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RESUMEN

Los marcadores moleculares han resultado un método efectivo para
analizar las relaciones y la diversidad genética entre individuos. El pajaro bobo
de patas azules (Sula nebouxii) es un ave marina que presenta estrategias
reproductivas mixtas, donde los individuos ademas de aparearse con su pareja y
compartir el cuidado y crianza de los hijos, copulan extra-pareja. El que estas
aves sean aparentemente mondgamas, puede dar lugar a que algunos padres
cuiden y alimenten hijos que no son suyos. Para analizar si las interacciones
sociales observadas concuerdan con las relaciones genéticas en el bobo de patas
azules, es necesario contar con técnicas adecuadas que permitan establecer las
relaciones biolégicas entre padres e hijos de manera precisa.

El propésito central de este trabajo es establecer las bases para utilizar la
técnica de amplificacién de DNA con iniciadores arbitrarios (técnica de AP-PCR
“arbitrarily primed-polymerase chain reaction”), para realizar andlisis genéticos en
Sula nebouyii, er: 'z colonia de reproduccién de Isla Isabel (Nayarit, México). Para
ello, se obtuvo DNA de alto peso molecular a partir de muestras de sangre de
diferentes aves. Los productos de amplificacion obtenidos mediante AP-PCR, se
analizaron en geles de acrilamida (4%) tefiidos con plata, para localizar
marcadores moleculares. De los 18 iniciadores utilizados, :nicamente cuatro
generaron loci variables entre individuos, es decir, pocos resultaron eficientes
para realizar andlisis genéticos en esta especie. Los resultados muestran que
algunos de los iniciadores empleados pueden ser utilizados para realizar analisis
de paternidad. Ademas, uno de los /ocus variables parece amplificar una region
del cromosoma sexual de las hembras, ya que muestra una banda intensa
presente en las hembras y ausente en los machos, por lo que este iniciador
pudiera ser Util para identificar el sexo de los individuos en la poblacién. Esto es
importante ya que Su/a nebouxii es una especie en ia que los adulios presentan
dimorfismo sexual, pero las crias no. El determinar el sexo de las aves desde

etapas tempranas de su desarrollo puede resultar conveniente, por ejemplo, para
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proporcién de sexos desde que las aves tienen unos cuantos dias de vida,
:
tilizando pequeias cantidades de DNA. Por lo tanto, la técnica de AP-PCR
puede ser utilizada para resolver diferentes preguntas conductuales y ecolégicas

' en Sula nebouxii.
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ANALISIS GENETICO EN EL AVE Sula nebouxii UTILIZANDO AP-PCR COMO
MARCADOR MOLECULAR.

INTRODUCCION

En la parte introductoria de este trabajo, se mencionan algunas de las
técnicas moleculares mas empleadas para estudiar las relaciones genéticas entre
individuos. Posteriormente, se hace referencia a diferentes estudios de
patemidad realizados en aves y se justifica la importancia de hacer este tipo de
andlisis en el ave Sula nebouxii. En la dltima parie se ejemplifica la ut/lizacién de
técnicas moleculares para determinar el sexo en aves y se sefiala la relevancia de
contar con marcadores moleculares que permitan identificar el sexo en estas aves
marinas. La informacién presentada en la introduccién da un panorama general

de los diferentes puntos y temas que se manejan en el trabajo.

I. PERFILES GENETICOS DE DNA.
A. Variabilidad Genética y Marcadores Moleculares.

El andlisis de la diversidad genética y el parentesco dentro o entre
especies, poblaciones e individuos es fundamental para los diferentes estudios
ecolbgicos, conductuales, genéticos, evolutivos. Las diferencias genéticas entre
individuos se pueden estudiar a nivel del DNA o de las proicinas de los
individuos, rmediante lo que se conoce como "marcadores moleculares” (Avise,
1994; Weising, ef al., 1995). Las moléculas de DNA son Unicas para cada
individuo, es por esto que la informacién en sus secuencias puede ser utilizada
para estudios de diversiJad genética y de parentesco (Gill et a/., 1985; Jeffreys et
al., 1985a,b; Burke y Bruford, 1987; Jeffreys y Morton, 1987; Nakamura et al.,
1987; Wetton et al, 1987; Vassart ef al,, 1987, Lynch,1988). El analisis molecular
de los individuos a nivel de DNA, mediante diferentes técnicas de biologia



molecular se conoce como Perfiles Genéticos o como Huellas Digitales de DNA
("DNA Fingerprinting”) (Jeffreys et al,, 1985a,b; Weising et al., 1995).

Los marcadores moleculares usados para analizar la variacién en el
DNA deben reunir ciertas caracteristicas. Por ejemplo, deben presentar un
comportamiento polimérfico, de preferencia herencia codominante (con lo cual se
pueda distinguir entre homo y heterocigotos en organismos diploides), estar
distribuidos frecuentemente por todo el genoma, tener un comportamiento
selectivamente neutral, ser de acceso féacil y altamente reproducibles. Aunque es
dificil encornitrar marcadores moleculares que reunan todas estas caracteristicas,
dependiei do del tipo de estudio que se pretenda realizar, se determina cual es el
sistema méas conveniente (Weising et al., 1995).

B. Huell igital A ("DNA Fingerprinting)".
1. Generalidades.

La técnica de Huellas Digitales de DNA, permite analizar ciertas
regiones hipervariables presentes en el genoma, formadas por secuencias
repetidas en serie. Estas secuencias pueden ser de dos tipos: a) minisatélites:
secuencias cortas (10-65 pares de bases (pb)) (Jeffreys et al., 1985a); b) micro-
satclites: secuencias simples (di, tri, tetra nucleétidos) (Tautz, 1989; Litt y Lutty,
1859, Weber y May, 1989). Estas secuencias (tanto mini- como microsatélites)
son también conocidas como VNTR ("variable number of tandem repeats" o
repeticiones en serie de numero variable) y algunas de ellas se encuentran como
familias distribuidas por todo el genoma, representando un gran nimero de /oci
hipervariables. Algunas de estas familias de repeticiones contienen una
secuencia central comun, la cual esta conservada en diferentes organismos.

Las secuencias de minisatélites fueron empleadas desde 1985 en
estudios de perfiles genéticos de DNA, mediante el analisis de varios foci (andlisis
multilocus) (Jeffreys et al., 1985a,b). El alto grado de polimorfismo observado en
estos /oci, representa la variacion en el nimero de repeticiones entre los
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diferentes alelos. Se ha sugerido que una gran parte de la variacion alélica,

' p._,d;era ser generada por altas tasas de "entrecruzamiento desigual” entre las

hebras de DNA ("unequal crossing- over”), posiblemente ocasionadas porque la
unidad repetida pudiera actuar comopuntos de alta recombinacion ("hot-spots")
(Lynch, 1988).

Para poder hacer los analisis genéticos, es necesario d|ger|r el DNA con
una endonucleasa que no corte en la unidad repetida; los fragmentos son
separados de acuerdo a su tamafio en geles de agarosa y transferidos a una
membrana mediante la técnica de "Southern blot” (Southern, 1975). Las regiones
hipervariables de DNA, pueden ser detectadas mediante diferentes sondas
(formadas por la secuencia central comun de las repeticiones) lzs cuales
reconocen y se unen a las regiones complementarias. Lo anterior puede ser
visualizado mediante una autoradiografia, en la cual se observa un patrén de
bandas unico y caracteristico para cada individuo. La longitud de cada fragmento
esta en funcién del nimero de repeticiones en serie que contenga. Con base en
los patrones de bandas, se determinan tanto la identidad, como las relaciones
genéticas entre individuos. De ahi el nombre de "Huellas Digitales de DNA".

También se han desarrollado técnicas con las que se pueden estudiar
regiones del genoma (VNTRSs) que pertenecen a un sélo Jocus (analisis
monolocus) (Wong et al., 1986, 1987; Nakamura ef al., 1987, Jeffreys et al.,
1988). Para analizar la variacion genética en estas regiones se utilizan sondas
especificas o bien la reaccién de la polimerasa en cadena (PCR). Asi, se
obtienen una o dos bandas, dependiendo si el individuo es homécigo 6 heterécigo
para el nimero de repeticiones. Los resultados obtenidos al analizar diferentes
regiones monolocus hipervariables, son mas faciles de interpretar que los
catrones obtenidos a partir de analisis multilocus, principalmente porque el
1imero de bandas a analizar es mucho menor.



2. Aplicaciones de la técnica de Huellas Digitales de DNA.

Las secuencias VNTR (mono y multi-locus), pueden ser aplicadas a
diferentes estudios. Con ellas es posible detectar un gran nimero de alelos, por lo
tanto son marcadores muy practicos para estudios de genética de poblaciones
(plantas, animales y humanos) (Amos y Pemberton, 1992; Armour y Jeffreys,

1992; Berumen et al., 1994; Scribner, et al., 1994).

La técnica de Huellas Digitales de DNA ha permitido obtener avances
importantes en dreas tan diversas como en ciencias forenses (Gill et al., 1985), en
ecologia conductual (ie. Burke, 1989; Burke ef al., 1989; Birkhead et al., 1990), en
crianza de animales (Hanotte ef al., 1992) y como método de exclusion de
pateridad. Esta técnica puede ser aplicada a otros mamiferos, aves y a un gran
namero de otros eucariotes (ej. Burke y Bruford, 1987; Jeffreys y Morton, 1987;
Hoelzel y Amos, 1988; Vassart et al., 1987, entre otros). Esto permite utilizarla
en estudios de poblaciones naturales y en cautiverio, asi como en estudios de
especies que se encuentran en peligro de extincion (Signer ef al., 1994).

3. Limitaciones de la técnica de Huellas Digitales de DNA.

Existen algunos problemas técnicos, tedricos y estadisticos asociados a
los analisis multilociis. En ocasiones se tienen problemas en la interpretacion de
resultados (Weatherhead y Montgomerie, 1991). Por ejemplo, puede resultar
conplicado determinar la migracion relativa de los fragmentos en carriles no
adyacentes, y es dificil hacer comparaciones de muestras que se encuentren en
diferentes geles (Bruford ef al., 1992; Queller et a/,, 1993). Aparentemente puede
haber comigracién de fragmentos no homblogos [ s importante establecer la
independencia de las bandas detectadas, es decir, que los diferentes alelos de
los minisatélites estén representados por bandas sencillas. Para ello, es
necesario analizar el patrén de segregacion de las bandas paternas y maternas
en un gran numero de descendientes (Bruford ef al., 1992; Signer ef al., 1994).
Muchos de los alelos (docenas) pueden estar presentes en el mismo /oci. Como
los marcadores no pueden ser asociados a un jocus especifico, no se puede
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|os marcadores no pueden ser asociados a un locus especifico, no se puede
asegurar cuales individuos son homocigos o heterocigos. La forma de determinar
similitud entre individuos, es utilizando la fraccion de bandas compartidas, lo cual
no sera necesariamente equivalente a la fraccién de genes compartidos.

Estos problemas pueden resolverse al realizar analisis monolocus. Con
ellos se pueden identificar alelos y foci especificos de manera sencilla. Las
sondas monolocus son altamente especificas y por lo tanto generan resultados
faciles de interpretar. Sin embargo, presentan el inconveniente de ser
marcadores aspecie-especificos, por lo que no pueden ser aplicados de manera

universal @ inmediata a cualquier especie (Burke, 1994).

C. Pesfiles Gencticos de DNA utilizando la técnica PCR.

1. Generalidades.
Muchas de las regiones variables del DNA son ahora detectadas por

medio de la reaccién en cadena de la polimerasa, conocida como PCR. El
método de PCR se basa en la amplificacién de DNA in vifro. Para ello, se
comienza con pequefias cantidades de DNA (ej. nanogramos), y se generan
millones de copias de uno o mas fragmentos de DNA, los cuales pueden ser
visualizados mediante e!actroforesis con alguna tincién o autoradiografia
(Weising ef al., 1995). El DNA es amplificado mediante una serie de cambios de
temperatura: el primer paso es la desnaturalizacion del DNA por un incremento de
temperatura (90°C); posteriormente hay una disminucion de temperatura (25-
65°C), lo cual permite la unidn o alineamiento de los iniciadores a secuencias
complementarias en el DNA,; y finalmente hay un incremento de temperatura
(alrededor de 72°C), donde la polimerasa termoestable de DNA empieza a copiar
la secuencia en la hebra complementaria (uniendo nucleétidos trifosfato), a partir
de las regiones donde se encuentran los iniciadores (Weising ef al.,, 1995). Este
esquema de cambios de temperatura se repite durante cierto nimero de ciclos lo
que permite un incremento exponencial en el nimero de copias de moléculas de
DNA han sido amplificadas en cada ciclo. Asi, a partir de pequeias cantidades
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do DNA, se puede aumentar la concentracion de ciertas regiones del genoma
que pueden resultar informativas.

Los principios de la técnica de Huellas Digitales de DNA y la utilizacién
de la PCR, han permitido el desarrollo de métodos convenientes para detectar
gran cantidad de polimorfismos. El método de PCR puede utilizarse para detectar
joci de microsatélites altamente polimoérficos (Weber y May, 1989; Queller et al,,
1993). El método de miciosatélites tiene la ventaja de proveer datos sobre la
herencia mendeliana en un Joci «specifico, ya que estas secuencias son
marcadores codominantes, pero prasentan la limitante de que tienen que ser

adaptados parza cada especie (Queller ef al.,, 1993).

Un método alternativo que permite detectar variabilidad genética
utilizando la PCR, es la técnica conocida como "RAPDs" ("Random amplified
polimorfic DNA" o DNA polimérfico amplificade al azar) 6 "AP-PCR" ("Arbitrarily
primed-polimerase chain reaction" o reaccién en cadena de la polimerasa por
iniciadores arbitrarios) (Welsh y McClelland 1990, Williams et al.,1990). Ambas
técnicas se basan en la amplificacion de diferentes regiones de las moléculas de
DNA, utilizando iniciadores escogidcs de manera arbitraria. Asi, es posible
encontrar regiones polimérficas dentro cualquier genoma (Welsh y McClelland,
1990; Williams et al., 1990; Lynch y Milligan, 1994). Las regiones variables
encontradas, estan definidas por la secuencia, longitud y contenido de GC de los
diferentes iniciadores utilizados, asi como por la longitud y caracteristicas del
DNA que se va a amplificar. Los polimorfismos pueden ser detectados porque el
cambio de un sélo nucledti ‘o puede alterar el sitio de unién del iniciador, o bien
por la presencia de una insercién o delecion dentro de la regién amplificada, las
cuales pueden dar como resultado bandas ce diferente longitud (Hormanza et al.,
1994). Los productos obtenidos de la amplificaciéon de las moléculas de DNA son
separados en geles de agarosa y/o acrilamida en los cuales se analiza la
variacion en la secuencia, en forma de una serie de bandas de diferentes



jongitudes, que pueden ser caracteristicas de la especie y/o de cultivos dentro de

una especie (Hadrys et al., 1992; Hormanza et al., 1994, Mailer et a/., 1994).

2. Aplicaciones de la PCR y de RAPDs (AP-PCR).
. PCR.

Las técnicas que utilizan la PCR para detectar polimorfismos
representan una gran ventaja por la cantidad de DNA necesario para la
realizacion de los experimentos (nanogramos, respecto a microgramos necesarios
para hacer hibridaciones tipo Southern). Esto ha permitido que mediante
amplificacién y secuenciacion de DNA se estudie la gran diversidad inicrobiana
presente en el agua de mar (Giovannoni et al., 1990, en Burke 1994) También se
na amplificado el DNA de material de museos o arqueolégico y de esta manera se
ha utilizado para comparar poblaciones contemporaneas con antigias (Thomas et
al, 1990, Wayne et al, 1991, en Burke 1984). Ahora es posible realizar estudios
de sistemas de apareamiento y genética de poblaciones, en aquellos organismos
donde era dificil obtener suficiente tejido (debido a su reducido tarmaro) para
hacer los andlisis. El método de mu -streo empleado para utilizar PCR es mas
sencillo y menos destructivo, lo que permite realizar estudios de conservacion en
especies en peligro de extincion (Kohn et al., 1995). El uso de la PCR permite
realizar andlisis genéticos en aves, utilizando el DNA obtenido de una séla pluma
(Taberlet y Bouvet, 1991). Se puede obtener informacién a partir de una raiz de
cabello, para identificar por ejemplo el sexo de un individuo (Taberlet et al., 1993,
en Burke, 1994) o bien hacer estudios de microsatélites.

Los microsatélites son muy utilizados en proyectos de mapeo genético, y
esto ha permitido construir mapas genémicos completos para diferentes especies
(ej. Weissenbach ef al., 1992, en Primmer et al,, 1995). Recientemente se ha
comenzado a emplear esta técnica en estudios ecolégicos (Primmer ef al., 1995;
Bruford y Wayne, 1993; Ellegren et al., 1995). Parece ser un método conveniente
para analizar el éxito reproductivo de los individuos, niveles de parentesco,
endogamia, flujo génico, tamanos efectivos de poblaciones (Morin et al., 1993, en
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wMorin et al.,, 1994). Sin embargo, su aplicacién es laboriosa, pues se tienen que
desarronar los marcadores para cada especie (Queller ef al, 1993; Primmer et al,
1995)-
il. RAPDs (AP-PCR).

Utilizando RAPDs (AP-PCR) se han logrado detectar polimorfismos en el
DNA en diferentes especies de plantas, hongos, animales y bacterias (Welsh and
McClelland 1990; Welsh et a/, 1991; Williams et al. 1990; Lanfranco et al,, 1995.).
Los polimorfismos obtenidos por esta técnica pueden ser utilizados como
marcadores genéticos dominantes para determinar las relaciones genéticas entre
individuos (Hadrys et al., 1992; Harada et al., 1993), para estudios de mapeo
genético en plantas y animales (Welsh ef a/,, 1991; Rafaski y Tinger, 1993) y para
monitorear /oci durante procesos de introgresion o programas de seleccion
(Welsh et al., 1991). Ha sido utilizada para reconocimiento de diferentes cepas
bacterianas en estudios de epidemiologia (Welsh et al., 1992, en Borowsky et al.,
1995) y para realizar clasificaciones taxonémicas en animales y plantas.
Asimismo, se hia propuesto como método de estudio de las relaciones evolutivas
en organismos superiores, para realizar andlisis filogenéticos a nivel de
poblaciones y especies (Borowsky ef al., 1995). Utilizar RAPDs ha resultado util
en estudios de conservacion, puesto que con frecuencia hay poco material
disponible y poca variabilidad en los organismos (Haigh ef al.,, 1994; Rossetto et
al, 1995). La técnica de RAPDs ha permitido obtener resultados en estudios en
los que no se habia encontrado suficiente variacion con alozimas (Brauner et al.,
1992, Meijer ef al., 1994, en Stiller y Denton, 1985). Asi, se han logrado estudiar
diferencias genéticas entre poblaciones de aves, en donde las alozirmas no
habian mostrado suficiente variacion (Bowditch et al., 1993, en Haigh et al., 1994).
El uso de RAPDs en estudios de paternidad ha sido cuestionado (Riedy et al.,
1992; Tegelstrdm y Héggren, 1994). Sin embargo, se ha reportado que puede ser
un método eficiente para realizar andlisis de paternidad (Hadrys et a/., 1991, en
Hadrys et al., 1992; Harada et al., 1993; Jones et al., 1994; Scott ef a/.,, 1992, en
Stiller y Denton, 1995). La técnica de RAPDs ha sido empleada para obtener
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permes genéticos de DNA, en estudios en los que no se cuenta con informacion
genética previa de la especie (Welsh y McClelland 1990; Williams et al. 1991;
Welsh et al., 1991). Esto es importante, ya que en ocasiones, la aplicacion de los
analisis moleculares a problemas ecolégicos se ha visto limitada por la falta de
informacién previa de la secuencia genética de una gran cantidad de organismos.

3, Limitaciones de AP-PCR o RAPDs.

El método de RAPD (AP-PCR) se puede aplicar faciimente a diferentes
organismos, pero los datos son dificiles de interpretar. El que sean marcadores
dominantes representa una desventaja, ya que es dificil detectar heterocigotos
(Welsh et al. 1991b; Williams et al.,1990; Lewis y Snow 1992). Para cada locus
unicamente hay dos alelos: presente o ausente, los cuales son interpretados
como ausencia o presencia del fragmento. En este caso se pierde mucha de la
informacion genética que puede ser obtenida a partir de los marcadores
codominantes. Al utilizar RAPDs (AP-PCR) es posible que los productos de
diferentes loci tengan pesos moleculares similares y por lo tanto no puedan ser
distinguidos en los geles, por comigracion de fragmentos no homaélogos (Karl y
Avise, 1993; Lynch y Mlligan, 1994; Weising et al,, 1995). La técnica de RAPDs
ha sido criticada porque se ha observado que puede haber contaminacién de los
reactivos dando bandas que son consideradas como falsos-positivos o artefactos
de amplificacion. Ha sido criticada también porque a veces es inconsistente y
dificil de reproducir (Yu y Pauls, 1992, Schierwater y Ender, 1993, en Rossetto et
al, 1995). Esto genera problemas en el momento de analizar los resultados
(Devos y Gale, 1992, en Talbert et al., 1994; Wright y Wynford-Thomas, 1990 en
Silva y Batt, 1995). Sin embargo, se ha discutido que esto puede solucionarse si
se toman las debidas precauciones al realizar los experimentos (Hadrys et al.,
1992; Jones et al., 1994).

Por lo tanto, a pesar de las limitantes de esta técnica, ésta tiene ventajas
importantes (como disponibilidad), lo que la hace un buen método para resolver

preguntas ecolégicas en diferentes organismos.
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l. ESTUDIOS DE PATERNIDAD.
A Anélisis de paternidad.

En los estudios de sistemas de apareamiento es importante poder
identificar a los descendientes de los individuos (Hamilton, 1964, Hill, 1987; Burke,
1989; Ellegren, 1991). Al correlacionar las observaciones conductuales con los
estudios genéticos, se ha corroborado que las relaciones genéticas no siempre
concuerdan con las relaciones sociales observadas. Por ejemplo, en muchas
aves y mamiferos, se sabe que hay copulas fuera de la pareja social y que éstas
pueden resultar en hijos extra-pareja. Al copular con otra pasja los individuos
pueden incrementar el nimero de descendientes, aumentando asi, su éxito
reproductivo. En algunos casos resulta complicado el poder correlacionar la
conducta con el éxito reproductivo, como es el caso de especies en las que las
hembras pueden guardar espermas viables por periodos largos de tiempo
(algunos reptiles, aves, mamiferos) (Birkhead y Moller 1992; Bosllstorff et al.,
1994). Esto dificulta la identificaciénen del padre genético de las crias, pues no
se sabe con cual de los machos con los que la hembra copulé es el padre. Sin
embargo, mediante perfiles genéticos de DNA, se ha podido asignar la
paternidad, aun en especies con sistemas sociales complejos. Ademas de
proveer informacidn sobre la frecuencia de paternidad extra-pareja, estas
herramientas moleculares permiten evaluar las diferentes estralegias de
apareamiento dentro de una poblacion (Lifjeld, ef a/., 1993).

B. Anédlisis de paternidad en aves.
Desda 1968 Lack sugirid que el sistema de apareamiento predominante en

aves (90% de las especies) era la monogamia. En este sistema, ambos padres
pueden incrementar el nimero de descendientes compartiendo el cuid=do de los
hijos. En la mayoria de las especies monégamas, los individuos adoptan
estrategias reproductivas mixtas, en las cuales maximizan su éxito reproductivo
buscando oportunidades alternativas de apareamiento ademas de criar hijos




ios (Trivers, 1972). En aves, las estrategias alternativas son: 1) copulas
wg.pareja (Birkhead et al., 1987) y 2) parasitismo intraespecifico de nidadas, en
ol que las hembras dejan huevos en nidos diferentes al suyo para que sean
criados por otras hembras o por otra pareja (Yom-Tov, 1989, MacWhirter, 1989,
en Hartley et al.,, 1993). Al copular extra-pareja, los machos compiten por la
fertilizacién de los huevos de las hembras durante un ciclo reproductivo. Con
andlisis de DNA se ha revelado que mediante las copulas extra-pareja (CEP) los
huevos pueden ser fertilizados y por lo tanto dar lugar a paternidades extra-pareja
(Burke 1989; Westneat 1990; Burke ¢/ al., 1991; Birkhead ef al., 1988; 1990;
Hunter ef al, 1992; Birkhead y Moller, 1992). Las CEP se han considerado como
una fuente importante de varianza en el éxito reproductivo del macho en las especies
monégamas, dando como resultado una seleccion sexual mas intensa que la
esperada con base en las observaciones sociales de los sistemas de apareamiento.
Asi, las estrategias alternativas de apareamiento, pueden dar lugar a que algunos
de los que se consideran hijos no estén relacionados genéticamente con los
padres que estan en el nido. Es por esto que el término monogamia puede
describir el cuidado patemnal compartido por ambos padres, pero no
necesariamente su contribucién genética a las siguientes generaciones (Mock

1983; Gowaty, 1985).

Se ha reportado que 8l parasitismo intraespecifico de nidadas es mucho
menos frecuente que la paternidad extra-pareja entre diferentes especies (Hartley
et al, 1993). En especies en las que hay nidadas con paternidad mdultiple, la
frecuencia de la paternidad extra-pareja puede presentar valores muy bajos (10%
de los hijos pueden ser de padres extra-pareja), o bien sumamente elevados
(hasta mas del 85% de los hijos) (Gowaty, 1995). En algunas aves, la frecuencia
de patemidad extra-pareja es mucho mayor que la esperada a partir de
observaciones de apareamientos extra-pareja (Birkhead y Moller 1992; Lifield ef al.,
1993). Las discrepancias entre las CPE observadas y la patemidad extra-pareia,
pueden ser explicadas en algunos casos: 1) por dificultad de observar todas las CEP,

13



FALTA

PAGINA

1



encia del ultimo esperma) (Birkhead y Moller, 1992). En el fulmar nortefio
(Fufmams glacialis), a pesar d2 que se observaron CEP, no hubo casos de
patemidad multiple (Hunter et al., 1992). En esta ave marina y colonial, los
machos pudieran asegurar su paternidad mediante un mecanismo de precedencia
Bspen-nética. ya que fueron los Ultimos en copular con su hembra antes de la
puesta (Hunter et al., 1992). Westneat (1990) predijo que para los machos de
pob[aciones con reproduccion sincrénica debiera resultar dificil combinar las
copulas extra-pareja, la proteccién a su pareja y el ciudado parental. Mediante
andlisis de paternidad se ha demostrado que en algunas especies de golondrinas
(Delichon urbica, Ripana nipana, Hirundo rustica y Progne subis), hay casos de
patemidad extra-pareja a pesar de que haya cuidado de pareja por parte de los
machos (Beecher y Beecher, 1979, Moller 1985, 1987; Morton 1987, Riley, 1992,
Alves, 1993; todos en Riley et al., 1995).

Cuando hay incertidumbre de patemidad el macho puede disminuir su
inversion patema (Moller, 1988); esto puede variar en diferentes especies. En las
golondrinas (Hirundo rustica) el macho proporcioné mas cuidado parental a las
crias si habian copulado frecuentemente con su pareja (Moller, 1988). Enla
golondrina martin azul (Progne subis) no se observd ninguna correlacién entre la
intensidad de cuidado de pareja y su esfuerzo parental para alimentar a las crias
(Morton, 1987). En el ave paserina Prunella modulians, los machos utilizan el acceso
para copular con su hembra como medida indirecta de paternidad. Los machos que
se aparean con una hembra, alimentan a sus crias, ain e ios casos donde ellos no
son los padres (Burke ef al., 1989).

La paternidad extra-parteja puede estar relacionada con diferentes
caracteristicas de los individuos. Por ejemplo, en Progne subis los machos de mayor
edad obtienen mas patemidades extra-pareja, que los mas jovenes. En estas aves
las fertilizaciones extra-pareja pudieran estar sesgadas de acuerdo con la edad de los
individuos {Morton et al., 1990). Por otra parte, en el carbonero azul (Parus
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wam;eus), los machos considerados “atractives" (aquellos muy visitados por
hembras vecinas) tuvieron menos hijos extra-pareja en sus nidos, que aquellos
oonsidefados como "no atractivos” (Kempenaers ef al., 1992). Estos machos
(-'atradivos") eran mayores y sobrevivieron mejor. Las hembras pudieran copular
extra-pareja para obtener mejor calidad genética (Kempenaers ef al., 1992).

Para entender el significado adaplativo de las copulas extra pareja, se
tienen que considerar los costos-beneficios de los patrones de comportamiento
para cada sexo, suponiendo que la seleccién natural determina su evoluciéon. Se
ha sugerido que los machos pudierar; realizar copulas extra-pareja para
incrementar su adecuacién (mayor nimero de descendientes) (Birkhead y Moller,
1992). Sin embargo, al copular extra-pareja pueden exponerse a tener una
disminucién en el nimero de espermatozoides, a ser "engafados” o agredidos
por otros machos, asi como a contraer parasitos o enfermedades (Birkhead y
Moller, 1992; Riley ef al., 1995). Por otra parte, las hembras pueden presentar
CEP para promover la competencia espermatica, asegurar la fertilizacién de los
huevos u obtener beneficios materiales (nutrientes, cuidado paterno) o genéticos
(diversidad, calidad genética). Al presentar CEP pudieran también intentar evitar
el infanticidio o el rechazo de otros machos. El costo para las hembras de realizar
CEP pudiera ser la disminucion en la inversién paterna de su pareja en la crianza
de sus hijos (Trivers, 1972; Moller, 1988), riesgo de ser lastimadas o agredidas,
acosamiento de los machos con los que CEP, riesgo a contraer enfermedades y
parasitos (Wes;tneat et al. 1990, Birkhead y Moller 1992, Wagner 1992, en Riley
ef al., 1995). Por lo tanto, el éxito de las CEP, probablemente esta relacionado
con los costos y beneficios en el cuidado patemo y en la intensidad de seleccién

sexual.



_F Métodos para determinar paternidad.

Se han desarrollado diferentes métodos para identificar los patrones
pobracionales de paternidad cuando se conoce la identidad de la madre. En las
iacnicas de simple exclusién (Ellstrad 1984, Hamrick y Schnabel, 1985, en Devliin
etal., 1988) se hacen comparaciones entre el genotipo de la progenie con aquel
de la madre, se substrae la contribucién materna, y se compara la contribucién
genética del padre con los genotipos de todos los posibles padres. Hay exclusion
de paternidad cuando el genotipo del posible padre y del hijo no concuerdan. La
pmbabilidad de exclusién incrementa con el numero de foci utilizados como
marcadores genéticos, con el numero de alelos y las frecuencias alélicas
presentes en cada focus. Es importante obtener la probabilidad de exclusion =n
una poblacion para el focus o foci que se esten estudiando (Devlin ef al., 1988).
Los valores van desde O hasta 1, uno si un macho (padre) seleccionado al azar es
excluido de un par de madre-hijo seleccionado al azar y 0 en el caso contrario
(Devlin et al., 1988).

Las exclusiones de patemidad son evidentes y se realizan al analizar
genotipos de padres e hijos. Sin embargo, la estimacién de la probab:iidad de
paternidad para un individuo no exciuido, es mas complicada, pues se realiza
mediante pruebas estadisticas (Pena y Chakraborty, 1994). Esto puede ser
cuantificado al obtener la proporcidn entre la probabilidad de que el supuesto
padre sea el padre verdadero (X) sobre la probabilidad de que un individuc
considerado al azar (Y) sea el padre genético. Esta proporcién se conoce como
indice de paternidad y es la forma de determinar la paternidad de cierto individuo

(Pena y Chakraborty, 1994).
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R QUE Sula nebouxii?

El bobo de patas azules (Sula nebouxi) es un ave marina, colonial, del orden
de los pelecaniformes (Nelson 1978). Habita exclusivamente en islas del Pacifico, es
de reproduccion sincrénica, y los individuos son filopatricos, es decir, hay una
gispersion limitada desde el sitio donde las aves eclosionaron al sitio donde regresan
g anidar (Osorio-Beristain y Drummond, 1993). La colonia de reproduccién de Isla
|sabel en Nayarit incluye cerca de 400 parejas en dos subcolonias (Osorio-Beristain y
prummond, 1993). En la zonas de mayor densidad existen 0.4 nidos por m’yla
distancia promedio entre nidos ahi es de 2.0 m (Castilio y Chavez-Pedn 1983, Osorio-
geristain y Drummond, 1993). Las aves anidan en la tierra y existe mucha interaccion
social entre vecinos.

(Cada pareja de bobo de patas azules defiende uno 6 mas territorios durante el
cortejo y se establece en uno para la incubacion y la crianza (Nelson 1978). Enla
colonia de reproduccion de Isla Isabel, las aves tienen de una a tres crias, las cuales
eclosionan con intervalos de alrededor de cuatro dias (Drummond et al., 1986). La
criariza y el cuidado de los hijos se realiza por ambos padres, aunque la contribucién
de la hembra en la alimentacion de las crias es mayor que la del macho (Guenay
Drummond, 1995). Las hembras dan rmayor cantidad de pescado y alimentan a las
crias con mayor frecuencia que los machos durante aproximadamente los primeros
35y 60 dias respectivamente (Guerra y Drummond, 1995}

Estas aves son aparentemente mondgamas; los individuos presentan
estrategias reproductivas mixtas con copulas intra-pareja (CIP) y copulas extra-pareja
(CEP) (Osorio-Beristain, 1994). Al realizar observaciones conductuales, se encontro
que el 54% del total de individuos muestreados (13 hembras y 13 machos) copularon
extra-pareja. Todas las CEP ocurrieron antes de la primera puesta y se realizaron
con individuos vecinos ya apareados (Osorio-Beristain, 1994).

Las hembras promiscuas realizaron algunas CEP en presencia del macho con
el que estaban apareadas. Sin embargo, las tasas de CEP fueron menores cuando
su pareja estaba presente, que cuando él estaba ausente. Durante los 5 dias previos
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4 lapuesta (probable periodo fértil), ninguna de las hembras promiscuas realizé CEP
o0 presencia de su macho.

Cuando los machos (3 de 7 machos apareados con hembras promiscuas)
gstuvieron presentes durante algunas de las CEP de sus hembras, éstos no
mostraron agresion, ni interfirieron. Estos machos presentaron CIP diarias similares a
aquellas realizadas por machos con parejas no promiscuas (1.77+0.70 CIP contra
1.7040.54 CIP) (Osorio-Beristain, 1994). Por lo que al parecer estos machos no
presentaron cuidado de pareja incrementando la tasa de CIP o interfiriendo cuando
sus hembras presentaban CEP.

Las CIP ocurrieron significativamente mas cercanas a la puesta que las Ultimas
CEP. Las ultimas dos copulas de cada una de las 7 hembras promiscuas fueron con
supareja. La dltima CIP ocurrié 11.1£14.4 h antes de la primera puesta y la Gltima
CEP fue 78.0£72.25 h antes de dicha puesta. Si se considera que los huevos son
ovulados alrededor de 26 horas antes de la puesta, y que la fertilizacién ocurre en
este lapso, el que los machos obtengan las Ultimas dos cdpulas con su pareja pudiera
sef un mecanismo para asegurar su patemidad.

El realizar andlisis de paternidad en esta colonia del bobo de patas azules
mediante técnicas moleculares, ayudara a entender las estrategias reproductivas
presentadas por estas aves marinas. Por ejemplo, se podra determinar la proporcién
de patemidad extra-pareja en la colonia y asi correlacionar estos valores con la
frecuencia de CEP observadas. Se podran relacionar los casos de patermnidad
multiple con la edad y experiencia reproductiva de los adultos. El realizar anélisis de
paternidad en estas aves permitira determinar si los machos al obtener las Ultimas
dos copulas con su pareja antes de la puesta, son capaces de asegurar su
patermnidad. Dado que es posible que estas aves presenten tubulos para guardar
espermatozoides viables de diferentes machos (com. pers. Osorio-Beristain, M.),
mediante los andlisis de patemidad se podra determinar si la competencia
espermatica favorece al macho que esta en el nido, o bien si la ventaja de paternidad
es para el macho con el que la hembra copuld extra-pareja. Seria interesante
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gnalizal si hay variacion en los patrones de paternidad en diferentes areas de la
jonia, €s decir, se podra analizar si los casos de patemidad extra-pareja varian en

4reas con diferentes densidades de anidacion.
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" pETERMINACION DE SEXO.
| rtancia de la determinacién de sexo en aves.

La identificacién precisa del sexo en aves vivas es fundamental para
giferentes estudios de estructura de poblaciones, de comportamiento, de
estrategias altemnativas de reproduccion, de proporcion de sexos y de
conservacion (Tiersch et al,, 1991). La identificacion de sexo en aves puede
resultar complicada cuando se utilizan especies sexualmente monomérficas 6 en
especies donde el monomorfismo sexual prevalece en etapas juveniles (Griffiths
ot al., 1992). Esto puede representar dificultades en estudios de proporcién de
sexos, donde es necesai 0 determinar el sexo da todas las crias en cada
generaciésn‘ Darwin propuso que en diferentes especies la proporcién primaria de
sexos es alrededor de 1:1 (macho:hembra) (Trivers, 1985). Segun Fisher (1930) la
proporcion de sexos de la progenie debe estar sesgada hacia el sexo menos costoso,
cuando el costo de criar hembras y machos es diferente

La proporcion de sexos en la colonia de Sula nebouxii de Isla Isabel, presenta
un sesgo hacia machos, tanto en el momento en que los huevos eclosionan, como en
la etapa de emplumado (Torres R. y Drummond, H. en prep). En esta especie, las
hembras son 25% mayores que los machos, por o que podrian resultar mas costosas
(por ejemplo en la cantidad de alimento que necesitan para crecer). El que la
proporcion de sexos este sesgada a los machos en el bobo de patas azules, pudiera
permitir a los padres equilibrar su inversion en los dos sexos, en caso de que criar
una hija resulte mas costoso que criar un hijo (Drummond ef al., 1991). Para conocer
la proporcidn de sexos es necesario contar con técnicas adecuadas que permitan
identificar el sexo de las aves. Se ha demostrado que los marcadores
moleculares ligados a genes determinantes del sexo, o bien a cromosomas
sexuales pueden ser métodos efectivos para la identificacion de sexo (Avise,
1994), por lo que seria interesante contar con estos marcadores como método

para identificar machos y hembras en Sula nebouxii.
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m@gdores moleculares en la determinacién de sexo.

La identificacidon de sexo en aves puede realizarse mediante diferentes
técnicas. Por ejemplo, puede hacerse una examinacion quirurgica (laparoscopia),
pero ésta requiere de anestesia, lo cual implica estrés y riesgo de infeccion post-
operatorio (Quinn et al,, 1990). Se puede también hacer andlisis cariotipico, esto
as laborioso y en ocasiones resulta complicado identificar a los cromosomas
sexuales con claridad (Prus y Schmutz,1987). En diferentes especies de aves
monoimorficas se han utilizado también los niveles y tipos de esteroides
excretados para predecir el sexo y el estado reproductivo del animal. Sin
embargo, en ocasiones se ha encontrado ambigliedad en las determinaciones de
sexo de los individuos. Las herramientas moleculares pueden resolver algunos
de los problemas que se presentan al utilizar otros métodos de identificacion de
$6X0.

Los marcadores de DNA son utilizados eficientemente para determinar el
sexo en diferentes organismos (Griffiths y Tiwari, 1993; Avise 1994; Longmire et
al., 1993). Estos marcadores moleculares estén presentes en el genoma cuando
la determinacion de sexo esta controlada genéticamente. Eslo ocurre en las
aves, donde las hembras son heterogaméticas (cromosomas W y Z) y los machos
son homogameéticos (cromosomas Z,Z). La técnica que permite localizar
marcadores de DNA esta bien establecida, es sencilla y precisa (Griffiths y Tiwari,
1993), ademas se requieren pequerias cantidades de muestra de tejido o de
sangre para los andlisis. El mayor problema de este método consiste en la
obtencion de marcadores ligados al cromosoma W o Y (Griffiths, y Tiwari, 1993).
1. Sondas de DNA.

Para determinar el sexo en mamiferos se cuenta con una sonda
correspondiente al gene SRY (regién determinante del sexo en el cromosoma Y)
Esta secuencia se encuentra conservada, por lo que puede ser utilizada de
manera general en diferentes organismos (Sinclair et al., 1990; Gubbay et al.,
1990). Para los no mamiferos, la determinacién de sexo se ha realizado con el
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uso de secuencias de DNA altamente repetidas (Griffiths y Holland, 1993). Estas
resultan adecuadas, aunque generalmente no estan conservadas entre diferentes
organismos, por lo que un marcador de sexo aislado de una especie, no
necesariamente esta presente en otras especies (Griffiths y Tiwari, 1993).

Para delectar loci de los cromosomas sexuales en algunas aves, se han
Jtilizado sondas de mini- y microsatélites (Miyaki et al., 1992; Longmire et al.,
1993). En dos especies de pericos, pertenecientes al género Aratinga
(Psittacidae. Psittaciformes), hubo hibridacién cruzada de una sonda de
minisatélites de humano a un par de bandas especificas para el cromosoma W de
jas hembras. Estas dos banidas pudieran pertenecer a uno 6 dos /oci especificos
del cromosoma W. La mayoria de las especies del género Aratinga y Ara son
especies en peligro de extincion, que no pueden ser sexadas a partir de su
morfologia externa. La deteccion de fragmentos especificos para la hembra en
gstas y ofras especies relacionadas, puede ser de suma utilidad para el manejo
de poblaciones tanto silvestres como en cautiverio (Miyaki ef al., 1992).

En otras aves se han aislado fragmentos especificos del cromosoma W.
Por ejemplo, en el ganso de las nieves (Chen caerulescens) se aislé un fraginento
de DNA homologo al cromosoma W, y este fragmento fue utilizado como sonda
(especie-especifica) para determinar sexo en mas de 150 aves, a partir de DNA
obtenido de muestras de sangre (Quinn et a/, 1990). En la gaviota arenquera é
plateada (Lurus argentatus), también se obtuvo una sonda de DNA especifica
para el cromosoma W (Griffiths y Holland, 1990). En el pagalo café (Catharacta
lonnbergi) se encontraron bandas especificas para el cromosoma W y estos
marcadores genéticos se utilizaron para documentar diferencias significativas en
las proporciones de sexos en aves adultas respecto a las crias. Sin embargo, no
se ha encontrado ningun marcador del cromosoma W que pueda ser aplicado a
todas las especies de aves. Los loci del cromosoma W analizados estan
restringidos a una o a unas cuantas especies relacionadas (Quinn et al., 1990).
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2. PCR
Una técnica que se ha utilizado para aislar marcadores de los cromosomas

wo Y, siguiendo protocolos relativamente sencillos, es el amplificar DNA
mediante la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) (empleando diversos
iniciadores). Se usan muestras de DNA de diferentes individuos en distintas
especies de aves (Griffiliis y Tiwari,1993). Las caracteristicas de los iniciadores y
las condiciones de PCR deben ser ajustadas para cada una de las especies con
las que se esté trabajando. Es mportante considerar la temperatura de la PCR, y
1a longitud de los iniciadores, ya que conforme ésta disminuye, en teoria, debe
haber un mayor numero de sitios blanco disponibles y por lo tanto una mayor
probabilidad de amplificar un Jocus sexo-especifico (Griffiths y Tiwari,1993). Con
pase en la presencia y ausencia de bandas en hembras y machos, se determina
cuales son los iniciadores que pudieran ser utilizados como marcadores de sexo.
Para cada una de las especies con las que se esté trabajando, se determina
cuales son las bandas que aparecen unicamente en la hembra. Las bandas de
interés puede ser aislada de los geles y utilizadas como sonda para generar
bandas polimérficas sexo-especificas (Griffiths y Tiwari, 1993). El probar
diferentes iniciadores, podria resultar util para aislar un marcador sexo-especifico
de cualquier organismo, en especies donde uno de los sexos posee un

cromosoma unico (Griffiths y Tiwari, 1993).

En el estornino comun (Sturnus vulgaris) se logré amplificar un loci sexo-
especifico al utilizar iniciadores disefiados para amplificar un locus particular. En
estas aves es posible identificar el sexo de los adultos mediante diferentes
caracteristicas externas (longitud de las plumas, color del iris, base de la
mandibula inferior, etc). Sin embargo, estas caracteristicas sexuales varian con
la temporada y con |la edad del individuo y por lo tanto pueden causar confusién.
Ademas, no hay forma de identificar el sexo de los juveniles ni a las crias a partir
de su morfologia externa. Al utilizar la técnica de PCR para determinar el sexo,
se evitan dichos problemas (Griffiths ef al., 1992).
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c. peterminacién de sexo en Sula nebouxii.

En el bobo de patas azules (Sul/a nebouxii) el dimorfismo sexual (en
tamario, voz y pupilas aparentes) se presenta en las aves adultas, pero no en las
crias. Las aves jévenes unicamente pueden sexarse por diferencias
morfométricas cuando alcanzan el tamafio asintético bimodal, en el que las
medidas de la ulna no se sobrelapan entre machos y hembras (Drummond et al.,
1991). Para establecer este método de identificacion de sexo, se obtuvo una
funcion discriminante a partir de una muestra (obtenida al azar) de 8 machos y 8
hembras obtenidas fuera del area de estudio, estas aves fueron sacrificadas y se
les determind el sexo mediante un examen de génadas (Holmgren M. y
prummond H. No publicados; en Drummond ef al., 1991). Este método se
corrobor6 en diferentes crias, y ha permitido los machos y las hernbras puedan
ser identificadas (mediante la longitud de la uina) cuando alcanzan los 70 dias de
edad. Asimismo, la morfologia del tejidc gonadal es utilizada para identificar el
sexo de las crias que mueren antes de los 100 dias de edad (Drummond et al,,
1991). Las génadas extraidas, son preservadas y posteriormente analizadas en
el microscopio. En los machos se observan los canales seminiferos y las células
de Leydig; y las hembras presentan tibulos sexuales y/o foliculos que contienen
células germinales en etapa de profase de la primera divisidn meidtica
(Drummond et al., 1991). En ocasiones, las gonadas se descomponen y son
dificiles de identificar por éste método.

Otro método por el que se puede corroborar el sexo de las aves, es por la
diferencia de sonidos que emiten, ya que cuando son adultos los machos silban y
las hembras graznan (Nelson, 1978). Sin embargo, esto sélo puede hacerse una
vez que las aves regresan a la colonia para reproducirse varios afos después.
Para las hembras la primera anidacién se da entre el primer y el sexto afio de
vida, mientras que para los machos es entre los dos y los seis afios (Osorio-
Beristain y Drummond, 1993).
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El desarrollar un método molecular para identificar el sexo en el pajaro
pobo de patas azules, puede ser de utilidad para conocer el sexo de todos los
individuos desde etapas tempranas de su desarrollo. Asi se puede obtener
informacion para estudios de proporcion de sexos, con la posibilidad de analizar
un gran nuimero de individuos en poco tiempo. Esto puede evitar pérdidas de
informacién en casos en los que las crias desaparezcan del nido antes de cumplir
los 70 dias o bien en los que las crias mueran y no puedan ser sexadas por

examinacion gonadal por descomposicién de las mismas.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la utilidad de la técnica de AP-PCR para realizar analisis genéticos
en el ave Sula nebouxii de la colonia de reproduccion de la Isla Isabel (Nayarit,

México).

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Encontrar marcadores genéticos (/oci variables) que permitan hacer

estudios intraespecificos en la colonia.
b) Analizar la posibilidad de utilizar dichos marcadores genéticos para

realizar andlisis de paternidad en estas aves.
c) Analizar si alguno de los marcadores puede ser utilizado para determinar

el sexo de los individuos.
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MATERIALES Y METODOS

4. OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE.
1. Zonas de estudio e individuos muestreados.

Se obtuvieron muestras de sangre de 200 individuos en 50 familias de
pajaros bobos de patas azules (Sufa nebouxii) durante marzo y abril de 1994. Las
muestras se colectaron en Isla Isabel, una pequefia isla (1.3 x 1.7 km) en el
pacifico Mexicano, a 28km de la costa del estado de Nayarit (21°52'N 105°54'W).

Se colectaron 100 pl de sangre de cada individuo utilizando una lanceta
estéril y un capilar. La sangre obtenida de la vena branquial se depositd en 1 mi
de buffer de lisis (4M UREA, 0.2M NaCl, 0.1M Tris-HCI pH 8.0, 0.5% n-
Jaurylsarcosine, 10mM EGTA (Seutin ef al., 1990)), donde se conservé a 4°C
hasta su procesamiento. En cada tubo se anotd el nimerc e identidad del
individuo sangrado.

Se muestrearon familias de dos crias localizadas en dos zonas de estudio:
Costa Fragatas y Playa de las Monas. En estas zonas se realiza un programa de
investigacion por Drummond y colaboradores, el cual involucra la anillacién de
adultos y el seguimiento del crecimierto de las crias desde su eclosién. A cada
nido se le pone una marca y a cada una de las crias se les pone un anillo de
diferente color, para identificar el orden de eclosién. A la edad de emplumado
(alrededor de los 70 dias) las aves son marcadas con anillos de acero
permanentes, los cuales presentan numeracién individual.

Para este trabajo se tomaron muestras unicamente en nidos en los que se
tenia el registro del dia de la puesta de los huevos, para poder seguir el
desarrollo de los integrantes de cada nido. En los censos periddicos que se
realizaron en ambas zonas de estudio, se registré el nimero de anillacion de cada
individuo, la fecha, el orden de eclosién de los huevos y la sobrevivencia de las
crias. Después de obtener las muestras de sangre, se verifico la identidad
registrada al sangrar a cada individuo, con aquella presentada en las registros
periédicos.
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2 |dentificacién de sexo de las crias.

Los pajaros bobos de patas azules presentan dimorfismo sexual. A los 70
gias de edad, las distribuciones de las medidas de ulna de machos y hembras no
se sobreponen entre si, por lo que es posible determinar con alto grado de
certidumbre, el sexo de las crias (Drummond ef al,, 1991). Los datos obtenidos
durante 1989 se utilizaron para identificar el sexo de las crias con base en las
medidas de ulna a los 70 dias. El sexo de las crias fue comparado
posteriormenle con los resultados obtenidos a partir de analisis moleculares
utilizando la técnica de AP-PCR como marcador molecular.

2. PURIFICACICN DE DNA .

Cada una de las muestras se procesé para la extracion del DNA mediante
el siguiente protocolo (Maniatis et al., 1982, con algunas modificaciones):

Se agregaron 2.5 ml de buffer de extraccién (Tris-HC| 10mM pH8.0, EDTA
0.1M pH 8.0, SDS 0.5%) a cada ml de mezcla de sangre y buffer de lisis. Se
homogenizaron alrededor de 10 segundos hasta que desaparecieron los
coagulos. Se afiadieron 20ug/ml de RNAsa pancreética y se incubaron por una
hora a 37°C. Posteriormente se agregé un volumen de fenol saturado con Tris-
HCI, pH 8.0 y se mantuvo en agitacién alrededor de 15 minutos. Cada muestra se
centrifugé 10 minutos a 6000 rpm en un rotor SS34 a 4°C. Se recuperd la fase
acuosa y se le afladi6 un volumen de fenol/cloroformo-isoamilico (25/24:1),
después de mezclar por 10 minutos se centrifugd a 6000 rpm (rotor SS34), 4°C.
Nuevamente se recupero la fase acuosa y se le afiadioé un volumen de cloroformo-
isoamilico (24:1), se agité durante 5 minutos y se centrifugé a 6000rpm (rotor
§534) 10 min. A la fase acuosa se le agregaron 0.2 volimenes de acetato de
amonio 10M y un volumen de isopropanol frio. Se mezclé y se observé la
precipitacion del DNA. Posteriormente se dej6 precipitando 30 min a -20°C, 6
bien 10 min a -70°C, y después se centrifugé a 6000 rpm (rotor SS34) durante 10
minutos a 4°C y se decanté. Se realizaron tres lavados con etanol al 70% y la
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pastilla de DNA se dejo secar a temperatura ambiente 6 a 37°C. Posteriormente
se resuspendié el DNA en 500-1000 pl de TE (Tris-Cl 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8.0). Se adicion6 TE hasta que la solucién dejé de ser viscosa.

3. CUANTIFICACION DEL DNA.

La concentracion de DNA obtenido de cada una de las muestras se
cuantificd mediante espectrofotometria (absorbancia a 260 nm). Para ello se
considerd que 50 pg/mi de una solucion de DNA de doble cadena tiene una
absorbancia (densidad éptica) de 1.0 a 260 nm (Maniatis ef al., 1982). La pureza
del DNA se obtuvo mediante la relacién de absorbancias de las muestras a 260 y
280 nm. Las muestras puras de DNA tienen una relacién de absorbancias de
260/280 de 1.8; cuando hay contaminacién con fenol o con proteinas la relacion
de absorbancias disminuye (Maniatis ef al., 1982; Bruford et al,, 1992). La
concentracion y calidad del DNA se analizaron también mediante geles de
agarosa 0.8% tenidos con bromuro de etidio (0.5 pg/mi).

4. TECNICA DE AP-PCR.

1. Preparacion del DNA.

La cuantificacién precisa del DNA es esencial para obtener patrones
reproducibles de AP-PCR. Después de determinar la concentracion de las
soluciones de DNA, éstas fueron diluidas para realizar ias amplificaciones. Estas
soluciones se analizaron en geles de agarosa contra estandares de DNA para
rectificar que todas las muestras presentaran la misma concentracion. Con base
en las concentraciones presentadas en los geles teflidos con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml), las diluciones fueron ajustadas y verificadas de manera cuantitativa
en otro gel. En algunos casos fue necesario un nuevo reajuste, por lo que se
realizé un tercer gel para corroborar que las concentraciones de DNA fueran las
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gdecuadas. De esta manera se logré que todas las muestras presentaran la

misma concentracion de DNA.

2. Reacciones de amplificacion.

El volumen final de las amplificaciones fue de 10 pyl. Cada muestra se
cubrié con 20 pl de aceite mineral. Para las reacciones de amplificacion se utilizé
una mezcla (solucién A), que contenia la Taq polimerasa, el buffer 10x y los
nucledtidos. Esta mezcla se guardaba a 4°C y era utilizada para realizar varios
experimentos. Para las amplificaciones se agregaron los reactivos en el siguiente
orden: aceite, solucion A, mezcla B (que contenia los iniciadores y el cloruro de
magnesio), y por ultimo la solucién de DNA. Para los controles negativos se
preparaba la mezcla de reaccion sin el DNA. Las concentraciones finales de las
amplificaciones fueron las siguientes:

0.25 unidades de Taq (Promega)
5mM MgCl; (Promega)

2 mM de cada dNTP

2 uM de iniciador

1-10 ng DNA

Buffer 1X (Promega):

50mM KCI

10mM Tris-HCI (pH 9 a 25°C)
0.1% Triton X-100

e o o o @

3. Programa de PCR utilizado para las amplificaciones.

95°C (2 min), 1 ciclo; 94°C ( 1:10min), 40°C ( 3 min), 72°C
(3 min), 5 ciclos; 94°C (1:10 min), 50 °C (1 min), 72°C (1:30
min), 34 ciclos; 72°C (10 min), 1ciclo; 30°C, mantener a esta
temperatura.

E! aparalo empleado para las amplificaciones fue un termociclador marca
HYBAID, modelo 1. '
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4. Andlisis de los productos de reaccion.

Al término de las reacciones de PCR, los tubos se guardaron a 4°C. A
cada tubo se le agregaron 2.5pl de marcador 6X (ficoll 400, azul de bromofenol
en TE pH 8.0) y posteriormente se analizaron los productos de reaccion en geles
de agarosa 2.5% (15 x 10cm). Se realizaron las electroforésis a 100V (en buffer
TBE 0.5 X) hasta que el colorante alcanz6 el final del gel. Los geles se tifieron
con bromuro de etido a concentracion final de 0.5 ng/ml y posteriormente se
fotografiaron. En cada uno de los geles se puso un marcador de peso molecular:
DNA del fago ©@X174 digerido con Haelll o bien un marcador de pesos
moleculares comercial (USB), con los que se analizaron los tamanos de los
productos de reaccion. Las muestras con reacciones positivas, se utilizaron en

electroforésis en geles de acrilamida 4% (16 x 40 cm).

5. PREPARACION DE GELES DE ACRILAMIDA 4%.

1. Preparacién de la solucién de acrilamida 30%.

e Acrilamida 29 g

e Bisacrilamida1 g

+ Disolver la acrilamida y bisacrilamida en agua desionizada a un
volumen final de 100ml.

2. Preparacion de los geles de acrilamida 4%

1. TBE 10 X.
e Tris base 108 g
e Acido bérico 55¢
e EDTA pH8.0 40 ml
e Agua desionizada a 10t
2. Solucién A.
o o FL’.’ZDLUG"
« TBE 10X 13 ml NS b

e Acrilamida 30% (29:1) 17.3ml
¢ Mezclar

32



3. Solucion B.

o Agua desionizada 98.9 ml
o Persulfato de amonio 01g
e Mezclar

Después de preparar las soluciones A y B, se filtraron al vacio (primero la A
y posteriormente la B), de tal manera que quedaran en el mismo recipiente. Se
utilizé un filtro millipore de 0.45 micras. Después de mezclar suavemente, se
anadieron 39 yl de TEMED a la nueva solucién. Se agito y se vertio la acrilamida
a los vidrios previamente preparados. Fue importante el evitar la formacién de
purbujas. Posteriormente se coloco el peine en la parte superior y se dejo
solidificar durante dos horas.

Notas:

1. Se utiliz6 agua desionizada tanto para preparar los geles, como para hacer la tincién con plata
2. Los vidrios, espaciadores y peine se lavaron con agua y jabén y después con etanol al 70%.
Siempre se utilizaron guantes.

3. Los espaciadores (1.5mm) se unieron con un poco de vaselina; fue importante eliminar el
exceso y no ensuciar los vidrios.

3. Electroforesis en geles de Acrilamida 4%.

Para las electroforesis primero se colocé buffer TBE 1X en la camara de
geles. Se removié el espaciador de la parte inferior de los vidrios, se quitd el
peine y se elimind el exceso de liquido de la parte superior del gel. Se colocaron
los vidrios en la camara de geles, y se limpiaron los carriles utilizando una pipeta
pasteur. Se puso una placa de metal sobre los vidrios, para evitar que se
calentaran en exceso y se llend la parte superior de la camara con TBE 1X. Cada
gel se precorrié 1 hr a 300V, tiempo durante el cual se prepararon y ordenaron las
muestras de DNA. Cada tubo se mezcld y se centrifugd durante algunos
segundos. Después se agregaron 10 pl de marcador @X174/Haelll (5ng/ul) en el
primer carril y se realizaron las electroforesis durante 12 horas a 300V (30mA).

En cada experimento se anoté el tiempo de inicio y término de la corrida, asi como

voltaje y amperaje iniciales y finales.
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6. TINCION CON PLATA DE LOS GELES DE ACRILAMIDA 4%.

1_Solucion fijadora (1 1t).

« Metanol absoluto 500 ml
¢ Agua desionizada 350 ml
« Acido acético glacial 100 ml
¢ Glicerol al 50% 50 ml

2 Solucién Oxidadora 10X (500 ml).

¢ Acido nitrico 1.0ml

e Permanganato de potasio (K.Cr ;0;) 50g

s Agregar agua a 500 mi
3. Solucién 1 (tincién-reactivo de plata).

+ Nitrato de plata (AgNO;) 10g

¢ Formaldehido (40%) 1.5ml

Nota: es importate el pesar el nitrato de plata, disolver en agua desionizada, llevar casi a 1
litro. El formaldehido debe agregarse alrededor de 5 minutos antes de utilizar la solucion.

4. Solucién 2 (revelador).

o Tiosulfato de sodio (Na;S;0,) 0.02g
¢ Carbonato de sodio (anhidro) (Na,C0,) 50.0g
¢ Formaldehido (40%) 1.5ml

Nota: Es importante el agregar el carbonato de sodio muy lentamente, evitando que se
formen precipitados en el fondo. El formaldehido debe agregarse alrededor de 5 minutos antes de
utilizar la solucién.

5. Acido Acético 10%

« Acido acético 100 mi

¢ Agua desionizada 900 mi
6. Acido Acético 5%

¢ Acido aceético 25 ml

¢ Agua desionizada 475 ml

34

-

[Led

UL



7. Proceso de tincién de los geles.

Al término de cada electroforesis, se prepard el recipiente (acrilico) en el
que se iba a realizar la tincion. Este recipiente se enjuago y se lavo varias veces
con agua desionizada. Se agrego la solucién fijadora en el recipiente de tincion y
posteriormente se coloco el gel en dicha solucion. Es importante no tocar el gel
en ningun momento. Se agitd, a baja velocidad, durante 30-40 minutos; después
se elimino el fijador (el cual se filtré y se guardd) y se agregod 1 litro de oxidador
1X sobre el gel. Se agitd vigorosamente durante 30 minutos y posteriormente se
realizaron 6 lavados con agua desionizada. Cada lavado fue de alrededor de 10
minutos, con agitacién. Aqui fue importante observar el color del gel y del agua.
Después de los lavados el gel tenia un aspecto transparente. Durante los
lavados se prepararon las soluciones 1y 2. Después del tltimo lavado con
agua, se agrego el formaldehido a la solucién 1, y se mezclé. Posteriormente se
eliminé el agua del contenedor y se agrego la solucion 1. Se agitd lentamente de
30 a 40 minutos. En este tiempo se prepararon la solucién 2 y el acido acético
10% y 5%. Alrededor de 5 minutos antes de que finalizara el tiempo de tincion
(solucién 1), se agregd el formaldehido a la solucién 2 y se mezcld.
Posteriormente se eliminé la solucién 1 del contenedor, se dieron 2 lavados
rapidos con agua desionizada (alrededor de 1.5 It) y se agregd la solucion 2. Se
dejé el gel en agitacion lenta y se observo cuidadosamente la aparicién de las
bandas. Con base a la intensidad de las mismas, se determiné de manera visual
el tiempo para detener la reaccion (alrededor de 4 minutos). En ese momento se
agrego la solucidn de 4cido acético 10%, y se dejé en agitacion durante 5
minutos, hasta que desaparecieron las burbujas. Posteriormente se eliminaron
las soluciones anteriores del recipiente y se agregé el acido acético al 5%. Se
dejo en agitacién durante algunas horas para que se eliminara el color obscuro
del fondo del gel y fuera mas facil observar el patrén de bandas. Después se
cortaron las partes del gel que no resultaron informativas y se guardo el gel en
una bolsa de pléstico, agregando un poco de acido acético 5% en el interior. Se
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sellaron bien los extremos (con calor) evitando la formacion de burbujas. Los

geles se guardaron a 4°C y se fotografiaron.

7. ANALISIS DE LOS GELES.

En cada gel se analizé el patrén de bandas generado por cada iniciador
se identificaron los iniciadores que generaban bandas intensas, variables y
consistentes entre experimentos. Posteriormente, se asigno el tamaro de las
pandas polimérficas, con base a marcadores de pesos moleculares. Se registro
la presencia (+) y ausencia (-) de bandas informativas en cada uno de los geles,
para cada uno de los individuos. Dos personas analizaron los geles de manera
independiente. Después de comparar los resultados, se repitieron las
amplificaciones y geles de las muestras en las que habia ambigtedad en el
andlisis. La determinacidn de las frecuencias alélicas se realiz6 considerando a
la presencia de la banda como alelo dominante (p) y a la ausencia de la misma,
como alelo recesivo (q). Se considerd que la poblacion se encuentra en equilibrio
Hardy-Weinberg. La proporcién de individuos que no presentan bandas es R, por
lo tanto g>=R y p= 1 - q (Lewis y Snow, 1992; Lynch y Milligan, 1994).

Anélisis de paternidad:

Exclusién de patemidad: Después de registrar la presencia - ausencia de bandas
en cada uno de los loci, se observé si por lo menos para uno de los /oci, el macho
(M) y la membra (H) del nido, presentaban fenotipos recesivos (ausencia de
banda - ) y el hijo presentaba fenotipo positivo (+). Dado que se estan utilizando
marcadores dominantes, ésta es la unica forma en que se puede excluir al padre
del nido, como verdadero padre, sin ambigledad (Lewis y Snow, 1992).
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8. ESTRATEGIAS ALTERNATIVAS.

1. Obtencién de sondas a partir de los geles.

Se prepararon geles de agarosa de bajo punto de fusidén 3%, o bien geles
de acrilamida 4%. Se utilizaron las mismas condiciones de electroforesis que
para realizar los geles de AP-PCR. Para las tinciones con plata fue necesario
eliminar el acido acético de la solucién fijadora y la solucién oxidadora, para evitar
que el acido acético ocasionara daflos al DNA (Weaver ef al, 1994; Calvert et al.,
1995). Después de realizar las electroforesis se localizaron las bandas de interés
y dichas bandas fueron extraidas utilizando pipetas pasteur estériles (de plastico).
Los fragmentos obtenidos se colocaron en 50-100 pl de agua destilada estéril.
Las bandas obtenidas de agarosa, se calentaron a 80°C antes de ser
reamplificadas. Para las bandas obtenidas de acrilamida, se dejaron alrededor de
2 hrs en agua ésteril y esa es la solucién que se utilizé para la reamplificacion.
Utilizando estas soluciones, se realizaron las amplificaciones siguiendo las
mismas concentraciones de reactivos que los utilizados para hacer las reacciones
de AP-PCR, a excepcién de la concentracion final de cloruro de magnesio, la cual
fue de 4 mM. El programa de amplificacion que se utilizé fue el siguiente: 94°C
(2 min), 1 ciclo; 94°C (1.1 min), 53°C (2min), 72°C (3 min), 34 ciclo; 72°C (10
min), 1 ciclo; 30°C (1 min), 1 ciclo.

Los productos de amplificacion se analizaron en geles de agarosa 2.5%.

2. AP-PCR utilizando nucleotidos radiactivos (¥P):

Se siguié el mismo protocolo de amplificaciéon de AP-PCR, pero se incluyd
la marca radiactiva (%P) en la mezcla de reaccién (4.0 uCi [2P] dCTP). Al
término de los ciclos, se combinaron 2 pl de reaccién con 10 pl de formamida
80%, 10mM de EDTA, 0.025 mg/ml de azul de bromofenol y xylén cianol como
colorante marcador. Las muestras se colocaron a 68°C durante 15 minutos para
desnaturalizar el DNA y se realizaron las electroforesis en geles de secuenciacion
de DNA (acrilamida 4%, 50% UREA). Al término de la electroforesis se
envolvieron los geles con plastico delgado y se autoradiografiaron.
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RESULTADOS

1. OBTENCION DE DNA.

El rendimiento de DNA obtenido a partir de 100 pl de sangre de cada
individuo fue de alrededor de 200 pg  En el Anexo se presenta una relacion de
las familias muestreadas y la concentracion de DNA obtenida para cada uno de
los individuos.

El DNA obtenido fue material de alto peso molecular (mayor a 20 KDa); esto
se verificd mediante geles de agarosa 0.8% (Figura 1). Como se observa en la
figura, el DNA obtenido no esta degradado. La pureza del DNA se obtuvo a partir
de la relacién entre las unidades de absorbancia a 260 y 280nm, obtenidas
mediante espectrofotometria. La relacién 260/280 en general, dio valores
mayores a 1.8, lo cual indica que el material obtenido es de buena calidad
(Material y Métodos).

2. APLICACION DE LA TECNICA AP-PCR.
1. Visualizacién de los productos de PCR.

Al aplicar la técnica de AP-PCR para amplificar el DNA de Sula nebouxii, se
buscaron las condiciones que permitieran una buena visualizacion de los
productos obtenidos mediante PCR. Los iniciadores utilizados se seleccionaron
de manera arbitraria. Estos habian sido disefiados para otros fines y se utilizaron
en este trabajo como método para obtener informacién genética de la especie
Sula nebouxii de Isla Isabel. En la Figura 2 se puede observar la diferencia entre
los patrones de bandas obtenidos al analizar los productos de amplificacién en
geles de agarosa (teflidos con bromuro de etidio) y aquellos obtenidos en geles
de acrilamida (teflidos con plata) (Material y Métodos). Con los geles de plata se
obtuvo un mayor nimero de bandas, una mejor resolucién y visualizacion de los
fragmentos polimérficos. Los geles de agarosa no son adecuados para analizar
variabilidad genética en esta poblacion, por lo menos con los iniciadores y las
condiciones de amplificacion utilizadas.

38



o
]
w
£a
o
(o7]
~l

23,130 ph

9416 pb
6557 pb
4,361 pb

Figura 1. DNA de Sula nebouxii. Se muestra el DNA del pajaro bobo de patas
azules obtenido a partir de las muestras de sangre colectadas en el campo. El
material es de alto peso molecular y no esta degradado. En los carriles 1-6 se
presentan diferentes diluciones de DNA de un solo individuo. En el carril 7 se
muestra el marcador de peso molecular (DNA del fago lambda digerido
con/Hindlll). Se indican las pares de bases (pb) del marcador.
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Figura 2. Diferencias entre geles de agarosa y acrilamida.
Comparacion de los patrones de bandas obtenidos al amplificar el DNA utilizando
el iniciador MEY7. A) Gel de acrilamida 4% (terido con plata); B) Gel de agarosa
2.5% (tenido con bromuro de etidio). El marcador de peso molecular (M) es DNA
del fago @X174/Hae Ill. En cada carril hay DNA de diferentes individuos.



2. Anélisis de los productos de PCR.

Se determind cuales eran los iniciadores informativos al analizar los
productos de las amplificaciones de DNA de 16 individuos adultos Para
corroborar si habia bandas cuya variabilidad dependia de la concentracion de
DNA empleada en la amplificacién, se utilizaron dos concentraciones diferentes
de DNA para cada individuo (Figura 3). Al comparar los patrones de bandas
obtenidos con los 18 iniciadores, se observd que en algunos casos (e) 3140, M13,
CP1) todos los individuos presentaban un patrén de bandas muy similar, no habia
ninguna banda intensa y que pudiera ser utilizada como marcador genético. Con
otros iniciadores (ej., MEY 1, MEY9, OP1, VarMX) el patron de bandas obtenido fue
difuso, unicamente se observd un barrido de bandas, no bien definidas De los 18
iniciadores utilizados en las amplificaciones de DNA, 4 fueron informativos* (Tabla1).
Fue muy importante conocer bien el patrén de bandas esperado para cada iniciador
informativo antes de proseguir con los analisis.

Nota: Se consideraron iniciadores informativos*® aquellos que mostraron por lo menos una banda
variable, reproducible, consistente, de fécil localizacion, después de realizar varios experimentos. En
algunos casos se observaba una banda vanable y al repetir los geles dicha banda desaparecia, eslas
bandas no fueron consideradas.
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Figura 3. AP-PCR en Sula nebouxii. Patron de bandas obtenido
después de amplificar el DNA de cuatro individuos diferentes utilizando los
iniciadores CP2 y 3138. Se utilizaron dos concentraciones de DNA para cada
individuo, las cuales se colocaron en carriles adyacentes. La numeracion de los
carriles representa los cuatro individuos. Se indican las bandas polimorficas (<.>).
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Tabla 2. Secuencia, longitud y contenido de GC de los diferentes
iniciadores empleados en el estudio.

(INICIADOR|  SECUENCIA %GC | LONG. |
(g7 GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG 64 28 28b
13138° GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC 58.62 29b
3140 GTTCCTCAGGATCAAAGTATGTAC 4166 24b
MEY1 GTGTGACGGTTTGGGAGTTGATG 52.17 23b
MEY4 TTATAGTAGGGTCAGGTGGG 50.00 20b
MEYS5B ATGAACTACCTGGAAGAGCGCCA 5217 23b
MEY7* GGAGTAGGGGATATGATCGATGGA 50.00 24b
MEY8 CAGCAAACAGAAACCAGTCAG 47 61 21b
MEY9 CTGACTGGTTTCTGTTTGCTG 47 61 21b
CP1 GATGAGTTCGTGTCCGTACAACTGG 52.00 25b
cpP2* GGTTATCGAAATCAGCCACAGCGCC 56.00 25b
OP1 ATGGAGCAGCAGTCTGACCTG 57.10 21b
OP4 CAGGTCAGACTGCTGCTCC 63.15 19b
SCH1 ATGGAGTTTCTGCGCGGAGG 60.00 20b
SCH2 CTTTCTGTCCGGGTCTGTGC 60.00 20b
PROM3 |AATGACTGGGCAGTGCTAAGG 52.38 21b
VARMX1 | GAAACTGGAGCAGAATGACGGGTCAGA 51.85 27b
M13 GTAAAACGACGGCCAGT 52.94 17b

Nota: La longitud de los iniciadores se indica en nimero de bases; b=bases. * El asterisco indica cuales
son los iniciadores informativos.

3. ANALISIS DE LOS INICIADORES INFORMATIVOS.

Los iniciadores considerados como informativos (dado el patron de bandas
polimérficas y su reproducibilidad) fueron los siguientes: CP2, 3137, 3138 MEY 7.
Estos iniciadores tienen una longitud de entre 24 y 29 bases y su contenido de GC
varia entre un 50 y un 64.28% (Tabla 1). Otros iniciadores con caracteristicas
similares no presentaron un patrén variable (ejemplo, CP1, VarMX).

En esta primera etapa del estudio, se utilizaron dos de los cuatro
iniciadores informativos, para el analisis de DNA de 20 familias. El patrén de
bandas obtenido para cada uno de los iniciadores informativos fue el esperado a

partir de los experimentos preliminares.
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4. ANALISIS CON EL INICIADOR CP2.

El iniciador CP2 esta formado por 25 bases y presenta la siguiente secuencia
5GGTTATCGAAATCAGCCACAGCGCC 3 Con este iniciador, los productos de
amplificacién fueron de alrededor de 31 bandas en cada individuo. La vanabilidad de
los fragmentos polimérficos encontrados en diferentes geles, fue de dos bandas
polimorficas, localizadas muy cerca una de la otra alrededor de las 800 pb (Figura 4)
Las bandas fueron denominadas A (banda superior) y B (banda inferior), locus CP2A
y CP2B respectivamente.

Al analizar el patron de bandas obtenido para los diferentes individuos se
determind la presencia (+) o ausencia (-) de las bandas polimdrficas en cada uno de
los loci para cada individuo (Tabla 2).

4.1 ANALISIS DEL LOCUS CP2A.

El total de individuos analizados para este locus fue de 40. Los resultados
presentados en la Tabla 2 muestran que la banda CP2A esta presente en 32
individuos y ausente en 8 individuos. Si consideramos que q2= Ryquep=1-q
podemos calcular la frecuencia de la banda CP2A en esta muestra. Porlotanto g
(alelo ausente: recesivo) = 0.447 y p (alelo presente: dominante) = 0.553.

4.2 ANALISIS DEL LOCUS CP2B.

De ios_40 individuos analizados para este locus, se observa (Tabla 3) que en
11 individuos la banda estuvo ausente (q), y presente (p) en 29 individuos. En este
caso |a frecuencia génica para CP2B fue de q=0.524 y p=0.476.
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Figura 4. Bandas polimorficas de los loci CP2A y CP2B. Productos
de amplificacion obtenidos con el iniciador CP2. Las muestras se analizaron en
geles de acrilamida 4% tenidos con plata. Cada carril contiene DNA de un
individuo diferente. Las bandas variables CP2A y CP2B y los pares de bases (pb)
del marcador de peso molecular (fago @X174/Haelll) se indican a los lados.
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Tabla 2. Andlisis del locus CP2A. Se amplifico el DNA de 80 individuos (20
familias) con el iniciador CP2. Los productos de amplificacién se analizaron en geles
de acrilamida 4% tenidos con plata. Se registrd la presencia (+) o ausencia (-) de
pandas polimdrficas en cada uno de los individuos

FAMILIA* MACHO HEMBRA CRIA 1 CRIA 2

258/
891/61
868/67
906/60
819/66
276/
774/62
728/63
255/
236/1
677NI
695/VII
874/60
376V
510/47
926/51
518/49
625/49
758/60
77162

+ +

R T T S S S S T T e
R T S T T SO I S e S S A T
TR S I S T L T T T T SR G
LR IR I TRk I TF T S S S G S

* Notas: Cada familia commresponde a un nido. La nomenclatura indica el nimero de nido y el cuadrante
0 zona de estudio donde se localizaba ese nido.
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Tabla 3. Andlisis del Jocus CP2B. Se amplifico el DNA de 80 individuos (20
familias) con el iniciador CP2. Los productos de amplificacion se analizaron en geles
de acrilamida 4% tefidos con plata. Se registro la presencia (+) o ausencia (-) de
bandas polimorficas en cada uno de los individuos

FAMILIA* MACHO HEMBRA CRIA 1 CRIA 2

258/
89161
868/67
906/60
819/66
276/
774/62
728/63
255/
236/1
677TNI
695/\VII
874/60
376/IV
510147
926/51
518/49
625/49
75860
771/62

LR O 2 U T T L S S S

L} L] + + !

+

* Notas: Cada familia comesponde a un nido. La nomenclatura indica el nimero de nido y el cuadrante o

zona de estudio donde se localizaba ese nido.
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4.3. ANALISIS DE PATERNIDAD.

La presencia-ausencia de bandas obtenidas para cada uno de los loc
analizados con el iniciador CP2 (loci CP2A y CP2B), indican que no hubo ninguna
exclusién de patemnidad (Tablas 2 y 3). Es decir, en ningun caso la banda estuvo
ausente en la madre y el padre, pero presente en el hijo (Materiales y Métodos)

Estos resultados representan muy poca informacion para poder determinar patemidad
de manera precisa en la colonia. Es por ello necesario, aumentar el nimero de
iniciadores informativos para poder hacer analisis poblacionales de patemidad en
Sula nebouxii (Discusion).

5. EJEMPLO DE EXCLUSION DE MATERNIDAD UTILIZANDO LA TECNICA DE
AP- PCR.

En el conjunto de muestras analizadas para los loci CP2A y CP2B, no se
obtuvieron casos de exclusion de patemidad. Sin embargo, en una de las familias
estudiadas (258/11), se presentd un caso interesante: habia dos hembras al
ciudado de un sélo nido. En este caso se puede ejemplificar |a utilizacién de la
técnica de AP-PCR para determinar, cual de las dos hembras era la madre de las
crias. Se amplificé el DNA de los 5 individuos (macho, hembra A, cria 1, cria 2,
hembra B), utilizando los 4 iniciadores informativos.

Tabla 4. Ejemplo de exclusion de maternidad. Se utilizaron 4
iniciadores informativos para analizar la maternidad en un nido en el que habia
dos hembras (Hembra A y Hembra B).

Locus M HA C1 C2 HB

CP2ZA + + + + +
CP2B + - + - +
3137 - 4+ - + *
3138 - - + - +
MEY7? - - + + +

* M= macho; HA= Hembra A; C1= Cria 1;
C2= Cria 2, HB= Hembra B.
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Los productos de amplificacién analizados en electroforesis de acrilamida |

e sz,

indican la ausencia de la banda polimdrfica en los padres (M HA), para el locus &
3138, y la presencia de dicha banda en la cria 1 (C1) y en la hembra B (HB). Por !
jo tanto, hay una exclusiéon de maternidad para una de las crias (Tabla 4, Figura

5) Asimismo, para el iniciador MEY 7 también se observa la ausencia de la {
panda polimdrfica en la hembra A (HA) y en el padre (M), y la presencia en
ambas crias (C1, C2). La madre B presenté también dicha banda, por lo tanto, '
utilizando este conjunto de iniciadores.se podria asumir que esta hembra (HB) es
la verdadera madre de las crias 1y 2. J

6. MARCADOR DE SEXO.

(M)

6.1. ANALISIS DEL LOCUS 3137.

El iniciador 3137 presenta la siguiente secuencia: - 5GAAACTGGCCTCCA- &
AACACTGCCCGCCG-3', y una longitud de 28 bases. Al analizar el patrén de f
bandas obtenido al utilizar el iniciador 3137, se observé la presencia de una banda "
intensa, variable entre individuos, localizada en la region cercana a las 400 - 500 4
pares de bases (Figura 6). La banda estuvo presente en todas las hembras adultas y -@
ausente en todos los machos adultos, a excepcidn de uno (Tabla 4). El sexo de las
crias determinado de acuerdo con las diferencias morfométricas entre machos y -
i hembras (Drummond et al., 1991), correspondi6 en todos los casos con aquel €
1 predicho mediante la ausencia o presencia de la banda polimérfica. Sin embargo, el €
; sexo de las crias 2 de las familias 868, 819 y 510 no pudo ser verificado mediante el
tamafio de la ulna, ya que éstas murieron antes de cumplir los 70 dias de edad. Por ¢

ni

lo tanto, la presencia/ausencia de bandas correspondié con el sexo de

hembras/machos en 76 individuos, de los 80 analizados mediante AP-PCR. Q
Los resultados obtenidos en este locus, no pudieron ser utilizados para r

andlisis de paternidad, pero si como marcador de sexo para diferenciar mediante

muestras de DNA a hembras y machos de la poblacion, independientemente de >
su edad. En el macho adulto del nido 255 fue el unico caso donde un macho !
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i haya amplificado una banda que migre a la misma distancia de la banda

polimérfica obtenida al amplificar con este iniciador. La manera de identificar el
sexo de los individuos y evitar que se puedan presentar este tipo de problemas,

gs clonando la banda variable y utilizandola como sonda
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Figura 5. Ejemplo de exclusion de maternidad. AP-PCR de las
muestras de DNA de la familia 258, en la que habia dos posibles madres. Los
productos de amplificacion obtenidos con los cuatro iniciadores informativos (CP2,
3137, 3138, MEY?7) fueron analizados en geles de acrilamida 4% tefidos con
plata. La numeracién corresponde a cada uno de los individuos: 1= macho, 2=
hembra A, 3= cria 1, 4= cria 2, 5= hembra B. Se indica la region de las bandas
polimérficas para cada iniciador (<,>), y los pares de bases (pb) del marcador
@X174/Haelll.
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Figura 6. Marcador de sexo. Productos de amplificacion obtenidos congel

iniciador 3137 y analizados en geles de acrilamida 4% tefidos con plata. La .

banda polimorfica esta presente en las muestras correspondientes a hembrasgH)

y ausente en machos (M). Se indica la region de la banda polimérfica (<,>) y los

il

pares de bases (pb) del marcador de peso molecular (@X174/Haelll).



Tabla 5. Andlisis del Jocus 3137. Se amplific el DNA de 80 individuos (20
familias) utilizando el iniciador 3137. Los productos de amplificacion se analizaron en
geles de acrilamida 4% tefidos con plata. Se registro la presencia (+) y ausencia (-)
de la banda polimérfica en cada uno de los individuos analizados.

FAMILIA® MACHO  HEMBRA CRIA 1 CRIA 2

25841 -
89161 -
86857 -
906/60 -
819/66 -
276/ -
774/62 -
728/63 B
236/ -
677N -
695/VII -
874/60 -
376/IV -
510/47 -
§26/51 -
518/49 -
625/49 -
758/%60 -
77162 -
255/ +

L I S R
+ + ! + '

VL
l1++l+‘

I I e R R R

o4
+

* Notas: Cada familia comesponde a un nido. La nomendlatura indica el numero de nido y el
cuadrante 0 zona de estudio donde se localizaba ese nido.
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7. ESTRATEGIAS ALTERNATIVAS.

Al realizar el analisis preliminar de la variabilidad genética obtenida con los
diferentes iniciadores, se presentaron algunos problemas técnicos, principalmente
con el método de tincidn con plata y con la resolucion de los geles.  Por lo tanto,

se utilizaron técnicas alternativas para intentar evitar dichos problemas

7.1 AP-PCR utilizando nucleétidos radiactivos (**P).

Se realizaron amplificaciones de DNA mediante AP-PCR, utilizando
nucleétidos radiactivos (’P). Los productos marcados radiactivamente fueron
corridos directamente en electroforesis de secuenciacion (acrilamida 4%, UREA
50%) y analizados mediante autoradiografia. Los primeros experimentos no
produjeron resultados positivos; para continuar con estos experimentos es
necesario realizar diversas modificaciones y ajustes y asi poder obtener
resultados reproducibles y de alta calidad. Los resultados preliminares sugieren
que puede ser un camino alternativo para realizar estudios poblacionales en el

bobo de patas azules.
7.2 Obtencién de fragmentos polimérficos.

Otra estrategia alternativa fue el intentar obtener marcadores especificos
(mono-focus) para esta especie. Es decir, se traté de extraer una banda particular
(polimérfica) obtenida mediante AP-PCR, para reamplificaria y posteriormente
tener una sonda especie-especifica. Se realizaron varias pruebas utilizando tanto
geles de agarosa de bajo punto de fusiébn como geles de acrilamida. El obtener
bandas de los geles de acrilamida tefiidos con plata resulta complicado, debido al
que al parecer el acido acético dafia el DNA. Sin embargo, después de realizar
modificaciones al método de tincién con plata y a las condiciones de PCR
(Material y Métodos) se logré obtener la amplificacion de algunas de las bandas
polimorficas (Figura 7). Las bandas de interés se purificaron varias veces
(Material y Métodos). Fue importante mantener reducida la concentracion de

54



MgCl; en las reacciones de PCR, para evitar que se generen bandas
inespecificas

Una vez reamplificada la banda, se realizaron experimentos de "dot-blot”
para corroborar si las bandas obtenidas eran las esperadas, se utilizaron
productos de PCR en los que la banda habia estado presente y en los que la
banda habia estado ausente. Desafortunadamente, en todos los casos hubo
hibridacion de la sonda (banda purificada y marcada) con el DNA de todos los
individuos. Esto se debe a que probablemente los fragmentos polimorficos
obtenido contenian bandas no visibles las cuales fueron reamplificadas durante la
purificacién del fragmento.

Si bien no se obtuvieron los resultados esperados al utilizar estas
estrategias alternativas, estas si representan un camino a seguir para obtener

mayor informacién al realizar este tipo de estudios.
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Figura 7. Obtencion de bandas polimorficas. En los carriles 1-11 se
presentan algunas bandas que fueron obtenidas de geles de acrilamida 4% y
posteriormente reamplificadas y analizadas en geles de agarosa 3%. El marcador
de peso molecular (M) se uso como referencia para determinar el peso de los
fragmentos.
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DISCUSION

A. APLICACION DE LA TECNICA DE AP-PCR:

En este estudio se demuestra la aplicacion de la técnica de AP-PCR a
estudios genéticos en Sula nebouxii. Este es el primer estudio, a nivel molecular,
que se realiza en la poblacién de pajaros bobos de patas azules de la Isia Isabel,
Nayarit, México. Se utilizé la técnica de AP-PCR por las ventajas que ésta
representa (costo, tiempo) para realizar estudios preliminares en especies en las
que no se cuenta con informacion previa de la secuencia de DNA de los
organismos (Welsh y McClelland, 1990).

Al utilizar RAPDs (AP-PCR) es conveniente emplear DNA de alto peso
molecular, que no esté degradado (Hadrys et al,, 1992). El DNA de Sula nebouxii
obtenido a partir de las muestras de sangre, presenté estas caracteristicas. A
pesar de que las purificaciones se realizaron varios meses después de la colecta,
el material no estaba degradado, lo cual indica que la sangre puede permanecer
en el amortiguador de lisis durante varios meses, sin que se altere |a calidad del
material genético que se va a extraer (Seutin et a/,, 1990). La cantidad de
recuperacion del DNA fue de alrededor de 200 ug de DNA a partir de 100 pl de
sangre (Anexo). Esto es suficiente para realizar multiples experimentos, puesto
que para cada reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) se requieren unos
cuantos nanogramos (ej. 1-10ng por reaccién).

La mayoria de los estudios con RAPDs han mostrado un nivel significativo
de polimorfismos entre individuos dentro de una poblacién (Hardys et al., 1992).
Al amplificar el DNA de Sula nebouxii se obtuvieron productos de reaccién con los
18 iniciadores utilizados. Sin embargo, los patrones de bandas generados por
cada iniciador resultaron muy similares entre los individuos analizados, es decir,
se detectd poca variabilidad entre las aves estudiadas. Esto pudiera estar
realcionado con diferentes parametros: tamafio de los iniciadores, contenido de
GC, temperatura de alineamiento, concentracién de magnesio, métodos de
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separacién y deteccién de polimorfismos, caracteristicas del genoma que se esta
estudiando, entre otros.

Ei tamano del iniciador determina el grado de especificidad del mismo al
genoma que se esta investigando. Se ha sugerido que incrementos en el tamano
del iniciador pueden incrementar la union no especifica y por lo tanto aumentar la
probabilidad de tener patrones de amplificacion no reproducibles (Hadrys et al,
1892). Sin embargo, al amplificar DNA mediante iniciadores arbitrarios se ha
demostrado la obtencién de resultados reproducibles utilizando iniciadores de
tamarios diversos, desde 5 hasta 30 bases (Caetano-Anollés et al., 1991,
Weising et al., 1995). Los iniciadores con los que se obtuvieron bandas
polimérficas (consistentes y reproducibles), en el bobo de patas azules,
presentaron una longitud de 24 a 29 bases; mientras que aquellos de menor
tamanio 17 y 19 bases no presentaron bandas variables. Por lo que no se
encontré asociacién entre el tamario del iniciador y la produccion de bandas
polimérficas. Con la finalidad de detectar un mayor nimero de bandas variables
entre individuos de la poblacién, seria interesante monitorear mas iniciadores,
probar algunos de menor tamafio y por ultimo intentar combinaciones de dos
iniciadores diferentes. Esto ultimo ha resultado un método eficiente para
incrementar el niumero de bandas polimoérficas observadas (Welsh y McClelland,
1991; Stiller y Denton, 1995).

Los iniciadores empleados para monitorear el DNA de Sula nebouxii,
fueron diseflados para otros fines, lo cual es una caracteristica de la técnica de
AP-PCR, ya que ésta no requiere de un conjunto especifico de iniciadores y estos
son empleados sin importar la secuencia del genoma al cual se van a unir (Welsh
y McClelland, 1990). Estos iniciadores presentaron entre un 41.66 y 64.28% de
GC. Se ha reportado que el alto contenido en GC de los iniciadores puede ser
un factor importante para obtener una elevada discriminacién entre bandas
(Caetano-Anollés et al., 1991, Fritsch et al., 1993, en Rossetto et a/., 1995). En
este trabajo, a pesar del alto contenido en GC de los iniciadores, no hubo una
elevada produccion de bandas polimérficas. Es recomendable utilizar oligos que
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presenten un contenido de GC similar al del genoma que se esta estudiando, ya
que asi se maximiza la frecuencia de los sitios de union y por lo tanto la
obtencidn de productos de amplificacion (Hadrys et al, 1992) El contenido de
GC en aves es similar al de mamiferos, es decir, de 40 a 44% (Sibley y Ahlquist,
1990). En este trabajo no se observd que los iniciadores con valores de GC
similares al contenido de GC en el genoma de las aves, presentaran diferencias
respecto a los de mayor contenido de GC.

La concentracion de magnesio empleada en las amplificaciones, debe ser
ajustada para cada especie en estudio. Al parecer una elevada concentracion de
magnesio favorece las interacciones entre el iniciador y el DNA (Welsh y
McClelland, 1990). En este trabajo la concentracién de magnesio empleada, fue
elevada (5mM) y esto pudiera estar relacionado con la produccién de patrones de
amplificacién con todos los iniciadores probados.

Es importante considerar también la severidad de la PCR (en relacion a la
temperatura). Primero, se utilizaron pocos ciclos donde la temperatura fue baja
(40°C) y posteriormente hubo varios ciclos a mayor temperatura (50°C). Durante
los ciclos poco severos los iniciadores se unen a muchas secuencias con la
posibilidad de malos apareamientos (Welsh y McClelland, 1990). El grado de
amplificacién de dichas secuencias va a depender de la eficiencia de la unioén
iniciador/DNA y de la eficiencia de la extension (Welsh y McClelland, 1990). En
las primeras etapas predominan aquellos que se unen mejor al DNA y en las
ultimas predominan los que se amplifiquen con mayor eficiencia (Welsh y
McClelland, 1990). Al parecer, al incrementar la temperatura de alineamiento se
puede disminuir el numero de productos amplificados (Caetano-Anollés et al.,
1991). En futuros experimentos, seria conveniente variar la temperatura de
alineamiento, y determinar de manera precisa cual es la temperatura a que se
obtienen los patrones de bandas més informativos.

Las condiciones experimentales empleadas al utilizar AP-PCR (RAPDs)
deben maximizar la eficiencia en la separacién y deteccién de los fragmentos de
DNA, ya que si éstos no son los adecuados puede haber pérdida de informacién
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(Caetano-Anollés et al,, 1991, en Jones et a/, 1994) En los experimentos
realizados en Sula nebouxii, se utilizaron geles de agararosa para verificar que
hubiera productos de reaccion en las amplificaciones, sin embargo, el analisis de
los fragmentos se realizé a partir de geles de acrilamida tefiidos con plata, ya que
con ello se obtuvo una mejor separacion y resolucion de las bandas de menor
peso molecular. En la primera etapa del desarrollo experimental se determind el
tiempo necesario para obtener la mejor separacion en los patrones de bandas
obtenidos (fragmentos de 1300 a 400 pb) al realizar las electroforesis

Un problema evidente fue el de la tincién con plata, ya que el grado de
tincién de los geles y la calidad de los mismos fue variable entre experimentos.
Fue dificil estandarizar las condiciones de tincién para lograr homogeneidad
entre geles, por lo que unicamente se consideraron como informativas, aquellas
bandas intensas, faciimente distinguibles, que se encontraban en una zona facil
de analizar.

Las condiciones de amplificacion y deteccién del DNA de Sula nebouxii, si
bien generaron patrones de bandas con los diferentes iniciadores, algunos de
estos fueron difusos y, por lo tanto, dificiles de interpretar. Esto es usual al
emplear AP-PCR, pues después de monitorear un gran nimero de iniciadores, se
deben seleccionar aquellos con los que se obtengan resultados consistentes; los
que generen bandas que sean variables entre experimentos deben ser ignorados
(Fukatsu e Ishikawa, 1994). De los 18 iniciadores diferentes que se probaron en
este trabajo, unicamente 4 generaron bandas polimoérficas, intensas,
reproducibles, que resultaron utiles para realizar andlisis genéticos en el bobo de
patas azules.

La técnica de AP-PCR (RAPD) ha sido criticada, en ocasiones, por la
dificultad de generar resultados reproducibles y confiables. Cuando las
amplificaciones son realizadas en condiciones poco severas, puede haber una
baja especificidad en |la amplificacion (Fukatsu y Ishikawa, 1994). Esto genera
patrones de bandas que pueden ser facilmente afectados por ligeros cambios en
la composicion de la mezcla de AP-PCR (cantidad de DNA, MgCli2, la Taq
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polimerasa, el iniciador), el perfil de temperatura, etc (Hadrys et al., 1992,
williams et al, 1993; Fukatsu y Ishikawa, 1994) Se ha sefialado también que e!
namero e intensidad de los productos de amplificacion puede variar segun los
métodos empleados para tedir el gel (Hadrys et al,, 1992, Williams et a/, 1993)

Los experimentos aqui presentados fueron realizados bajo las mismas
condiciones de amplificacion, utilizando los mismos reactivos. En los
experimentos preliminares se ajustaron las condiciones de reaccion, y para
realizar los andlisis s6lo se emplearon aquellos oligos que generaban patrones
de bandas consistentes. En cada experimento, se analizd que el patrén de
bandas (para ese iniciador) correspondiera al obtenido en los experimentos
preliminares, que las bandas informativas migraran a la distancia esperada (en
relacién a los marcadores de pesos moleculares) y que estas bandas no fueran
dependientes de la concentracién de DNA empleada (Fig. 3). Con ello se
lograron obtener resultados reproducibles. Una vez estandarizadas las
condiciones para emplear AP-PCR en el bobo de patas azules, se requiere de un
andlisis mas amplio para buscar mayor numero de marcadores polimérficos.

En este estudio preliminar se emplearon dos de los cuatro iniciadores
informativos (CP2 y 3137), para ejemplificar la utilizacién de ésta técnica en
estudios genéticos en Sula nebouxii (Figs. 4,5 6). Los resultados obtenidos con
ambos iniciadores demuestran el tipo de preguntas que se pueden resolver. Por
una parte, se sugiere |la posibilidad de utilizar AP-PCR para realizar andlisis de
patemidad, y por otra se hace referencia a la obtencién de un marcador
molecular de sexo utilizando iniciadores arbitrarios en esta especie.
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pATERNIDAD:

El iniciador CP2 generd dos bandas polimérficas en el DNA de las aves
analizadas, estas bandas fueron consideradas como los loci CP2A y CP2B Al
registrar la presencia-ausencia de dichos fragmentos, no hubo ninguna exclusion
de paternidad (Materiales y Métodos). En este estudio, unicamente se ejemplifica
|a aplicacién de esta técnica para realizar analisis de paternidad, utilizando la
informacién obtenida en sblo 2 loci (Fig. 4, Tablas 2 y 3). Al trabajar con
marcadores dominantes, la informacién que se puede obtener es limitada, en
comparacion a la que se obtiene al utilizar marcadores codominantes. Se ha
sugerido que para poder asignar paternidad de manera precisa utilizando AP-
PCR, se requiere del analisis de alrededor de 50 loci (Snow y Lewis, 1992). Esto
complica los analisis y es por ello necesario contar con los marcadores
adecuados, para realizar un estudio completo en la poblacién de Sula nebouxi.

Una forma de obtener mas loci polimorficos, es realizando un analisis mas
amplio utilizando un mayor nimero de iniciadores. Es necesario encontrar
aquelios que se generen patrones polimorficos y evitar los que produzcan
patrones de amplificacién monomérficos (Hadrys et al,,1992). Una vez
determinados los iniciadores que generen patrones polimorficos, es posible
obtener mayor informacién si se utilizan aquellos marcadores en los que alelo
recesivo (ausencia de banda) tenga las frecuencias alélicas altas (>0.7) (Snow y
Lewis, 1992). A pesar del alto 'narnero de /oci que se necesita analizar para
realizar estudios de paternidad, en muchas ocasiones se puede obtener mas de
un focus variable con cada iniciador.

Una vez encontrados los marcadores adecuados (numero de loci y
caracteristicas especificas de dichos Jodi), se podra realizar un andlisis de
patermidad completo en la colonia, es decir, se podra determinar la probabilidad
de paternidad del supuesto padre (padre que esta en el nido), respecto a la
probabilidad que otros machos en la colonia sean los verdaderos padres. Serd
posible analizar también los niveles de variacion genética existentes en la
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poblacion. Dado que los individuos en la colonia de pajaros bobos de Isla Isabel,
son altamente filopatricos (Osorio-Beristain y Drummond, 1993), seria interesante

analizar mediante estas técnicas moleculares si hay endogamia entre dichos

individuos.

MARCADOR DE SEXO:

El otro iniciador empleado (3137) generé resultados interesantes: una
panda variable, intensa, presente en hembras adultas, pero ausente en machos
adultos. El iniciador 3137 al parecer es capaz de amplificar una region particular
del cromosoma sexual de las hembras (cromosoma W) (Fig.6).

En las aves el sexo esta determinado por las hembras, y en algunos
estudios se ha demostrado la aplicacién de la técnica de amplificacién de DNA
por iniciadores arbitrarios para determinar el sexo en diferentes especies de aves
(Griffiths et al.,1992; Griffiths y Tiwari,1993). El contar con un iniciador capaz de
amplificar esta region del DNA de las hembras en Sula nebouxii, permitira utilizar
esta técnica como método para identificar el sexo de los individuos, desde etapas
tempranas de su desarrollo; inclusive permitira determinar el sexo de los
embriones en los casos en los que los huevos no lleguen a eclosionar. De esta
manera, utilizando AP-PCR, no sera neceario que las crias alcancen los 70 dias
de edad para que machos y hembras puedan ser identificados mediante
caracteristicas morfolégicas (Drummond ef al., 1991). Ademds, se corre el riesgo
de que en este tiempo algunos individuos desaparezcan o mueran y por lo tanto
se pierda esta informacion. Esto ocurrio en las segundas crias de los nidos 868,
819, 510, analizadas en este trabajo. Estas crias desaparecieron de los nidos
antes de los 70 dias y por lo tanto no se pudo corroborar el sexo obtenido
mediante AP-PCR, con aquel predicho por tamafio.

Para corroborar que esta banda obtenida en las hembras efectivamente
corresponde a un fragmento del cromosoma W de Sula neboucxii, es conveniente
aislar este fragmento y clonarlo, de tal manera que se pueda utilizar como sonda.
Esto permitird determinar el sexo de una gran cantidad de individuos en un
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«erivdo de tiempo corto, mediante dot-blot (Griffiths, 1992, Griffiths y Twar,
.093). Ademas, al clonar la banda se evitard que pueda haber comigracién de
ragmentos no homdlogos que se encuentren a la misma distancia en el gel. por
ener el mismo tamano (Hadrys et al, 1992, Lynch y Milligan, 1994, Weising, et

3, 1995).

Se ha reportado que los iniciadores empleados para determinar el sexo en
algunas especies pudieran ser utilizados en especies relacionadas (Griffiths y
Twari, 1993). Por ello, seria interesante probar si el iniciador 3137, puede ser
smpleado para identificar el sexo en especies relacionadas, tanto el bobo café
(Sula leucogaster) como otros Pelecaniformes que tambien habitan en Isla Isabel.

Seria interesante utilizar esta técnica para hacer estudios filogenéticos en estas

gspecies.

La aplicacién de la técnica de AP-PCR a estudios en Sula nebouxii,
permitira desarrollar nuevos marcadores moleculares tanto en esta especie, como

en otras aves marinas. Esto incrementa el tipo de estudios y experimentos que

se pueden realizar, a corto y largo plazo.



PERSPECTIVAS:

Los posibles experimentos a realizar a futuro, siguiendo esta linea de
avestigacion, son inumerables Es importante desarrollar marcadores
noleculares que permitan analizar con mas detalle la variacion genética entre los

ndividuos de la poblacion. Esto puede realizarse mediante diferentes estrategias

gxpenmentales:

A) AP-PCR. Para continuar con los experimentos de AP-PCR, es
necesario monitorear un mayor numero de iniciadores para localizar mas loci
variables. Seria conveniente utilizar iniciadores de diferente tamario, hacer
variaciones en la temperatura de alineamiento, e intentar hacer amplificaciones

combinando algunos de los iniciadores.

B) AP-PCR con DNA pos o pre-digerido. Una forma de obtener mayor
numero de polimorfismos es al digerir el DNA con enzimas de restriccién antes o
después de realizar la amplificacion. Esto puede resultar en patrones de bandas
menos complejos y por lo tanto mas faciles de interpretar o en la generacion de
polimorfismos entre muestras que antes eran indistinguibles (Ceatano-Anollés et
al., 1993; Grattapaglia et al., 1992, en Weising ef a/,, 1995). Asi se puede
incrementar el numero de marcadores disponibles, o bien se pueden generar
marcadores codominantes (Fritsch y Rieseberg, 1992, Ceatano-Anollés et al.,
1993, en Weising et al., 1995).

B) AP-PCR utilizando **P. Al amplificar el DNA mediante iniciadores
arbitrarios uilizando nucleétidos radiactivos, se puede obtener mayor resolucion
de las bandas, y por lo tanto mas precisién en los analisis (Fukatsu e Ishikawa,
1994). Este método permite analizar un gran nimero de muestras de manera
simultanea (hasta 100 muestras por gel). Esto facilita los analisis y la
comparacion de patrones de bandas entre un gran numero de individuos
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Jtihizando diferentes iniciadores, eliminando asi, las posibles diferencias

axistentes entre geles al realizar tinciones con plata

C) Utilizar fragmentos de DNA como sondas A partir de los fragmentos
sbtenidos mediante AP-PCR, es posible generar sondas que puedan ser
utilizadas para realizar hibridaciones tipo Southern, lo cual puede generar
resultados mas precisos. Se evita la posibilidad de comigracién de las bandas, y
se pueden generar sondas mono-locus especie-especificas Es importante, a
corto plazo, aislar y clonar el fragmento correspondiente al marcador de sexo en

gstas aves, por las aplicaciones inmediatas que ésto representa.

D) Desarrollar la técnica de microsatélites. Esta técnica permite realizar
analisis precisos, mediante la obtencion de marcadores codominantes, mono-
locus, especie-especificos, donde ademas se tiene la ventaja de utilizar PCR
para obtener los resultados. Seria interesante, a largo plazo, desarrollar la
técnica de microsatélites para hacer andlisis genéticos en Sula nebouxii, lo cual
permitiria realizar estudios precisos y altamente informativos. Se podrian
analizar individuos cuya historia y parentesco (aproximado) es conocido y cuya
conducta sexual es altamente visible. Ademas estos estudios permitirian obtener
datos sobre |a variabilidad genética de la poblacién, para determinar si hay

endogamia entre los individuos.



CONCLUSIONES

1) La técnica de AP-PCR resulté un método adecuado para buscar marcadores

moleculares en el DNA de Sula nebouxii.

2) Se detectaron pocos loci polimorficos entre los individuos analizados, bajo las

condiciones experimentales empleadas.

3) Se encontrd un Jocus informativo que fue variable entre hembras y machos,
por lo que éste podria ser utilizado como marcador molecular para determinar el

sexo en el bobo de patas azules.

4) Se establecieron las bases preliminares para la realizacion de analisis de
paternidad en la colonia de Sula nebouxii de Isla Isabel.
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ANEXO

GISTRO DE DNA DE CADA UNO DE LOS INDIVIDUOS MUESTREADOS

Muestra

NN MNMRNDMNRN S b b e b o ok b
80\hmw;ommqmmhmm_.cwmﬂmmhww—‘

BLERLBRLBBRY

Individuo

274/1 Macho
274/l Hembra
274/l Cria 1
274/I Cria 2
276/l Macho
276/1 Hembra
276/1 Cria 1
276/1 Cria 2
255/1 Macho
255/1 Hembra
255/1 Cria 1
255/1 Cria 2
236/1 Macho
236/l Hembra
236/1 Cria 1
236/l Cria 2
1062/I Macho
1062/| Hembra
1062/l Cria 1
1062/ Cria 2
221/Il Macho
221/l Hembra
221/ Cria 1
221/ Cria 2
302/11 Macho
302/l Hembra
302/11 Cria 1
302/11 Cria 2
258/1l Macho
258/11 Hembra A (S/A)
258/l Cria 1
258/l Cria 2
258/l Hembra B (B648)
299/Il Macho
299/l Hembra
299/l Cria 1
299/1l Cria 2
410/IV Macho

DNA (ug/ml)

2000
302.5
152.5
2475
260.0
3350
2450
335.0
270.0
290.0
2650
2200
3350
110.0
295.0
200.0
162.5
297.5
312.5
200.0
165.0
160.0
165.0
130.0
175.0
140.0
2250
220.0
302.5
2825
182.5
2200
202.5
305.0
360.0
2475
312.5
255.0



39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

55

57
58
59

61
62
63

65

67

69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

410/IV Hembra
410/IV Cria 1
410/IV Cria 2
405/IV Macho
405/IV Hembra
405/IV Cria 1
405/IV Cria 2
427/IV Macho
427/IV Hembra
427/IV Cria 1
427/IV Cria 2
376/IV Macho
376/IV Hembra
376/IV Cria 1
376/IV Cria 2
291/IV Macho
291/IV Cria 1
663/V Macho
663/V Hembra
663/ Cria 1
663/V Cria 2
692/V Macho
692/ Hembra
692/V Cria 1
692/V Cria 2
677N Macho
677/NI Hembra
677N Cria 1
677N Cria 2
695/VIl Macho
695/V| Hembra
695/VI Cria 1
695/NI Cria 2
353/14 Macho
353/14 Hembra
353/14 Cria 1
353/14 Cria 2
538/47 Macho
538/47 Hembra
538/47 Cria1
538/47 Cria 2
510/47 Macho
510/47 Hembra
510/47 Cria 1

79

475.0
2600
2450
90.0
750
2125
150.0
360.0
340.0
262.5
205.0
197.5
250.0
117.5
130.0
380.0
465.0
205.0
167.5
220.0
147.0
317.5
420.0
595.0
375.0
165.0
197.5
247.5
187.5
167.5
1425
227.5
2150
220.0
2450
3425
362.5
185.0
102.0
95.0
105.5
3250
197.5
207.5



83

85

87
88
89
90
91
92
93
94
95

97
98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
17
118
119
120
121
122
123
124
125
126

510/47 Cria 2
512/49 Macho
512/49 Hembra
512/49 Cria 1
512/49 Cria 2
518/49 Macho
518/49 Hembra
518/49 Cria 1
518/49 Cria 2
625/49 Macho
625/49 Hembra
625/49 Cria 1
625/49 Cria 2
926/51 Macho
926/51 Hembra
926/51 Cria 1
926/41 Cria 2
923/52 Macho
923/52 Hembra
923/52 Cria 1
923/52 Cria 2
938/52 Hembra
299/53 Macho
299/53 Hembra
299/53 Cria 1
299/53 Cria 2
612/55 Macho
612/55 Hembra
612/55 Cria 1
612/55 Cria 2
874/60 Macho
874/60 Hembra
874/60 Cria 1
874/60 Cria 2
906/60 Macho
906/60 Hembra
906/60 Cria 1
906/60 Cria 2
900/60 Macho
900/60 Hembra
900/60 Cria 1
900/60 Cria 2
758/60 Macho
758/60 Hembra

2750
230.0
1650
165.0
000 0
2022
2425
380.0
2475
3225
3100
2350
200.0
362.5
307.5
172.5
162.5
2400
105.0
95.0
335.0
95.0
305.0
360.0
247.5
312.5
230.0
452.5
285.0
2250
230.0
182.5
107.5
122.5
177.5
137.5
2250
190.0
360.0
327.5
55.0
280.0
422.5
480.0



127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170

758/60 Cria 1
758/60 Cria 2
874/60 Macho
874/60 Hembra
874/60 Cria 1
874/60 Cria 2
891/61 Macho
891/61 Hembra
891/61 Cria 1
891/61 Cria 2
774/62 Macho
774/62 Hembra
774/62 Cria 1
774/62 Cria 2
771/62 Macho
771/62 Hembra
771/62 Cria 1
771162 Cria 2
864/62 Macho
862/62 Hembra
862/62 Cria 1
862/62 Cria 2
728/63 Macho
728/63 Hembra
728/63 Cria 1
728/63 Cria 2
769/63 Macho
769/63 Hembra
769/63 Cria 1
769/63 Cria 2
706/63 Macho
706/63 Hembra
706/63 Cria 1
706/63 Cria 2
759/63 Macho
759/63 Hembra
759/63 Cria 1
759/63 Cria 2
702/63 Macho
702/63 Hembra
702/63 Cria1
702/63 Cria 2
724/64 Macho
724/64 Hembra

2150
2225
2300
1825
107 .5
122.5
2100
2650
250.0
240.0
160.0
00.0
105.0
105.0
642.5
455.0
227.0
310.0
240.0
187.5
265.0
177.5
325.0
105.0
530.0
295.0
2450
275.0
180.0
255.0
70.0
167.5
127.5
215.0
72.5
165.0
180.0
247.0
130.0
87.5
925
1950
825
§7.5



171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200

724/64 Cria 1
724/64 Cria 2
797/64 Hembra
735/65 Macho
735/65 Hembra
735/65 Cria 1
735/65 Cria 2
819/66 Macho
819/66 Hembra
819/66 Cria 1
819/66 Cria 2
884/67 Macho
884/67 Hembra
884/67 Cria 1
884/68 Cria 2
868/67 Macho
868/67 Hembra
868/67 Cria 1
868/67 Cria 2
471/68 Macho
471/68 Hembra
471/68 Cria 1
471/68 Cria 2
470/68 Macho
470/68 Hembra
470/68 Cria 1
470/68 Cria 2
42A Macho
42A Hembra
42A Cria 1
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10.0
425
3200
130.0
2125
267.5
142.5
2470
160.0
150.0
2450
60.0
335.0
70.0
145.0
2022
200.0
125.0
240.0
75.0
285.0
152.0
390.0
220.0
175.0
165.0
2025
500 0
400.0
100.0
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