diversidad genética, ya sea porque poseian una alta diversidad antes de la declinacion
(Kuro-o et al., 2010), por su amplia distribucion histoérica y un gran tamafio
poblacional en el pasado (Balakrishnan et al., 2003) 6 porque la duracion del cuello
ha sido corta y reciente y no ha sido posible detectarla (Bulgin et al., 2003).

La informacion sobre la distribucidn historica de S. wortheni es escasa; es a
partir de 1854 cuando se describe la especie en Nuevo México (Ridgway, 1884) y en
1893 cuando se reporta por primera vez en México en el estado de Puebla (Ridgway,
1901). Siendo éstos los registros extremos de su distribucion histérica conocida. Sin
embargo, el habitat potencial se encuentra distribuido en todo el desierto
Chihuahuense, y zonas aridas de la Peninsula de Baja California y Oaxaca (BirdLife
International, 2010). Con base en lo anterior, la especie pudo haber tenido una mayor
distribucién en el pasado y haber empezado a sufrir una contraccion gradual desde
antes de su descripcion, siendo ésta mas severa desde la mitad del siglo XX en donde
los registros comenzaron a ser mas escasos (Wege et al., 1993), de esta manera pudo
haber conservado parte de la diversidad genética del pasado. Asimismo, la poblacion

actual puede estar localizada cercana al centro de origen de la especie, donde
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usualmente se presenta una mayor diversidad genética, como en el caso de S.
passerina que hacia el sur de México y Centroamérica presenta los mas altos valores
de diversidad genética comparados con los del norte de México, poblaciones mas
recientes y menos diversas (Mila et al., 2006). El hecho de que la poblacion
remanente se encuentre cerca del centro hipotético de su distribucion historica, le
habria permitido estar mejor conectada y con mayor flujo genético, contrario al
fendmeno que experimentan las poblaciones fragmentadas 6 metapoblaciones que
son mas susceptibles de la extincion debido a procesos estocasticos 0 genéticos
(Ortego et al., 2008). Un analisis genético con las muestras historicas de museo de
las ahora extirpadas poblaciones podria comprobar esta hipotesis.

La alta diversidad genética observada en el gorrion S. wortheni también
podria deberse a que esta especie tuvo en el pasado un gran tamaiio poblacional. El
tamafio historico de la poblacién no se conoce, aunque en los primeros estudios
iniciados a mediados del siglo pasado la densidad ya era baja, lo que hacia pensar en
que era una especie poco comun (Webster, 1954, 1958; Wege et al., 1993),
probablemente porque ya habia entrado en contraccion. Actualmente, su tamafio
poblacional esta calculado entre 100-120 individuos (BirdLife International, 2010) y
200 de acuerdo a nuestro censo reproductivo (Canales-del-Castillo et al., datos sin
publicar). En cambio, el tamafio efectivo poblacional de hembras calculado es de
alrededor de 100,000 (el doble para estimar la poblacion total), similar en magnitud
para los otros gorriones. Este valor representa el tamafio efectivo poblacional a largo
plazo e indica que el gorrion alguna vez fue abundante, lo que en consecuencia le ha
permitido mantener los altos niveles de diversidad a pesar de la disminucién actual.
Esto se ha visto en otras especies en peligro con un bajo tamafio poblacional actual
pero con una alta diversidad genética (Balakrishna et al., 2003; Bulgin et al., 2003).

Por otra parte, algunos autores consideran que no es posible detectar sefiales
de declinacion poblacional recientes usando pruebas de neutralidad y expansion
debido al umbral de detectabilidad, el retraso en el tiempo 6 eventos demograficos
antiguos que podrian enmascarar a los recientes (Rogers y Harpending, 1992; Lavery
et al., 1996). Sin embargo, recientemente se demostré lo contrario mediante un
analisis con el urogallo Tympanuchus cupido, especie en peligro de extincion,
utilizdndose muestras historicas previas a un severo cuello de botella (hace 100 y 50
afios) y actuales. En las muestras historicas se observaron curvas unimodales y no se

rechazoé las hipotesis de expansion mientras que en las actuales se observaron curvas
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multimodales y se rechazdé el modelo de una repentina expansion ocurrida en el
Pleistoceno Tardio. Demostrandose asi, que las sefiales de una reciente declinacion
poblacional puede ser detectadas utilizando distribuciones mismatch y no
necesariamente ser enmascaradas por eventos demograficos tempranos (Weber et al.,
2004; Johnson et al., 2007). En el caso del gorrion S. wortheni, a pesar de su
situacion critica, atin fue posible observar sefiales de expansion historica similares a
S. breweri y A. bilineata; quienes presentaron desviaciones negativas y significativas
del modelo de neutralidad (Tabla 3.2), curvas unimodales y no rechazaron el modelo
de expansion (Figura 3.3). El rango de afios calculados para la expansion de estas
poblaciones es entre 78,000 y 114,000 afios, que corresponde al periodo de
Pleistoceno tardio y a la glaciacion temprana Winsconsin. Evidencia de una reciente
expansion poblacional es comun entre las aves del hemisferio norte y generalmente
se interpreta como una expansion postglacial a partir de refugios en la glaciacion
Winsconsin tardia (Mila et al., 2006; Mila et al., 2007). Sin embargo, la diferencia
entre estas estimaciones se podria deber al uso de una tasa de evolucidon
sobreestimada empiricamente de la region control y no calibrada con un gen
codificante. Las poblaciones de S. passerina de Chihuahua y S. atrogularis tuvieron
un tiempo de expansion mas antiguo, pero presentan intervalos de confianza muy
altos, volviendo imprecisas estas estimaciones. De esta manera, la posibilidad de
detectar las sefiales de expansion en S. wortheni y que estas sean similares a los otros
gorriones con poblaciones saludables nos indican que la alta diversidad observada se
ha mantenido y que la presion del cuello de botella no ha sido tan fuerte para
empezar a disminuir su diversidad genética.

A pesar de que no se detectd una pérdida de diversidad genética producto de
la contraccion historica en estas generaciones, es posible que esta alta diversidad
genética pudiera ser transitoria y no poderse observar en las futuras generaciones si
no se aplica un plan de conservacion para la especie y la poblacion contintia
decreciendo como hasta ahora. Lo anterior se ha observado en un ave marina en
peligro de extincion, Pterodroma magneta, en cuya proxima generacion, solo se
observard la mitad de los haplotipos histéricos que ain mantienen los padres
(Lawrence et al., 2008). Por lo tanto, es urgente aplicar medidas de conservacion
para empezar a incrementar la poblacion y asi evitar que los efectos deletéreos de un
cuello de botella mas prolongado se empiecen a manifestar y pongan en riesgo la

viabilidad de la especie.
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CAPITULO 4

EXITO REPRODUCTIVO Y NUEVOS SITIOS DE ANIDACION DEL GORRION
Spizella wortheni.

RESUMEN

El gorrion Spizella wortheni es una especie endémica del Altiplano Mexicano y ha
sido enlistada como en peligro de extincion. La biologia reproductiva de este gorrion
es pobremente comprendida, y solo existen tres sitios donde estd comprobado que
anida actualmente (Las Esperanzas, Nuevo Leon, y La India y Tanque de
Emergencia, Coahuila). Durante los meses de junio a julio del 2006-2007 se buscé
actividad reproductiva de S. wortheni y se confirmaron tres nuevas localidades con
nidos: La Carbonera (n=33 nidos) y San Rafael (n=2) en el estado de Nuevo Leon, y
San Jos¢ del Alamito (n=3) en el estado de Coahuila. De un total de 38 nidos
encontrados durante los periodos reproductivos del 2006-2007, la mayor parte de
ellos fueron colocados en el arbusto Flourensia cernua, seguido por Opuntia sp., O.
imbricata, y Lycium sp. En general, los nidos fueron construidos a una altura baja
(20.06 £ 10.14 cm; n=24). Los parametros y éxito reproductivo se estimaron a partir
de 33 nidos monitoreados en La Carbonera. El tamafio de nidada fue de entre 2 y 4
huevos, siendo el promedio de la puesta de 3.22 = 0.57 huevos. El 3.03% (n=1) fue
destruido durante la construccion, el 53.63% (n=21) depredado durante la puesta y el
33.33% (n=11) durante el cuidado parental. El porcentaje de infertilidad fue del
16.6% (n=9). Ningun nido fue exitoso. La estimacién mediante Mayfield de la
probabilidad de éxito para todo el periodo fue de 9.56% (3.87-22.79%). La principal
causa del fracaso reproductivo fue la depredacion. La conversion de la tierra a
agricultura es la mayor amenaza a los pastizales en el noreste de México y por lo
tanto esfuerzos de conservacion deben de ser implementados para proteger las areas

reproductivas del gorrion S. wortheni.
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4.1. INTRODUCCION

Las especies en peligro de extincidon, por definicién tienen un tamafio
poblacional pequefio, por lo que de manera inmediata es necesario incrementarlo tan
rapido como sea posible, enfocandose el manejo a identificar los parametros
ambientales (e.g. destruccion y degradacion del habitat) y demograficos (baja
reproduccion y poca supervivencia) que amenazan la poblacion. Por lo tanto, el
manejo parte del grado de conocimiento de la biologia del ave y, en ese sentido, el
gorrion S. wortheni es una especie poco estudiada. Si bien es cierto que el gorrion S.
wortheni se distribuye en los pastizales, uno de los ecosistemas mas amenazados a
nivel mundial debido principalmente a la agricultura y la fragmentacion, poco se
sabe de otras amenazas directas a este gorrion.

El gorrion S. wortheni, es una especie endémica al Altiplano Mexicano, que
se encuentra protegida por las leyes mexicanas como amenazada (NOM-059-
SEMARNAT-2001; SEMARNAT, 2002) y enlistada como en peligro de extincion
en la Lista Roja de Especies Amenazadas debido a su limitado rango (25 kmz) y
pequefio tamafio poblacional (BirdLife International, 2010). Durante los ultimos 30
aflos, esta especie solo se ha observado, ya sea anidando o formando parvadas
invernales, en una pequefia area entre los estados de Nuevo Leén y Coahuila (Wege
et al., 1993; Behrstock et al., 1997; Garza-de Leo6n et al., 2007; Scott-Morales et al.,
2008).

Previamente se habia generado informacion basica acerca de su distribucion,
uso de habitat y biologia reproductiva (Thayer, 1925; Webster, 1954, Wege et al.,
1993). Mientras que en trabajos mds recientes se han enfocado en los registros
reproductivos y descripciones de uso de habitat (Behrstock et al., 1997; Canales-
Delgadillo et al., 2007; Scott-Morales et al., 2008), comportamiento de parvadas
(Canales-Delgadillo et al., 2008) y en el éxito reproductivo (Garza-de Leodn et al.,
2007).

En afios recientes, la anidacion de S. wortheni sélo se ha confirmado en tres

areas: 1) Las Esperanzas, Nuevo Leon (Behrstock et al., 1997), donde dos nidos se
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observaron y el habitat aledafio fue caracterizado; 2) La India, Coahuila (Garza-de
Leon et al., 2007), donde siete nidos fueron encontrados y se estimo el éxito
reproductivo en un 14%; y 3) Tanque de Emergencia, Coahuila, donde s6lo un nido
activo fue encontrado (Canales-Delgadillo et al., 2007). Sin embargo, existen otros
posibles sitios como La Paz y Los Pocitos, Nuevo Ledn, en donde algunos individuos
fueron colectados y se grabaron llamados en los afios 1959 y 1981, respectivamente
(Wege et al., 1993), y El Guerrero, Nuevo Ledon donde se observaron machos
cantando y a una pareja llevando comida (Scott-Morales et al., 2008; Figura 4.1).

En una revision acerca del estatus y distribucion de S. wortheni, Wege et al.
(1993) concluyeron que se encuentra restringido a zonas con mezquite (Prosopis) o
pastizales de Yucca-Juniperus, basado en la co-ocurrencia en tres localidades: 1) el
area de Miquihuanan en Tamaulipas, descrita como pie de montafia con arbustos
espinosos (Thayer, 1925); 2) el area de Sombrerete, en Zacatecas, descrita como
pastizal bajo con mezquite y junipero (Webster, 1954); y 3) el area de Tanque de
Emergencia-El Cercado, descrito como pastizal de Yucca-Juniperus (Wege et al.,
1993). Sin embargo, las observaciones mas recientes se han realizado en areas de
matorral desértico asociado con pastizal. Por ejemplo, Behrstock et al., (1997)
reportaron al gorrion en Las Esperanzas, Nuevo Ledn, un area dominada por el
arbusto chamizo (Atriplex canescens) y pastos (principalmente Hilaria mutica y
Bouteloua sp). Asimismo, Garza-de Leon et al., (2007) describi6 a La India como un
sitio reproductivo conformado por un fragmento de 9 ha de matorral desértico
microfilo rodeado de una matriz pastizal. El estrato arbustivo estaba dominado por el
hojasén (Flourensia cernua), con algunas hierbas y pastos en su estrato herbaceo.
Finalmente, el habitat circundante a un solo nido activo en Tanque de Emergencia-El
Cercado consistio en parches de Condalia y Juniperus adyacentes a pastizales
(Canales-Delgadillo et al., 2007).

Dado el grado de amenaza del gorrion S. wortheni, la conservacion de esta
especie bien podria depender en la identificacion, proteccion y restauracion de areas
de anidacion donde el éxito reproductivo sea suficiente para mantener la poblacion.
Al momento s6lo se conocen pocos sitios reproductivos y soélo en uno se ha
determinado el éxito reproductivo, por lo cual los objetivos principales de este

trabajo fueron buscar nuevos sitios de anidacion y estimar su éxito reproductivo.
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Figura 4.1 Registros reproductivos historicos del gorrion S. wortheni basados en su presencia, comportamiento o nidos. 1) Miquihuana,
Tamaulipas (Thayer, 1925), 2) Sombrerete, Zacatecas (Webster y Orr 1954, Webster 1954, 1958), 3) La Paz (Wege et al., 1993), 4) Tanque de
Emergencia (Wege et al., 1993; Canales-Delgadillo et al., 2007), 5) Los Pocitos (Wege et al., 1993), 6) Las Esperanzas, Nuevo Leon (Behrstock
etal., 1997), 7) La India, Coahuila (Garza-de Le6n et al., 2007) y 8) El Guerrero, Nuevo Leon (Scott-Morales et al., 2008).
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4.2. METODOS

El area de estudio se localiza al sur de la Ecorregiéon del Desierto
Chihuahuense entre los limites de los municipios de Saltillo, Coah. y Galeana, NL,
donde en los tltimos 30 afios se han tenido registros del gorrion S. wortheni. (Figura
4.1). Debido a que el factor comin entre los sitios reproductivos descritos
previamente, es la presencia de pastizal asociado con arbustos, se procedié a buscar
al gorrion en la mayor y continua 4rea de pastizal en el noreste de México, La
Soledad (cerca de 10, 000 ha) en el municipio de Galeana Nuevo Ledn y sus
alrededores.

Durante la temporada reproductiva del 2006, del 23 de junio al 12 de julio, se
procedié unicamente a la busqueda de actividad reproductiva y registro de nuevos
sitios de anidacion. Mientras que en el 2007 se busco confirmar la actividad
reproductiva del 2006 y se llevo a cabo la busqueda de nidos y monitoreo, que se
extendid del 9 de junio al 20 de julio. Se consideré un sitio como reproductivo
cuando se localizaron nidos o se observaron pistas de comportamiento de los padres
tales como; material de construccion de nidos 6 alimento en el pico y machos
cantando. Una vez localizados los nidos, estos fueron geo-referenciados con la ayuda
de GPS Garmin con una precision de 4 m. El monitoreo de nidos se llevo a cabo cada
3 6 4 dias durante la mafana o la tarde, siguiendo las recomendaciones de Martin y
Guepel (1993). Los datos tomados fueron: especie del arbusto soporte, progreso de la
construccion del nido, estado del nido, numero de huevos, dia de la eclosion de los
huevos, dia de abandono del nido (volantones) y en el caso de ser fallidos se tratd de
determinar la causa.

La estimacion de la productividad se llevd a cabo mediante los siguientes
parametros: numero de huevos puestos, nimero de huevos eclosionados y el numero
de volantones que dejaron el nido. Los porcentajes de éxito aparente se calcularon de
la siguiente manera: El éxito de eclosion de obtuvo dividiendo el niimero total de

huevos eclosionados entre el nimero total de huevos puestos, mientras que el éxito
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de emancipacion se obtuvo dividiendo el nimero de pollos que dejaron el nido entre
el total de huevos eclosionados.

Una vez obtenidos los registros de las observaciones de los nidos, estos
fueron analizados con el programa Mayfield (Bart y Robson, 1982) para estimar la
probabilidad de supervivencia diaria (psd) e intervalos de confianza (95%). Este
método evita la sobrestimacion del éxito reproductivo y se basa principalmente en
los dias de exposiciéon de los huevos o pollos por lo que no es necesario encontrar los
nidos desde el comienzo de la temporada (Apéndice D). Los valores de probabilidad
de éxito reproductivo (+ 95% IC) se calcularon para todo el periodo (22 dias), y por
etapas: incubacion (14 dias, con base en las observaciones realizadas en campo) y
cuidado parental (8 dias; Garza-de Leon et al. 2007). Los calculos se obtuvieron
elevando la probabilidad de supervivencia diaria a la duracion de cada periodo

analizado en dias.
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4.3. RESULTADOS

Los sitios donde se registrd actividad reproductiva fueron los ejidos San
Rafael, Carbonera, y el Rancho El Compromiso, Municipio de Galeana, en el estado
de Nuevo Leon, y San José del Alamito en el municipio de Saltillo, en el estado de
Coahuila. En general, la vegetacion esta constituida principalmente por fragmentos
de matorral desértico de Flourensia cernua y Atriplex canescens incluidos dentro de
una matriz de pastizal bajo abierto gipsofilo asociados a herbaceas anuales y
perennes (Figura 4.2). La localidad de San Rafael se encuentra cercada y bajo la
proteccion de la asociacion civil PRONATURA Noreste desde el 2006. Mientras que
Carbonera se ha aprovechado con fines de pastoreo de ganado por los ejidatarios bajo
los acuerdos firmados en el usufructro con PRONATURA para la proteccion del
perrito llanero mexicano (Cynomys mexicanus). Sin embargo, durante el periodo de
estudio se llegaron a contabilizar hasta un centenar de vacas. Por su parte, en El
Rancho “El Compromiso”, adyacente al ejido Carbonera, no se observo ganado en el
sitio de anidacion del gorrion debido a su manejo ganadero. En cambio, el Ejido San
José del Alamito utiliza sus predios para el pastoreo de ganado caprino sin que esté

sujeto a ningun esquema de manejo.

4.3.1. Actividad reproductiva 2006

San Rafael, Nuevo Leon. El 23 de junio se encontrd un nido abandonado con
dos huevos y una pareja con dos juveniles cercanos a un nido abandonado localizado

en Licyum berlandieri.

La Carbonera, Nuevo Leon. El 11 de julio se localizaron 3 nidos: (1) un nido
en construccion localizado entre dos plantas, Opuntia engelmannii y F. cernua; (2)
un nido con 3 huevos en O. engelmannii; y (3) un nido con dos huevos a lado del
camino en un arbusto de F. cernua. Durante el mismo dia se localizé un nido del

gorrion Amphispiza bilineata con cuatro huevos (completamente blancos). Debido a
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que el nido en apariencia es igual al de S. wortheni, cuatro nidos inactivos en el area

no pudieron ser identificados por especie.

San José del Alamito, Coahuila. El 23 de Junio se localizé un nido con un
huevo construido entre dos plantas, O. imbricata y F. cernua. El 11 de julio se
encontraron dos nidos en F. cernua: uno con 3 pollos y el otro nido abandonado con

dos huevos decolorados por el sol.

4.3.2. Actividad reproductiva 2007

San Rafael, Nuevo Ledn. Durante visitas diarias realizadas los dias 11 al 16 de
junio se avistaron s6lo dos parejas, una de ellas trasladando alimento, pero no fue

posible localizar los nidos.

San Joseé del Alamito, Coahuila. Durante las visitas realizadas al predio de los
dias 9 y 20 de junio del 2007 se observaron 8 machos cantando. No se encontraron

nidos.

Rancho EI Compromiso, Nuevo Leon. Los dias 10, 11, 12, 18 y 30 junio se
visitd el sitio y se encontré un nido con cuatro pollos, cuatro parejas, dos nidos
abandonados, tres machos cantando y una pareja con un volanton que fue

monitoreado durante dos dias y se considerd exitoso.

La Carbonera, Nuevo Leon. En esta area se encontrd la mayor actividad
reproductiva con 33 nidos de S. wortheni y seis de A. bilineata (Figura 4.2). La
mayoria de los nidos fueron localizados en F. cernua (n=24), seguido por Opuntia sp.

(n=6) y finalmente Lycium sp. (n=2).
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4.3.3. Exito reproductivo

La productividad y la probabilidad de supervivencia diaria se estimaron con
los nidos encontrados en La Carbonera durante el afio 2007 (Figura 4.3). Los nidos
fueron monitoreados como se describe en métodos desde el dia 11 de junio que se
encontro el primer nido activo, hasta el 20 de julio.

Los nidos de S. wortheni fueron depredados o destruidos en distintas etapas,
siendo el periodo mas critico la incubacion en donde el 53.63% de los nidos fueron

depredados (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Porcentajes de nidos destruidos y depredados en distintas etapas.

Nidos Destruidos en Depredacion de Depredacion de
monitoreados construccion (n=1)  huevos (n=21%) pollos (n=11)
33 3.03% 53.63% 33.33%

*Se incluyeron 5 nidos abandonados con huevos

Para estimar los pardmetros reproductivos se utilizaron los datos de 27 nidos
que no fueron destruidos ni depredados antes de completar su puesta, estos fueron
monitoreados sistematicamente (Tabla 4.2). El tamafio de nidada fue de entre 2 y 4
huevos, siendo el promedio de la puesta de 3.22 £+ 0.57 huevos. El porcentaje de
infertilidad estimado a partir de 9 nidos, que no fueron depredados durante la

incubacion, fue de 16.6%.

Tabla 4.2. Productividad del gorrion de S. wortheni durante la temporada
reproductiva 2007.

Nidos que Exito de eclosion Exito de
completaron su No. de huevos - .,
(n=25) emancipacion
puesta
27 34 29.76% 0%

Para estimar el periodo de incubacion se bas6 en un nido que fue monitoreado
desde la construccion; la puesta fue asincrénica con una diferencia de un dia y en

promedio la puesta fue de 3 huevos, mientras que para la incubacion se calculé una
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duracion de 14 dias. El periodo estimado para el abandono del nido es de 8 dias
(Garza-de Leon et al., 2007) por lo que se considero el periodo total de anidacion en
25 dias.

Utilizando el periodo total de incubacion se determind, mediante el programa
Mayfield, la probabilidad de supervivencia y probabilidad de éxito en cada etapa y
en el total del periodo. La probabilidad de éxito para todo el periodo de anidacion fue
muy baja (9.56%), mientras que el analisis por etapas mostré que existe una menor
probabilidad de éxito en la etapa de pollos con apenas un 13.75% comparado con

33.72% de la etapa de incubacion (Tabla 4.3).

Tabla 4.3 Probabilidad de supervivencia diaria y de éxito del gorrién S. wortheni. Se
muestra la probabilidad por cada etapa y entre paréntesis los intervalos de confianza
(95% de confiabilidad).

Etapa de incubacion Etapa de pollos Todo el periodo
n=25 n=11 n=27
Probabilidad de 0.9253 0.7804 0.8988
supervivencia (0.8904-0.9603) (0.6649-0.8958) (0.8626-0.9350)
diaria
Probabilidad de 33.72% 13.75% 9.56%
éxito (19.68-56.71) (3.82-41.46) (3.87-22.79%)

4.3 4. Preferencias de anidacion

De un total de 38 nidos encontrados durante los periodos reproductivos del
2006-2007 la mayor parte de ellos fueron colocados en el arbusto F. cernua, seguido
por Opuntia sp., O. imbricata, y finalmente por Lycium sp. (Figura 4.4) En general,

los nidos se fueron construidos a una baja altura (20.06 £ 10.14 cm; n=24).
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Figura 4.3. Nidos de S. wortheni monitoreados durante la temporada 2007 en ejido La Carbonera, Galeana NL.
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F. cernua 0. engelmannii O. imbricta Lycium sp

Figura 4.4 Preferencias de anidacion del gorrion S. wortheni. Se muestra el
porcentaje de nidos encontrados en las especies de plantas soporte durante las
temporadas reproductivas 2006-2007.

4.3.5. Descripcion de los huevos

Se tomaron las medidas de los huevos en aquellos nidos que fueron
abandonados o depredados. Los huevos son de color azul-verdoso a azul-claro, su
forma es oval y tiene una textura lisa con puntos y manchas café rojizo, el extremo
mas ancho presenta una corona de manchas de mayor tamafio y de coloracion muy
intensa. Las medidas de 13 huevos fueron en promedio 17.5 + 0.74 mm x 13.32 +

0.39 mm (Apéndice D)
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4.4, DISCUSION

En el presente trabajo se identifican tres nuevas localidades reproductivas en
San Rafael y La Carbonera, en el municipio de Galeana, NL y San Jos¢ del Alamito
en Saltillo, Coah. Lo anterior se suma a los unicos registros publicados para la
distribucion del gorrion S. wortheni localizado entre los estados de Coahuila: Tanque
de Emergencia, (Wege et al., 1993) y recientemente en La India (Garza de Leén et
al., 2007); y en Nuevo Leon: Las Esperanzas (Behrstock et al., 1997). En cuanto a
sus requerimientos ecoldgicos, se confirma que el habitat reproductivo para la
especie es el matorral desértico micréfilo de hojasén, como previamente se habia
reportado (Garza de Leon et a., 2007) y se agregan especies de los géneros Lycium y
Opuntia como arbustos que sirven de sostén a los nidos de esta especie. Lo anterior,
apunta a que el gorrion no es dependiente de alguna especie en particular (Webster,
1954; Wege et al., 1993, Behrstock et al., 1997) sino mas bien de la estructura
arbustiva de la vegetacion asociada a pastizales. El matorral micréfilo de hojasén se
encuentra en el area de La Soledad asi como en todo el norte de México, donde
todavia existen algunos remanentes asociados a pastizal. Sin embargo, la distribucion
de la especie parece estar restringida inicamente a estos sitios reproductivos y a sus
alrededores, incluso durante el invierno, por lo que la presencia de la especie parece
depender de otros factores. Asimismo, se observo una discrepancia entre el tiempo
de inicio de la actividad reproductiva, entre afios y entre localidades. Durante el 2006
se registrd actividad reproductiva similar en las tres areas, sin embargo durante el
2007 la mayor parte de los nidos fueron encontrados en La Carbonera y en el 2008
no se observd actividad en este sitio (Canales-del-Castillo, datos no publicados).
Estos resultados indican que otras variables como la precipitacion (Posadas-Leal,
2010), la competencia con otras especies y/o otros requerimientos del habitat atin no
identificados podrian ser factores esenciales para la especie.

Los parametros reproductivos estimados reflejan la vulnerabilidad de la
especie: el porcentaje de éxito en la etapa de incubacion fue del 29.76% (n=25),

menor que en La India, Coah., donde se observd un 71% (n=5). Igualmente, para la
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etapa de pollo a volantéon no reportamos ningiin nido exitoso a diferencia del 14%
(n=1) reportado previamente (Garza-de Leon et al., 2007). Ahora bien, dicho
porcentaje si se encuentra dentro del rango obtenido mediante Mayfield, de 3.87-
22.7% de probabilidad de éxito reproductivo. Asimismo, durante el estudio se
observaron un grupo de gorriones con 6 volantones, que indica que si hubo nidos
exitosos que no fueron localizados. En general, los gorriones que anidan en arbustos
0 en pastizales muestran bajo éxito reproductivo: 37.5% en Xenospiza baileyi
(Olivares de Ita et al., 2001), 25 y 52% en Ammodramus savannrum (Vickery, 1996)
y 10-44% en A. bilineata (Pidgeon et al., 2003). La principal causa del fracaso de los
nidos en S. wortheni fue la depredacion (53.3% en etapa de incubacion), esto es
similar a lo reportado para aves de pastizal, de hasta 80% (Martin, 1993). Para
identificar a los depredadores, se colocaron trampas de arena en algunos nidos ya
depredados y camaras fotograficas automaticas en nidos activos: se encontraron
rastros de serpiente y huevos picoteados, y se fotografiaron un coyote y una vaca
depredando y/o destruyendo nidos (Apéndice D). Aun mads, la actividad ganadera
representa un peligro durante la época reproductiva ya que se observd cuando una
vaca destruia un nido a su paso.

Asimismo, el bajo éxito reproductivo observado puede estar asociado a la alta
densidad de nidos encontrados (Skagen et al., 2010). En un sdlo fragmento de
vegetacion de aproximadamente 29 hectareas (ha), se encontré el 81.8% de los nidos
de S. wortheni (n=27) con una densidad de 0.93 nidos/ha. Esta densidad es mayor a
la observada en el mismo parche para A. bilineata (0.20 nidos/ha; n=6) y la reportada
previamente (0.39 nidos/ha; Pidgeon et al., 2003) para esta especie. Un estudio
comparativo asociando variables del tamafio del parche de vegetacion y el éxito
reproductivo podria indicar cual es el rango 6ptimo de densidad de nidos.

Dado que la depresion por endogamia interactiia con el estrés del medio
ambiente reduciendo el éxito de eclosion en poblaciones silvestres de aves, (Marr et
al., 2006; para una revision ver también, Bouzat, 2010), evaluamos el porcentaje de
eclosiéon en S. wortheni, obteniendo el 16.6% de infertilidad (5 de 30 huevos
monitoreados en 9 nidos). Este porcentaje es muy alto si lo comparamos con el de S.
pusilla del 2% de no-eclosion (8 huevos de 403 monitoreado; Best, 1978) y el
promedio calculado de 10.9 % calculado a partir de 99 especies (error estaindar= 0.86

y rango=45-100%; Spottiswoode et al., 2004). Sin embargo, dado que Ia
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precipitacion y tamafio de muestra son factores que pudieron afectar los valores
obtenidos, es necesario evaluarlo en distintas temporadas reproductivas.

A pesar de que en el presente estudio se amplio el nimero de registros
reproductivos dentro del poligono actual de distribucion del gorrion S. wortheni, no
se reportd ningln nido exitoso. Dado que hasta la fecha el tamafo de la poblacion se
ha calculado entre 100-120 individuos 6 hasta 200 (Canales-del-Castillo, datos no
publicados) es preocupante su situacion, ya que las poblaciones pequefias en peligro
de extincioén son mas vulnerables a eventos estocasticos ambientales y demograficos,
que sin un manejo podrian caer en el vortice de extincion. Con base en los resultados,
se sugiere mantener la busqueda de nuevos sitios reproductivos, la cual debe estar
enfocada a los fragmentos de matorral desértico microfilo asociados a los pastizales;
censar y estimar el éxito reproductivo simultdneamente; y estudiar los movimientos
locales del gorrion para tener un mejor conocimiento del uso del habitat. Debido a
que los pastizales del noreste de México estan siendo transformados en zonas de
pastoreo y agricolas, se recomienda que los esfuerzos de conservacion estén dirigidos

a proteger los sitios reproductivos del gorrion S. wortheni.
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CONCLUSIONES

Los andlisis de maxima verosimilitud y bayesianos con secuencias
mitocondriales indican que a pesar de las similitudes superficiales, Spizella wortheni
no es el taxon hermano de S. pusilla, sino que ademas se encuentra mas relacionada

con S. breweri.

La reciente expansion del género Spizella hace 2 millones de afios se refleja

como politomias en la hipdtesis filogenética.

Lo anterior confirma que los rasgos morfoldgicos de plumaje en gorriones no
son adecuados para reconstruir la filogenia en grupos de aves que tienen similitudes

ecologicas.

La comparacion de las divergencias de la region control mitocondrial a tres
niveles taxondmicos en gorriones de la familia Emberizidae variaron entre si,
indicando que la tasa de mutacion de este dominio no es constante. Ademds su
comparacion con los valores de divergencia del gen citocromo-b muestra que el
domino I no varia en varios 6rdenes de magnitud, como se esperaba, sino apenas

1.99 veces mas rapido que el citocromo-b.

El gorrion S. wortheni no presenta bajos niveles de diversidad genética ni
sefiales de un cuello de botella, como se esperaba, si no que tiene valores similares a

gorriones no amenazados de amplia distribucion.

Se reportan tres nuevas localidades reproductivas del gorrion S. wortheni en
los ejidos San Rafael, Carbonera- el Rancho El Compromiso, Municipio de Galeana,
en el estado de Nuevo Leon, y San José del Alamito en el municipio de Saltillo, en el

estado de Coahuila.
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Se confirma que el habitat reproductivo para la especie es el matorral
desértico microfilo, principalmente de hojasén (Flourensia cernua), como
previamente se habia reportado. Confirmando que el gorrion no es dependiente de
alguna especie en particular sino mas bien de la estructura arbustiva de la vegetacion

asociada a pastizales.

El éxito reproductivo de S. wortheni para el periodo de anidacion fue cero,
pero se obtuvo una probabilidad de éxito de 9.56%. La causa principal del fracaso
reproductivo fue la depredacion. Variables como la infertilidad, la alta densidad de
nidos y la alta precipitacion podrian haber participado sinérgicamente en detrimento

del éxito.



Tabla 1. Especimenes y/o acceso

reconstruccion filogenético.

APENDICE A

77

al GeneBank de los especimenes utilizados en la

TAXON Numero de acceso del GenBank
Cyt-b ND2 CRI ATPase 6/8  COI

Spizella breweri MBM (?) MBM((?) MBM(?) MBM (?) DQ434134
GAV2239 GAV2239 GAV2239 GAV2239

Spizella pusilla JF Bell(?) JFBell(?) MBM AF468632 DQ433194
Jk96-014  Jk96-014) (DLD7152)

Spizella pallida JFBell (?) JFBell (?) AF122949 AF468630 DQ434136
Jdw0046  Jdw0046

Spizella passerina MBM (?) MBM((?) AY862812 MBM (;) DQ433193
JKO01-281  JKO1-281 JKO01-281

Spizella atrogularis MBM (?) MBM (?) MBM MBM (¢) DQ433192
Jk01-210  Jk01-210  jk01-210 Jk01-210

Spizella wortheni N.L. N.L. N.L. México N.L. México N.L.
Meéxico Meéxico México

Chondestes grammacus MBM (?) MBM (?) FJ348340 - 341 AF468633 Kerr et al.,

2007
Amphispiza bilineata MBM (?) MBM(?) N.L., Mexico AF468635 Kerr et al.,

2007
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Tabla 2 .Especies y numero de accesos al GeneBank para las secuencias utilizadas en
la tasa relativa de evolucion del dominio I de la region control y citocromo-b del

ADNm.
Genero Especie region control  citocromo-b
Orden
Passeriformes
Familia
Emberizidae Melospiza M. melodia EF529938
M. georgiana  AF038817
Pipilo P. maculatus  AF092247 FI547259
Melozone M. kieneri AF092244 FJ547256
Spizella S. passerina AY862812 F1547278
S. breweri AF122950 AF122950
S. breweri AF122951 AF122951
S. breweri AF122952 AF122952
S. breweri AF122953 AF122953
S. breweri GAV2239 GAV2239
Chondestes C. grammacus FJ348339 MBM (?)
Amphispiza A. bilineata MBM (?) MBM (?)
Passerella P. illiaca AY 138903 FJ547284
Zonotrichia Z. leucophrys  AY138909 EU325785
Junco J. hyemalis AY995307 EU325787
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Tabla 1. Haplotipos y sitios variables encontrados en las secuencias de la region
control del ADNm de S. wortheni en las poblaciones invernales y reproductivas.

Haplotipos Sitios variables Frecuencia de Haplotipos

1 1 1 2 3 2 2 |Invernal Reproductivo Ambos

2 3 6 3 6 8  n=25 n=10 n=38

9 1. 1 4 2 0 3

8

1 G 6 T G A G C 0.36 0.31 0.34
2 c . 0.20 0.15 0.18
3 cC A 0.12 0.23 0.15
4 - A 0.20 0.15 0.18
5 , C o - 0.08 0.03
6 - . A G . - 0.08 0.03
7 . A C A 0.04 - 0.03
8 A A C . A 0.04 - 0.03
9 C A G 0.04 - 0.03

Tabla 2. Haplotipos y sitios variables encontrados en las secuencias de la region
control del ADNm de S. atrogularis de Nevada, USA.

Haplotipos Sitios variables Frecuencia de haplotipos
0 1 1 1 1 1 2 Nevada, USA
9 0 3 6 6 7 0 =10
4 8 4 2 7 7 9

1 T C T G A A G 0.3

2 C A . C A 0.2

3 : : G . 0.1

4 c . A c . 0.2

5 . T . A A 0.1

6 C cC A cC A 0.1
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Tabla 3. Haplotipos y sitios variables encontrados en las secuencias de la region
control del ADNm de S. breweri de Nevada, USA.

Haplotipos Sitios variables Frecuencia de haplotipos
0 1 2 2 3 Nevada, USA
5 2 3 3 1 =10
0 5 4 8 6

1 A A G G T 0.1

o) . A 0.6

3 : G A . 0.1

4 G A A . 0.1

5 A C 0.1

Tabla 4. Haplotipos y sitios variables encontrados en las secuencias de la region
control del ADNm de A. bilineata de Nevada, USA.

Haplotipos

Sitios variables

Frecuencia de haplotipos

Nuevo Leon, Mx

n=10

AN DN AW —

0Olo wprk

OO0 0 >PRRrE

O—|I\)CDH

—0 R, N

Qlw o w

C

0.1
0.1
0.5
0.1
0.1
0.1

Tabla 5. Haplotipos y sitios variables de las secuencias de la region control del
ADNm de S. passerina de Chihuahua y Durango México.

Haplotipos Sitios variables Frecuencia de haplotipos

0 00 1 1 1 2 2 Chihuahua, Mx Durango, Mx

0 4 2.8 9 n=21 n=20

9 2 4 5 2 2 0 3

5 6 8
E c ¢ G TG G A G 0.09 0.15
El 0.05 -
A

E2 A : 0.05 -
E3 : G 0.05 0.05
F T : : A 0.61 0.65
Gl T A T A - 0.05
G2 T T : A 0.05 -
J1 T . G A - 0.05
Y T T A A 0.99 0.05

* Secuencias tomadas de Mila et a

., 2006.
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APENDICE D

Figura 1. Habitat reproductivo del gorriéon S. wortheni en el Ejido La Carbonera,
Galeana Nuevo Leodn. El parche de vegetacion esta consituido principalmente por el
arbusto hojasén Flourensia cernua.
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Figura 2. Diferentes etapas del gorrion S. wortheni. Arriba a la izquierda una puesta
tipica de 3 huevos, arriba a la derecha tes pollos con dias de haber eclosionado.
Abajo izquierda un volanton exhibiendo los rasgos caracteristicas de plumaje
barreado y comisuras del pico amarillas. Finalmenete un macho adulto en epoca
reproductiva luciendo una coloraciéon mas intensa en la corona.

Figura 4. Huevos de S. wortheni.



Figura 5. Depredadores de los nidos del gorrion S. wortheni. Camaras con sensores
de movimiento mostraron que algunos de los animales que destruyeron los nidos
fueron las vacas asi como el coyote. Asimismo fue posible identificar algunos otros
depredadores por los rastros tales como aves, coyote y serpientes.



Estimaciones del éxito reproductivo mediante el software Mayfield

MAYFIELD - SURVIVAL RATE ESTIMATION PROGRAM
Method from BART & ROBSON:

ESTIMATING SURVIVORSHIP WHEN THE SUBJECTS
ARE VISITED PERIODICALLY

(ECOLOGY, 63(4), 1982, pp 1078-1090

Periodo total

1) INPUT--1,CAA-A---A--A--AA---A--N
2) INPUT--2,CA---AN

3) INPUT--3,CAAAA---AAAN

4) INPUT--4,CA---A--A--A--N

5) INPUT--5,CA-A-A--A-AA----N

6) INPUT--6,CA---A--N
7)INPUT--7,CA--A--A--A-A--A--A---N
8) INPUT--8,CA-A---A--N

9) INPUT--9,CA-A---A--A--A--AAA--A-N
10) INPUT--0,CAA-A--A--A--A--N

11) INPUT--1,CAAA--N

12) INPUT--2,CAA-A--A--N

13) INPUT--3,CA---A--N

14) INPUT--4,CAA-A---N

15) INPUT--5,CAN

16) INPUT--6,CA-——-—- N

17) INPUT--7,CAA--A--N

18) INPUT--8,CA--A-—-A-N

19) INPUT--9,CA---N

20) INPUT--0,CA----AA-A---A--N

21) INPUT--1,CA-AN

22) INPUT--2,CAAA-AN

23) INPUT--3,CAA-AA-A--N

24) INPUT--4,CA-N

25) INPUT--5,CAAA-—--A--N

26) INPUT--6,CA-AA-AA-A---A--N

27) INPUT--7,CAAA--A-AA-A---N

NDEAD=27 MV=7

LS= 55 20 21 12 2 0 0

LF= 5 3 13 4 1 0 1
Average interval length = 2.145985

Survival rate = 0.8988 Transformed Survival rate = 0.4524
Variance = 0.0003 Variance = 0.0015
Std. error = 0.0185 Std. error = 0.0388

95% Confidence Interval

Lower = 0.8626 Lower = 0.8585
Upper = 0.9350 Upper = 0.9313



Huevo-Pollo

1) INPUT--1,CAA-A---A--A--AAA
2)INPUT--2,CA---A----- N

3) INPUT--3,CAAA-A-—-A--A--A
4) INPUT--4,CA---A

5) INPUT--5,CA-A-A--A-AA---N
6) INPUT--6,CA--A--A--AA-A
7)INPUT--7,CA-A---A

8) INPUT--8,CAA--A--A--AA

9) INPUT--9,CAA-A---A--A--AN
10) INPUT--0,CAAA--N

11) INPUT--1,CAA-A-—-A--N
12) INPUT--2,CA---A--N

13) INPUT--3,CAN

14) INPUT--4,CA------ N

15) INPUT--5,CAA--A--N

16) INPUT--6,CA-A---A-N
17)INPUT--7,CA---N

18) INPUT--8,CA---AA-A-————- N
19) INPUT--9,CA-A

20) INPUT--0,CAAA-AN

21) INPUT--1,CA-A-AA-A--N
22) INPUT--2,CA-N

23) INPUT--3,CAAA-—--A

24) INPUT--4,CAAA-AA-A

25) INPUT--5,CAAA--A-AA-A--N

NDEAD=16 MV=7

LS= 51 20 15 10
LF= 3 2 6 2
Average interval length = 2.070796

Survival rate
Variance
Std. error

0.0003
0.0178

0.9253 Transformed Survival rate

Variance
Std. error

95% Confidence Interval

0.8904
0.9603

Lower
Upper

Lower
Upper

I n N O

0.3853
0.0019
0.0441

0.8855
0.9558
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Pollo-volantén

1) INPUT--1,CA--N

2) INPUT--2,CA-N

3) INPUT--3,CA--A--AN
4) INPUT--4,CA---A--N
5) INPUT--5,CA--A---N
6) INPUT--6,CA--N
7)INPUT--7,CAA--A--N
8) INPUT--8,CAA-A---N
9) INPUT--9,CAN

10) INPUT--0,CA--N
11) INPUT--1,CA--N

NDEAD=11 MV=4

LS= 13 1 4 1

LF= 2 1 6 2

Average interval length = 2.033333

Survival rate = 0.7804 Transformed Survival rate = 0.6293
Variance = 0.0035 Variance = 0.0054
Std. error = 0.0589 Std. error = 0.0736

95% Confidence Interval

Lower = 0.6649 Lower = 0.6384
Upper = 0.8958 Upper = 0.8765
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