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¢ Tienes fe, Vinicio?... Pues mantente firme en la fe hasta el ultimo instante;
porque la fe mueve las montafas. Y aunque veas a Ligia bajo la cuchilla del
verdugo o en las garras del ledn, cree con fe ciega que Cristo puede salvarla.

Sienkiewicz E, Quo Vadis?
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Resumen.

El conejo zacatuche (Romerolagus diazi) es un lagomorfo endémico de la Sierra
Nevada y la Sierra Chichinautzin-Ajusco, de alto valor biolégico y cuyas
poblaciones se encuentran fragmentadas y en franco peligro de extincién.
Documentar la variabilidad genética de las poblaciones de esta especie es un
paso esencial en el disefio de un plan de conservaciéon de la misma.

El uso de las técnicas no invasivas de muestreo ha permitido llevar a cabo estos
estudios sin la necesidad de capturar y perturbar a los ejemplares bajo estudio y
un ejemplo es el analisis genético a partir de ADN de muestras fecales. La
extraccion de ADN de células epiteliales de descamacion encontradas en las
heces puede permitir la genotipificacion de poblaciones, sin embargo, el ADN
obtenido es generalmente de pobre calidad y en baja cantidad dando como
resultado genotipos poco confiables. El estudio de microsatélites proporciona
amplia informacion sobre la variabilidad genética de poblaciones y puede
combinarse con el muestreo no invasivo.

En este estudio se trabajé con 5 conejos zacatuche de la coleccion del Zooldgico
de Chapultepec de la Ciudad de México, identificados y alojados individualmente
en jaulas. Se tomaron muestras de oreja y se colectaron heces frescas, de 15y 30
dias de edad de cada conejo para comparar los genotipos obtenidos. Se tomaron
4 muestras de heces de 3 letrinas de conejos zacatuche en Parres, Distrito
Federal. Se utilizaron los microsatélites de ADN Sol08, Sol30, Sat2 y Sat5, los
cuales son reportados como polimérficos para el conejo europeo Oryctolagus
cuniculus. Se secuenciaron los productos amplificados de los microsatélites. Se
determin¢ fiabilidad y robustez de cada locus. Finalmente se demuestra que de las
heces de conejo zacatuche, desde 24 horas hasta 30 dias de edad, es posible
extraer ADN amplificable, con el cual se podrian realizar estudios de
genotipificacion no invasiva. Sin embargo, el éxito de amplificacién para los
microsatélites Sol08 y Sol30 es aparentemente limitado y poco consistente.
Palabras clave:, Romerolagus diazi, muestreo no invasivo, ADN fecal,

microsatélites, genotipificacion.



Abstract.

The volcano rabbit (Romerolagus diazi) is an endemic lagomorph from the hills of
Sierra Nevada and Sierra Chichinautzin-Ajusco (Mexico), with high biological
value, whose populations are fragmented and in danger of extintion. Documenting
the genetic diversity of this species is an essential part of designing a conservation
plan.

The use of non-invasive sampling techniques has allowed studying the volcano
rabbit without capturing and disturbing the units under study. The fecal DNA
genetic analysis is an example of non-invasive sampling. The extraction of DNA
from desquamation epithelial cells found in the feces may allow the populations
genotyping. Nevertheless, the DNA obtained is generally of poor quality and in low
quantity, giving unreliable genotypes. The microsatellites study supplies ample
information about the populations” genetic variability and can be combined with
non-invasive sampling.

For this research we worked with 5 volcano rabbits from the Chapultepec Zoo

collection in Mexico City, identified and caged individually. We took ear samples
and collected fresh, 15 and 30 day old feces from each rabbit to compare their
obtained genotypes. We also took 4 samples of feces from 3 volcano rabbit latrines
at Parres, Distrito Federal, Mexico.
The DNA microsatellites Sol08, Sol30, Sat2 and Sat5 were used, which are
reported as polymorphic for the european rabbit Oryctolagus cuniculus. The
amplified products of each microsatellte were sequenced. Reliability and
robustness were determinated for each locus. Finally, it is demonstrated that it is
possible to extract amplifiable DNA from volcano rabbit feces, from 24 hours to 30
day old samples, with which it would be possible to do non-invasive genotyping
studies. Nevertheless, the amplification success for Sol08 and Sol30
microsatellites is apparently limited and less consistent.

Key words: Romerolagus diazi, non-invasive sampling, fecal DNA, microsatellites,

genotyping.
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1. Introduccion.

México cuenta con la mayor diversidad de lagomorfos en el continente
americano y es uno de los primeros a nivel mundial. En México existen 15
especies de conejos y liebres, de las cuales el 57% (5 conejos y 3 liebres) son
endémicos del pais. Con excepcién del conejo montés (Sylvilagus cunicularius) y
de la liebre torda (Lepus callotis), los lagomorfos endémicos mexicanos ocupan
areas de distribucion muy reducidas (Cervantes y Gonzales, 1996). Este orden
de mamiferos es de gran importancia ecoldgica por ser, junto con los roedores,
la base de las redes troficas en la mayoria de los ecosistemas. Al mismo tiempo
que, gracias a su dieta, ayudan a regular las poblaciones de especies vegetales,

controlando unas y dispersando otras (AMCELA, 2003).

1.1 El conejo zacatuche (Romerolagus diazi).

El conejo zacatuche, conejo de los volcanes o teporingo (figura 1), es una
especie endémica de distribucidn restringida, asignada a un género monotipico
(Ramirez-Pulido et al, 2005), de habitos especializados lo cual la hace muy
sensible a cambios y alteraciones ambientales. Se considera al zacatuche como
un conejo primitivo por sus caracteristicas craneales, dentales y cromosomicas,
asi como por la relacion con sus parasitos que son especificos. Estos aspectos
lo relacionan estrechamente con el conejo de las rocas rojas del sur y este de
Africa (Pronolagus rupestris) y con el conejo de Amami del suroeste de Japén
(Pentalagus furnessi), con quienes tradicionalmente habia sido considerado
como parte de la subfamilia Paleolaginae, la mas primitiva de los conejos
existente. Sin embargo, en 1983 Corbet, citado por Robinson (2005), considero
que el zacatuche es un lepdrido de la subfamilia Leporinae de acuerdo con las
caracteristicas de su tercer premolar inferior.

El zacatuche es un organismo de talla pequefa que no rebasa los 30 cm de

longitud y 600 g de peso, considerado como el conejo mas pequeio de México.



Figura 1. Conejo zacatuche (Romerolagus diazi)



El zacatuche se caracteriza por tener orejas cortas y redondeadas, sus piernas
son cortas en relaciéon con su cuerpo y una caracteristica muy particular es que,
a diferencia de los demas conejos, su cola es tan pequefia que casi no es visible
a simple vista. Su pelaje es corto y denso, de color ocre mezclado con negro en
el dorso y en las partes laterales, con la parte ventral de color marrén palido y la
parte superior de las patas de color ante. Presenta un triangulo de pelo
amarillento en la nuca entre la base de las orejas. Como una caracteristica
particular utiliza frecuentemente vocalizaciones agudas y fuertes, ya que entre
los lagomorfos ningun otro lepérido vocaliza a excepcion de las pikas de la
familia Ochotonidae. El zacatuche es gregario y vive en grupos de dos a cinco
individuos. Se alimenta sobre todo de gramineas amacolladas denominadas
localmente zacatones, principalmente Festuca amplissima, F. rosei,
Muhlenbergia macroura, Stipa ichu'y Epicampes sp. Los zacatuches seleccionan
las hojas jovenes que son suaves y verdes, ya que carecen de demasiado silice
y oxalatos, y usualmente consumen las partes cercanas a la base de las hojas
(Romero y Cervantes, 2005).

Dentro del é&rea de distribucion del zacatuche existen cinco zonas
consideradas como Areas Naturales Protegidas, sin embargo su caceria no ha
cesado; gran parte de su habitat se encuentra en zonas ejidales o de propiedad
privada (Cervantes y Martinez, 1996). De nueve areas potenciales de
distribucion, actualmente el zacatuche se encuentra solo en las cuestas de los
volcanes Popocatepetl e lIztaccihuatl (Sierra Nevada), y El Pelado y Tlaloc
(Sierra Chichinautzin-Ajusco), particularmente entre los 2800 y 4250 metros
sobre el nivel del mar. Se ha calculado que el area de distribucion de esta
especie es de 386.5 km? (Romero y Cervantes, 2005).

Estos mamiferos forman agrupaciones faciles de distinguir por la abundante
presencia de excrementos y un sistema de veredas que construyen por debajo
de las gramineas. Los excrementos del zacatuche son claramente distinguibles
con respecto a los de los otros dos conejos con los que comparte su habitat
(Sylvilagus floridanus y S. cunicularius). Las heces son discoidales, con la parte

central hinchada, y miden en promedio de 5 a 9 mm de diametro. Los



excrementos son encontrados por lo regular en grupos de mas de 25 bolitas en
la base de los zacatones y cerca de nidos o entradas de madrigueras; estos
grupos son conocidos como letrinas, y de acuerdo con observaciones de campo,
éstas denotan verazmente la presencia de zacatuches. El patron de huellas del
zacatuche se asemeja al de los otros lepéridos durante la carrera, pero siempre
con distancias mas cortas entre un grupo de huellas y el otro.

Las especies de conejo que comparten habitat con el zacatuche rebasan los 38
cm de longitud y 950 g de peso, tienen una gran cola blanca visible, orejas
grandes y alargadas, y el suelo donde se encuentran no muestra sus
excrementos en abundancia formando letrinas (Cervantes y Gonzéles, 1996;

Cervantes-Reza, 1990; Romero y Cervantes, 2005).

1.2 Conservacioén del conejo zacatuche en vida libre.

Durante las ultimas décadas, el habitat del conejo zacatuche ha sufrido un
intenso proceso de fragmentaciéon debido a diversas actividades humanas. Tanto
el pastoreo como el fuego estan disminuyendo la calidad y cobertura de pastos
amacollados y esto tiene un efecto directo sobre la presencia del zacatuche.
También lo afectan la tala, el ocoteo (corte fraccionado de los pinos para hacer
fogatas), la extraccion de pastos y tierra, asi como la caza. De particular
importancia es la cercania que tiene su habitat con la Ciudad de México, por lo
que se ha incrementado en éste el desarrollo urbano, las autopistas y caminos
transitables, provocando que las poblaciones de esta especie se encuentren
cada vez mas fragmentadas, disminuidas y aisladas. Todo esto dificulta el
mantenimiento de la variabilidad genética de la especie, necesaria para su
conservacion, al disminuir la posibilidad de migracion y transferencia genética
(Lépez-Paniagua et al, 1996; AMCELA, 2003). La conservacion de la
biodiversidad presupone el mantenimiento de la diversidad genética, y no solo
de especies y de ecosistemas. El conejo zacatuche no es una excepcion
(Galindo-Leal y Velazquez, 1996). La pérdida de variabilidad genética puede
llegar a generar un fendmeno biolégico conocido como depresién endogamica o

consanguinea, que se define como ”la reduccién del valor fenotipico medio



mostrado por caracteres conectados con la capacidad reproductiva o con la
eficiencia fisiologica” (Falconer, 1996). La consanguinidad incrementa la tasa de
morbilidad (numero de individuos enfermos en una poblacién) y mortalidad:
genes peligrosos se presentan rara vez en poblaciones con alta variacion
genética, pero pueden expresarse cuando la variabilidad disminuye.

Esta problematica ha generado que R. diazi sea considerada una especie rara
y en peligro de extincion, registrada asi desde 1966 en el Libro Rojo de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN); y considerada
también en peligro de extincion por el gobierno mexicano en la NOM 059-
ECOLO1. Su comercio se encuentra regulado por el Convenio sobre el Tratado
Internacional de Especies en Peligro de Flora y Fauna (CITES, 1996; Romero y
Cervantes, 2005).

Entre los interrogantes genéticos que surgen para un programa de
conservacion del zacatuche en vida libre estadn los siguientes: ¢Existen
poblaciones aisladas de zacatuches en los diferentes sistemas volcanicos?
¢ Como afecta a su variabilidad genética el aislamiento de las poblaciones?
¢ Existen diferencias genéticas entre las poblaciones de Sierra Nevada y Sierra
Chichinautzin-Ajusco? ;Puede haber consecuencias de introgresion genética
como resultado de la fragmentacion y aislamiento de poblaciones? (Galindo-Leal
y Velazquez, 1996). Campos (2005) afirma que las poblaciones silvestres de las
regiones del Popocatepetl, ElI Pelado, Chinguereteria y Yecahuazac se
encuentran en proceso de diferenciacion genética, y que estas diferencias
pueden ser debidas al aislamiento geografico en el que se encuentran.

Lo anterior ha despertado el interés de varias organizaciones y fundaciones
nacionales e internacionales que han reconocido la importancia de fomentar la
conservacion de este lagomorfo. A los esfuerzos de estas organizaciones se
unieron algunas instituciones zooldgicas, contribuyendo con el mantenimiento de
colonias reproductivas en cautiverio (Durrel y Mallison, 1968; Matsuzaki et al,
1982; Hoth y Granados, 1987), de las que sobreviven unicamente las colonias

de la Ciudad de México.



1.3 Colonias reproductivas de conejo zacatuche en cautiverio en México y la
importancia de su estudio genético.

La Direccidn General de Zooldgicos y Vida Silvestre de la Ciudad de México
cuenta con las colonias del Zoologico de Chapultepec y del Zooldgico Los
Coyotes, representando actualmente las unicas colonias reproductivas exitosas
en cautiverio de zacatuche en todo el mundo. La colonia de zacatuches se inicio
en el Zooldgico de Chapultepec en 1984 con 12 ejemplares (4 machos y 8
hembras) originarios de Parres, Distrito Federal, y en la actualidad cuenta
aproximadamente con 152 individuos. En 1998 se fundo una segunda colonia
con 6 ejemplares (2 machos y 4 hembras) originarios también de la zona de
Parres, que actualmente cuenta con aproximadamente 16 individuos. En
diciembre de 2003 se fund6 una nueva colonia en el Zoolégico Los Coyotes con
9 hembras provenientes de la primera colonia de Chapultepec y 4 machos
provenientes de la segunda.

Algunos de los objetivos primordiales de mantener una colonia reproductiva de
zacatuches que ha establecido la Direccion de Bioética, Investigacion y
Conservacion de la Direccion General de Zooldgicos y Vida Silvestre a través del
Programa Institucional de Conservacion por Especie (PICE) para el conejo
zacatuche son:

1) Realizar un programa permanente de educacién y concientizacion.

2) Mantener un resguardo saludable de esta especie en cautiverio a largo
plazo.

3) Colaborar activamente en un programa de reintroduccion.

4) Con base en la experiencia de su manejo en cautiverio, apoyar los
esfuerzos de conservacién en vida libre.

Para alcanzar estos obijetivos, es de vital importancia el mantenimiento sano
desde el punto de vista genético de su colonia reproductiva, y para lograrlo es
necesario elaborar un analisis genético de esta poblacion, determinando la
pérdida de diversidad genética que pudiera observarse entre sus individuos, el
coeficiente de consanguinidad, asi como la identificacion de los individuos

dominantes, entre otros puntos. Las técnicas actuales de laboratorio permiten



elaborar estudios genéticos de manera confiable y accesible con una pequena
muestra de material bioldgico, inclusive de restos fecales, cuya obtencién es un

ejemplo de muestreo no invasivo.

1.4 Muestreo no invasivo para estudios genéticos.

Documentar la presencia, abundancia y variabilidad genética de las especies
es el primer paso en el disefio de planes de conservacion para especies
amenazadas y para el entendimiento de la ecologia de poblaciones. Sin
embargo, en muchos casos ésta no es una tarea sencilla debido a que los
individuos no son faciles de detectar y los métodos requeridos para la captura y
manejo de estos animales no son viables debido a problemas logisticos y éticos.
Este problema es particularmente grave en el caso de especies en peligro de
extincion que son dificiles de observar en vida libre, se encuentran en bajas
densidades, son elusivos, y en la mayoria de los casos su captura es
contraproducente y no recomendable debido a la fragilidad de las poblaciones y
al estatus de conservacion en el que se encuentran, como es el caso del conejo
zacatuche. Los métodos de muestreo no invasivo, es decir, aquellos que no
requieren necesariamente de la captura del ejemplar o de perturbar a sus
poblaciones, cobran dia a dia una mayor importancia en el estudio de estas
especies. La mayoria de las veces, los Unicos rastros mas factibles de encontrar
son huellas y heces. El muestreo fecal es el método menos invasivo comparado
con cualquier otro método de muestreo y permite el acceso a especies y
poblaciones que de otra manera serian casi imposibles de estudiar. Diversos
trabajos y recomendaciones para realizar estudios poblacionales utilizando
marcadores genéticos a partir de muestras no invasivas han sido desarrollados,
algunos de ellos mostrando su efectividad en campo (Taberlet et al, 1996;
Taberlet y Camarra, 1997; Taberlet et al, 1999; Flagstad et al, 1999; Marchant
et al, 2000; Garcia y Estrada, 2004, Pilgrim et al, 2004).



1.5 Estudio genético a partir de heces.

Las heces generalmente contienen células de descamacion del tracto digestivo
y por consiguiente ADN del individuo en cuestion, lo cual permite emplear
técnicas de escatologia molecular basadas en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR (Polymerase Chain Reaction),
para amplificar regiones especificas del ADN. Sin embargo, la recuperacion de
ADN contenido en las células de descamacion encontradas en las muestras
fecales no es sencilla. Tipicamente el ADN nuclear obtenido es de pobre calidad
y se encuentra en baja cantidad.

Las heces son ensamblajes complejos de biomoléculas y contienen
substancias que se sabe interfieren con el analisis del ADN. Los herbivoros
potencialmente representan un reto cuando se trata de extraer ADN a partir de
sus heces, debido a los efectos inhibitorios de compuestos secundarios de las
plantas contenidas en su dieta que afectan la efectividad de la técnica de PCR.
Ademas de esto, el alto contenido bacteriano del material fecal puede causar la
rapida degradacion del ADN presente originalmente. Al parecer, el éxito de la
extraccién depende casi por completo de la condicion fisica de la muestra fecal y
del método de extraccion utilizado (Taberlet et al, 1996; Reed et al, 1997;
Frantzen et al, 1998; Flagstad et al, 1999; Beaumont, 2000; Palomares et al,
2000; Nsubuga, 2004). En el caso del conejo zacatuche, el tamafio tan pequefo
de las heces representa otra dificultad, al disminuir la cantidad de muestra
disponible por individuo. Wehausen (2004) demostré en borrego cimarrén que el
indice de PCR exitosos aumenta cuando se utiliza unicamente la parte
superficial de la muestra fecal, a comparaciéon de cuando se utiliza la muestra
completa, lo cual ademas, incrementa la variacién presente entre las muestras,
posiblemente debido a la presencia de diferentes compuestos secundarios de
las plantas presentes en la dieta consumida en cada regidon geografica. Sin
embargo, las heces del zacatuche son tan pequefias que podria ser necesario

utilizar la muestra completa.



1.6 Marcadores microsatelitales.

Existe una gran variedad de marcadores moleculares que pueden ser usados
para estudiar la genética poblacional y evolutiva de un amplio intervalo de
organismos a través de PCR. El estudio de microsatélites proporciona una
amplia informacién sobre la diversidad y variabilidad genética de poblaciones.
Un marcador microsatelital o microsatélite es una secuencia corta de ADN
eucaridtico (en particular di-, tri- o tetra- nucleétidos) altamente repetitivo en
tandem, que presenta variaciones en el numero de repeticiones. Cada segmento
amplificado de tamafio diferente (generalmente de varias decenas hasta algunas
centenas de pares de bases) representa un alelo diferente del mismo locus. Los
microsatélites se encuentran distribuidos al azar permitiendo la mas completa
cobertura de cualquier genoma eucarionte. Los primers o iniciadores utilizados
para iniciar el proceso de PCR son secuencias cortas (aproximadamente 20 a 30
nucledtidos de largo) que exhiben alta similaridad secuencial con las regiones
que flanquean la secuencia microsatelital blanco (Avise, 1994). Las principales
aplicaciones de estos marcadores en el area de genética de poblaciones son
estudios de hibridacion, historia de poblaciones y filogeografia, asi como la
deteccidon de cuellos de botella poblacionales y consanguinidad de poblaciones
(Beaumont, 2000).

La variabilidad genética puede ser evaluada por cambios en la
heterocigocidad, en el numero de alelos, o en ambos. Debido a que los
microsatélites presentan gran variacion alélica, son herramientas potencialmente
sensibles para la deteccion de variacion genética. Otras ventajas que presentan
son su alta tasa de mutacion (10> eventos por locus por generacidén en
humanos), codominancia, espaciamiento al azar y abundancia en el genoma, asi
como facil aislamiento y deteccion via PCR, asi como la posibilidad de utilizar
marcadores previamente aislados de especies relacionadas (Hancock, 1999;
Beaumont, 2000).



1.7 Estudios genéticos combinando marcadores microsatelitales y muestreo no
invasivo.

El trabajo con marcadores microsatelitales puede combinarse con el muestreo
no invasivo. Algunos investigadores han reportado altos porcentajes de
amplificacion exitosa de loci microsatelitales por PCR a partir de ADN fecal
(95%, Flagstad et al, 1999; 98%, Parsons, 2001; 99%, Palomares et al, 2002),
aunque en otros casos el éxito ha sido menor (67%, Gerloff et al, 1995; 75%,
Ernest et al, 2000). Estos estudios fueron realizados en multiples especies con
gran variedad de dietas y condiciones de vida, asi como diferentes métodos de
conservacion de las muestras, de extraccion de ADN y de amplificacién por
PCR. Los diferentes ambientes ecolégicos y sociales entre animales en
cautiverio y animales en vida libre significan que los resultados de estudios en
animales cautivos no siempre son validos para extrapolacion a la vida libre
(Nsubuga et al, 2004).

Uno de los problemas que presenta este método de muestreo para los
estudios de genotipificacién de poblaciones es el llamado “efecto de sombra”, ya
que ejemplares que no han sido capturados previamente pueden ser clasificados
como recapturas debido a que su perfil genético es una “sombra” indistinguible
de ejemplares previamente capturados. Sin embargo, este efecto puede ser
minimizado incrementando el numero de loci individuales muestreados (Mills,
2000). Generalmente, para la realizacién de andlisis genéticos de poblaciones,
se trabaja con 10 a 15 loci microsatelitales diferentes (Zamorano et al, 1998; Van
Hooft et al, 2000; Ernest et al, 2000).

Otro problema que llega a presentarse es la amplificacion de artefactos 6
falsos alelos derivados de ADN bacteriano, de parasitos y de componentes de la
dieta; sin embargo la mayoria de los reportes de incidencia de resultados
anoémalos e irreproducibles en estudios de genotipificacion con microsatélites
son bajos, con una ocurrencia menor del 1% (Bradley et al, 2002).

Se ha documentado el trabajo con marcadores microsatelitales para estudios
poblacionales en lagomorfos. Burton (2002) public6 un trabajo sobre la

estructura genética poblacional de Lepus americanus en Yukon, Canada,



trabajando con 7 microsatélites diferentes y Zhu (2002) estudié la variacion
genética dentro y entre 5 poblaciones de conejo doméstico trabajando con 5
microsatélites. Surridge (1997) trabajé en la amplificacion de 6 marcadores
microsatelitales disefiados para el conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) en
otras 20 especies diferentes de lagomorfos, incluyendo a R. diazi.

Para el presente estudio se amplificaron los microsatélites Sol08 y Sol30
evaluados por Rico (1994) en el conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) quien
encontrd 5 alelos entre 111 y 120 pares de bases (pb) para Sol08, y 4 alelos
entre 153 y 172 pb para Sol30. Surridge (1997) encontré alelos entre 114 y 136
pb para el locus Sol08, y entre 142 y 187 pb para el locus Sol30 en 20 especies
de lagomorfos, incluyendo un alelo de 120 pb y uno de 161 pb, respectivamente,
en R. diazi. Se incluyeron también los microsatélites Sat2 y Sat5 evaluados por
Mougel (1997) en O. cuniculus quien observo 4 alelos de tamafio entre 241 y
253 pares de bases y 6 alelos entre 206 y 234 pares de bases, respectivamente.

La posibilidad de amplificar loci microsatelitales en especies amenazadas de
lagomorfos a partir de iniciadores desarrollados para el conejo europeo y mas
aun, a partir de muestras fecales como muestreo no invasivo, abre las puertas a
un gran potencial para su uso en la conservacion de estas especies en peligro,

como es el caso del conejo zacatuche.



1.8 Justificacion.

El conejo zacatuche es una especie endémica de alto valor biolégico y cuyas
poblaciones se encuentran fragmentadas y en franco peligro de extincion.
Organizaciones nacionales e incluso internacionales, asi como diferentes
zooldégicos, han reconocido la importancia de trabajar en la conservacién de esta
especie, entre ellos, la Direccion General de Zoolégicos y Vida Silvestre de la
Ciudad de México.

Un plan de conservacion de cualquier especie requiere de un analisis que
determine la variabilidad genética existente en sus poblaciones, y el conejo
zacatuche no debe ser una excepcion. El uso de las técnicas no invasivas de
muestreo permite llevar a cabo estos estudios sin la necesidad de capturar y
perturbar a los ejemplares bajo estudio, y el desarrollo de métodos de analisis
biolégico a partir de este tipo de muestreos en especies silvestres se ha
convertido en una necesidad. Un ejemplo de estos métodos es el andlisis
genético a partir de muestreo fecal. La extraccion de ADN fecal de células
epiteliales de descamaciéon pueden permitir la genotipificacion de poblaciones,
sin embargo, diversas investigaciones sefalan la dificultad de trabajar con ADN
extraido de heces debido a que éste es generalmente de pobre calidad y en baja
cantidad, a la gran cantidad de inhibidores que presentan y que interfieren con la
actividad de la enzima polimerasa, y a la presencia de parasitos y bacterias que
pueden degradar y contaminar el ADN, dando como resultado genotipos poco
confiables.

Todo lo anterior justifica el esfuerzo de trabajar en el desarrollo y optimizacion
de una técnica especifica y confiable de amplificacion de microsatélites de ADN
fecal de zacatuche para poder aplicarla en la genotipificacion de individuos en

cautiverio y en vida libre en estudios posteriores.

1.9 Objetivo.
Desarrollar un sistema para la genotipificacion no invasiva a partir de muestras
fecales utilizando los microsatélites Sol08, Sol30, Sat2 y Sat5 en el conejo

zacatuche (Romerolagus diazi).



1.10 Hipdtesis.
Es posible llevar a cabo la genotipificacion de poblaciones de conejo

zacatuche (Romerolagus diazi) utilizando ADN extraido de muestras fecales y
trabajando con los microsatélites Sol08, Sol30, Sat2 y Sat5 disefados para el

conejo europeo (Oryctolagus cuniculus).



2. Materiales y Método.
2.1 Animales.

Se trabaj6 con 5 conejos zacatuche (3 machos y 2 hembras) de la coleccion del
Zoolégico de Chapultepec de la Ciudad de México, identificados por medio de
microchip, y que seran identificados con los numeros 030, 109 y 376 para fines de
este trabajo, los cuales son descendientes de la colonia formada en 1984; y con
los numeros 118 y 639, los cuales son descendientes de la colonia formada en
1998. Los 5 ejemplares se encontraban alojados en jaulas individuales fuera de

exhibicion.

2.2 Muestreo de conejos zacatuche en cautiverio.

Oreja. Se realizaron 3 muescas de 2 mm de diametro de la oreja de los conejos
en cautiverio (figura 2). La extraccién de ADN se realizé el mismo dia.

Heces. Se colectaron heces de cada conejo directamente de las jaulas
individuales donde se albergan (figuras 3 y 4). De cada ejemplar se colectaron 9
muestras de las cuales 3 fueron procesadas inmediatamente y las demas se
mantuvieron a la intemperie, simulando en la medida de lo posible las condiciones
de campo, 3 de éstas fueron procesadas 15 dias después de la colecta, y 3
muestras fueron procesadas 30 dias después de la colecta.

Higado. También se utiliz6 una muestra de higado de conejo zacatuche de un
ejemplar recién fallecido de la coleccion del Zooldgico de Chapultepec, asi como
otras 4 muestras de higado de conejo zacatuche que permanecian congeladas a
-70°C y que pertenecen a la Coleccion Nacional de Mamiferos del Instituto de
Biologia de la UNAM.

2.3 Muestreo de heces de conejos zacatuche en vida libre.

Se tomaron 4 muestras de heces de 3 letrinas de conejos zacatuche en Parres
El Guarda, Delegacién Tlalpan, en el Distrito Federal, encontradas en las bases de
los zacatones, y separadas entre si por 500-600 m aproximadamente. Se tomaron

las heces de color ocre, mas brillosas y de textura lisa, para procurar que fueran lo



Figura 2. Muestreo de cartilago de oreja en un conejo zacatuche (Romerolagus
diazi) en cautiverio. La flecha y el circulo muestran la muesca realizada en la oreja

para la posterior extraccién de ADN.



Figura 4. Jaulas individuales para albergue de conejos zacatuche (Romerolagus

diazi) en el Zooldgico de Chapultepec, Ciudad de México.



mas frescas posible. Se transportaron en hielo y se procesaron dos dias después

de la recoleccion, mientras tanto se mantuvieron congeladas a -70°C.

2.4 Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN de oreja e higado asi como del ADN fecal, se realizé con
los kits comerciales DNeasy Tissue Kit y QiAamp DNA Stool Mini Kit, de
QIAGEN"R. Se comprobo la presencia e integridad del ADN mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. La concentracion del ADN se determiné
por espectofotometria (260 nm) y su pureza se obtuvo mediante la relacion 260

nm/ 280 nm, utilizando el espectofotometro BioMate 3 ThermoSpectronic“®.

2.5 Amplificacién de microsatélites de ADN.

Se trabajé con los microsatélites de ADN Sol08, Sol30, Sat2 y Sat5 (cuadro 1),
los cuales son reportados como polimdrficos para el conejo europeo Oryctolagus
cuniculus (Rico et al, 1994; Mougel et al, 1997; Surridge et al, 1997); las
amplificaciones fueron obtenidas mediante PCR utilizando iniciadores disefados
originalmente para el conejo europeo, y siguiendo el protocolo descrito en los
cuadros 2 y 3. El ADN obtenido de higado fue utilizado para definir estas
condiciones ideales de amplificacion.

Muestras obtenidas en cautiverio. De cada muestra de ADN de oreja se llevaron
a cabo dos amplificaciones independientes. Se realizaron tres amplificaciones
independientes de una muestra fecal de cada grupo de tiempo transcurrido entre
la expulsion y la extraccion de ADN (frescas, 15 y 30 dias) y de cada conejo,
sumando un total de 9 repeticiones por conejo, satisfaciendo la propuesta de
Multiples Tubos de Taberlet (1996) la cual toma en cuenta las tres principales
fuentes potenciales de error: muestreo estocastico, falsos alelos y contaminacion
esporadica. Cuando se hace un PCR con pocas cantidades de ADN es posible
que un alelo de un individuo heterocigoto no sea detectado o que se produzcan

falsos alelos. Se registra un alelo solo si ha sido observado al menos dos veces,



Cuadro 1. Microsatélites de ADN para amplificacion en el conejo zacatuche (Romerolagus diazi).

Microsatélite Secuencia de los primers Cédigo de acceso  Secuencia repetida
Gen Bank

Sol08 5"GGATTGGGCCCTTTGCTCACACTTG3’ X79217 (TG)19(N)+5
5'ATCGCAGCCATATCTGAGAGAACTC3’ (TG)s

Sol30 5'CCCGAGCCCCAGATATTGTTAGGA3’ X79215 (TC)14A(T)4
5 TGCAGCACTTCATAGTCTCAGGTC3’ (TC)s

Sat2 5 GCTCTCCTTTGGCATACTCC3’ M77195 (TC)1s
5 GCTTTGGATAGGCCCAGATC3’ (TG)1o

Sat5 5 GCTTCTGGCTTCAACCTGAC3’ X99887 (TC)sTTT

5 CTTAGGGTGCAGAATTATAAGAG3’ (CT)s




Cuadro 2. Concentracion de reactivos utilizados para la amplificacién de

microsatélites de ADN del conejo zacatuche (Romerolagus diazi) por medio de la

técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Reactivo Concentracion Volumen a tomar Concentracion
original final en la reaccion
Buffer 10 X 2.5yl 1X
MgCl, 25 mM Sol08 y Sol30: 1.5 pl 1.5 mM
Sat2 y Sat5: 1 pl 1 mM
dNTPs (Promega™®) 10 mM 0.5 pl 200 uM
Primer F 10 uM 1.0 pl 0.4 uM
Primer R 10 uM 1.0 pl 0.4 uM
Taq polimerasa 5 U/ul 0.2 ul 1 U/l
(Invitrogen"r)
BSA (Promega™®) 10mg/ml 0.2 ul 2ug
DNA El necesario para 100 ng/25 pl

Agua destilada

obtener 100 ng

La necesaria para
completar un
volumen de

reaccion de 25 pl




Cuadro 3. Programa del termociclador para la amplificacién de los microsatélites
de ADN Sol08, Sol30, Sat2 y Sat5 en el conejo zacatuche (Romerolagus diazi)

por medio de la técnica de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Microsatélite Sol08

Evento Temperatura Tiempo No de ciclos
Desnaturalizaciéon 94°C 3 min 1
Desnaturalizacion 94°C 30 seg

Alineacion 58°C 30 seg 7
Extension 72°C 30 seg
Desnaturalizacion 89°C 30 seg
Alineacion 58°C 30 seg 23
Extension 72°C 30 seg
Microsatélite Sol30
Evento Temperatura Tiempo No de ciclos
Desnaturalizaciéon 94°C 3 min 1
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
Alineacion 52°C 30 seg 7
Extension 72°C 30 seg

Desnaturalizacién 89°C 30 seg
Alineacion 52°C 30 seg 23
Extensién 72°C 30 seg

Microsatélite Sat2

Evento Temperatura Tiempo No de ciclos
Desnaturalizacion 94°C 4 min 1
Desnaturalizacién 94°C 30 seg

Alineacion 55°C 30 seg 30

Extension 72°C 30 seg

Extension 72°C 5 min 1
Microsatélite Sat5

Evento Temperatura Tiempo No de ciclos
Desnaturalizacién 94°C 5 min 1
Desnaturalizacion 94°C 30 seg

Alineacién 60°C 30 seg 30
Extension 72°C 30 seg
Extension 72°C 5 min 1




con esto la probabilidad de registrar un falso alelo no excede del 5%, y sdlo se
registra un individuo como homocigoto si se detecta el mismo alelo en 7
experimentos independientes, con esto la probabilidad de obtener s6lo uno de
dos alelos de un individuo heterocigoto es de 0.5" donde n=numero de
experimentos independientes. Cuando n=7 la probabilidad de detectar solo un
alelo es menor del 1% (Taberlet, 1996).

Muestras obtenidas en campo. Con cada muestra de ADN se realizaron 3
reacciones independientes si el individuo era heterocigoto, y 6 6 7 si era
homocigoto.

Visualizacion de los microsatélites. Los productos de las amplificaciones se
resolvieron por electroforesis en geles de agarosa al 2% tefido con bromuro de
etidio para visualizar las bandas de ADN amplificadas mediante luz ultravioleta y
se fotografiaron con un sistema de imagen digital (KodakR EDAS 290). Para las
amplificaciones de heces de campo se utilizaron geles de agarosa al 4% para
permitir una mayor separacion entre las bandas. Para todos los casos se utilizd

un control negativo.

2.6 Secuenciacion automatica de los microsatélites de ADN.

Para corroborar la amplificaciéon del locus deseado, se secuenciaron los
productos amplificados de uno 6 dos conejos en cautiverio por microsatélite. Se
cortaron las bandas amplificadas directamente del gel de agarosa y se
purificaron utilizando el kit comercial QlAquick Gel Extraction Kit, de QIAGEN"R.
Posteriormente fueron remitidos para su analisis con el secuenciador automatico
ABI PRISMMR. Las secuencias obtenidas se alinearon con las obtenidas en
GenBank con el numero de referencia respectivo de cada microsatélite para el
conejo europeo, utilizando el programa FASTA LALIGN/PLALIGN de la

Universidad de Virginia.



3. Resultados.
3.1 Extraccion de ADN.

Se obtuvieron el rendimiento y la pureza del ADN extraido de las muestras de
oreja (n=5). El peso promedio de las muestras fue de 2.04 mg y la concentracion
promedio de ADN fue de 6.2 pg, dando un rendimiento promedio de 3.04 ug/mg,
con una pureza promedio de 1.8. En la figura 5 se muestra la integridad del
ADN.

También se obtuvieron el rendimiento y pureza del ADN de los diferentes
grupos de las muestras de heces de conejos en cautiverio, es decir, heces
frescas (n=15), heces de 15 dias de edad (n=15) y heces de 30 dias de edad
(n=15), los resultados se muestran en el cuadro 4. En la figura 6 se muestra la
integridad del ADN obtenido de una extraccion de heces de 30 dias de los 5
conejos zacatuche en cautiverio.

Para las muestras de higado (n=5), el peso promedio de las muestras fue de
25 mg y la concentracion promedio de ADN fue de 34.02 ug, dando un
rendimiento promedio de 1.36 pug/mg, con una pureza promedio de 1.7.

De las muestras de heces obtenidas en campo (n=4), unicamente se pudo
obtener ADN de tres; el peso promedio fue de 42.66 mg y la concentracion
promedio de ADN fue de 5.5 ug, dando un rendimiento promedio de 0.126
pMg/mg, con una pureza promedio de 1.5. En la figura 7 se muestra la integridad

del ADN extraido de estas muestras.

3.2 Amplificacién de microsatélites de ADN.

Muestras obtenidas en cautiverio. Para cada conejo en cautiverio se realizaron
2 amplificaciones por microsatélite de una muestra de oreja. Para el
microsatélite Sol08, dos de las muestras requirieron una tercera amplificacién ya
que los resultados no eran consistentes; para el microsatélite Sol30 todas las
muestras requirieron una tercera 6 cuarta amplificacion.

Los alelos obtenidos en la amplificacion de las muestras de oreja se

compararon con los obtenidos de las muestras de heces del mismo conejo.
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Figura 5. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la integridad del ADN extraido
de 5 muestras de oreja de conejos zacatuche en cautiverio.
Columnas: M, marcador de peso molecular 1800 pares de bases (pb); 1,

muestra 030; 2, muestra 109; 3, muestra 118; 4, muestra 376; 5, muestra 639.

Cuadro 4. Rendimiento y pureza promedio del ADN extraido de muestras de

heces frescas (n=15), de 15 (n=15) y 30 dias (n=15) de 5 conejos zacatuche en

cautiverio.
Heces Concentracion Rendimiento Pureza promedio
promedio promedio
de ADN (ug) (ng ADN/ mg tejido)

Frescas 4.52+/- 1.60
15 dias 6.66+/- 0.83
30 dias 6.33+/- 1.28
Total 5.84+/- 1.57

0.056+/- 0.02
0.166+/- 0.04
0.134+/- 0.06
0.119+/- 0.06

1.7
1.4
1.5
1.6
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Figura 6. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la integridad del ADN extraido
de 5 muestras de heces de 30 dias de conejos zacatuche en cautiverio.
Columnas: M, marcador de peso molecular 1800 pares de bases (pb); 1,

muestra 030; 2, muestra 109; 3, muestra 118; 4, muestra 376; 5, muestra 639.
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Figura 7. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la integridad del ADN extraido
de 4 muestras de heces de conejos zacatuche en vida libre.
Columnas: M, marcador de peso molecular 1800 pares de bases (pb); 1,

muestra A; 2, muestra B; 3, muestra C; 4, muestra D; N, negativo.



En los cuadros 5 al 8 se muestra el numero de amplificaciones correctas,
incorrectas y sin amplificacion para cada grupo de heces (frescas, 15 y 30 dias)
y para cada microsatélite. Se define como amplificacion correcta aquella
amplificacion de ADN de heces que haya mostrado el mismo patron de bandas
que el obtenido a partir de ADN de oreja del mismo individuo. Se define
como
amplificacion incorrecta aquella amplificacion de ADN de heces que haya
mostrado un patron de bandas diferente al obtenido a partir de ADN de oreja del
mismo individuo.

En las figuras 8 a 11 se muestran series de amplificaciones correctas para
cada microsatélite, es decir, las bandas amplificadas para las muestras de oreja
y heces
son iguales.

Muestras obtenidas en campo. De las tres muestras de heces de campo se
obtuvieron resultados exitosos de acuerdo con las reglas propuestas por
Taberlet (1996). Para cada locus homocigoto se obtuvieron al menos 6 veces
una misma banda, y para cada locus heterocigoto se obtuvo la misma
amplificacion al menos dos veces. En el cuadro 9 se muestran los porcentajes
de amplificaciones correctas, incorrectas y negativas. El cuadro 10 muestra el
tamafno aproximado de los alelos obtenidos y el numero de conejos
heterocigotos. En la figura 12 se muestra la amplificacion de las tres muestras

para el locus Sol08.

3.3 Secuenciacion de microsatélites.

Se obtuvo la secuencia de ADN de las bandas amplificadas de dos conejos
para los loci Sat2 y Sat5. Estas secuencias se alinearon con las obtenidas en
GenBank con el numero de referencia respectivo de cada microsatélite para O.
cuniculus. En el cuadro 11 se muestra el tamafo del alelo, la secuencia repetida
del microsatélite, y el porcentaje de identidad de ambas secuencias alineadas
sin la secuencia repetida. En el Apéndice se muestran las secuencias completas

de cada microsatélite para el conejo zacatuche y la alineacion con las obtenidas



de GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.htim) para el conejo

europeo. No se pudo obtener una secuencia confiable de los /loci Sol08 y Sol30,

al obtenerse un gran cantidad de bases imprecisas o “N”.



Cuadro 5. Exito de amplificacién del microsatélite Sol08 de ADN de muestras de
heces frescas (n=15), de 15 (n=15) y 30 dias (n=15) de 5 conejos zacatuche en

cautiverio.

Muestras Amplificaciones correctas  Amplificaciones incorrectas  Sin amplificacion

Frescas 11 2 2
15 dias 13 1 1
30 dias 11 1 3
Porcentaje ~ 78% ~ 9% ~13%

Cuadro 6. Exito de amplificacién del microsatélite Sol30 en ADN de muestras de
heces frescas (n=15), de 15 (n=15) y 30 dias (n=15) de 5 conejos zacatuche en

cautiverio.

Muestras Amplificaciones correctas  Amplificaciones incorrectas  Sin amplificacion

Frescas 10 3 2
15 dias 11 4 0
30 dias 9 4 2

Porcentaje ~67% ~25% ~ 8%




Cuadro 7. Exito de amplificacion del microsatélite Sat2 en ADN de muestras de
heces frescas (n=15), de 15 (n=15) y 30 dias (n=15) de 5 conejos zacatuche en

cautiverio.

Muestras Amplificaciones correctas Amplificaciones incorrectas  Sin amplificacion

Frescas 13 2 0
15 dias 14 1 0
30 dias 12 3 0
Porcentaje ~87% ~13% 0%

Cuadro 8. Exito de amplificacion del microsatélite Sat5 en ADN de muestras de
heces frescas (n=15), de 15 (n=15) y 30 dias (n=15) de 5 conejos zacatuche en

cautiverio.

Muestras Amplificaciones correctas  Amplificaciones incorrectas  Sin amplificacion

Frescas 14 0 1
15 dias 13 1 1
30 dias 13 1 1

Porcentaje ~89% ~ 4% ~T%




Cuadro 9. Porcentaje de amplificaciones correctas, incorrectas y sin
amplificacion de ADN de 3 muestras de heces de conejos zacatuche

(Romerolagus diazi) en vida libre para los loci Sol08, Sol30, Sat2 y Sat5.

Locus Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje sin
amplificaciones amplificaciones amplificaciéon
correctas incorrectas
Sol08 63% 6% 31%
Sol30 78% 7% 15%
Sat2 78% 16% 6%
Sat5 86% 7% 7%

Cuadro 10. Tamafo aproximado de los alelos amplificados de ADN de heces de
3 conejo zacatuche (Romerolagus diazi) en vida libre para los loci Sol08, Sol30,

Sat2 y Sat5, y numero de conejos heterocigotos para cada locus.

Locus Tamaiio de los alelos Numero de
amplificados heterocigotos

Sol08 125, 130, 140 2

Sol30 150, 155, 162, 170 1

Sat2 155, 160, 175 1

Sat5 215, 222, 230 2




Cuadro 11. Tamafio en pares de bases (pb) de los alelos, secuencia repetida
del microsatélite y porcentaje de identidad con el mismo /ocus en conejo
europeo (Oryctolagus cuniculus), para los loci Sat2 y Sat5 amplificados de ADN

de conejo zacatuche (Romerolagus diazi) en cautiverio.

Locus Tamano del Secuencia repetida  Porcentaje de identidad con
alelo del microsatélite Oryctolagus cuniculus
(sin secuencia repetida)

Sat2 224 pb (TC) TG 91.8%
(TC)1o 14 bases diferentes de171
Sat5 207 pb (CT)a 97.8%

3 bases diferentes de 136




Figura 8. Gel de agarosa al 2% donde se muestran las bandas amplificadas del
microsatélite Sol08 de ADN de muestras del conejo zacatuche con identificaciéon
030.

Columnas: M, marcador de peso molecular; 1, oreja; 2, oreja; 3, heces frescas;
4, heces de 15 dias; 5, heces de 30 dias.

<+ 168 pb

Figura 9. Gel de agarosa al 2% donde se muestran las bandas amplificadas del
microsatélite Sol30 de ADN de muestras del conejo zacatuche con identificacion
118.

Columnas: M, marcador de peso molecular 300 pares de bases (pb); 1, oreja; 2,

oreja; 3, heces frescas; 4, heces de 15 dias; 5, heces de 30 dias.



Figura 10. Gel de agarosa al 2% donde se muestran las bandas amplificadas
del microsatélite Sat2 de ADN de muestras del conejo zacatuche con
identificacion 030.

Columnas: M, marcador de peso molecular 300 pares de bases (pb);

1, muestra de oreja; 2, muestra de oreja; 3, muestra de heces frescas; 4,
muestra de heces de 15 dias; 5, muestra de heces de15 dias; 6, muestra de

heces de 30 dias.

Figura 11. Gel de agarosa al 2% donde se muestran las bandas amplificadas
del microsatélite Sat5 de ADN de muestras del conejo zacatuche con
identificacion 376.
Columnas: M, marcador de peso molecular 300 pares de bases (pb); 1, oreja; 2,
oreja; 3, heces frescas; 4, heces de 15 dias; 5, heces de 30 dias.

M 1 2 3



« 140pb
< 130pb
< 125pb

Figura 12. Gel de agarosa al 4% donde se muestran las bandas amplificadas
del microsatélite Sol08 de ADN de 3 conejos zacatuche en vida libre.
Columnas: M, marcador de peso molecular 300 pares de bases (pb); 1, muestra

A; 2, muestra C; 3, muestra D.



4. Discusion.

El mantenimiento de la diversidad genética es una de las prioridades
mundiales para la conservacion y el manejo de poblaciones de especies
silvestres amenazadas reconocida por la Unidn Internacional para la
Conservaciéon de la Naturaleza (UICN). Ya que las poblaciones requieren de
diversidad genética para evolucionar como respuesta a los constantes cambios
ambientales, ésta representa el potencial evolutivo de una poblacion. Para el
estudio genético de los animales silvestres, ya sea en cautiverio y con mayor
razon en vida libre, el muestreo no invasivo ha dejado de ser un lujo para
convertirse en una necesidad. Con esta realidad en mente se comenzaron a
desarrollar técnicas para realizar estudios genéticos con la esperanza de que el
muestreo genético no invasivo pudiera proveer la misma informacién que el ADN
extraido de sangre o tejido.

La fiabilidad de la genotipificacion es objeto de estudio cuando se utiliza el
muestreo no invasivo como fuente de ADN. En este trabajo se presenté y evalué
una técnica molecular para la identificacion genética de conejos zacatuche
(Romerolagus diazi) por medio de heces. Este estudio tuvo como obijetivo
principal el desarrollo de la técnica mediante pruebas en laboratorio con tejido y
heces de conejos identificados en cautiverio, e implementacion en campo con
algunas heces de conejos zacatuche silvestres. Se optimizé la técnica en el
laboratorio utilizando heces frescas, de 15 y 30 dias posteriores a su expulsion,
finalmente, para evaluar la utilidad general de la técnica se utilizaron heces
obtenidas en el campo.

En este estudio ademas se secuenciaron por primera vez loci de conejo
zacatuche, amplificados utilizando primers disefiados para el conejo europeo (O.
cuniculus) y se demostré que estos primers amplifican exitosamente fragmentos

microsatelitales de ADN en conejo zacatuche.

4.1 Fiabilidad y robustez de la técnica.
Para las heces de conejos en cautiverio el locus Sat5 mostré la mayor

fiabilidad al presentar 89% de amplificaciones correctas; sin embargo el locus



Sat2 present6 la mayor robustez con 100% de amplificaciones positivas, y alta
fiabilidad con 87% de amplificaciones correctas. El locus Sol30 revel6 la menor
fiabilidad con unicamente 67% de amplificaciones correctas y el locus Sol08
mostrd la menor robustez con 13% de reacciones sin amplificacién. Tanto el
locus Sol08 como el locus Sol30 mostraron bandas con mucha menor intensidad
comparadas con las mostradas para los loci Sat2 y Satb que presentaron
bandas muy intensas. Para el caso de Sat2 y Sat5 se puede considerar un éxito
alto de la reaccion, en cambio los /loci Sol08 y Sol30 tuvieron un éxito moderado.
Sin embargo, aunque no existen reportes de estudios genéticos con heces en
lagomorfos para comparar estos resultados, el porcentaje de éxito de los loci
Sol08 y Sol30 no es menor al de otros trabajos como el de Ernest (2000) de 75%
en pumas y Gerloff (1995) de 67% en bonobos, respectivamente. Sin embargo,
la baja intensidad de las bandas de estos dos ultimos loci dificulta su clara
evaluacion.

Todos los loci en ADN de heces amplificaron la misma o mismas bandas que
las amplificadas en ADN de tejido al menos en 7 reacciones de PCR, que es el
numero de veces sugeridas por Taberlet (1996) para registrar un individuo como
homocigoto. Unicamente la muestra 118 para el locus Sol30 dio resultados
imprecisos ya que en cuatro reacciones se amplificaron dos bandas, incluyendo
la amplificada en tejido, y en cuatro reacciones se amplificd Unicamente la banda
esperada. El locus Sol08, el unico que presentd heterocigosidad, amplifico
ambas bandas al menos en 6 reacciones, 3 veces mas que las sugeridas como
necesarias para registrar un alelo como correcto, en este caso, hubiera bastado
con un promedio de 3 reacciones para poder obtener un genotipo confiable.
Para todos los conejos se presentaron el mismo numero y aparentemente el
mismo tamano de alelos para cada locus.

Para las heces de campo también el locus Sat5 present6 la mayor fiabilidad
con 86% de amplificaciones correctas; el locus Sat2 presentd una fiabilidad
menor con 78% de amplificaciones correctas y menor robustez con 16% de
amplificaciones negativas. El locus Sol08 presentd la menor robustez con 31%

de amplificaciones negativas y la menor fiabilidad con 63% de amplificaciones



correctas. Puede concluirse también que al trabajar con heces obtenidas en
campo, aunque con un éxito moderado, fue posible extraer ADN amplificable de
conejo zacatuche.

En ningun caso se observd una diferencia importante en el éxito de
amplificacion con respecto al tiempo transcurrido entre la expulsién de las heces
y la extraccién del ADN. EI numero de muestras no es suficiente para realizar
una prueba estadistica en este sentido, sin embargo, aparentemente el factor
tiempo, entre 24 horas y 30 dias, no influye de manera importante en el éxito de

la extraccion y amplificacién de ADN en heces.

4.2 Importancia del estudio en la conservacion del conejo zacatuche.

Cualquier avance relacionado con el tema del muestreo no invasivo en
especies silvestres en peligro de extincion sera de suma importancia para su
conservacion. Incluso para realizar estudios en ejemplares en cautiverio, el
muestreo no invasivo facilita el manejo y reduce el estrés de los animales bajo
estudio.

En el caso de las poblaciones en cautiverio, como es el caso de las que se
encuentran en los zooldgicos de Chapultepec y Los Coyotes en la Ciudad de
Meéxico, un plan de reproduccion genéticamente controlado aumentaria en gran
medida el valor potencial de estas poblaciones desde el punto de vista de la
conservacion de la especie, al permitir la posibilidad de seleccionar como
parejas reproductoras a los individuos menos emparentados y que presenten
heterocigocidad en un mayor numero de loci, asi como alelos silvestres que se
estén perdiendo dentro de la poblacién cautiva; también seria posible reconocer
a los individuos con mayor éxito reproductivo y finalmente se podria seleccionar
aquellos conejos con mayor potencial para integrarse a un plan de repoblacion
en vida libre, al estudiar cada una de las poblaciones silvestres y repoblarlas con
individuos que aporten alelos nuevos.

Este trabajo representa uno de los primeros pasos en el desarrollo de técnicas

de estudio genético no invasivo para poblaciones de conejo zacatuche. Como se



discutid anteriormente, este tipo de estudios son basicos para la toma de

decisiones y para la realizacién de planes de conservacion.

4.3 Consideraciones a futuro.

Como siguiente paso se recomiendan estudios futuros enfocados en los
polimorfismos de los microsatélites estandarizados en el presente trabajo, asi
como proponer y estudiar nuevos loci microsatelitales en el conejo zacatuche,
los cuales pueden ser sugeridos a partir de otros /oci del conejo europeo. Estos
estudios a futuro pueden realizarse utilizando ADN extraido de heces, tomando
seriamente en cuenta las limitaciones de este tipo de muestras, y realizando las
repeticiones necesarias.

Todas las limitaciones del muestreo no invasivo resultan ya sea de la pobre
calidad y baja cantidad de ADN extraido, o de la baja calidad del extracto, dando
la posibilidad de obtener errores de genotipificacion. Una manera de
contrarrestar estos problemas es utilizar un método correcto de preservacion de
la muestra y realizar suficientes repeticiones independientes de cada muestra,
por ejemplo, un método que ha probado ser efectivo es el de los Tubos Multiples
propuesto por Taberlet (1996). En este estudio, al comparar las bandas
obtenidas de la amplificacion de ADN de tejido con las obtenidas de la
amplificacion de ADN de heces, se puede concluir que en la amplificacion con
ADN de heces se presentaron tanto falsos alelos como ausencia de alelos
correctos, sin embargo, gracias a las repeticiones realizadas, fue posible
descartar los genotipos que tenian alta probabilidad de ser incorrectos.

Otra limitante que se hace evidente en el caso del conejo zacatuche es el
tamafo de las muestras de heces. Al ser éstas tan pequefas y formadas
principalmente por forrajes, la cantidad de ADN que es posible obtener por
muestra se reduce notablemente. Para resolver este problema se sugiere buscar
la co-amplificacién de varios loci durante un mismo PCR permitiendo un uso mas
eficiente de cantidades limitadas de ADN y utilizar marcadores mas informativos
(con mayor heterocigosidad) para obtener la misma informacién con menos /oci.

Esto es especialmente importante, ya que en el caso de muestras tan pequenas,



el maximo numero de reacciones (utilizando 100 ng en reacciones de 25 ul) que
fueron posibles realizar por extracto de ADN y por lo tanto, por muestra, fue de
80, lo cual permitiria utilizar 11 microsatélites con 7 repeticiones cada uno. Sin
embargo, en algunos casos, unicamente era posible realizar 23.

El tamafio tan pequefio de las heces también dificulta la posibilidad de utilizar
unicamente la parte superficial de las mismas para realizar la extraccién de
ADN. La mayoria de los estudios genéticos que utilizan heces como fuente de
ADN recomiendan no utilizar la parte interior de la muestra. Wehausen (2004)
trabajando con heces de borrego comprobdé que cuando se utilizé unicamente la
parte externa de las heces, las amplificaciones por PCR fueron
consistentemente excelentes, y cuando cualquier parte interior de la muestra se
incluia, el éxito de la reaccion de PCR disminuia notablemente acompafiado por
un aumento en la variacion entre muestras. En este trabajo se utilizé la muestra
completa de heces, y aunque los resultados para algunos /loci fueron
satisfactorios, todavia puede considerarse un porcentaje de éxito relativamente
bajo que podria ser mejorado. Seria recomendable intentar hacer lavados de la
parte exterior de las muestras mas grandes y evaluar si aumenta el éxito de
amplificacion y disminuye la variacion del resultado entre las muestras,
evaluando si disminuye considerablemente o no la cantidad de ADN extraido.

Se debe estar consciente de que no todas las preguntas pueden ser
respondidas con estudios no invasivos. Debe tomarse en cuenta la relacién
costo-beneficio, el impacto biolégico que supondria hacer un muestreo invasivo,
y si es posible contestar estas preguntas con cantidades tan bajas de ADN por
muestra. Lo mas importante para poder llevar a cabo esta decision es poder

conducir un estudio piloto apropiado en el campo.

4.4 Conclusion.

En este estudio se demostré que de las heces de conejo zacatuche, desde 24
horas hasta 30 dias después de su expulsion, fue posible extraer ADN
amplificable, con el cual se podrian realizar estudios de genotipificacion no

invasiva, sin necesidad de capturar y perturbar a los animales bajo estudio. Se



demostré también que fue posible extraer ADN amplificable de heces obtenidas
directamente de campo, tratando de seleccionar las mas frescas. Este dato es
alentador ya que permite extrapolar el presente estudio a investigaciones de
campo directamente en el habitat del conejo zacatuche. Los microsatélites Sat2
y Sat5 obtuvieron un éxito que puede ser considerado alto, exponiendo en el gel
de agarosa bandas de gran intensidad faciles de distinguir, por lo que se puede
concluir que estos loci se encuentran altamente conservados entre el conejo
europeo y el conejo zacatuche. Sin embargo, el éxito de amplificacion para los
microsatélites Sol08 y Sol30 fue limitado y poco consistente, ademas las bandas
expuestas en el gel de agarosa son de muy baja intensidad lo que puede
aumentar el riesgo de registrar falsos alelos o no registrar alelos correctos. Se
recomienda utilizar los microsatélites Sat2 y Sat5 para estudios de polimorfismo
en conejo zacatuche, y a su vez, se recomienda descartar los microsatélites
Sol08 y Sol30.

Por primera vez se secuenciaron microsatélites amplificados de ADN de
zacatuche, comparandolos con los mismos /oci en conejo europeo (Oryctolagus
cuniculus), y se encontraron porcentajes de identidad mayores al 90%,
comprobando asi que los loci amplificados fueron los esperados.

Como un primer paso exitoso en el estudio genético no invasivo de
lagomorfos, los resultados aqui presentados pueden abrir una puerta para la
inversion en mayor numero de trabajos relacionados con este tema, asi como

trabajos de investigacion que lo continuen.



5. Apéndice. Secuencias completas de los loci Sat2 y Sat5 para el conejo
zacatuche (Romerolagus diazi), se marcan en negritas la secuencia de los
primers en los extremos y la secuencia repetida del microsatélite al centro; y
alineacion con las secuencias obtenidas de GenBank del conejo europeo
(Oryctolagus cuniculus), se marcan en negritas la secuencia de los primers en
los extremos y las diferencias entre ambas secuencias al centro, sin la

secuencia repetida.

Locus Sat2
GCTCTCCTTTGGCATACTCCTATTTACCACATAATCTTTAACTATATGCTTCTGCTTAA
TGTCCAGAGCTGTTTTTTAAAATTAGCATATTTATTTGAAAGGCAGAATTATGCAGAGA
GAGGGAGACAGAGAGAGAGAGTGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATCTTCCTTCTTCTAG
TTCACTCCCCAAATGCCACAAAGCCCAGATCTGGGCCTATCCAAAGC

Porcentaje de identidad: 91.8% (14/171)

1. Conejo europeo (Oryctolagus cuniculus)

2. Conejo zacatuche (Romerolagus diazi)

(1) GCTCTCCTTTGGCATACTCCTATTTATCTCATGATCTTTAACTATATGCTTCTGTTTAAT
(2) GCTCTCCTTTGGCATACTCCTATTTACCACATAATCTTTAACTATATGCTTCTGCTTAAT
(1) GTCCAGAGCTGGTTTTTTTTAAATTAGTATATTTATTTGAAAGGCAGAATTATGCAGAGA
(2) GTCCAGAGCTG--TTTTTTAAAATTAGCATATTTATTTGAAAGGCAGAATTATGCAGAGA
(1) GAGGGAGATGATCTTCCTTCT---AGTTCACTCCCCAAATGGCCACAAAGCCCAGATCTG
(2) GAGGGAGAC-ATCTTCCTTCTTCTAGTTCACTCCCCAAATG-CCACAAAGCCCAGATCTG
(1) GGCCTATCCAAAGC

(2) GGCCTATCCAAAGC



Locus Sat5
GCTTCTGGCTTCAACCTGACCCAGCTCTGACCATTGCAGCCACTTGGGGAGTGAACCAG
GGGTGGAAGAGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGACTTTCAAATAAATAAAC

ATACTTAAAAATTAAAAACTGGAAGTTCAAAAAAATCAGTAATGAACATTTTGCATTCA
AATAAGCCTCTTATAATTCTGCACCCTAAG

Porcentaje de identidad: 97.8% (3/136)

1. Conejo europeo (Oryctolagus cuniculus)

2. Conejo zacatuche (Romerolagus diazi)

(1) GCTTCTGGCTTCAACCTGACCCAGCTCTGACCATTGCAGCCATTTGGGGAGTGAACCAGG
(2) GCTTCTGGCTTCAACCTGACCCAGCTCTGACCATTGCAGCCACTTGGGGAGTGAACCAGG
(1) GGTGGAAGAGTGACTTTCAAATAAATAAACATACTTAAAAAATAAAAACTGGAAGTTCAA
(2) GGTGGAAGAGTGACTTTCAAATAAATAAACATACTTAAAAATTAAAAACTGGAAGTTCAA
(1) AAAACTCAGTAATGAACATTTTGCATTCAAATAAGCCTCTTATAATTCTGCACCCTAAG

(2) AAAAATCAGTAATGAACATTTTGCATTCAAATAAGCCTCTTATAATTCTGCACCCTAAG
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