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RESUMEN

La precision en las mediciones sobre los requerimientos del habitat de las especies es importante
para entender las relaciones entre éstas y su habitat. Muchos estudios abordan los requerimientos de
habitat centrados en medidas efectuadas in situ, aunque actualmente tecnologias como LiDAR (Light
Detection and Ranging) proporcionan informaciéon sobre la estructura vertical y horizontal de la
vegetacion, ampliando el potencial del uso de los sistemas de teledeteccién en este tipo de estudios.
En este trabajo hemos utilizado la tecnologia LIDAR, con una densidad de 0,5 puntos/m2, combinada
con técnicas moleculares para la identificacion y sexado de individuos a partir de muestras no
invasivas (excrementos), para caracterizar la estructura de la vegetacion donde habita el urogallo
cantabrico (Tetrao urogallus cantabricus) durante el periodo reproductor. Esta subespecie catalogada
como en peligro esta relacionada con masas forestales caducifolias en la Cordillera Cantabrica. La
estructura vertical del habitat ha sido caracterizada mediante estimadores derivados de LiDAR
(media, desviacidon estandar, percentiles y primeros retornos); y la estructura horizontal ha sido
calculada a partir de estimadores de densidades y retornos de puntos en el suelo, representando la
cobertura vegetal. LIDAR permitié cuantificar variacion en la cobertura y dividirla en clases (estrato
arbéreo, arbustivo y herbaceo). Los estimadores LIDAR han permitido evaluar las potenciales
diferencias en uso de habitat entre sexos en funcién de la estructura de la vegetacion durante la
época reproductora. Los requerimientos de cobertura vertical fueron similares entre sexos. No se
observaron diferencias significativas entre las distintas variables empleadas, aunque los urogallos
muestran preferencia por zonas de elevada cobertura arbdrea durante esta época, teniendo mayor
importancia la vegetacion arbérea frente a la arbustiva y la herbacea. No obstante, los machos
muestran ligeramente mayor preferencia por zonas mas abiertas. Sugerimos el empleo de la
tecnologia LIDAR para determinar el uso del habitat a una escala fina de especies forestales
amenazadas como herramienta de gran potencial.

ABSTRACT

The measurement accuracy of the habitat requirements of the species is important to understand the
relationships between species and their habitat. Many studies that address the habitat requirements
are focused on measurements made in situ, but technologies like LIDAR (Light Detection and
Ranging) provide information on vertical and horizontal structure, expanding the potential use of
remote sensing systems in this type of studies. In this study we combined LiDAR technology, with a
density of 0.5 points/m2, with molecular techniques for the genetic individualization and sex
assignment for non-invasive samples (droppings) , to characterize the vegetation structure of the
habitat for the Cantabrian capercaillie (Tetrao urogallus cantabricus) during the reproductive period.
This subspecie is listed as endangered and inhabits mainly deciduous forests in the Cantabrian
Mountains. The vertical structure has been characterized by estimates derived from LIDAR (mean,
standard deviation, percentiles and first returns); and the horizontal structure has been calculated
from estimates of densities and ground returns points, representing the vegetation cover. LiDAR
allows us to quantify variation in coverage and to divide it into classes (tree, shrub and herbaceous).
Using LIDAR estimates, we have evaluated the potential differences between sexes in the structure of
the vegetation used during the breeding season. Vertical coverage requirements were similar
between sexes. No significant differences between the different variables used were observed,
although capercaillies show preference for areas with high tree cover during this time, with greater
importance timberline against the shrub and herbaceous. However, males show higher preference for
open areas than females. We suggest the use of LIDAR technology to determine habitat requirements
at a fine scale to study forest species threatened as a tool with great potential.
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1. INTRODUCCION

El urogallo (Tetrao urogallus) es una tetradnida que presenta una amplia distribucion
paleartica (Storch, 2000). A nivel global, la especie actualmente se encuentra catalogada
dentro del nivel de preocupacion menor (LC) por la UICN (IUCN 2009; BirdLife International,
2011). La poblacion de urogallos de la Cordillera Cantabrica (Tetrao urogallus cantabricus),
siendo una de las mas meridionales de esta especie (Storch, 2000, 2007), es una de las
poblaciones mas amenazadas (Storch, 2007), incluida desde 2004 en la categoria de “En
peligro” (EN) por la IUCN (Obeso, 2004). En las tres ultimas décadas esta poblacion
cantabrica ha sufrido un fuerte declive, tanto en el numero de sus efectivos poblacionales
como en su area de distribucién (Storch, 2007).

Varios son los factores que han sido relacionados con el declive de esta especie a
nivel global entre los que cabe destacar la fragmentacion y reduccién del habitat (Obeso &
Bariuelos, 2003; Quevedo et al., 2006; Bafiuelos et al., 2008; Segelbacher et al., 2008); la
depredacién sobre puestas de huevos, pollos e individuos adultos (Klaus & Bergmann,
1994; Storch, 1994; Storaas & Wegge, 1997; Summers et al., 2004); la competencia con
herbivoros (Obeso & Bafiuelos, 2003; Pollo et al, 2003; Blanco-Fontao et al., 2006), las
molestias causadas por la actividad humana (Thiel et al., 2008); impactos con tendidos
eléctricos o vallados cinegéticos (Moss, 2000); la influencia de enfermedades (Isomursu et
al., 2008), o los efectos derivados del cambio climéatico (Moss et al., 2001). A nivel de la
Cordillera cantabrica, también se han sugerido muchos de estos factores como causantes
del declive del urogallo cantabrico (Obeso & Bafiuelos, 2003; Storch, 2007). Sin embargo, la
incidencia de todos estos factores y como afectan a las poblaciones de urogallo ya sea de
manera aislada o en conjunto, permanecen poco explorados (Obeso & Bafiuelos, 2003).

De manera general, el urogallo se encuentra fundamentalmente en bosques de
coniferas caracterizados por el dominio del arandano en el sotobosque (Storch, 2007). Sin
embargo, en la Cordillera Cantébrica, la especie se encuentra asociada a bosques de
frondosas (Menoni, 2006), ligado a bosques caducifolios de hayas (Fagus sylvatica), robles
(Quercus petraea) y abedul (Betula pubescens) (Quevedo et al., 2006; Blanco-Fontao et al.,
2010), donde el arandano tiene una presencia importante (Blanco-Fontao et al., 2010).
Aunque el nlcleo de poblacién mas meridional dentro de la Cordillera ocupa principalmente
bosques de rebollo (Quercus pyrenaica) y pinares de repoblacion (Pinus sylvestris)
(Gonzalez et al., 2010).

Los urogallos cantabricos utilizan manchas de bosques con elevada cobertura de
sotobosque, comunicados entre si a través de fragmentos de abundante matorral que
permite a los individuos mantener cierta conectividad obteniendo ademas refugio y alimento.
Sin embargo a pequefa escala, se ha medido el uso del habitat por parte del urogallo
observandose que difiere entre sexos. Por ejemplo, las hembras reproductoras tenderian a
utilizar las zonas menos arboladas (Bafiuelos et al., 2008), siendo las especies de matorral
(Cytisus spp, Genista spp, Erica spp, Calluna vulgaris) importantes para las hembras debido
al refugio y al alimento que les proporcionan (Quevedo et al., 2006; Barfiuelos et al., 2008).
Los machos, por el contrario, parecen permanecer en ambientes forestales durante todo el
ano.

1|Pagina



No obstante, el conocimiento sobre los requerimientos del habitat para ambos sexos
a una resolucion espacial fina, todavia es limitado. Desde un punto de vista de gestion dicho
conocimiento puede ser clave para guiar correctamente la adopcién de medidas de
seguimiento apropiadas con esta poblacién. Dentro de los ecosistemas forestales, las
decisiones de manejo asociadas a diferentes especies estan condicionadas por el
conocimiento de la importancia de factores tales como la composicion especifica, la
estructura de la vegetacion vertical y horizontal, el tipo de suelo o la topografia (Hudak et al.,
2002). El uso de sistemas de teledeteccion permite aumentar el grado de resolucién de la
informacion asociada a cada uno de estos factores, lo que permite por ejemplo, explorar
diferencias en la estructura de la vegetacion a pequefia escala entre individuos o especies
(Verner et al., 1986; Turner et al., 2003).

Recientemente la tecnologia LIDAR (Light Detection and Ranging, cuya traduccion
seria Barrido y Deteccion por Luz), permite obtener informacion tridimensional dentro de
una escala espacial dada (Hyde et al., 2006) que permite incorporar a los estudios de
seleccion de habitat una nueva perspectiva, precision y realidad. LIDAR ofrece un gran
potencial para mejorar nuestro conocimiento sobre la relacion entre las especies y su
habitat, y llevar a cabo un monitoreo efectivo de los requerimientos del habitat necesarios
para especies amenazadas (Graf et al., 2009).

Figura 1. Visualizacién archivo LiDAR (.las) mediante FUGRO VIEWER (FugroViewer™ 2.0) donde se
muestran los puntos que representan la vegetacion de una zona de Hermo (Asturias).

1.1 Planteamiento y objetivos

La conservacion del urogallo Cantabrico pasa por conservar eficientemente tanto la
poblacién como el habitat en el que se encuentra. Entender los requerimientos en cuanto a
la calidad y cantidad de habitat favorable es fundamental para asegurar su persistencia.
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Las diferencias en la seleccidon de habitat a pequefa escala entre machos y hembras de
urogallo podrian tener implicaciones importantes de cara a la planificacion de medidas de
seguimiento. La baja productividad ha sido sugerida como uno de los mecanismos
desencadenantes de la situacion de la especie (Moss et al, 2000; Obeso & Bafiuelos, 2003).
Por ello, entender los requerimientos en cuanto a la estructura del habitat a pequefia escala
para las hembras podria ayudar a direccionar medidas de manera mas concreta y que
beneficiaran en particular a este sexo.

El objetivo general de este trabajo es evaluar la existencia de diferencias en la
estructura del habitat utilizado por machos y hembras de urogallo a una resolucién espacial
fina durante la época de celo. Para ello se han combinado técnicas moleculares, que
permiten identificar el uso del espacio por cada individuo, con la tecnologia LiDAR que
permite caracterizar la estructura tridimensional de la vegetacion.

Este objetivo principal se ha desglosado en los siguientes objetivos secundarios:

1. Descripcion de las caracteristicas del habitat del urogallo cantabrico a pequefia
escala durante la época de celo usando tecnologia LiDAR.

2. Evaluar la existencia de segregacion espacial entre sexos durante la época de
celo mediada por diferencias en la estructura de la vegetacion.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.2 Area de estudio y recoleccién de excrementos

Este estudio se ha centrado en la parte occidental de la Cordillera Cantabrica, dentro del
Principado de Asturias, donde los urogallos se distribuyen en zonas montafiosas de
bosques caducifolios (Quevedo et al., 2006). Entre los meses de Abril y Junio del afio 2009,
se recolectaron excrementos de urogallos en 4 zonas de trabajo: Leitariegos, Hermo,
Umbria de Degafia y Muniellos. El area total de muestreo fue de aproximadamente 500 km?.

Figura 2. Distribucién del urogallo cantébrico y localizacion de las muestras dentro de las cuatro
areas de estudio (Muniellos, Hermo, Umbria de Degafia y Leitariegos)

El muestreo fue realizado en la época de celo en un total de 52 zonas de exhibicion
conocidas y alrededores (zonas denominadas cantaderos, donde los machos se exhiben
para atraer a las hembras; Picozzi, 1992). Todas las muestras (excrementos) fueron
georreferenciadas mediante GPS (con un error de posicién de + 5m) y recolectadas en
tubos de ensayo con silica-gel y a continuacion almacenadas a -20°C hasta su posterior
andlisis para la extraccion de ADN.

2.2 Procedimiento para el genotipado de las muestras no invasivas

Para este trabajo se seleccionaron 101 muestras (72 de macho y 29 de hembra)
recogidas en la zona de estudio en 2009 que previamente habian pasado por un proceso de
extraccion y amplificacién de ADN, asi como de evaluacién y correccion de errores de
genotipado. En el momento de realizar este trabajo, ya se disponia por tanto de la
informacion genética de estas muestras en concreto. No obstante, de cara al aprendizaje de
la técnica, repeti el mismo protocolo con otro conjunto de muestras procedentes de la
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misma zona, y recogidas durante la siguiente primavera, que se encontraban en fase de
procesado en el laboratorio cuando me incorporé al grupo. A continuacion resumo los
protocolos empleados para la obtencion de la informacion genética de las muestras.

La extraccion del ADN de los excrementos se realizd6 empleando un kit
especialmente desarrollado para este tipo de muestras (Qiamp DNA stool kit, Qiagen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion se realizaron reacciones en
cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar 9 microsatélites desarrollados
especificamente para urogallos (TUD2, TUD4, TUD5, TUT1, TUT3) y gallos lira (Tetrao
tetrix: TTD2, TTD6, BG10, BG15) (Segelbacher et al., 2000; Caizergues et al.,, 2001,
Piertney & Hdglund, 2001). Las PCRs se realizaron en tubos de 10 pul, conteniendo cada
uno la mezcla de reaccion formada por 2 pl de extracto de ADN, junto con 1x tampoén Taq
(formado por 750 mm Tris-HCI, 200 mM (NH4)2S04, 0.1% (v/v) Tween 20), 3 mM de
MgCI2, 0.2 mM de cada nucleétido, 4.2 pmoles de cada primer, 0.108 pg/ ul de BSAy 0.335
unidades de DNA Tag polimerasa.

Las condiciones de las PCRs fueron las siguientes: 3 minutos a 94°C mas 35 ciclos
de 45 segundos desnaturalizando a 94°C, seguidos de 45 segundos a 54°C o 59°C (segun
el primer utilizado) para que se produjeran los alineamientos, otros 45 segundos a 72°C
para que se produjera la extensidbn mas 5 minutos a 72°C para la extension final de las
cadenas. Cada una de las muestras fue amplificada de 2 a 7 veces con el fin de minimizar
posibles errores en el genotipado. Se incluyeron controles negativos (con los reactivos pero
sin ADN) y positivos (muestras con genotipo conocido) en todas las amplificaciones. Se
determind un genotipo consenso para cada muestra en el que eran necesarios al menos
dos resultados positivos en PCRs independientes para los heterocigotos y tres para los
homocigotos. (Taberlet et al., 1996; Moran-Luis et al., 2014). Para la determinacion del sexo
de cada individuo se emplearon primers especificos para urogallos, derivados del gen
CHD1 (situado en cromosomas sexuales de aves). Estos primers producen fragmentos de
aproximadamente 200 pares de bases uniéndose muy bien a muestras de ADN degradado,
gue es como se suele encontrar el que proviene de excrementos. Con estos primers
sexuales se siguid el mismo criterio para determinar el consenso que con los primers
anteriores, considerando la obtencion de dos PCRs positivas para confirmar heterocigotos
(ZW, en el caso de las hembras) y tres PCRs positivas para homocigotos (ZZ, en el caso de
los machos).

Todas las PCRs se efectuaron mediante el equipo ABI Prism 3100 Genetic Analyzer,
y la comprobacion del tamafio se realizd con el software GeneMarker v1.3 (Soft Genetics
LLC). La estimacién del nimero de alelos fue efectuada usando GENEPOP 4.2, que
permite calcular la heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho), en funcién del
equilibrio Hardy-Weinberg (HW) (Raymond, 1995). Los posibles errores de genotipado
(principalmente alelos nulos y/o pérdida de alelos denominados dropout) se comprobaron
con MICRO-CHECKER 2.2: (Van Oosterhout et al., 2004), DROPOUT (McKelvey &
Schwatz 2005) y GIMLET 1.3.3. (Valiere 2002). Para comprobar la potencia de los
microsatélites elegidos para identificar individuos se calculd la probabilidad de identificacion
Pip, la cual indica la probabilidad de que dos individuos (muestras) elegidos al azar pudieran
compartir el mismo genotipo con los marcadores seleccionados. Para ello se empled
GIMLET v.1.3.3, y se consider6 que el riesgo de que dos individuos compartieran el mismo
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genotipo era negligible cuando Pipsip (probabilidad de identificacién cuando hay alto grado
de parentesco) era menor de 0.01 (Valiére, 2002).

A partir de este criterio, estimamos el nimero minimo de loci necesarios para
individualizar las muestras, y descartamos aquellas que no alcanzaban dicho limite.
Adicionalmente, para reducir errores debidos a la sobrestimacién en el genotipado, se
comprobaron todas las parejas de muestras que se diferenciaban Unicamente en un alelo
de un mismo locus o en dos alelos de uno o dos loci. Para cada pareja se identificaron los
alelos coincidentes, y se determiné la probabilidad de obtener esas coincidencias en dos
urogallos al azar incluso si fueran hermanos (Pipsib) Si esa probabilidad era menor que el
limite establecido para nuestro Pipsip (0.01), asumimos que esas muestras provenian de un
mismo individuo. La fiabilidad de cada genotipo obtenido se determiné por medio de
RELIOTYPE, y solamente aquellos con una puntuacion superior al 95% fueron
considerados como “aceptables”, para formar parte de los analisis (Miller et al., 2005;
Moran-Luis et al., 2014).

2.3 Tecnologia LiDAR

LIDAR es una techologia de teledeteccién que permite obtener informacion precisa
en el plano tridimensional (Lefsky et al., 2002). Los sensores LIDAR obtienen informacion
sobre la distribucién tridimensional de la cobertura vegetal y de la topografia.

Existen varios tipos de equipos LIDAR, pero el mas utilizado, el aerotransportado, va
montado en un avidn y lleva acoplado un distanciometro laser y un espejo que desvia el haz
perpendicularmente a la trayectoria del avion. De esta manera se van realizando barridos
sobre el terreno y el sistema va midiendo la distancia del sensor al terreno a partir del
tiempo que tarda el rayo de luz en alcanzar el suelo y volver de nuevo al sensor (seial de
retorno). Cuando estas medidas se van repitiendo a lo largo de un transecto, el resultado es
la representacion del contorno de la superficie del suelo y la vegetacion que lo cubre (Lefsky
et al., 2002). Conociendo las coordenadas y angulos del avién y del espejo, y las distancias
medidas se pueden calcular las coordenadas de los puntos (Bachman 1979), siendo
necesario para ello la combinacion de un sistema de GPS diferencial (DGPS) con un
sistema inercial de navegacion (INS).

La resolucion y calidad de los datos depende tanto del escaner emisor de laser
como de la densidad del pulso emitido (Evans et al., 2009; Reutebuch et al., 2005). El
resultado de un vuelo LIDAR es una coleccion de puntos de coordenadas conocidas (Figura
3). Para cada pulso laser emitido se pueden detectar hasta dos ecos y para cada uno de
ellos se registra la intensidad reflejada. La densidad de puntos sobre el terreno puede variar
ajustando la velocidad del vuelo y la altitud. Tras esta obtencién de puntos es necesario
clasificar los puntos utiles y construir un modelo digital del terreno a partir de estos puntos.
Para la construccion de estos modelos se pueden emplear diferentes algoritmos, aunque
habitualmente se tiene en cuenta la altura de cada punto comparada con la de sus vecinos.
A partir de estos modelos se pueden obtener diferentes estimadores que proporcionan
informacion acerca de la estructura vertical y horizontal de la vegetacion.
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Figura 3. Visualizacion archivo LiDAR (.las) mediante FUGRO VIEWER (FugroViewer™ 2.0) donde se
observa la composicion de la vegetacion de una cuadricula de 2x2 km (izquierda) y en detalle una parte de esa
cuadricula donde quedan representadas con distinta gama de colores las alturas de las nubes de puntos que
componen la vegetacion (derecha).

2.4 Tratamiento de datos LiDAR

Los datos LiDAR se obtuvieron del Plan Nacional de Ortofotografia Aérea (PNOA)
de un vuelo realizado entre Mayo y Septiembre de 2011. Los datos son discretos y
contienen informacién altimétrica de nubes de puntos de una densidad de 0,5 puntos/m?.
Las escenas de vuelo proporcionadas tienen extensiones de 2x2 km y los puntos obtenidos
estan clasificados y coloreados (RGB) a partir de ortofotos del PNOA con tamafio de pixel
de 0,25 metros. El sistema geodésico de referencia que presentan los archivos es ETRS89
(LIDAR-PNOA cedido por © Instituto Geogréafico Nacional de Espafia).

Una vez obtenidos los archivos LIDAR correspondientes a las diferentes zonas de
trabajo se utilizaron diferentes herramientas dentro del paquete LAStools (Isenburg, 2010)
para el pre-procesado de los datos. En primer lugar y segun recomienda la ASPRS
(American Society of Photogrammetry and Remote Sensing) se realizé un filtrado y
clasificado de los puntos de cada uno de los archivos LIDAR en puntos de suelo
(correspondientes a la clase 2 del PNOA) y en puntos que no se corresponden al suelo
(clase 1 o puntos sin clasificar) mediante la funcion lasground. Con estas nubes de puntos
ya clasificados se generaron dos tipos de superficies: por un lado un modelo digital del
terreno (MDT) con los ultimos retornos (puntos clasificados como suelo) y un modelo digital
de coberturas (MDS) con los primeros retornos (clasificados como no suelo) de cada pulso
laser. Tras este primer pre-procesado, el archivo de salida de lasground se utiliz6 como
entrada para el uso de la funcién lasheight la cual permite computar la altura de cada punto
sobre el suelo. Tras este paso, los archivos de salida fueron tratados con la funcion
lasclassify que permite realizar una clasificacion de la vegetacion en funcion de dichas
alturas. Mediante esta herramienta se calculé la altura de cada punto de la nube sobre el
suelo y se clasifico en las siguientes categorias:
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e Estrato herbaceo (Low): puntos entre 0,5 metros y 2 metros.

e Estrato arbustivo (Mid): puntos entre 2 metros y 5 metros.

e Estrato arboreo (High): puntos mas altos de 5 metros (calculados hasta un méaximo
de 60 metros).

Una vez realizado este procesado, se obtuvieron una serie de estimadores
mediante la funcién lascanopy, los cuales fueron transformados en diferentes raster con un
tamafio de celda de 10 x 10 m (Tabla 1). Los estadisticos calculados se engloban dentro
de tres categorias descriptivas, siendo una de ellas la “altura” dividida a su vez en dos
grupos: alturas totales, donde se calculan para todo el rango de datos (puntos desde O
metros hasta un limite superior de 60 metros) los valores medios, desviacién estandar |,
maximas y percentiles 50 y 90; y las alturas estratificadas, donde las nubes de puntos han
sido divididas en los diferentes estratos, calculando valores medios, desviaciones estandar,
y percentiles 50 y 90. El siguiente grupo de estimadores es el denominado “suelo”, donde se
produce un conteo de los puntos que pertenecen al suelo desnudo del terreno. En este caso
son contabilizados los primeros retornos totales frente al nUmero de primeros retornos en el
suelo, obteniéndose una relaciébn de puntos que representan los clareos del terreno. La
tercera categoria engloba las “densidades” de puntos, donde se han calculado los
porcentajes de puntos que representan la vegetacién correspondiente con el estrato
arboreo (desde una altura de 5 metros hasta una altura méxima de 60 metros) y también las
densidades de puntos de los estratos arbustivos (altura de 2 a 5 metros) y herbaceos (para
la altura de 0.5 a 2 metros).

Tabla 1. Descripcion de los estimadores obtenidos a partir de archivos LIDAR para el célculo de variables
descriptivas del habitat.

Abreviatura  Descripcion variable

Altura

avg_total Altura media del total de puntos clasificados como no suelo de las alturas de 0,5 a 60 metros

std_total Desviacion estandar del total de puntos clasificados como no suelo de las alturas de 0,5 a 60 metros

P50_total Percentil 50 de puntos clasificados como no suelo. Alturas que acumulan el 50% de los datos de 0,5 a 60 metros
P90_total Percentil 90 de puntos clasificados como no suelo. Alturas que acumulan el 90% de los datos de 0,5 a 60 metros

max_total  Altura maxima del total de puntos clasificados como no suelo (Maxima altura puntos de 0,5 a 60 metros)
avg_high Altura media de los puntos clasificados como estrato arbéreo (5 a 60 metros).

std_high Desviacion estandar de los puntos clasificados como estrato arbéreo (5 a 60 metros)

P50_high Percentil 50 del estrato arbéreo (5 a 60 metros). Alturas que acumulan el 50% de los puntos de ese estrato
P90 high Percentil 90 del estrato arbéreo (5 a 60 metros). Altura que acumulan el 90% de los puntos de ese estrato
avg mid Altura media de los puntos clasificados como estrato arbustivo (2 a 5 metros)

std mid Desviacion estandar de la altura de los puntos clasificados como estrato arbustivo (2 a 5 metros)

P50 mid Percentil 50 del estrato arbustivo (2 a 5 metros). Alturas que acumulan el 50% de los puntos de ese estrato
P90 mid Percentil 90 del estrato arbustivo (2 a 5 metros). Alturas que acumulan el 90% de los puntos de ese estrato
avg low Altura media de los puntos clasificados como estrato herbaceo (0,5 a 2 metros)

std low Desviacion estandar de los puntos clasificados como estrato herbaceo (0,5 a 2 metros)

P50 low Percentil 50 del estrato herbaceo (0.5 a 2 metros). Alturas que acumulan el 50% de los puntos de ese estrato
P90 low Percentil 90 del estrato herbaceo (0,5 a 2 metros). Altura que acumulan el 90% de los puntos de ese estrato
Suelo

Retornos Relacion de primeros retornos que dan en el suelo frente a los primeros totales. Fraccién suelo desnudo
Densidades

dns Fraccion de cabida cubierta. Porcentaje de todos los puntos que proyectan sombra en el suelo

d00 0,5-2 Porcentaje de puntos que componen el estrato herbaceo. Densidad relativa de alturas de 0,5 a 2 metros
do1 2-5 Porcentaje de puntos que componen el estrato arbustivo. Densidad relativa de alturas de 2 a 5 metros
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2.5 Analisis

De las 101 muestras identificadas, se gener6 una base de datos en la que se incluia
informacion sobre la posicién espacial donde cada muestra fue encontrada. Una vez
proyectadas todas las muestras sobre un mapa, se utilizé ArcMap 10.1 para afiadir un buffer
(poligono que enmarca el area de influencia que resulta al tomar una determinada distancia
desde un punto, linea u otro poligono) de 1 ha alrededor de cada una de las muestras. En el
caso de encontrarse varias muestras para un mismo individuo estas posteriormente fueron
consideradas como réplicas en los analisis estadisticos. Para evitar posteriores problemas
de solapamiento en la informacién del habitat, se seleccionaron para los andlisis
Unicamente aquellas muestras cuyos buffer no quedaban solapados con otros buffer del
propio individuo. Asi, se seleccionaron al azar las muestras independientes de los diferentes
individuos. De esta manera finalmente se obtuvieron 57 muestras procedentes de 15
hembras y 18 machos de urogallo.

Se evalué la existencia de diferencias entre sexos para los estimadores de
estructura de la vegetacién calculados a partir de LIiDAR. Previamente se realizé una matriz
de correlaciones sobre los 21 estimadores obtenidos con LIDAR, y tras comprobar que la
correlacion fue muy elevada (>0.9) entre algunos pares de variables, se decidi6 elegir
aguellas variables que pudieran explicar de manera mas fina la estructura de la vegetacion.
Se seleccionaron asi 16 estimadores y se construyeron Modelos Lineares Mixtos (GLMMs)
univariados con distribucion de errores normal y funcién de enlace “identity” donde se
consider6 como variable independiente el sexo del urogallo de cada muestra de excremento
identificada (variable binaria) y como variables respuestas los diferentes estimadores
LiDAR, con la finalidad de observar variaciones en los diferentes estimadores en funcion del
sexo. Previamente, se aplicé el logaritmo en base 10 a todos aquellos estimadores que no
se distribuyeron de forma normal (valoracion mediante el test de normalidad de Shapiro-
Wilk). Dado que para cada individuo identificado fueron recolectadas varias muestras, el
individuo fue incluido como factor aleatorio en todos los andlisis. Por otro lado, debido a la
similitud en el tipo de vegetacion y topografia entre las zonas de trabajo, no se consider6 la
localidad como factor en los analisis. Se utilizé la funcion Imer del paquete “Ime4” (Bates et
al., 2015) para R (R Development Core Team, 2010) para realizar los GLMMs.
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3. RESULTADOS
3.1 Genotipado de las muestras no invasivas

Se obtuvo un porcentaje de éxito del 80% en la extraccién y 65% en la amplificacion. El
namero de alelos oscil6 entre 3-6, y el tamafio de los mismos entre 121-234 pares de
bases. Los valores promedio de He y Ho fueron 0.6 y 0.5, respectivamente. Todos estos
parametros se encuentran en el rango de otras poblaciones de gallos descritas, en buen
estado de conservacion (Segelbacher et al.,, 2003). Tres microsatélites se desviaron
ligeramente del equilibrio de HW (TUD4, BG10, TUT1). Los posibles errores de genotipado
fueron bajos: la tasa de error entre PCRs fue de 0.02, tanto para dropout (pérdida de alelos)
como para falsos alelos, y la tasa de error promedio en los distintos loci fue de 0.03.

Los calculos de PID indicaron que la probabilidad de que dos urogallos emparentados
compartieran el mismo genotipo para los 9 marcadores era de 0.002 (PID-sib acumulativa).
Se consider6 que el numero minimo de loci necesarios para distinguir individuos era de 7
(PID-sib <0.01). Las muestras que no llegaron a ese limite fueron descartadas.

3.2 Caracteristicas del habitat del urogallo a pequefa escala durante el periodo de
celo

Tras estimar los conteos de los primeros retornos en el suelo con respecto a los
primeros retornos totales, para el total de las muestras analizadas (n= 57), el 20% de los
puntos correspondientes a los conteos procedentes de los archivos LiDAR pertenecieron a
suelo desnudo (media = 0.2, Tabla 2).

Por otro lado, en base a las densidades obtenidas sobre las nubes de puntos
considerando la estratificacion de la vegetacién, se obtuvo para el estrato denominado
como arbdreo (puntos obtenidos entre los 5 metros y una altura maxima de 60 metros) un
valor medio del 65.4% para el total muestras analizadas, existiendo valores de cobertura
vegetal mayor de 5 metros en un rango de entre 35.7% y 87,5%. Al considerar las
densidades de puntos que componen el estrato denominado como arbustivo (2 - 5 metros),
se obtuvieron unos valores medios de 9.2% de densidad (o lo que es lo mismo de cabida
cubierta dentro de ese estrato) (rango 2.3% - 21.6%; Tabla 2). Para el estrato denominado
herbaceo (puntos obtenidos para el rango de alturas de 0,5 a 2 metros) el resultado de la
densidad de la vegetacion fue menor (media = 5.4%; rango 1.1% - 14%; Tabla 2).

La altura maxima de los puntos obtenidos desde 0.5 hasta 60 metros, es decir de la
vegetacion total sin estratificar, mostr6 un valor medio de 17.2 metros, detectdndose un
valor maximo de 25.1 metros para el total de las muestras analizadas (Tabla 2). Para el
estrato arbustivo (2-5 metros), los valores de altura media fueron de 3.7 m (Tabla 2).
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Tabla 2. Estadistica descriptiva de los estimadores LiDAR utilizados para el analisis descriptivo del habitat de los
urogallos cantabricos (datos para el conjunto de muestras de machos y hembras).

Estimadores N Media STD Min. Max.
Primeros retornos 57 0.2 0.2 0.01 0.9
Densidad vegetacion arbérea 57 654 125 357 875
Densidad vegetacién arbustiva 57 9.2 4.1 23 216
Densidad vegetacion herbacea 57 5.4 3.0 1.1 140
Altura media 0.5 a 60 metros 57 9.0 3.0 4,2 16.6
Percentil 50 0.5 a 60 metros 57 9.4 3.3 40 176
Percentil 90 0.5 a 60 metros 57 145 34 83 223
STD altura 0.5 a 60 metros 57 4.6 0.7 3.1 6.1
Maxima altura 0.5 a 60 metros 57 17.2 34 109 251
Altura estrato arbéreo 57 11.6 25 8.2 18.1
STD altura estrato arbéreo 57 29 0.6 1.8 4.1
Percentil 50 estrato arbéreo 57 11.7 26 8.1 185
Percentil 90 estrato arbéreo 57 153 3.0 105 225
Altura estrato arbustivo 57 3.7 0.1 3.5 3.8
STD altura estrato arbustivo 57 0.7 0.1 0.5 0.9
Percentil 50 estrato arbustivo 57 3.7 0.1 35 3.9

3.3. Cobertura vertical de la vegetacion en funcién del sexo

Para las hembras se obtuvo una altura media de la vegetacién de 11,4 m (n= 21),
muy similar a la obtenida para los machos 11,7 m (n=36). El 57,1% de las muestras de
hembras se encontraron bajo una cobertura arbérea de entre 10-15 m de altura, siendo este
porcentaje ligeramente superior para los machos, 66,7%.

Por otro lado, el 9,52% de las muestras de hembras se encontraron bajo coberturas
de entre 15-20 metros de altura siendo este valor de 13,9% para los machos. Al estimar las
alturas maximas del dosel arbéreo, se observé que para las hembras esta fue de 24,8
metros, correspondiente a un 9,5% de las muestras; mientras que para el caso de los
machos esta fue de 25,1 metros, correspondiendo con el 2,8% de las muestras localizadas.

11|Pagina



Hembras Machos
3 O § o
2 c < 24
5 < j 7 12 9 % 3 7 5
g = @ r—— ———
& B T T T i | & B I T |
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Altura media arbolado Altura media arbolado
c) d)
Hembras Mathos
2 o 3
g 3 g 9 2
: 3 S e 2 : % 9 5 1
e B T T T | 1 &2 o -, : ‘ | | |
B 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30 35
Altura maxima vegetacion Altura maxima vegetacidn

Figura 4. a) Altura media del estrato arboreo donde fueron localizadas las muestras de los urogallos hembra (n=
21). b) Altura media del estrato arbéreo donde se localizaron las muestras de los machos (n= 36). ¢) Altura
maxima del dosel arbéreo bajo el que se encontraron las muestras de las hembras (n= 21). d) Altura maxima del
dosel arbéreo bajo el que se localizaron las muestras de los machos (n= 36).

3.4 Estructura del habitat en funcién del sexo

Del total de 16 estimadores seleccionados, 5 se distribuyeron de forma normal (STD
Altura estrato arbéreo, STD Altura estrato arbustivo, STD Altura (0 a 60m), Densidad
vegetacion arborea y Densidad vegetacion arbustiva). No se observaron diferencias
significativas entre sexos en las caracteristicas del habitat (Tabla 3). Todos los estimadores
utilizados a partir de LIDAR mostraron valores similares entre sexos (Figura 5). La presencia
de claros o zonas abiertas no difirié entre sexos. No se encontraron diferencias significativas
entre la variable primeros retornos con respecto al sexo de las muestras (Tabla 4; Figura 6).
Respecto a la densidad del habitat para el total de las alturas, las densidades de las alturas
del estrato arbustivo y las densidades del estrato herbaceo, tampoco se encontraron
diferencias significativas en funcion del sexo de los urogallos (Tabla 5; Figura 7).
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Tabla 3. Resultados de los Modelos Lineales Mixtos obtenidos para los distintos estimadores basados
en las variables que definen la altura de los puntos totales y por estratos (arbéreo y arbustivo) obtenidos a partir
de LiDAR respecto a las muestras totales (machos y de hembras). Se muestran valores de los efectos fijos y la
varianza de los factores aleatorios. EE: error estandar; STD: desviacion estandar.

Efectos fijos

Efecto aleatorio

Efectos sobre datos de alturas Estima + EE t Varianza STD
Intercepto 2.41+0.04 52.91 Individuo 0.01 0.08
Altura estrato arboreo (3) 0.02 £0.05 0.42 Residuo 0.03 0.18
Intercepto 2.84+0.13 20.98 Individuo 0.10 0.33
STD Altura estrato arbéreo (3) 0.08 +0.17 0.46 Residuo 0.21 0.46
Intercepto 241+£0.04 50.29 Individuo 0.01 0.07
Percentil50 estrato arboreo (3) 0.02+ 0.06 0.44 Residuo 0.04 0.19
Intercepto 269+0.04 61.3 Individuo 0.01 0.09
Percentil90 estrato arboreo (3) 0.02+0.05 0.39 Residuo 0.02 0.17
Intercepto 1.30+0.00 3184 Individuo 0.00 0.00
Altura estrato arbustivo (3) 0.00+0.00 04 Residuo 0.00 0.01
Intercepto 0.70+0.02 34.61 Individuo 0.00 0.02
STD Altura estrato arbustivo (3) -0.00+0.02 -0.26 Residuo 0.00 0.08
Intercepto 1.31+0.00 267.64 Individuo 0.00 0.00
Percentil 50 estrato arbustivo (3) 0.00+0.00 0.21 Residuo 0.00 0.02
Intercepto 211 +£0.07 29.28 Individuo 0.01 0.12
Altura media (0 a 60 metros) (3) 0.04 +0.09 0.49 Residuo 0.08 0.29
Intercepto 2.13+0.07 26.96 Individuo 0.02 0.14
Percentil 50 (0 a 60 metros) (&) 0.06 £0.10 0.63 Residuo 0.09 0.31
Intercepto 2.62+0.05 49.42 Individuo 0.01 0.10
Percentil 90 (0 a 60 metros) (3) 0.02+0.06 04 Residuo 0.04 0.20
Intercepto 441+0.17 2555 Individuo 0.20 0.45
STD Altura (0 a 60 metros) () 0.10+£0.22 0.46 Residuo 0.30 0.55
Intercepto 0.00+0.09 62.38 Individuo 0.00 0.09
Maxima altura (0 a 60 metros) (&) 0.02+0.17 0.34 Residuo 0.02 0.17
El nivel "Hembra" esta incluido en el intercepto.
Altura media estrato arbéreo Desviacion estandar estrato arbéreo
2 A 8 o o H
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Figura 5. Diagramas de caja para las variables que miden la altura total y estratificada obtenidos a partir de
LiDAR con respecto a las muestras de urogallo obtenidos para los machos (M) y las hembras (F).
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Tabla 4. Resultado del Modelo Lineal Mixto obtenido para el estimador de LIiDAR basado en los
primeros retornos, que son los puntos que representan las zonas de suelo desnudo (su calculo se realiza
dividiendo el conteo total de puntos que dan en el suelo y son reflejados de nuevo entre el total de puntos
consideraros como primeros retornos, que incluyen tanto a los retornos que dan en vegetacion, como los que
dan en suelo). Se ha calculado el modelo con respecto al nimero de muestras totales, donde los machos son
calculados en la estima y las hembras estan consideradas dentro del intercepto. Se muestran valores de los
efectos fijos y la varianza de los factores aleatorios. EE: error estandar; STD: desviacion estandar.

Efectos fijos Efectos aleatorios
Efectos sobre datos suelo Estima = EE t Varianza STD
Intercepto -2.46+0.21 -11.40 Individuo 4.03E-14 2.01E-07
Primeros retornos (3) 0.06 +0.27 0.22 Residuo 9.83E-01 9.92E-01

El nivel "Hembra" esté incluido en el intercepto

Primeros retornos

08

—_——

F M
Figura 6. Diagrama de caja para los conteos de los primeros retornos del suelo con respecto a los primeros
retornos totales obtenidos a partir de LIDAR con respecto a las muestras de urogallo obtenidos para las hembras
(F) y los machos (M).

00

Tabla 5. Resultado de los Modelos Lineales Mixtos obtenidos para los estimadores basados en la densidad de la
vegetacion, calculados a partir del porcentaje de puntos que componen cada uno de los tres estratos definidos
(arbdreo, arbustivo y herbaceo). Se muestran los resultados de los modelos para cada uno de los estratos con
respecto al total de las muestras identificadas (machos y hembras). Se presentan los valores de los efectos fijos
y la varianza de los factores aleatorios. EE: error estandar; STD: desviacion estandar.

Efectos fijos Efectos aleatorios
Efectos sobre datos densidades Estima + EE t Varianza STD
Intercepto 64.1+2.85 22.47 Individuo 18.78  4.33
Densidad vegetacion arbérea (3) 2.12 +3.65 0.58 Residuo 140.67 11.8
Intercepto 9.80 £ 0.92 10.60 Individuo 1.05 1.02
Densidad vegetacion arbustiva (&) -0.92+1.17 -0.78 Residuo 16.23 4.02
Intercepto 1.63+0.13 12.45 Individuo 0.02 0.16
Densidad vegetacion herbacea (3) -0.16 £ 0.16 -0.98 Residuo 0.31 0.56

El nivel "Hembra" esté incluido en el intercepto
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Figura 7. Diagramas de caja para los datos de densidades LiDAR con respecto a las muestras de urogallo
obtenidos para los machos (M) y las hembras (F).
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4. DISCUSION

Existen numerosos métodos aplicados in situ para generar informacion sobre la
estructura del habitat de especies forestales (p.ej. Schwarz & Seber, 1999). No obstante, la
caracterizacién de dichos requerimientos a pequefias escalas espaciales requieren acceso
directo a las zonas de estudio y puede suponer un elevado coste de tiempo y recursos
(Hinsley et al., 2006). Como consecuencia, la mayor parte de los métodos solo pueden ser
aplicados en pequefas extensiones geograficas. En contraste, la tecnologia LIDAR permite
aplicar procedimientos no invasivos para caracterizar la estructura del hébitat a pequefia
escala de manera méas 6ptima y en zonas mas extensas (Vierling et al., 2008). Ademas,
permite estandarizar y homogeneizar el proceso de toma de datos sobre la estructura del
habitat, lo que facilita la realizacion de estudios comparativos. En este trabajo se ha
evaluado el potencial de la tecnologia LIDAR como herramienta para la determinacion de la
estructura del habitat usado por el urogallo cantabrico durante la época de celo, asi como la
existencia de diferencias sexuales en dicho uso.

El urogallo se encuentra en masas forestales de coniferas en la mayor parte de su
distribucién (Storch, 2007). Sin embargo, en la Cordillera Cantabrica, la especie aparece en
a bosques de frondosas (Quevedo et al., 2006; Blanco-Fontao et al., 2010; Gonzalez et al.,
2010). La informacién disponible sobre el uso del habitat y los requerimientos estructurales
del mismo para los urogallos en la Cordillera no es muy abundante (Quevedo et al., 2006;
Barfiuelos et al., 2008), aunque el nivel de cobertura parece ser importante (Suter et al.,
2002) y la ocupacién parece mas estable en aquellos fragmentos de habitat mas grandes de
bosque maduro con elevada cobertura de sotobosque (Bafiuelos et al., 2008). La densidad
de la vegetacion arboérea fue elevada en comparacién con la vegetacidon arbustiva y
herbacea, lo que se corresponde con habitat de bosque maduro, siendo este tipo de
estructura el que compone las zonas de exhibicién de los urogallos durante el periodo
reproductor (Hjorth, 1982; Rolstad et al., 1988).

Bafiuelos y colaboradores (2008) observaron que en verano los machos
permanecen en los bosques de manera similar al resto del afio, mientras que las hembras
tienden a utilizar mas las zonas menos arboladas. Las hembras con pollos usan
preferentemente la orla supraforestal, donde la cobertura de matorral es mayor (Bafiuelos et
al., 2008). Segun esto, se podria lanzar la hipétesis de que ciertas diferencias en el uso de
hébitat se mantengan incluso durante el celo, época que requiere la concentracion de
individuos en zonas concretas.

Es importante considerar que el nUmero de muestras de hembras localizadas y
analizadas es menor que el nimero de muestras de machos, aunque ambos sexos
comparten el mismo espacio durante la época reproductora. De manera general, se conoce
gue en las poblaciones centroeuropeas y boreales, las hembras de urogallo comienzan a
visitar las zonas de exhibicion a finales de Abril a primeras horas de la mafana
preferentemente, mientras que los machos las visitan de manera continua durante los
meses de Abril y Mayo (Wegge & Rolstad, 1986), con lo que podriamos hipotetizar que la
fenologia de la poblaciéon Cantébrica es similar a la europea y con ello podriamos explicar la
baja detectabilidad de las hembras durante los muestreos realizados en esta época del afio.
El efecto de una baja detectabilidad de hembras en comparacion con los machos, sobre
estos resultados, asi como otro tipo de estudios basados en la deteccién de excrementos
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(Moran-Luis et al., 2014), debera de ser explorado con mayor detalle en el futuro de cara a
mejorar y optimizar los procedimientos de muestreo.

Los resultados de la cobertura vertical mostraron que ésta fue muy similar entre
sexos. Sin embargo, se observa que las hembras se encuentran en zonas bajo doseles
arbéreos de menor altura que los machos (Figura 4). Aunque no se detectaron diferencias
significativas entre la preferencia de los machos y las hembras con respecto al uso de
zonas abiertas o claros (Tabla 4, Figura. 6), las muestras de machos analizadas en funcion
de esta variable LIDAR se encontraron en areas con un 16% de suelo desnudo de media,
mientras que las hembras apenas superaron de media el 13% de suelo descubierto, lo que
sugeriria una tendencia de los machos hacia zonas mas abiertas, encontrandose mas
expuestos en las zonas de exhibicién que las hembras, lo que podria de nuevo explicar que
las muestras de las hembras se hayan encontrado en menor cantidad, por encontrarse mas
ocultas y siendo con ello menos detectables que los machos.

Las muestras de las hembras recolectadas estuvieron relacionadas en mayor
medida con zonas de vegetacion mas densa dentro de los estratos arbustivos y herbaceos,
mientras que las muestras de los machos se relacionaron con zonas de mayor densidad de
vegetacion en el estrato arbdreo, aunque de nuevo no se encontraron diferencias
significativas. Se sabe que los urogallos macho se mantienen durante mas tiempo en la
época de celo en las zonas de exhibicion, donde la vegetacion arbérea es mas abundante,
mientras que las hembras sélo visitan de manera esporadica estos lugares para encontrar
pareja (Wiley 1974; Wegge & Rolstad, 1986), manteniéndose el resto del tiempo en zonas
gue les proporcionen mayor cantidad de refugio y alimento (Bafiuelos et al., 2008).

En este estudio se han utilizado variables basadas en el primer y el ultimo retorno
del laser generado desde LIDAR, lo que podria limitar nuestros resultados. Sin embargo, los
datos LIiDAR con mdltiples retornos pueden proporcionar mas informacion sobre la
estructura de la vegetacion (Lefsky et al. 2002). Por lo tanto, se recomienda explorar el uso
de LiDAR con multiples retornos para apoyar los resultados obtenidos. Por otro lado, el
tamafio muestral quizas haya podido influenciar nuestra capacidad de deteccion de efectos
significativos debido a la pérdida de potencia en los contrastes de las hipétesis. Se
recomienda por tanto repetir estos analisis con un mayor tamafio muestral ya sea
considerando varios periodos reproductores con el objetivo de validar los resultados
obtenidos en este trabajo
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5. CONCLUSIONES

Hasta hace poco tiempo el estudio de los requerimientos del habitat de especies en
peligro utilizando sistemas de teledeteccion, se centraba en el uso de imagenes satelitales y
fotografias aéreas, que ayudaban a determinar el tipo de habitat utilizado o preferido por las
diferentes especies. Sin embargo, el uso de este tipo de informacion puede ser limitado
cuando se pretende estudiar los requerimientos estructurales del habitat a pequefa escala.
En la actualidad, la disponibilidad de la tecnologia (LIDAR) permite crear imagenes 3D del
paisaje y la estructura de la vegetacién, con la consiguiente mayor precisién para describir
la estructura del habitat de las especies a diferentes escalas espaciales.

En este estudio se han combinado métodos moleculares con tecnologia LIDAR para
estudiar la seleccién de habitat por el urogallo durante la época de celo. Esto ha permitido
caracterizar la estructura de los lugares de exhibicion de los urogallos, informacién que
puede ser de utilidad para planes de actuacién y seguimiento con la especie.

Se observd como los urogallos se encontraron preferentemente en zonas con elevada
cobertura arbérea durante la época de celo. No se detectaron diferencias sexuales en las
caracteristicas del habitat estudiadas.

Conocer la estructura de la vegetacion a una escala mas fina puede permitir a los

gestores direccionar sus acciones sobre el habitat de manera méas especifica. LIDAR ofrece
un gran potencial para el monitoreo del habitat a partir de pulsos de multiples retornos.
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