C o2

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

Instituto de Biologia

COMPARACION GENETICA ENTRE
POBLACIONES AISLADAS DEL CONEJO
LZACATUCHE Romerolagus diazi MAMMALIA:
LAGOMORPHA).

TESIS

- QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(SISTEMATICA)

P RESENTA

ANGELICA PATRICIA CAMPOS CHAVEZ

NOVIEMBRE, 2005




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



COORDINACION

Ciencias Biologicas

2 de Bibliotecas dale

{a Diceccion Gam‘ﬁammm g impreso 8!

putasizo 8

iiundyr an formaio £s40! L
Uuﬁf‘;:“gu;ur dge mi trabsi0 me@pe§gn
c0 ]

NOMBRE: o AP A
- - —
oy R LR Y
N =

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
~Presente

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunién ordinaria de! Comité Académico def
Posgrado en Ciencias Biologicas, celebrada el dia 13 de junio del 2005, se acordd poner a su consideracion
el siguiente jurado para el examen de grado de Maestria en Ciencias Biclbgicas (Sistematica) del(a)
alumno(a) CAMPOS CHAVEZ ANGELICA PATRICIA con nimero de cuenta 89315370 con la tesis titulada:
Comparacion Genética entre poblaciones aisladas dei conejo zacatuche Romerolagus diazi
(Mammalia: Lagomorpha), bajo ta direccion del(a) Dr. Fernando Alfredo Cervantes Reza.

Presidente: Dr. Juan Nifiez Farfan

Vocal: Dra. Virginia Leon Regagnon
Secretario: Dr. Fernando Alfredo Cervantes Reza
Suplente: Dr. Joaquin Arroyo Cabrales
Suplente: Dr. Adrian Nieto Montes de Cca

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

Coordinadof del Programa

c.c.p. Expediente del interesado

tdif. de Posgrado PB. (Costado Sur de la Torre 11 de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 04510 Mexico, D.I'.
Tel: 53623 0173 Fax: 5623 0172 http://pcbiol.posgrz.ido.unam.mx




RECONOCIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT), por el apoyo otorgado mediante la

beca crédito con numero de registro 158347.

A la Direccién General de Estudios de Posgrado de la UNAM (DGEP), por el apoyo otorgado

mediante una beca complementaria.

A los integrantes de mi comité tutoral, Dr. Fernando A. Cervantes, Dr. Juan Niflez Farfan y
Dr. Adrian Nieto Montes de Oca, por las valiosas contribuciones durante el desarrollo del

proyecto y en las revisiones de! manuscrito final.



Campos-Chavez, A P.

AGRADECIMIENTOS

Agradezco los comentarios del la Dra. Virginia Léon Regagnon, del Dr. Joaquin Arroyo
Cabrales, del Dr. Fernando A. Cervantes, del Dr. Adrian Nieto Montes de Oca y del Dr. Juan

Nifiez Farfan, quienes fueron miembros del jurado y cuyas sugerencias enriquecieron de

manera significativa este documento.

Ala Dra. Enedina Jiménez y a todas las personas que me apoyaron con material y asesoria

durante mi estancia en el Laboratorio de Parasitologia del Hospital Infantil de México

“Federico Gomez”.

A mis compaiieros del Laboratorio de Mastozoologia del Instituto de Biologia, especialmente a
Ernestina, Martha, Marcela, Adriana, Julieta, Yolanda, Irelia y Jests, con lo cuales he
convivido durante mi trabajo en el laboratorio.

A'laM. en C. Laura Marquez por su apoyo, asesoria, consejos y amistad que me ha brindado.

Al Dr. Fernando Cervantes por darme la oportunidad de incursionar en el campo de la

Mastozoologia, y brindarme su asesoria y confianza.

A todas las personas que desinteresadamente me han ayudado a cumplir esta meta.



DEDICATORIAS

A la memoria de mis queridos abuelitos Tomas y Matilde y de mi tio Leonardo. Porque aunque

se hayan ido, su recuerdo sigue siempre conmigo.

A mi pequefio Leonardo, la luz de mi vida y la razén de que cada dia trate de superarme para

darle lo mejor.

A mi querido esposo Moisés que me ha brindado su amor, apoyo y ayuda. Te doy la gracias

por todo lo que haces por mi. Porque sigamos juntos adelante con nuestro hijo en las buenas y

en las malas.

A m1 mama que sin todo su apoyo, amor y comprension no hubiera podido culminar esta meta.

Gracias por ser mama y abuelita.

A mi papa a quien quiero mucho. Por ti me gustd esta carrera y ahora doy otro paso mas en

ella, gracias por todo. Para ti y mi mama este pequefio homenaje.

A mis hermanos Susana, Guadalupe y Héctor, gracias por sus consejos y ayuda cuando los

necesito.

A mis sobrinos: Montserrat, Valentina, Vanessa, Adrian, al mas pequeflo miembro de la

familia, Jests Antonio, “Chuchito”, ademas a Isai, Yael, Mayté y Evelyn.
A mis suegros y cufiados por ser parte de mi familia.

A Dios porque aunque ha habido momentos dificiles siempre me ha brindado una solucion.



Campos-Chéavez, A.P.

INDICE

RESUMEN ettt ettt s e et et n e Vi
ABSTRACT L.ttt ettt et e eta s ea st srn st vii
INTRODUCCION........covuumuiameanieeerseeesaeesssseresssseessss e ssssesssessss e eesessssassssseesssessesssesssseses 1
ROMEFOIAGUS QUAZT ...t e et eeab e ete e 2
La importancia del mantenimiento de la variacion genética............coeoviovvveierieniinene e 3

. Pérdida de variacion enetiCa .........c.ccovieeiieieniieeecieeeee ettt .................... 4
Los microsatélites y la determinacion de la variacidn genética...........cccovveevenenncrsnnenrcinnne, 7
Aislamiento geografico del conejo zacatuiChe. ........uoveeiiiiiiiiiiiiciicic e 9
HIPOTESIS ...t cereesse s seesese s s s s st ass sttt ense e 12
OBJIETIV O ettt e eb e se e s b e bttt et e et s e e ae e s e e ene e 12
MATERTALES Y METODOS ...corieriitniieeiesceseisessesceseessensessessesessssesesesen s sroesseesseesseeeeas 13
Colecta de MUESITAS ..cveeivvereiirecrie et ettt anas et 13
EXTracCion de ADN .. ...ttt ettt et et 14
Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) .......ocooiviiiiininciiiiecee e 14
Electroforesis en geles de acrilamida............ccoooveeiiieiiciiienciinien e e 15
Obtencion de los datos ........................................................................................................ 15
ANALISIS de reSUIAGOS. ooeieii e 15
RESULTADOS .......cooiooeeeseeemsisesseseeeeeeossoo e oeeesssessssssesssoe s eeseee e eeesesess e 18
Desequilibrio de ligamiento..........cc..cocoooeeeniennenn. ................................................................. 18
POIMIOTTISIIIO . ...t ettt 18
Volcan Popocatepetl............c..ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 19

VOILCAN PEIAUO ... oot 19



Volcan ChiRGUEFEIE I .............c...oooivoo oo 20

Z00logico de ChAPUILEPEC .................c...ocooveieiiieeie oo 20
YOCANUAZAC. .........c.coccooeiiiiiii oo, 21
HEtErOCIZOSTAAA ...ttt ettt et e s seenere s 21
Equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) ........ooiii e 22
Niveles de ENAOZAMIA ......ooviiiiiieiiiiieec ettt et 22
Estructura y diferenciacion enétiCa ...........coeivvviuiieneiierieeiieeeetietiece ettt eneeae e 23

- Andlisis de correlacion entre distancia genética y distancia geografica..........ccccovveueeeeunen... 24
Estimacion del niimero de migrantes (INIT) .......oooveeereerieenienerieniieernereneeese e eetesseessennas 24
DISCUSTION ..o reetteteeasseeess s essss s es st st 25
Variacion de 10S MICTOSAEIIES .......eoueiiiieiieiiireiee ettt et et e b s e, 25
Variacion genética por PODIACION ....cooviiiiiieiriii et e et e e 26
Variacion genética entre PODIACIONES ...........cc.ccveiriiiieiiieieeiee it eaeeteeate i encasaeese e reareeaeeens 31
Relacion entre distancia genética, distancia geografica y nimero de migrantes..........cc........ 32
CONCLUSTON ...ccveooieietmmeeamereesisseesssee st et eesss s sssess s 35
IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION DEL CONEJO ZACATUCHE ............. 36
LITERATURA CITADA ...ttt et ma e e s eaaa e esaeesaeeaseeenneannes 38
FIGURAS ... i 46
CUAD R S ettt et et e et et e s en e s e e e 56
APENDICE ...ttt 67
APENDICE L. .ot 71
APENDICE ITL .ottt 75
APENDICE IV ..ot 78
APENDICE Voot 80



Campos-Chavez, A.P.

RESUMEN

El conejo zacatuche Romerolagus diazi es considerado una especie endémica de
México y en peligro de extincién; sus poblaciones se han fragmentado desde el Pleistoceno y
actualmente las actividades humanas han aumentado su aislamiento, por lo que la integridad
genética de esta especie esta siendo amenazada. Con la finalidad de cuantificar el grado de
variacion genética de poblaciones aisladas de Romerolagus diazi y determinar el efecto
genético de su aislamiento se realizd un estudic con la técnica de microsatélites de ADN de
cinco poblaciones: del Volcan Popocatepetl, Volcan Pelado, Velcan Chinguereteria y
Yecahuazac, ademas de la poblacion cautiva del Zooldgico de Chapuitepec. La hipotesis de
este trabajo es que las poblaciones pequefias y aisladas se diferencian debido al aislamiento
geografico y las actividades humanas. Los resultados indican un alto polimorfismo de las
poblaciones (promedio de alelos = 10.3). La heterocigosidad observada fue menor (34.8 %)
que la esperada (67.3%). La poblacion del Zoolégico de Chapultepec fue la que presento los
valores mas bajos de polimorfismo y heterocigosidad. Se presentd en su mayoria deficiencia de
heterocigotos. Los valores de diferenciacion genética entre poblaciones muestran que las
poblaciones del Volcan Pelado-Zoolégico de Chapultepec, Yecahuazac-Zoologico de
Chapultepec y Volcan Popocatepetl-Zooldgico de Chapultepec presentan un grado de
diferenciacion significativo. Los resultados confirman las hipotesis de que (1) Las poblaciones
silvestres de Romerolagus diazi se encuentran en broceso de diferenciacion genética, y (2) que

estas diferencias pueden ser debidas al aislamiento geografico en el que se encuentran.

Vi
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INTRODUCCION
México es uno de los pafses con mayor diversidad biologica (Rzedowsky, 1991; Toledo.
1988), en el cual existen 15 especies de conejos y liebres. Esto representa la diversidad
maxima por pais del Continente Americano y lo sitiia como uno de los paises que aloja mas
especies de conejos y liebres en el mundo. En su territorio alberga diez especies de conejos,
nueve del género Sylvilagus, una de Romerolagus y cinco especies de liebres del género Lepus.
Ademas la Republica Mexicana cuenta con el mayor niimero de especies endémicas de

lagomorfos (cinco especies de conejos y tres de liebres), es decir 57% (Cervantes y Gonzélez,
P JOs ¥ ) y ;

1996).

Las principales amenazas contra las poblaciones de lagomorfos mexicanos son la
desaparicion de su héabitat y la caceria furtiva. La falta de planeacion y el abuso en el manejo
de los ecosistemas mexicanos han propiciado que la tala, los incendios, el pastoreo y la
apertura continua de mas areas de cultivo hayan eliminado o cambiado directa o indirectamente
las caracteristicas de los habitats adecuados para el ciclo de vida de los conejos y liebres
(Cervantes y Gonzalez, 1996). La conservacion y el manejo de las poblaciones de lagomorfos
en el mundo considera fundamental la preservacion de su habitat, programas de introduccion y
regulacidon de sus poblaciones y las medidas para su proteccion (Chapman y Flux, 1990). En
foros internacionales se ha coincidido que cinco géneros de lagomorfos en el mundo presentan
poblaciones tan pequefias o habitats tan restringidos que se recomienda su completa proteccion.
Para México se incluye dentro de este grupo al conejo de las Islas Marias (Sylvilagus
gravsoni). al conejo de Omiltemi (S. insonus), a la liebre de Tehuantepec (Lepus flavigularis) y

al conejo zacatuche (Romerolagus diazi).
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Romerolagus diazi
Romerolagus diazi es conocido como zacatuche, teporingo, conejo de los volcanes,
volcano rabbit (Fig. 1; Cervantes-Reza, 1980; Granados, 1981; Rojas, 1951). Es el lagomorfo
de menor talla en nuestro pafs y se caracteriza por su color pardo escuro homogéneo, sus
pequefias orejas redondas, patas cortas y cola no visible. Este mamifero habita la regién mas
densamente poblada de México: el cer}tro del Eje Neovolcanico Transversal, en bosques

abiertos de pino con densas coberturas de gramineas amacolladas (Hoth et al., 1987).

El conejo zacatuche ha sido considerado una especie rara y en peligro de extincion
(NOM-59, Angermann et al., 1990; Barrera, 1966; Hoth et al., 1987; Tornback y Jenkings,
1984). El habitat del zacatuche se ha fragmentado historicamente desde el Pleistoceno, cuando
los tiltimos episodios volcanicos ocurridos en el Eje Neovolcanico dieron como resultado la
formacion de la Sierra del Chichinautzin. Afiadiendo esta causa natural a las causas
antropogénicas, €l habitat del zacatuche se ha fragmentado en 16 zonas en un periodo
relativamente corto (Veldzquez et al., 1996) (Figs. 2 y 3). Este proceso de fragmentacion esta
estrechamente relacionado con el crecimiento de la Ciudad de México (Velazquez, 1988) v
puede tener efectos negativos en la estructura genética de las poblaciones del conejo zacatuche.
A pesar de que se han dedicado esfuerzos para su estudio, manejo y reproduccidn en cautiverio
(Cervantes et al., 1990; Fa y Bell, 1990; Hoth y Granados, 1987; Matsuzaki et al.. 1982). estos

no han sido suficientes y las disposiciones legales para su proteccion en estado silvestre no han

tenido éxito.
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Para promover la conservacion del zacatuche en cautiverio se procedié al establecimiento
de colonias de reproduccion como la del Zoologico de Jersey, Inglaterra (Durrell y Mallison,
1968; Lindsay, 1982), la del Zoolégico de Amberes, Bélgica (De Poorter y Van der Loo, 1981)

y la del Zooldgico de Chapultepec (Hoth y Granados, 1987), que es la tnica que actualmente

existe.

La problematica de conservacion del zacatuche es el caso tipico en el cual la
conservacion de la diversidad genética es una de las principales metas en el mantenimiento de
las poblaciones aisladas o en cautiverio, pues la diversidad genética, representa el potencial

adaptativo de las poblaciones cautivas y de las poblaciones reintroducidas derivadas de ellas

(Lacy, 1993).

La importancia del mantenimiento de la variacion genética

La variacion genética es la materia prima para los cambios evolutivos; es el material
basico del cual depende la adaptacion y la especiacién (Amos y Harwood, 1998) y permite a
las poblacioneé evolucionar en respuesta a los cambios ambientales, enfermedades, parasitos,
depredadores y competidores (Allendorf y Leary, 1986; Amos y Harwood, 1998). El patron de
variacion genética entre las poblaciones esta determinado por la mutacion, la deriva génica, la
migracion (flujo génico) y la seleccion natural (Chesser et al., 1980; Smith et al., 1978).
Niveles de variacion genética bajos limitan la habilidad de los organismos para responder a las
amenazas en periodos de tiempo cortos y prolongados. La pérdida de la variabilidad genética y
del potencial evolutivo que esto puede representar pone en peligro la continuidad de una

poblacion si los individuos son incapaces de adaptarse a los cambios ambientales (Frankel y

('S}
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Soulé, 1981). El mantenimiento de la variacion genética incrementa la calidad de los
individuos en una poblacion y esto es especialmente importante en 1o que concierne al manejo
de las especies (Rhodes y Smith, 1992; Smith y Rhodes, 1993). Por esto, el mantenimiento de
la variabilidad genética en las poblaciones naturales es un componente esencial de los
esfuerzos en la conservacion que aseguran la persistencia de las poblaciones de vida silvestre,

principalmente de las poblaciones aisladas (Frankham, 1995) como es ¢l caso del conejo

zacatuche.

Pérdida de variacién genética

Muchas poblaciones naturales se encuentran en peligro no solo por la reduccién
dramatica de su hébitat con respecto al drea original que ocupaban (Harris, 1984, Segesser,
1999), sino también por el aumento en la fragmentacion de este habitat. El resultado es un gran
numero de especies en peligro de extincion en pequefias subpoblaciones aisladas, lo cual
influye en su estructura genética, ya que las distancias geograficas y las barreras fisicas
impiden la migracion (Mossman y Waser, 2001). El aislamiento del habitat afecta el flujo
genético entre las poblaciones dando como resultado variacion genética intrapoblacional. La
distancia geografica entre las poblaciones también influye en la diferenciacion genética
interpoblacional (Mossman y Waser, 2001). Las poblaciones del zacatuche se encuentran,

desafortunadamente, altamente fragmentadas y distanciadas.

La dinamica de los genes en las subpoblaciones que existen en los fragmentos, puede
caracterizarse usando algunos parametros, entre los que se encuentran la tasa de apareamiento

entre parientes (endogamia), la cual genera una alta tasa de consanguinidad. La consanguinidad
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(Eguiarte y Pifiero, 1999) incrementa la homocigosidad (reduciendo la heterocigosidad) debido.
a la mayor probabilidad de que los individuos portadores de alelos sean idénticos por
descendencia. La depresion por endogamia es una disminucion en la adecuacion (el
crecimiento, la supervivencia o la fertilidad) que generalmente se observa después del
apareamiento constante entre organismos genéticamente relaciona(ios. Este fendmeno es de
especial interés en biologia de la conservacion debido a que los individuos de poblaciones
pequeiias probablemente son endogamicos; por lo tanto es importante determinar el grado de

consanguinidad que presentan las diferentes poblaciones de zacatuche.

Otro parametro importante en la pérdida de variacion genética es el tamafio de las
subpoblaciones, ya que en la medida que se tenga un menor tamafio poblacional, habrd mayor
pérdida de la heterocigosis de la poblacion (Crawford, 1984). Si se tiene un nimero muy alto
de subpoblaciones, la frecuencia alélica de la poblacion total no cambiara, pero la existencia de
un nimero finito de subpoblaciones genera a nivel global una pérdida continua de alelos,
ademas de la pérdida de heterocigosis dentro de cada una de las subpoblaciones. Durante este
proceso las subpoblaciones se diferenciaran unas de las otras (Hedrick, 1983). La poblacion de

zacatuche en cautiverio del Zoologico de Chapultepec es un claro ejemplo de tamafio de

poblacion pequetio.

Otro factor que conduce a la pérdida de variacion genética es la deriva génica. Esta se
produce cuando las poblaciones naturales son limitadas. Cuanto mas pequeiias, mas importante
sera la deriva. Esto es debido a que al haber pocos individuos en las poblaciones se presentan

los 1lamados errores de muestreo. Entre mas chica sea la poblacion, mayores pueden ser tales

h
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crrores y con mayor rapidez cambian las frecuencias alélicas. La deriva, entonces tiene dos

efectos: 1) cambios en las frecuencias alélicas al azar, y 2) que eventualmente se fije alguno de

los alelos (Eguiarte, 1999).

La endogamia y la reduccion de la variacion genética pueden ocurrir como resultado de
que una poblacién atraviese un “cuello de botella”, que es un evento en el cual la poblacion
sufre una pérdida y puede temporalmente reducirse a muy bajos numeros (Amos, 1998). Esto
puede conducir a un "efecto fundador" en el cual unos pocos individuos forman una nueva
poblacion, la cual solamente cuenta con un subconjunto de la variacion genética total presente
en la poblacion original (Ashley, 1999). El efecto fundador posiblemente pudo haber ocurrido
en la poblacion de zacatuche del Zoologico de Chapultepec debido al reducido niimero de
individuos con que se inici6 la colonia (12 ejemplares; Hoth y Granados, 1987). Esta, junto con
las otras causas de pérdida de variacion genética, pueden llegar a poner en riesgo la integridad

y la continuidad de las poblaciones aisladas de conejo zacatuche.

Para medir los niveles de variacion genética de las poblaciones naturales, se han utilizado
marcadores genéticos como son las aloenzimas, las secuencias de ADN mitocondrial y.
recientemente, los microsatélites. La variabilidad genética puede ser evaluada tanto por
cambios en la heterocigosidad, como en el numero de alelos (Frankel y Soulé, 1981, Leberg,
1992). Debido a que los microsatélites presentan gran variacion alé'lica, son herramientas
potencialmente muy sensibles para la deteccion de pérdida de variacion genética tanto en

poblaciones silvestres como en cautiverio (Taylor y Cooper. 1999).

6
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Los microsatélites y la determinacion de la variacion genética

Los microsatélites son secucncias cortas simples repetidas de DNA, de una a seis pares
de bases de largo, tales como (CA/GT)n o (AGT/TCG)n. Como marcadores moleculares tienen
las caracteristicas de presentar adecuada resolucion (Cherly, 1999); facil aislamiento y alta tasa
de mutacién (del orden de 10 a 107, Epplen y Lubjuhn, 1999); presentan codominancia, es
decir, es posible determinar para cada locus si un individuo es homocigoto o heterocigoto
(Baulloux et al., 2000). Estas secuencias son altamente variables, con gran polimorfismo
debido a los cambios en el nimero de unidades repetidas (Weber, 1990; Beckman y Weber,
1992), el cual puede cambiar como resultado de una mutacién; asi que para muchos loci de
microsatélite, algunos individuos pueden ser heterccigotos (tienen diferentes versiones de los

mismos genes) y pueden tener una docena o mas de alelos diferentes (formas de un gen) en una

poblacién de ese locus.

El estudio de los microsatélites ha sido utilizado para la conservacion y el mantenimiento
de la diversidad genética de especies en peligro de extincion. ‘Las poblaciones de especies en
peligro, por definicion, pueden experimentar cuellos de botella, como resultado puede haber
una pérdida de variacion indetectable en los loci de aloenzimas; pero se puede mantener
suficiente polimorfismo de microsatélites a través de tales cuellos de botella para aplicar un

manejo adecuado de los individuos que quedan en la poblacion (Ashley y Dow. 1994).

Los microsatélites han sido empleados para definir la estructura de la poblacion en
varias especies, principalmente en el caso de las especies amenazadas. En el lobo mexicano

(Canis lupus baileyi) se han establecido las relaciones genéticas entre los individuos de varias
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poblaciones mantenidas en cautiverio. Se encontraron alelos exclusivos para algunas
poblaciones, diferencias en las frecuencias alélicas y valores de distancias genéticas
significativamente distintos (Garcia-Moreno, 1996). Si el aislamiento esta afectando las
poblaciones de zacatuche tanto silvestres como en cautiverio, posiblemente se podran detectar
variaciones entre las diferentes poblaciones tanto en forma de alelos exclusivos como en
variaciones al€licas. Por ejemplo, estudiando la variacion genética del wallabi de Bennett
(Macropds rufogriseus rufogriseus) en Nueva Zelanda, se documentd un cuello de botella
debido a la reintroduccion con bajo numero de fundadores y se encéntré que esta poblacién
exhibe solo el 40% de la diversidad alélica y el 75% de la heterocigosidad observada al ser
comparada con una poblacion de Tasmania. Los microsatélites indicaron claramente una

pérdida de variacion genética (Le Page et al., 2000).

Asimismo, se han efectuado diversas evaluaciones del efecto de la fragmentacion del
habitat en la estructura gendtica de las poblaciones silvestres utilizando microsatélites.
Examinando la diferenciacion genética dentro y entre poblaciones aisladas de macacos Barbary
de Argelia (Macaca sylvanus), se encontro alto polimorfismo y qué cada subpoblacion es
genéticamente distinta (Segesser et al., 1999). Por otro lado, se reconocié que en poblaciones
fragmentadas del raton de patas blancas (Peromyscus leucopus), existe variacidn genética
significativa dentro de las poblaciones, pero no diferencia en el nimero de alelos o
heterocigosidad entre las poblaciones (Mossman y Waser 2001). Este efecto también podria ser

encontrado en el conejo zacatuche. .
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Aislamiento geografico del conejo zacatuche

Es poco el registro fosil que existe del zacatuche (Valsequillo, Puebla; Cruz Muiéz V.,
com. pers. 2005); sin embargo el zacatuche ha sido considerado un lep6rido primitive por sus
caracteristicas craneales y dentales, cromosomicas, las relaciones con sus parasitos (algunos de
los cuales son especificos) y por su distribucion actual. El zacatuche pudo haber evolucionado
de algun linaje del género Alilepus (Hibbard, 1963), fosil del Mioceno tardio o Plioceno
temprano de Norteamérica. La distribucion geografica de los paleolaginos parece haber sido
restringida en el Pleistoceno por los vigorosos Syivilagus, Caprolagus, Oryctolagus y Lepus
(Hibbard, 1963). Después de andlisis dentales adicionales, se concluyé que el zacatuche pudo
haberse diferenciado a partir de Nekrolagus (fosil del Pleistoceno tardio de Norteamérica), al
1igual que los leporidos actuales (Hibbard, 1963; Dawson. 1967). Por medio de otro tipo de
estudios se ha considerado que existe un parentesco filogenético mas estrecho entre el
zacatuche y Lepus (Robinson et al., 1981). Probablemente el zacatuche se diferencio en la
meseta desértica americana (Rojas, 1951; Uribe Alcocer, 1977), permanecio como relicto
cuando terminaron las glaciaciones y se establecio en las altas montaiias del sur del Valle de
México, habitat que no pudo abandonar y en donde se ha conservado sin un aparente cambio

evolutivo (Barrera, 1953; Rojas, 1951).

Debido a que las poblaciones del conejo zécatuche se encuentran fragmentadas en
mayor o en menor grado, seguramente el flujo genético entre ellas ha disminuido en el mismo
grado. Si el proceso se inicid con efectos fundadores y cuellos de botella, es probable que haya
habido un efecto negativo de la deriva génica y la endogamia y, por efecto de la seleccion

natural. ello posiblemente conduciria a una diferenciacion genética entre poblaciones. lo cual
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traeria como consecuencia que pudieran llegar a separarse reproductivamente. Por lo tanto, es
importante realizar estudios genéticos para determinar si hay diferencias en el perfil genético
entre poblaciones de Romerolagus, esto como consecuencia del aislamiento de sus poblacicnes
silvestres tanto por las causas naturales (eventos geoldgicos, glaciaciones, cambio climatico y
de vegetacion) como por causa de las actividades humanas (Figs. 2 y 3). Por ejemplo, colonias
en cautiverio como las de los zooldgicos, representan una condicion artificial que conduce al
aislamiento y a la interrupcién del flujo génico, aumentando la endogamia. Un estudio por el
método de RAPD (amplificacion al azar de ADN polimérfico) con ejemplares de zacatuche. del
Zoologico de Chapultepec, encontré evidencia de que la poblacion cautiva del Zoolodgico de
Chapultepec ha perdido alelos que permanecen en la poblacion silv.'estre (Salomon, 2000). Por
lo tanto, es necesario examinar poblaciones silvestres aisladas para poder determinar el grado

de diferenciacion genética dentro y entre sus poblaciones.

La distribucion actual de las poblaciones de zacatuche en el Eje Neovolcanico
Transversal puede explicarse por la historia geolégica del area, que corresponde a la era
Cuaternaria. Mientras que la formacion del Eje comenzé en el Mioceno tardio (Cebull y
Shurbet, 1987; Nixon et al., 1987) , el origen del vulcanismo en la region comenz6 durante el
Plioceno (Demant, 1978; 1982; Nixon et al., 1987). El habitat del zacatuche se ha fragmentado
de manera natural debido a los cambios climéticos del Periodo Cuaternario durante el
Pleistoceno (Hibbart, 1955). Debido a los eventos glaciares, las poblaciones quedaron
confinadas a las partes altas de las sierras y montafias del sur del Valle de México,
restringiéndolas geograficamente, principalmente en las Sierra Ajusco, Chichinautzin y Sierra

Nevada. Esta ultima presenta mayor superficie y tiempo de aislamiento que las otras dos.
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aproximadamente de 5000 afios. Aunado a este proceso natural, se han sumado las causas
humanas. En 1987 se estimé que el area de distribucion total del zacatuche era de 280 km?
(Hoth et al., 1987), debido principalmente a la expansion de las ciudades de Toluca, México y
Puebla. Este proceso ha provocado directa ¢ indirectamente la disminucion del ntimero de
poblaciones y la fragmentacion del habitat de esta especie formandé barreras entre ellas
(Velazquez, 1988). El area de distribucion del conejo zacatuche se ha reducido dramaticamente
en pocos afios, como lo demuestran diversos reportes (Hall,1981; Hoth et al., 1987; Velazquez
et al., 1996; Figs. 2 y 3) en donde se muestra que ias poblaciones continuas se han ido
fragmentado en pequefios parches. La conclusion general es que la superficie total de
distribucion del zacatuche se encuentra dividida en 16 unidades aisladas (12 periféricas y
cuatro nucleo; Velazquez, 1996). Se ha determinado que la presencia de autopistas, caminos,
zonas de cultivo permanente y establecimientos humanos, son considerados barreras que
pueden aislar a los individuos tanto geografica como genéticamente, impidiendo el flujo de
individuos entre ellas y provocando diferencias genéticas intra e interpoblacionales, 1o que

puede incrementar la posibilidad de extincion de la especie.

11



Campos-Chavez, A.P.

HIPOTESIS

De acuerdo con este escenario geografico, se puede proponer como hipétesis nula que
estas poblaciones aisiadas no presentan importante diferenciacion genéticé entre ellas; sin
embargo, la hipotesis alternativa es que las diferentes pobiaciones presentan diferencias
genéticas importantes, lo que puede llegar a producir que las poblaciones se diferencien. Para

corroborar o refutar la hipdtesis nula, se proponen los siguientes

OBJETIVOS

> Cuantificar el nivel de variacién genética por medio del'analisis de microsatélites de ADN

de poblaciones aisladas del conejo zacatuche (Romerolagus diazi).

» Relacionar el efecto del aislamiento con la variabilidad genética de poblaciones aisladas del

conejo zacatuche (Romerolagus diazi).
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MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron cuatro poblaciones silvestres aisladas: Volcan Popocatepetl, en su
porcion del estado de México (catorce individuos); Volcan Pelado en la Delegacién Tlalpan
(diez ejemplares); Volcan Chinguereteria en la Delegacion Milpa Alta (diez individuos) y la
localidad de Yecahuazac en Milpa Alta (doce ihdividuos; Fig. 4), también se estudio la
poblacion del Zoologico de Chapultepec (once individuos), ya que es una poblacién que lleva

cerca de 20 afios en cautiverio (Hoth y Granados, 1987). El tamafio de muestra total fue de 57

individuos.

Colecta de muestras

Para la poblacién del Volcéan Pelado se utilizaron muestras de higado almacenadas en la
Coleccion de Tejidos Congelados de la Coleccion Nacional de Mamiferos (CNMA) del
Instituto de Biologia de la UNAM; de la poblacion del Zoologico de Chapultepec se utilizaron
muestras de pelo las cuales fueron colectadas con pinzas (directamente del ejemplar) y se
guardaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml rotulados. Para las poblaciones de Popocatepetl,
Chinguereteria y Yecahuazac, se extrajo el ADN a partir de excrementos de zacatuche frescos -
colectados en el campo; en este caso se buscaron letrinas de zacatuche que estuvieran a
considerable distancia una de otra (aproximadamente 400 metros) para asegurar que no se
tomaran muestras de un mismo ejemplar y se gua}daron en bolsas de papel pequefias. Una vez
en el laboratorio, se dejaron secar en la estufa a 37° C durante tres dias para evitar el
crecimiento dé hongos y posteriormente se realizo la extraccion de ADN. Para dos individuos
de Chinguereteria se utilizo tejido de oreja, el cual se tomo de la piel de estos ejemplares y que

s¢ encuentran albergados en la CNMA.
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Extraccion de ADN
Para la extraccion del ADN de las diferentes muestras se utilizo una técnica distinta de
acuerdo con cada caso. Para excremento se utilizé un kit comercial especial para este tipo de
muestra (QIAamp DNA Stool Mini Kit, Marca Qiagen). En el caso de muestras de pelo,
higado y oreja se realizo6 la extraccion por medio de la técnica de fenol-cloroformo de acuerdo
al método de Philippa (2001), con algunas modificaciones para optimizarla (Apéndice I y II).

Para algunas muestras de pelo e higado se utiliz6 un kit comercial para extraccion de ADN

(DNeasy Tissue Kit, marca Qiagen).

Las concentraciones del ADN se determinaron por espectrofotometria {260 nm) y su
pureza se obtuvo mediante la relacion 260nm/280 nm; las mediciones se realizaron en un
espectrofotdmetro marca Biomate. Para determinar la presencia de ADN, se corrieron 5 pl de
extraccion en gel de agarosa al 1%, a 100 volts durante 30 min (Sambrook et al., 1989,
Apéndice IIT). El ADN se visualiz6 con bromuro de etidio por medio de luz UV y

posteriormente se tomo una fotografia con camara Polaroid instantanea (Fig. 5).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la técnica de PCR se utilizaron iniciadores especificos para la amplificacion de
cuatro microsatélites disefiados originalmente para el conejo europeo Oryctolagus cuniculus
(Cuadro 1): Sol 08, Sol 30 (Rico et al., 1994), Sat 03 y Sat 05 (Mougel et al., 1997); los dos
primeros ya habian sido probados y amplificados por Surridge et al., (1997) en un ejemplar de
R. diazi que resultd ser homocigoto para ambos microsatélites. Los otros dos no habian sido

utilizados anteriormente para el zacatuche pero si en algunos otros lagomorfos, reportandose
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también como polimorficos (Andersson et al., 1999, Burton, 2002). La reaccion para la
amplificacion de los microsatélites {Cuadro 2) fue realizada cn un termociclador marca Termo
Hybaid, PCR Sprint Temperature Cycling System, y cada programa utilizado se basé en las

caracteristicas de los microsatélites (Cuadro 3).

Electroforesis en geles de acrilamida
Los productos de PCR fueron separados por medio de geles de acrilamida-bis-
vacrilamida no desnaturalizada al 10% (Sambrook et al., 1989, con modificaciones, Apéndice
IV) y se corrieron a 110 volts durante 2 a 4 horas, dependiendo dei tamafio del microsatélite

(Cuadro 1); posteriormente, se tifieron con plata (Apéndice V) y se guardaron para su posterior

interpretacion (Fig. 6).

Obtencién de los datos
La lectura de los microsatélites se llevé a cabo directamente sobre los geles de
acrilamida y los alelos encontrados para cada locus se distinguieron por su peso molecular,
comparandolos con los pesos moleculares comerciales (Figura 6). Los tamafios de los
fragmentos se establecieron con el peso molecular de la banda mas intensa 'y de mayor tamaiio.
Se descartaron las bandas tenues y las de diferente tamafio de los intervalos mencionados en la
literatura. El registro de las bandas que aparecen en los geles proporciond una matriz. en donde
se identifico cada individuo junto con las bandas Ide los pesos moleculares que genera el PCR
para cada uno de los microsatélites.
Analisis de resultados
Los datos de los alelos fueron analizados con el programa GENEPOP, version 3.3

(Raymond y Rousset. 1995). Se estimo el niimero de alelos por locus y para todos los loci, al
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igual que las frecuencias alélicas. Para cada una de las poblaciones se calculé la
heterocigosidad esperada (He) y la observada (Ho). Las desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg (H-W) para cada locus fueron computados para cada poblacién utilizando pruebas
exactas (Rousset y Raymond 1995). Las desviaciones del equilibrio de H-W para todos los

loci en conjunto se evaluaron en cada poblacion usando el método de Fisher.

Se realizd la estimacion de estadisticos de F (Wright, 1965) y R (Slatkin, 1995) para
cuantificar la magnitud de la diferenciacion de las poblaciones en frecuencias de alelos. Por
identidad de alelos se determinaron los estadisticos de F: Fis ( coeficiente de endogamia), Fsi
(proporcion de variacion genética debido a la diferenciacion entre las subpoblaciones) y Fir
(desviaciones de las proporciones de H-W a nivel de poblacion total), los cuales fueron
calculados de acuerdo con Weir y Cockerham (1984). Estos estadisticos se basan en el modelo
de mutacién de alelos infinitos (Wright 1949; Kimura y Crow 1964). Por correlacién con el
tamafio de los alelos, se estimaron los estadisticos de R (Rst, Rit y Ris; Michalakis y Excoffier,

1996), que se basan en el modelo de mutacién paso a paso (Ohta y Kimura, 1973).

La diferenciacion genética se estimo6 usando tanto el método de Fisher como la prueba
exacta (log-likelihood). Se realizo un analisis de correlacion entre distancia genética y distancia
geografica y para determinar su asociacion se realizo una Prueba de Mantel, que compara
directamente dos matrices de distancia y evalta si dichas matrices presentan correlacion o no.

‘La prueba se realizé por medio del paquete estadistico Mantel version 1.15 (Cavalcanti 2001).
Se realiz la estimacion del nimero de migrantes (Nm) por medio de la estimacion multilocus

del nimero efectivo de migrantes de acuerdo a Slatkin (1985), basada en la utilizacion de

16
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alelos unicos y usando la estimacion que utiliza los valores de Fsz (Wright 1951): N = (1-
Fst) / 4 Fst. La prueba de desequilibrio de ligamiento se realizo por la estimacion de la
independencia de genotipos por cada par de loci dentro de cada poblacidn, utilizando una

aproximacion del método de “Cadena de Markov ” (Raymond y Rousset 1995).
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RESULTADOS
Desequilibrio de liéamiento
Se realiz6 una prueba para evaluar la probabilidad de ligamiento entre pares de
microsatélites. Este procedimiento se recomienda debido al desconocimiento de ia distribucion
cromosomica de los microsatélites utilizados; ya que si los microsatélites estuvieran ligados, se
produciria un desequilibrio genotipico. Esta prueba exacta para obtener el desequilibrio dio
valores no significativos entre las comparaciones realizadas (P>0.05; Cuadro 4), por lo cual se
determind que ninguno de los cuatro microsatélites analizados presentd desequilibrio
genotipico de ligamiento. Entonces, éstos resultaron ser adecuados para el estudio va que cada

uno de ellos proporciona informacién independiente, no ligada.

Polimorfismo
Se analiz6 un total de 57 individuos repartidos entre las cinco poblaciones. Todos los
microsatélites analizados en este estudio fueron polimédrficos, presentando entre nueve y trece
alelos por locus. El nimero promedio de alelos por locus en estas poblaciones fue de 10.25 +
0.82y se tuvo una frecuencia media de alelos anicos de 0.173 (Cuadro 5). Las frecuencias de
los alelos generalmente muestran distribuciones bimodales con dos. alelos comunes y un

intervalo de otros alelos en menores frecuencias.

Por microsatélite
En general el microsatélite SOL 08 fue el mas pequeiio de todos los microsatélites
analizados; presentd nueve alelos (Fig. 7) con tamaiios que fueron desde 105 hasta los 155

pares de bases (pb). mostrando tres alelos exclusivos para algunas poblaciones. El microsatélite
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SOL 30 fue ¢l que presentd la mayor cantidad de alelos (trece), su longitud fue de 125 a 180 pb
contando con un solo alelo exclusivo (180; Fig. 8). Los primers para los microsatélites SAT 03
y SAT 05, que originalmente fueron disefiados para su amplificacién en ADN del conejo
europeo Oryctolagus cuniculus y los cuales no habian sido probad(;s anteriormente en
Romerolagus diazi, mostraron amplificacién y detectaron alto grado de polimorfismo; ¢l SAT
03 present6 diez alelos (con cuatro alelos exclusivos; Fig. 9) con longitud de 140-178 pb, y el

SAT 05 nueve alelos (con tres alelos exclusivos; Fig. 10) con tamafios de 195 a 230 pb.

Por poblacién

Volcdn Popocatepet]

La poblacién del Volcan Popocatepetl presentd la mayor cantidad de alelos del
microsatélite SOL 08 (7; Fig. 7) con respecto a las otras poblacionés; el alelo principal fue el de
125 pb y tuvo un alelo exclusivo de 140 pb. Para ¢l microsatélite SOL 30, ademas de ser la
poblacion con mayor nimero de alelos (once), fue la tnica que presentd un alelo exclusivo
para este microsatélite (180 pb). Los alelos del microsatélite SO/ 30 con mayor frecuencia para
esta poblacion fueron el 162 y luego el 165. Con el microsatélite SAT 03 fue la poblaciéon mas
polimorfica (Fig. 9); mostrd ocho alelos con un intervalo de 140 a 175 pb y conté con tres
alelos exclusivos (155, 170 y 175). El alelo 162 fue ligeramente el mas comun. Finalmente
para el microsatélite SAT 05 la poblacion del Volcan Popocatepetl presenté cinco alelos, siendo

el mas frecuente el de 222 pb. Mostré dos alelos exclusivos (215 y 218).

Volcan Pelado

La poblacion del Volcan Pelado presenté cinco alelos para el microsatélite SOL 08, el

intervalo de tamaios fue de 115 a 130 pb y el alelo mas frecuente fue 125 pb. Para el
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microsatélite SOL 30, esta poblacion contd con seis alelos abarcando de 145 a 178 pb (Fig. 8).
El alelo mas frecuente fue el de 162 siguiéndole el de 155. Con respecto al microsatélite SA7
03 solamente presento dos alelos, el mas frecuente de 158 pb y el segundo de 160. Por tltimo

el microsatélite SAT 05 también contd con sdlo dos alelos 122 y 126, siendo este ultimo el mas

frecuente (Fig. 10).

Volcan Chinguereteria

Esta poblacion para el microsatélite SOL 08 (Fig 7) mostro tres alelos, con intervalo de
tamafio de 105 a 122 pb, el alelo principal fue de 115 pb. Presentd un alelo exclusivo de 105
pb. E1 SOL 30 conto con siete alelos que abarcaron de 125 a 178 pb, presento el alelo mas
comun de 162 pb y el segundo de 170 pb (Fig. 8). Con el microsatélite SAT 03 (Fig. 9) se
presentaron sdlo dos alelos, siendo el alelo de mayor frecuencia el de 158 pb y el de menor
frecuencia el de 160 pb. Con respecto al microsatélite SAT 05 se tuvieron tres alelos en esta

poblacién: 222, 230 y 226, este tltimo fue el mas comun (Fig. 10)..

Zoologico de Chapultepec

Para el SOL 08 en el Zoologico de Chapultepec se presentaron tres alelos, el intervalo
de tamafios comprendi6 de 115 a 155 pb y el alelo mas frecuente fue el 115 (Fig. 7). Parael
microsatélite SOL 30 se detectaron seis alelos que comprendieron desde 155 hasta 168 pb, los
mas comunes fueron en primer lugar el 168 y luego el 160 (Fig. 8). el SAT 03 presento tres
alelos: 150, 158 (el de mayor frecuencia) y 160 (Fig. 9). En el microsatélite SAT 05 se
visualizaron cinco alelos (de 200 a 230 pb), donde el alelo mas comun fue de 200 pb (Fig. 10).

Para ningtn microsatélite se presentaron alelos exclusivos en esta poblacion.

20
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Yecahuazac

Con el microsatélite SOL 08 se presentaron cuatro alelos, siendo los dos principales 122
y 155 pb, el alelo 150 sélo se presentd en esta poblacion. Con respecto al microsatélite SOL 30),
abarco desde 125 hasta 170 pb con siete alelos, siendo el principal el de 162 pb. Para el SAT 03
se detectaron seis alelos, los cuales abarcaron el intervalo de 140 a 165 pb, siendo los de mayor
frecuencia los alelos de 158 y 160 pb (este ultimo es el alelo principal). Finalmente, el
microsatélite SAT 05 presento seis alelos con un intervalo de 195 a 230 pb, el alelo 195 es un

alelo exclusivo y también el alelo mas frecuente de esta poblacion.

De manera global la poblacion del Volcan Popocatepetl es la que exhibe mayor
polimorfismo promedio por microsatélite analizado (7.8 + 1.1; Cuadro 5); en cuanto a alelos
exclusivos también es la que cuenta con un mayor nimero (siete alelos en total). En
contraposicion, la poblacion del Volcan Chinguereteria presenta la menor cantidad de alelos
(3.8 £ 1.0) y solamente presenta un alelo exclusivo. La unica poblacion que no present6 alelos

exclusivos para algin microsatélite fue la poblacion del Zoologico de Chapultepec.

Heterocigosidad
Las frecuencias alélicas y las heterocigosidades, tanto esperadas como observadas para
cada microsatélite y cada poblacion, se muestran en el Cuadro 6. La heterocigosidad promedio
esperada para todas las poblaciones fue de 0.67 + 0.05, mientras que la heterocigosidad
observada fue menor (0.35 £ 0.05). En ambos casos, la poblacion del Zoologico de
Chapultepec fue la que presento los valores mas bajos (He = 0.57 y Ho = 0.21). La poblacion

del Volcan Pelado fue la que mostré mayor valor de heterocigosidad observada promedio
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(0.50). Los valores de heterocigosidad intrapoblacional por microsatélite fueron en su mayoria
bajos, en comparacion con la heterocigosidad interpoblacional la cual fue alta, exceptuando en

el SAT 03 en el cual no hay diferencia significativa entre ambos valores (Cuadro 6).

Equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W)

En el analisis para detectar si las poblaciones se encuentran en equilibrio de H-W
(Cuadro 6), se obtuvo que para el microsatélite SOL 08 todas las poblaciones muestran
desviaciones estadisticamente significativas en la forma de déficit del nimero de heterocigotos.
Para el SOL 30, las poblaciones del Volcan Chinguereteria, el Zooldgico de Chapultepec v
Yecahuazac muestran deficiencia significativa. En el SAT 03 solamente la poblacién del
Volcan Popocatepetl es significativa; por tltimo en el SA4T 05 todas las poblaciones

exceptuando, la del Volcan Pelado, muestran deficiencia significativa de heterocigotos.

Niveles de endogamia

Para medir el déficit de heterocigotos causado por alelos nulos, endogamia o
subestructuracién poblacional.f, se determinaron los valores de Fis y Ris tanto por poblaciones
(Cuadro 7) como por microsatélite (Cuadro 8). La poblacion del Volean Pelado es la poblacién
que cuenta con los valores mas bajos (Fis = 0.0690 y Ris = -0.00085), mientras que la del
Zooldgico de Chapultepec cuenta con los valores promedio mas altos (#is = 0.5218 y Ris =
0.6720). En cuanto a los valores de los estadisticos de Fis y Ris globales mostraron desviacion
significativa de cero (Fis = 0.5051 y Ris =0.7306). Estos valores positivos indican deficiencia

significativa de heterocigotos.
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Estructura y diferenciacion genética

La estimacion de la estructura y la diferenciacién genética de las poblaciones fue
determinada por medio de la Fst. Los valores de este parametro para los datos combinados
fueron significativamente mas grandes que cero (Fst = 0.1222; Cuadro 8). Al realizar las
comparaciones por cada microsatélite de las divergencias entre pares de poblaciones, se obtuvo
que con el microsatélite SOL 08 solamente las poblaciones Volcan Pelado-Volcan Popocatepetl
y Chinguereteria-Zoologico de Chapultepec presentaron indices bajos de divergencia (-0.0443
y 0.0803, respectivamente; Cuadro 9). Las poblaciones més altamente diferenciadas fueron
Zooloégico de Chapultepec-Yecahuazac (Fst = 0.3567). Para el SOL 30, sélo ias poblaciones
Volcan Pelado-Zoologico de Chapultepec presentaron diferencias significativas (0.1635) y en
menor grado las poblaciones de Zooldgico de Chapultepec-Yecahuazac. Las poblaciones
Volcan Pelado-Zoolégico de Chapultepec (0.171), Volcan Popocatepetl- Volcan
Chinguereteria (0.168), Volcan Popocatepetl-Zoologico de Chapultepec (0.292) y Zoologico
de Chapaultepec-Yecahuazac (0.324) presentaron valores de diferenciacion elevados para el
microsatélite SAT 03, mientras que en el resto de las poblaciones los valores fueron bajos.
Finalmente para el microsatélite SAT 05, las poblaciones que mostraron valores altos de
divergencia fueron Volcan Pelado- Volcan Popocatepetl (0.187), Voican Pelado-Zoologico de
Chapultepec (0.31), Volcan Pelado-Yecahuazac (0.282).

Al realizar la estimacion de los valores de Fisf para todos los microsatélites entre los
pares de poblaciones (Cuadro 9), se pudo observar que las poblaciones del Volcan Pelado-
Zooldgico de Chapultepec (0.209) y Zooldogico de Chapultepec-Yecahuazac (0.207)

presentaron mayor grado de divergencia poblacional, mientras que las poblaciones del Volcan

D
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Popocatepetl-Zooldgico de Chapultepec mostraron un valer ligeramente menor (0.1540) con

respecto a las anteriores, aunque significativo en comparacién con el resto de las poblaciones.

Para generar una medida de diferenciacion poblacicnal incorporando el modelo de
mutacion paso a paso se calcularon los valores de Rsz. Los valores de Rst globales resultaron
ser mas elevados que los de Fst (Cuadro 8), exceptuando en el microsatélite SAT 03, cuyo

valor de Rst es mucho mas bajo (Rst = 0.0697 y Fist = 0.1538).

Analisis de correlacion entre distancia genética y distancia geografica
La matriz de datos de los estimadores de Fst (Fst/ 1-Fst) de 1as poblaciones del congjo

zacatuche estudiadas mostro una correlacion negativa no significativa con la matriz de

Cuadro 10; Figura 11 y 12). Los valores mas altos de distancia genética los presentaron las
poblaciones Zoologico de Chapultepec-Pelado (0.2647) y Zoologico de Chapultepec -
Yecahuazac (0.2636), mientras que el valor mas bajo lo presentaron las poblaciones

Popocatepetl-Yecahuazac (0.0677).

Estimacion del namero de migrantes (Nm)

Se estimo el numero de migrantes por generacion entre los pares de poblaciones
utilizando los valores de Fist. Nm se calculo por el‘ método de Wright (1951; Cuadro 11). Los
valores mas altos de niimero de migrantes entre poblaciones fueron entre Pelado-
Chinguereteria (3.549) y Popocatepetl-Pelado (3.549); en tanto que los valores mas bajos de
migrantes se presentaron entre Pelado-Zoologico de Chapultepec (0.944) y Zoologico de

Chapultepec -Yecahuazac (0.948).

]
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DISCUSION
El ADN del concjo zacatuche utilizado para este estudio fue extraido de diferentes
fuentes (pelo, higado, oreja y excrementos) obteniéndose buenos resultados. Cabe mencionar
que, aunque se han reportado analisis de ADN extraido de excrementos de otros organismos,
como por ejemplo, de 0sos y orangutanes, no existen informes conocidos de ADN extraido de
excrementos de conejos. Aunque el ADN que se logrd extraer de los excrementos del
zacatuche no fue de tan buena calidad como el que se extrajo de los tejidos, si se logrd obtener
una adecuada cantidad de ADN para la amplificacion de los diferentes microsatélites. Por esta
razdn, los excrementos de los conejos si pueden ser utilizados como una fuente para extraccion
de ADN para analisis genéticos utilizando microsatélites. Los tamafios de los fragmentos que
se extrajeron correspondieron a los reportados en la literatura (Surridge ct al., 1997; Mouget et
al., 1997, Surridge y Hewitt, 1998). Esta implicacion es importante para la genética de la
conservacion debido a que la extraccion de ADN tanto de pelo como de excrementos es una
técnica no invasiva, por lo cual es muy viable su utilizacién cuando se trata de especies en
peligro de extincion como es el caso del conejo zacatuche, ya que no siempre se puede tener
acceso a los individuos.
Variacion de los microsatélites
El microsatélite SOL 30, desarrollado para el conejo europeo y probado con un
ejemplar de R. diazi por Surridge et al., (1997), fue el microsatélite que mostrd la mayor
cantidad de alelos amplificados. Este microsatélite ha sido ampliamente utilizado para el
estudio genétfco en otros lagomorfos donde también mostrd alto polimorfismo. Por ejemplo, en
Lepus europaeus v L. timidus (Andersson et al., 1999), donde se registraron diez y seis alelos.

respectivamente. En el presente estudio el alelo 162 es el inico que se presenta en las cinco
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poblaciones y ademas es el alelo principal en cuatro de ellas, mientras que en la poblacién del
Zoologico de Chapultepec el alelo principal es el 168. El alelo 160 se presenté con baja
frecuencia. También se utilizaron dos microsatélites disefiados y utilizados originalmente para
Oryctolagus cuniculus (SAT 03 y SAT 05; Mougel, 1997) y que no habian sido probados en R.
diazi. En nuestro estudio se logré su amplificacion, resultando ademas, ser ampliamente
polimoérficos al compararlos con otros analisis. En el conejo europeo, por ejemplo, para el
microsatélite SAT 03 se presentaron nueve alelos y para el SAT 3, siete alelos (Queney et al.,
2000); para el microsatélite SAT 05 en Lepus europaeus y L. timidus (Andersson et al., 1999),
se encontraron cuatro y siete alelos, respectivamente, mientras que en O. cuniculus se
encontraron nueve alelos (Mougel et al., 1997). Los alelos de estos microsatélites pudieron ser

tacilmente distinguidos, por lo cual se recomienda su uso en otros estudios genéticos con el

zacatuche.

Variacién genética por poblacién

Volcdan Popocatepetl. 1.a poblacion del Popocatepetl es la que mayor polimorfismo
presenta en promedio en todos los microsatélites analizados y también es la que cuenta con
mayor numero de alelos tnicos. Estos resultados pueden ser atribuidos a que la poblacion del
Volcan Popocatepetl se separd geograficamente del resto de las poblaciones debido a la
actividad volcanica del eje neovolcanico y durante las glaciaciones del Pleistoceno, por lo
tanto, tiene mayor tiempo de aislamiento geografico con respecto a las otras poblaciones
estudiadas, lo cual pudo haber aumentado la accion de la deriva genética o las posibilidades de
mutaciones que originan alelos nuevos y diferentes a los del resto de las poblaciones. Una alta

tasa de endogamia puede reflejarse en baja heterocigosidad. Es importante mencionar que el



estado actual de actividad volcanica del Popocatepetl, ha restringido el acceso de los visitantes
a la zona, por lo cual las poblaciones de esta localidad se han recuperado notablemente,

aumentando el nimero de sus individuos.

Volcan Pelado. 1.a poblacion de Volcan Pelado es la que cuenta con el menor nimero
promedio de todas las poblaciones estudiadas. Aunque esta poblacion no presenta mucha
variabilidad genética, un gran nimero de individuos son heterocigotos, por lo cual no hay
diferencia importante entre las heterocigosidades observada y esperada ni desviaciones en el
equilibrio de H-W. Asimismo, presenta el mayor grado de heterocigosidad (0.5027), en
contraste con el resto de las poblaciones. Este valor de heterocigosidad tan alto se ve reflejado
en los estimadores de endogamia poblacional, los cuales son muy cercanos a cere, lo cual nos
indica que no hay desviacidn significativa de las proporciones de H-W y que no se presentan

niveles importantes de endogamia dentro de esta poblacion.

Zooldgico de Chapultepec. Se esperaba que la poblacion del Zoologico de Chapultepec
presentara baja variabilidad genética, pero en realidad esta fue altamente polimoérfica, aunque
en algunos de los microsatélites, es de las poblaciones que muestra menor numero de alelos. En
general en todos los microsatélites, esta poblacion presenta diferentes frecuencias alélicas con
respecto a las otras poblaciones y no presenta alelos exclusivos para algun microsatélite. La
presencia de pocos alelos y las diferentes frecuencias alélicas posiblemente se deban al efecto
de la deriva génica que esta actuando sobre esta poblacion cautiva por el aislamiento de 28
afios desde que se fundo la colonia. La ausencia de alelos tnicos para esta poblacion puede

indicar que el tiempo de aislamiento al cual ha estado sometida, no ha sido suficiente para que
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surjan o se fijen nuevos alelos. En la poblacién del Zoolégico de Chapultepec se presentan
desviaciones en el equilibrio de H-W en forma de déficit de heterocigotos, lo cual puede
provocar un alto nivel de endogamia, como se corroboré por ¢l indice correspondiente. Esto es
atribuible al nimero pequefio de fundadores y al escaso o nulo manejo reproductive, lo cual
podria haber conducido a un alto grado de endogamia y deriva génica; esto podria reflejarse en
pérdida de la viabilidad, por lo que los individuos serian mas susceptibles a enfermedades y, a

largo plazo, a disminuir su reproduccion (Frankham et al., 2002).

La heterocigosidad promedio observada en el Zoologico de Chapultepec fue de 21%;
este valor resulté mas alto que el reportado en un estudio realizado en esta misma poblacion,
pero mediante la técnica de ADN Polimorfico Amplificado al Azar (Randomly amplified
polimorphic DNA, RAPDS), en donde se obtuvo una heterocigosidad observada de 15 %
(Salomon, 2000). En el mismo estudio se determiné que la heterocigosidad observada
promedio para la poblacion del Volcan Pelado fue de 17.18%, mientras que el presente estudio
determin6 que la heterocigosidad observada fue de 50.27%. Con la técnica de microsatélites
aumenté considerablemente la heterocigosidad observada de ambas poblaciones; pero en
ambos estudios se concluye que la poblacion del Zooldgico de Chapultepec es menos variable

que la poblacion del Volcan Pelado.

Se esperaba que las poblaciones del Zooldgico de Chapultepec y Volcan Pelado
tuvieran mayor semejanza en sus alelos debido a que la poblacion del Zoolégico de

Chapultepec se inicio con ejemplares del Volcan Pelado, pero ambas poblaciones se
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diferencian tanto en el tipo de alelos que presentan (hay algunes que se han perdido en el
cautiverio y hay otros que se han adquirido), asi como en las frecuencias de Jos mismos.

La diferenciacién genética de ambas poblaciones, evaluada por medio de los valores de Faz
para los cuatro microsatélites combinados, determiné que presentan el mayor grado de
diferenciacion genética entre todas las poblaciones estudiadas (Fs= 0.2093). Los resultados se
deben a que la poblacién en cautiverio del Zooldgico de Chapultepec esta sufriendo las
consecuencias del efecto fundador (debido al reducido niimero con que fue fundada), los

efectos de la deriva génica y la seleccion natural que ha provocado el aislamiento geografico en

el que se encuentra desde hace 28 afios.

El hecho de que las diferentes poblaciones del congcjo zacatuche presenten frecuencias
alélicas distintas puede explicarse, ademas de por la posible influencia de la deriva génica,
posiblemente porque las condiciones ambientales difieren de una localidad a otra y de una
estacion a otra. Asi, la intensidad y la direccion de la seleccion natural puede variar con
respecto al lugar y el tiempo y las diferencias observadas podrian ser atribuibles a la variacion
por la presion de la seleccidn natural (Falconer, 1993; Jiménez et al., 1994; Fowler y Withlock,
1999). Otro tipo de presion a la que posiblemente se someten las diferentes poblaciones son
con respecto a la cercania y el crecimiento de las ciudades, ya que en algunas se presenta
mayor presencia humana como senderos, carreteras, zonas de cultivo y tala de arboles, entre
otras, lo que aumenta las posibilidades de fragmentacion, aislando a las poblaciones,
impidiendo el flujo entre ellas y, por consiguiente, que se lleguen a diferenciar genéticamente

una de otra.
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Yecahuazac. Otra de las poblaciones que se encuentra altamente diferenciada de 1o del
Zoologico de Chépultepec es la poblacion de Yecahuazac. Esta es la segunda con mayor
mimero de alelos promedio después de la del Popocatepet! y cuenta con dos alelos ﬁnicos.‘
Presenta déficit de heterocigotos lo que se refleja en altos valores de endogamia. Esta
poblacién es interesante debido a que es de las mdas cercanas geograficamente a la poblacion

del Volcan Pelado, pero es la que mas se diferencia de ésta.

Chinguereteria. La poblacion de Chinguereteria presentd déficit de heterocigotos. La
heterocigosidad observada de esta poblacién fue un poco mas elevada que la del Zoologico de
Chapultepec (0.264), pero ain asi fue mas baja que la esperada. Lo mismo que las otras
poblaciones (exceptuando a la poblacion del Pelado), ésta presenta altos indices de endogamia.
Sus niveles de diferenciacion genética con las otras poblaciones son bajos; con la que menos se
diferencia es con la poblacion del Pelado y atin con la poblacién del Zooldgico de Chapultepec
el nivel de diferenciaciéon es muy bajo. Estos valores de diferenciacion se ven reflejados en el
valor de nimero de migrantes, ya que entre las poblaciones Pelado-Chinguereteria y Zoologico

de Chapultepec-Chinguereteria se presenta elevado nimero de migrantes.

La heterocigosidad intrapoblacional en general resulto baja en las diferentes
poblaciones, lo que puede estarnos indicando un alto grado de endogamia dentro de las
poblaciones. Esto se corroboraria con los datos obtenidos con los valores de Fis y Ris, los
cuales se encuentran muy alejados de cero, excepto para el microsatélite SAT 03. Entre mas
cercanos a uno, mayor grado de endogamia se presentara en las poblaciones, pues los valores

positivos significan una deficiencia en el nimero de heterocigotos (Frankham et al., 2002).



Comparacion genética entre poblaciones aisladas del conejo zacatuche Romerolagus diazi

Otra explicacion que puede atribuirse a los valores de heterocigosidad obtenidos puede ser el
tamafio de la muestra de cada poblacion, nimeros muy bajos de tamaiio de muestra pueden no
representar a la poblacion total e indicar déficit de heterocigotos. En este trabajo, se trato de

incluir un namero representativo de individuos para minimizar esta posibilidad.

Variacion genética entre poblaciones

Las poblaciones de zacatuche estudiadas presentaron una heterocigosidad esperada
promedio de 67 %; este valor es similar a los obtenidos en otros estudios de lagomorfos. Por
ejemplo, en diferéntes poblaciones de L. americanus 1a heterocigosidad esperada promedio fue
de 67% (Burton et al., 2002), para O. cuniculus vario de 61 a 66%; para L. timidus el promedio
fue de 54% y para L. europaeus, el promedio fue de 70% (Andersson et al., 1999). En
comparacion la heterocigosidad observada en este estudio fue aproximadamente la mitad de la
esperada (35%), similar a la encontrada en L. timidus de 42% y en L. europaeus, de 57%

(Andersson et al., 1999).

La heterocigosidad interpoblacional es alta comparada con la intrapoblacional, esto es
debido a que cada una de las poblaciones presenta alelos y frecuencias diferentes y que al
combinarse todas las poblaciones la diversidad genética se eleva. Mientras que la
fragmentacion de las poblaciones se espera baje la variabilidad genética dentro de las
poblaciones, algunos autores han sugerido que la variacion genética total puede mantenerse
debido a la diferenciacién genética entre las poblaciones, lo que trac como consecuencia el
mantenimiento de diferentes alelos en las poblaciones aisladas (por ejemplo Harrison y

Hastings, 1996; Mossman y Waser, 2001). Esto es importante para la conservacion del conejo



Campos-Chavez, A P.

ya que si se planean adecuadas reintroducciones de ejemplares de diferentes poblaciones y
fundando colonias nuevas con ejemplares de varias localidades, se podria rescatar la amplia

variacidn genética con que se cuenta por separado.

El déficit de heterocigotos que se observa en los microsatélites de algunas de las
poblaciones puede deberse a la endogamia de las poblaciones o también puede atribuirse a la
presencia de alelos nulos (alelos que no amplifican debido a cambios en la secuencia del sitio
de alineamiento de los iniciadores). Los datos presentados en este trabajo se basan en muestras
de poblaciones; el muestreo de grupos sociales genéticamente aislados puede resultar en el
efecto Wahlund. Este efecto se manifiesta en un déficit del nimero de heterocigotos
observado; esto puede ser también una explicacion del déficit de heterocigotos que se obtuvo
en los resultados (Surridge et al., 1998). Sin duda, la variacidn que se detectd podria permitir a
las poblaciones aisladas del ‘conejo zacatuche estar alcanzando diversos niveles de
diferenciacion genética.

Relacion entre distancia genética, distancia geografica y namero de migrantes

Algunas poblaciones del conejo doméstico en estado silvestre, proporcionan datos para
apoyar un modelo de aislamiento por distancia para las distintas poblaciones, esto es, que se
presente una correlacion entre la distancia geografica y la distancia genética (entre pares de
poblaciones). En el presente estudio, la prueba de Mantel nos indico que no existe correlacion
entre estas dos variables, por lo cual para este estudio se puede proponer que el alto grado de
diferenciacion poblacional observado entre algunas de las poblaciones podria estarnos
indicando un posible aislamiento reproductivo, pero no esté relacionado con la distancia

geografica; estas diferencias podrian ser explicadas debido a otras causas como pueden ser,
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diferencias en la ecologia y la demografia. Se encontré que hay una relacion negativa entre
estos dos aspectos (Figura 11). En otros estudios no se detectd aislamiento por distancia en el
conejo europeo (Fuller et al., 1996, 1997, Surridge et al., 1999), en e! leming de collar (Ehrich

etal, 2001) o en el raton de patas blancas (Peromyscus leucopus, Mossman y Waser, 2001).

Estos resultados nos permiten determinar que la diferenciacion genética que muestran
las diferentes poblaciones, posiblemente no son producto de la distancia geografica que las
‘separa, sino de otras causas como pueden ser las barreras geograficas, la diferenciacion
adaptativa, la deriva génica, la seleccion natural y los efectos de la endogamia. La poblacion
del Zoolégico de Chapultepec es la que presenta mayor indice de endogamia de entre todas las
poblaciones y la del Volcan Pelado es la que muestra menor indice; posiblemente es por esto
que al comparar ambas poblaciones sean las que mayor valor de divergencia genética

muestran. Los valores elevados de endogamia generalmente estan tigados a tasas bajas de flujo

genético.

Las bajas tasas de flujo genético pueden conducir a diferenciacion entre poblaciones.
Las poblaciones que cuentan con mayor distancia genética (valores mas altos de Fst) son las
que presentan menor flujo genético (menor niimero de migrantes), mientras que las que tienen
los valores mas bajos de Fist, presentan valores mas elevados flujo genético. Nuevamente estos
datos nos indican que no hay relacion entre la distancia y la diferenciacion genética ya que aun
las poblaciones mas alejadas, como son el Volcan Popocatepetl-Yecahuazac, presentan el
nimero de migrantes elevado (3.7; los mas altos de todos los pares de poblaciones; Figura 12),

valor semejante a poblaciones mas cercanas geograficamente como Pelado-Chinguereteria

(%)
(%)
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(3.4). En cuanto al Zoologico de Chapultepec, comparado con las poblaciones silvestres, ¢!
numero de migrantes que se obtiene es muy bajo, principalmente Pelado-Zoologico de

Chapultepec (0.944; el méas bajo obtenido en el estudio).

En general para todas las poblaciones las tasas de flujo génico son muy bajas, lo cual
puede conducir a diferenciacion de las poblaciones debido a deriva génica (valores muy bajos
de numero de migrantes pueden reflejar deriva génica) o a diferencias en la ecologia y la
demografia (Surridge et al., 1999). Es importante mencionar que el niimero de migrantes toma
varios cientos de afios para equilibrarse desde que el flujo genético se ha interrumpido (Slatkin
y Barton, 1989), lo cual puede significar que posiblemente el tiempo que las poblaciones han
estado separadas geograficamente (de manera natural desde el Pleistoceno y mads recientemente
causada por las actividades humanas), no es la causa directa de la diferenciacion genética que
esta siendo detectada; la deriva génica y la seleccion natural posiblemente estan actuando de
manera similar en las poblaciones silvestres, mientras que en la poblacion del Zooldgico de

Chapultepec estan actuando con mayor intensidad sobre los individuos.
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CONCLUSION

Por lo tanto, de acuerdo con los resultados, las poblaciones silvestres de Romerolagus
diazi se encuentran en proceso de diferenciacion genética, particularmente la poblacion del

Zoologico de Chapultepec, lo cual apoya la hipotesis alternativa de este estudio.

[S]
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IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION DEL CONEJO ZACATUCHE

Debido a su importancia bioldgica, el zacatuche es una especie prioritaria para la
conservacion y uno de los enfoques primordiales para preservarla a largo plazo es el genético,
ya que para mantener viables a sus poblaciones se necesita de variabilidad genética adecuada,
de lo contrario pueden llegar a desaparecer. Por ejemplo, en el presente estudio se determiné
que algunas de las poblaciones no presentan alta variabilidad lo cual puede poner en riesgo su
sobrevivencia. Para la conservacion de las poblaciones del conejo zacatuche, se deben

aumentar los estudios de tipo genético sobre esta especie, tanto en las poblaciones silvestres

como en las cautivas.

Con respecto a las poblaciones silvestres, es importante realizar un monitoreo
permanente sobre cudntas poblaciones quedan, en qué lugares se encuentran y el nimero de los
individuos que las componen y tratar de conectar las mas cercanas por medio de corredores
para que exista flujo de individuos entre ellas; como por ejemplo entre las poblaciones de
Parres con las poblaciones de Yecahuazac y Chinguereteria. De esta manera, proponer que las
zonas donde se encuentran las principales poblaciones sean decretadas zonas de conservacion y
de monitoreo. Es aqui donde los estudios genéticos toman su importancia en la conservacion
ya que conociendo la variabilidad genética de cada poblacién, podria realizarse intercambio de
individuos entre las distintas poblaciones estudiadas con la finalidad de enriquecer su

componente genético, disminuyendo el riesgo de extincion por esta causa.

Muchas especies amenazadas o en peligro de extineion debido a la reduccion de sus

poblaciones, como es el caso del conejo zacatuche, han sido reproducidas en cautiverio para
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asegurar su supervivencia y posiblemente una futura reintroduccion a las poblaciones
silvestres. Aunque, se ha demostrado que en algunos casos ¢l mantener en cautiverio a Jos
individuos durante muchos afios disminuye la variabilidad genética de éstos. Es por ello, que
con la ayuda de los estudios genéticos, como el aqui reportado, se planeen estrategias
adecuadas y planificadas para la reproduccion de los individuos. En €l caso de la poblacion del
Zoologico de Chapultepec, es recomendable un adecuado control de la reproduccion de los
individuos por medio de cruzas seleccionadas para tratar de reducir la endogamia de la
poblacion y los efectos dafiinos de ésta a largo plazo. De igual manera, seria adecuado, que
cada determinado tiempo se incorporaran a las poblaciones cautivas individuos de origen
silvestre con la finalidad de incorporar alelos que puedan estarse perdiendo debido al encierro.
El conejo zacatuche es una especie tnica y su conservacion debe ser un reto para los

meXxicanos, debido a esto se considera un emblema de la conservacion para México.
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Figura 1. El conejo zacatuche (Romerolagus diazi)
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Figura 2. Mapa donde se ilustran las areas de distribucién del conejo zacatuche

(Romerolagus diazi; Hoth et al., 1987) en el pasado.
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(Romerolagus diazi; Velazquez et al., 1996). El area esta fragmentada en 16 unidades:

cuatro nucleo y 12 periféricas.
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Figura 4. Localidades (rectangulos) en las Delegaciones de Milpa Alta y Tlalpan donde fueron
colectadas las muestras del conejo zacatuche (Romerolagus diazi).
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Bandas de
ADN

Figura 5. Fotografia de un gel de agarosa en donde se determiné la presencia del ADN
extraido de muestras de pelo de seis individuos del conejo zacatuche (Romerolagus diazi)

del Zooldgico de Chapultepec.
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Figura 6. Fotogratia de un gel de acrilamida tefiido con plata donde se muestran las bandas
de amplificacion de un microsatélite de ADN del conejo zacatuche (Romerolagus diazi)
obtenido por la técnica de la reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR); cada carril indica
un individuo diferente. Los carriles 1, 2, 3 representan individuos homocigotos (presenéia
de una sola banda); los carriles 4 y 5 individuos heterocigotos (presencia de dos bandas). el

carril 6 esta vacio. PM = es ¢l marcador de peso molecular.
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Figura 9. Alelos encontrados para el microsatélitéAT 03 para cada poblacion estudiada del conejo
zacatuche (Romerolagus diazi)
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Figura 12. Mapa donde se ilustran las localidades estudiadas del conejo zacatuche

(Romerolagus diazi; modificado de Velazquez et al., 1996). Las distancias geograficas en

entre ellas son:

Volcén Pelado - Volcan Popocatepetl ------------ 65.5 Km
Volcan Pelado - Volcan Chinguereteria ---------- 1.5 Km
Volcan Pelado - Yecahuazac 15.0 Km
Volcan Popocatepet] - Volcan Chinguereteria --- 53.5 Km
Volcan Popocatepetl - Yecahuazac --------------- 50.5 Km
Volcan Chinguereteria - Yecahuazac -----~------- 4.5 Km

(1
(W]



Cuadro 1. Microsatélites y secuencia de los iniciadores utilizados en la amplificacién de los microsatélites de ADN del conejo

zacatuche (Romerolagus diazi), nimero de acceso en la pagina de internet GenBank , la secuencia repetida que compone al

microsatélite y el intervalo del tamafio de los alelos en pares de bases.

Microsatélite Secuencia de los Iniciadores Cédigo de Secuencia Intervalo del tamafio de los
GenBank alelos
F 5S’GGATTGGGCCCTTTGCTCACACTTGS’ , 104-122 (Surridge y Hewitt,
‘ 7 A :
Sol 08 S ATCGCAGCCATATCTGAGAGAACTCS’ X927 (TG o(N)1s(TG)s 1998)
F 5°CCCGAGCCCCAGATATTGTTAGGA?R’ - 139-187 (Sutridee et al.. 1997
$0130 R S TGCAGCACTTCATAGTCTCAGGTC3’ X79213 (TOAMLTC)s (Sursidge et al. 1957)
F 5’GCTCTCCTTTGGCATACTCCS’ (TC)s(TG o  144-162 (Mougel et al.. 1997
Sat 03 R 5’GCTTTGGATAGGCCCAGATC3’ M77195 ( 8 S
Sat 05 F 5’GCTTCTGGCTTCAACCTGACY’ X99887 (TC ) TIT(CT)s  200-236 (Mougel et al., 1997)

R S’CTTAGGGTGCAGAATTATAAGAGY’

¢

3V ‘zaspyn-sodwen
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B

Cuadro 2. Voliimenes y concentraciones de los reactivos utilizados para la amplificacién de

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

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR; modificado de Rico et al., 1994; Mougel et al.,

1997).
. Concentracion Concentracién final
Reactivo . . Volumen a tomar <
original en la reaccion
Buffer para PCR 10X 2.5 ul X
*MgCl, 25 mM 1.5l 1.5 mM
DNTPs 100 mM 2.0 ul 200 uM
Primer F 20 uM 0.5ul 0.4 uM
Primer R 20 uM 0.5ul 0.4 uM
Taq polimerasa 5 U/l 0.2l 1 U/l
DNA El necesario para obtener 100 ng 100 ng/25 pl
H,0 La necesaria para completar un
§ volumen de reaccidén de 25 pl. |
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Cuadro 3. Programa para ¢l termociclador para la amplificacion de los microsatélites del
conejo zacatuche (Romerolagus diazi) por medio de la técnica de la Reaccion en Cadena de

la Polimerasa (PCR). TA = Temperatura de alineacion (modificado de Rico et al., 1994;
Mougel et al., 1997).

Microsatélites SOL 08 y SOL. 30
Evento Temperatura Tiempo No ciclos
Desnaturalizacion 94° C 5 minutos 1
Desnaturalizacién 94° C 1 minutos
Alineacion ggi gg gﬁ Z 228 2 minutos 30
Extension 72°C 4 minutos
Extensién 72°C 5 minutos 1
Microsatélites SAT 03 y SAT 05
Evento Temperatura Tiempo No ciclos
]
Desnaturalizacion 94° C 5 minutos 1
Desnaturalizacién 94° C 30 segundos
Alineacién 60" C 30 segundos 30
Extension 72°C 30 segundos
Extension 72°C 10 minutos 1
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Cuadro 4. Probabilidad de ligamiento entre pares de microsatélites en diversas poblaciones
del conejo zacatuche (Romerolagus diazi

).

-

Localidad Microsatélite 1 Microsatélite 2 | Probabilidad Desviacién
estandard
Volcan Pelado SOL 08 SOL 30 1.00000 0.00000
Volcan Pelado SOL 08 SAT 03 0.241006 0.00917
Volcan Pelado SOL30 SAT 03 0.36779 0.00848
Volcan Pelado SOL 08 SAT 05 0.63905 0.00515
Volcan Pelado SOL 30 SAT 05 0.47479 0.00459
Volcan Pelado SAT 03 SAT 05 0.40479 0.00321
Volcéan Popocatepetl SOL 08 SOL 30 1.00000 0.00000
Volcan Popocatepetl SOL 08 SAT 03 0.24646 0.02561
Volcan Popocatepetl SOL 30 SAT 03 1.00000 0.00000
Volcan Popocatepetl SOL 08 SAT 05 1.00000 0.00000
Volcan Popocatepetl SOL 30 SAT 05 1.00000 0.00000
Volcan Popocatepetl SAT 03 SAT 05 0.32023 0.01945
Volcan Chinguereteria SOL 08 SOL 30 1.00000 6.00000
Volcan Chinguereteria SOL 08 SAT 03 1.00000 0.00000
Volcan Chinguereteria SOL 30 SAT 03 No informacién
Volcan Chinguereteria SOL 08 SAT 05 0.90821 0.60338
Volcan Chinguereteria SOL 30 SAT 05 1.00000 0.00000
Volcan Chinguereteria SAT 03 SAT 05 1.00000 0.00000
Zoologico de Chapultepec SOL 08 SOL 30 0.00505 0.00141
Zooldgico de Chapultepec SOL 08 SAT 03 0.38742 0.00741
Zooldgico de Chapultepec SOL 30 SAT 03 0.76242 0.00696
Zooldgico de Chapultepec SOL 08 SAT 05 0.03256 0.00415
Zoologico de Chapultepec SOL 30 SAT 05 0.28175 0.01374
Zoolodgico de Chapultepec SAT 03 SAT 05 0.23172 0.00935
Yecahuazac SOL 08 + SOL 30 0.01282 0.01119
Yecahuazac SOL 08 SAT 03 0.59118 0.01021
Yecahuazac SOL 30 SAT 03 0.08735 0.00934
Yecahuazac SOL 08 SAT 05 0.96356 0.00263
Y ecahuazac SOL 30 SAT 05 0.583061 0.01740
o Yecahuazac SAT 03 SAT 05 0.86650 0.00995
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Continuacion del Cuadro 4. Determinacion de desequilibrio de ligamiento (Método de

Fisher) entre cada par de microsatélites analizados en las poblaciones del counejo zacatuche

(Romerolagus diazi).

Par de microsatélites Valor de Grg;i > Valor de la
Chi* . Probabilidad
. libertad
SOL 08 & SOL 30 11.846 10 0.29547
SOL 08 & SAT 03 9.077 10 0.52478
SOL 30 & SAT 03 7.604 8 0.47309
"SOL 08 & SAT 05 7.792 10 0.64919
SOL 30 & SAT 05 5.023 10 0.88965




Comparacion genética entre poblaciones aisladas del conejo zacatuche Romerolagus diazi

Cuadro 5. Numero de alelos por microsatélite encontrados en diversas poblaciones del

conejo zacatuche (Romerolagus diazi). El ntimero de alelos exclusivos se indica en

paréntesis.
No. de Microsatélite Pm;ﬂedio
Localidad ] e
individuo | SOL 08 { SOL 30 | SAT 03 | SAT 05 | Rumcro
de alelos
Volcan
Pelado 10 5 6 3D 2 4
Volcan
8 2 7.8
Popocatepetl 14 (M 111 () 5(2)
Volcan i
i 3 3.8
Chinguereteria 10 3(1) 7 2
Zooldgico de _
5 4.3
Chapultepec 1 3 6 3
Yecahuazac 12 4 (1) 7 6 6 (1) 5.8
Total 57 9(3) 13(1) 10 (4) 9(3) 10.3
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Cuadro 6. Heterocigosidad (niimero de individuos heterocigotos en Ja poblacién)
observada (Ho) y esperada (tHe) por microsatélite por poblacion de! conejo zacatuche
(Romerolagus diazi). n = nimero de individuos, NA = niimero de alelos, P = probabilidad
de equilibrio de Hardy-Weinberg,.

Sol 08
Localidad n NA He Ho P
Volcan Pelado 20 5 7.8 3 0.0049
Volcan Popocatepetl 28 7 11.6 2 0.0000
Volcan Chinguereteria 18 3 5.4 0 0.0004
Zooldgico de Chapultepec 22 3 59 2 0.0093
Yecahuazac 20 4 6.6 | 0.0002
Sol 30
Volcéan Pelado 20 6 8.0 6 0.0542
Volcan Popocatepetl 26 11 11.2 9 0.0225
Volcan Chinguereteria 20 7 8.6 4 0.0073
Zooldgico de Chapultepec 22 6 8.0 1 0.0000
Yecahuazac 24 7 9.8 5 0.0029
Sat 03
Volcéan Pelado 18 3 4.9 7 0.4570
Volcan Popocatepetl 28 8 11.7 8 0.0000
Volcan Chinguereteria 18 2 3.8 5 1.0
Zoologico de Chapultepec 20 3 2 2 1.0
Yecahuazac 22 6 7.5 10 0.0403
Sat 05
Volcan Pelado 18 2 | 27 3 o
Volcan Popocatepetl 26 5 10 3 0.0003
Volcan Chinguereteria 20 3 6.3 1 0.0007
Zoolodgico de Chapultepec 22 5 8.9 4 0.0010
B Yecahuazac 22 6 9 0 0.0000
Heterocigosidad SOL 08 | SOL30 | SATO03 SAT 05
Intraj}‘goblacional 0.14815 | 044643 | 0.60377 0.20370
Interpoblacional 0.71848 | 0.83428 | 0.50388 0.70537
L
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Cuadro 7. Coeficientes de endogamia para cada poblacion del conejo zacatuche
(Romerolagus diazi) utilizando las frecuencias alélicas (estadistico de £ Fis) v los

tamafios de los alelos (estadistico de Rho: Ris)

Valores de Fis
Localidad Promedio
Sol 08 Sol 30 Sat 03 Sat 05
Volcan Pelado 0.6276 0.2653 204737 -0.1429 0.0690
Volcan 0.8328 0.2059 0.3269 0.7073 0.5185
Popocatepetl
Volein 1.0 0.5472 -0.3333 0.8475 0.5153
Chinguereteria
Zoolégico de 0.6721 0.8810 -0.0286 0.5628 0.5218
Chapultepec
Yecahuazac 0.8548 0.5000 -0.3514 1.0 0.5008
Valores de Ris
Localidad Promedio
Sol 08 Sol 30 Sat 03 Sat 05
Volcan Pelado 0.2820 -0.0455 -0.0970 -0.1429 -0.00085
Volcan 0.9312 202173 0.4543 0.8574 0.5064
Popocatepetl ‘
_ Volcan 1.0 0.9271 -0.3333 0.8989 0.6231
Chinguereteria
Zoolbgico de 0.9373 - 0.9022 0.0255 0.8231 0.6720
Chapultepec
Yecahuazac 0.9884 0.1322 -0.0117 1.0 0.5272

t
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Cuadro 8. Correlacion intra-clase para cada microsatélite del conejo zacatuche
(Romerolagus diazi) utilizando las frecuencias alélicas (estadisticos de F: Fis = coeficiente
de endogamia; Fit = desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg y Fst = variacién
genética debido a diferenciacion entre poblaciones) y utilizando los tamafios de los alelos

(estadisticos de Rho: Ris, Rit y Rst).

Microsatélite Estadisticos de F
£is Fst Fit
Sol 08 0.7938 0.1653 0.8279
Sol 30 0.4649 0.0539 0.4937
Sat 03 -0.0708 0.1538 0.0939
Sat 05 0.7112 0.1285 0.7483
Total 0.5051 0.1222 0.5656
Microsatélite Estadisticos de Rho
Ris Rst Rit
. Sol08 0.9352 0.22863 09538
Sol 30 0.3998 -0.0323 0.3804
Sat 03 0.2473 0.0697 0.2998
Sar 05 0.9059 0.3533 0.9392
Total 0.7306 0.2263 0.7916
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Cuadro 9.Valores de Fst (diferenciacion genética entre las poblaciones) por cada uno de los

microsatélites y la estimacion total de los microsatélites entre pares de poblacicues del

conejo zacatuche (Romerolagus diazi). 1 = Volcan Pelado; 2 = Volcan Popocatepetl; 3 =

Volcan Chinguereteria; 4 = Zooldgico de Chapultepec; 5 = Yecahuazac.

SOL 08:

"Pop 1 2 3 4

2 -0.0443

3 0.2062 0.1780

4 0.1803 0.1357 0.0803

5 0.2093 0.1450 0.2186 0.3567

SAT 03:

Pop 1 2 3 4

2 0.1234

3 -0.0132 0.1680

4 0.1707 0.2921 0.0933

5 0.0397 0.0724 0.1052 0.3241

Los cuatro microsatélites combinados:

Pop 1 2 3 4

2 0.0688

3 0.0658 0.0970

4 02093 0.1540 0.0959

5 0.1498 0.0634 0.1120 0.2086

SOL 30:

Pop 1 2 3 4

2 0.0328

3 -0.0303 0.0080

4 01635 0.0911 0.0988

5 0.0470-0.0286 0.0243 0.1237

SAT 95:
Pop 1 2 3 4

2 0.1873

3 0.0464 0.0284

4 03101 0.1123 0.1052

S 0.2816 0.0619 0.1145 0.0683
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Cuadro 10. Matriz de distancias de Mahalanobis calculadas con los datos de la distanci&
genética (Fst/ 1-Fst, bajo 1a diagonal) y de distancia geografica (en Kim, sobre la diagonal)

existentes entre las poblaciones estudiadas del conejo zacatuche (Romerolagus diazi).

Pelado Popo Ching Zool Yeca

Pelado -—--- 655 11.5 0.0 15.0
Popo 0.0739 - 53.5 65.0 505
Ching 0.0704 0.1074 - 11.5 4.5
Zool 0.2647 0.1820 0.1061  ----- 15.0
Yeca 0.1762  0.0677 0.1261 0.2636  -----

Cuadro 11. Comparacion del numero de migrantes por generacion en cada par de
poblaciones del conejo zacatuche (Romerolagus diazi). Las estimaciones fueron realizadas

con los valores de distancia genética (Fst; Wright, 1951).

Pelado Popo Ching Zcol Yeca

Pelado = -——-

Popo 3383 e

Ching 3549 2327 e

Zool 0.944 1373 2356 -

' Yeca 1419 3693 1982 0948 -
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APENDICE I

Método de fenol-cloroformo para la extraccion de ADN
> Las soluciones deben ser preparadas con agua destilada desionizada y reactivos de alto
grado de calidad, y se deben almacenar en botellas ambar con fecha de elaboracion.
> Los disolventes organicos como el fenol son muy irritantes, por lo que se debe evitar el
contacto directo con la piel y los ojos.
» Usar bata y guantes.
» Para la extraccion de ADN se debe trabajar siempre en frio con los reactivos en hielo.

» No usar material de vidrio para la extraccién ya que el ADN se adhiere facilmente a este.

Dia 1

v' Las muestras se parten en trozos pequefios o se pulverizan con nitrégeno liquido y se
colocan en tubos Eppendorff de 1.5 ml.

v" A cada una de las muestras se les agrega solucion de lisis:
300 pl de EDTA (0.1 M) + NaCl (0.15 M)
17 pl de SDS

v" Se mezclan en el vortex, y posteriormente se les agregan 30 ul de Proteinasa K.

v Se homogenizz;n los tubos en el vortex (cuidando de no agitar muy fuerte para no danar al
ADN).

v" Los tubos se colocan en bafio maria a 60° C y se dejan incubar durante 24 hrs.
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Dia 2

v" A cada tubo de muestra se le agrega un volumen de fenol (estabilizado a pH =18)

precalentado durante 10 segundos en el horno de microondas.

Se homogeniza en el vortex y se centrifuga durante 10 minutos a 12,000 revoluciones por

minuto (rpm).

Se recoge el sobrenadante o fase acuosa, se coloca en un tubo nuevo y se mezcla con un

volumen de una solucion de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en proporcion 25:24:1

(€ésta se agita perfectamente para que se incorporen los componentes). Se homogeniza con

el vortex y se centrifuga durante 10 min. a 12,000 rpm.

Al sobrenadante se le agrega un volumen de una solucion de cloroformo-alcohol isoamilico

(proporcion 24:1), se homogeniza y se centrifuga 10 minutos a 12,000 rpm.

El sobrenadante se mezcla con un volumen de éter etilico. Se homogeniza y se centrifuga

durante 3 min.

Se desecha el sobrenadante, que en este caso es el éter, lo que queda abajo es la muestra.

Extraido el éter se mantienen abiertos los tubos y se colocan en bafio maria 3-5 min. para

que el éter restante se evapore.

v' A la muestra libre de éter, se le afiade 0.1 volimenes de NaCl (3M) y 2.5 volamenes de
alcohol etilico z;bsoluto frio. El alcohol se debe resbalar lentamente por las paredes del tubo
para observar como se va formando la madeja‘de acidos nucleicos. Se mezcla suavemente
volteando el tubo hasta que se homogeniza.

v" Las muesﬁ-as se ponen en el congelador a -20° C durante 12 horas para que los acidos

nucleicos se precipiten.
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Dia 3

v Se centrifugan los tubos durante 20 min. a 12,000 rpm.

v Se extrae el alcohol para dejar solamente el botdn de acidos nucleicos.

v" Se afiaden cuidadosamente 100 pi de alcohol etilico al 80 % para lavar la pastilla de acidos
nucleicos y se centrifuga durante 5 min.

v" Se extrae el alcohol con la pipeta. Para secar completamente el alcohol, los tubos se
colocan en el concentrador (DNA Speed Vac) durante 3 min. maximo para evitar que las
muestras se calienten.

v' Se afiaden 100 pl de TE y se resuspende el boton completamente golpeando el tubo con los
dedos. Para bajar las gotitas de las paredes se colocan los tubos en la microfuga y se
enciende durante unos segundos.

v" Se afiaden 11.1 pl de RNAsa (a una concentracién de 200 pg/ml). Los tubos se incuban a

37° C durante 60 min.

A la muestra se le afiade un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se

homogeniza y se centrifuga durante 5 min.

Se coloca el sobrenadante en un tubo limpio y se le agrega 0.1 volumenes de acetato de

sodio mas 2.5 volumenes de etanol absoluto frio. Se mezcla suavemente y se observa la

madeja de ADI\f que se forma.

v" Se pone el tubo en el congelador a -20°C durante 12 hrs para que precipite el ADN.
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Dia 4

¥v" Lamuestra se centrifuga durante 20 min. a 12,000 rpm.

v" Se quita el alcohol, se le agregan 100ul de etanol al 80 % y se centrifuga 5 min. a 12,000
rpm.

v" Se le elimina el alcohol, se centrifugan en vacio 3 min. para secar completamente la
muestra.

v Se le agrega 50 pl de H,O de ampolleta y se resuspende el botén de ADN cuidadosamente.

v

Las muestras extraidas por este método se almacenan en congelacion a —20°C.
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APENDICE 11

Preparacion de buffers y soluciones stock para extraccion de ADN

> EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid), 0.5 M (pH 8.0)

Disolver 186.1 g de Na,EDTA 2H,0 en 700 ml de agua
Ajustar a pH 8.0 con 10 M NaOH (~50 ml)
Aforar con agua a 1000 ml.

El EDTA no se disolvera completamente en el agua hasta que adquiera el pH de 8.0.

> HCL,IM

Agregar 86.2 ml de HCI concentrado a 913.8 ml de agua.

» NaOH,10 M
Disolver 400 g de NaOH en 450 ml de agua

Aforar con agua a 1000 mi.

> Amortiguador de lisis: EDTA 0.1 M, NaCl10.1S M, pH =8.
EDTA 0.1 M = 37.224 g en 1000 ml. Peso molecular del EDTA disédico = 372.24 g/mol

NaCl 0.15 M = 8.766 g en 1000 ml. Peso molecular del NaCl = 58.44 g/mol

> SDS (Dodecil sulfato de sodio) al 10 %
Se pesan 10 gi’ de SDS y se afora con agua a 100 ml

Es recomendable filtrar la mezcla en una membrana de 0.2 pm.
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» Proteinasa K (de Tritirachium album).

Disolver la enzima con agua inyectable en una concentracién final de | mg/mi.

* Almacenar en alicuotas a 20 °C.

» Fenol estabilizado a pH 8

Fundir el fenol en bafio maria a 65 °C. Una vez liquido afiadir 8-hidroxiquinoleina (PM 108.1
g/mol) hasta una concentracion final de 0.1 % (0.1 g por cada 100 ml); afiadir un volumen de
Tris—HCl 1 M pH = 8 y agitar constantemente hasta que el fenol alcance un pH 8. Cuando se
haya equilibrado, retirar la fase acuosa y afiadir un volumen de Tris-HC1 0.1 M hasta que el

fenol esté a pH = 8.

* Se almacena a 4 °C con una capa acuosa de Tris-HCL 0.1 M, pH = 8.

> Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico.

Fenol C¢H;OH 25 ml
Cloroformo CHCy3 24 ml
Alcohol Isoamilico CsH ;0 Iml

* Almacenar a 4 °C.

» Cloroformo-Alcohol Isoamilico
Cloroformo CHCj3 24 ml
Alcohol Isoamilico CsH 2O Iml

* Almacenar a4 °C.
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» Acetato de Sodio 3IM.
Peso molecular del acetato de sodio = 82.03 g/mol

Pesar 246.09 g y aforar con agua a 1000 ml.

» ARNasa A 200 pg/ml (ARNasa A de pancreas de bovino)

Calculos para la solucion stock:

Reactivos Volumen Concentracidn final
Tris base IM pH 7.5 100 pl 10 mM

NaCl 5 M 30 ud 15 mM
ARNasa 0.002 g 200 pg/ml

Agua necesaria para un volumen de 10 ml

Hervir la solucién 10 minutos.

Procedimiento para conocer el volumen de ARNasa que se va a adicionar:
(200 pg/ml) (X) = (100 + X) (20 pg/ml)

200 X =2000 + 20X

200 X -20X = 2000

180X = 2000
X = 2000
180 '

X =11.1 ul de ARNasa de 200 pg/ml para una concentracion final de 20 pg/ml

* Almacenar en alicuotas a =20 °C.
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» Amortiguador TE (Tris/EDTA)
10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 7.5, u 8.0 (u otro pH; segin se requiera)

1 mM EDTA, pH 8.0

» Tris-HC1 1M pH =8
Disolver 121 g de Tris base en 800 ml de agua

Ajustar al pH deseado con HCI concentrado (aproximadamente 42 ml para una soluciéon a pH
8.0)

Mezclar y aforar con agua a 1000 ml.

> NaClSM

Pesar 292 g de NaCl y aforar con agua a 1000 ml.
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APENDICE 111

Electroforesis de ADN
La electroforesis se basa en la capacidad de las macromoléculas cargadas para
desplazarse en un campo eléctrico, con velocidad propoercional a su carga e inversamente
proporcional a su tamafio. A pH alcalino las moléculas de ADN poseen una carga negativa
uniforme por unidad de masa, lo que hace que su movilidad sea hacia al polo positivo y que
esté determinada por el nimero de pares de bases.

La separacion de los fragmentos de ADN de doble cadena se realiza por electroforesis
en gel de agarosa o en gel de poliacrilamida. En ambos casos, el gel se prepara con distintas
concentraciones dependiendo del tamafio de los fragmentos de ADN que se requiere separar.
Las moléculas de ADN compuestas hasta por 2 000 nucledtidos por lo general se separan en
gel de poliacrilamida y las de 500 nucleotidos y hasta 20 kb se separan en gel de agarosa.
Modificando las concentraciones de los geles se puede obtener mejor resolucion de los

fragmentos separados.

Preparacion de geles de agarosa para visualizar ADN
v Pesar la agarosa conforme a la concentracion deseada (1% para visualizar el ADN
obtenido en la extraccion de ADN y 2 % para visualizar los fragmentos de ADN

producidos mediante la técnica de PCR)_.
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Cantidad de reactivos para preparar geles de agarosa al 1% y al 2%

Gel de agarosa al 1%

Volumen de gel a Gramos de Volumende  Cantidad de Bromuro de
preparar Agarosa Buffer (ml) Etidio (pl)
25 ml 0.25 25 0.78
40 ml 0.40 40 1.25
Gel de agarosa al 2%
20 ml 0.40 20 0.63
25 ml 0.50 25 0.78
30 ml 0.60 30 0.94
40 ml 0.80 40 1.25

v Agregar el buffer (TAE o TBE 1X).

Calentar en el horno de microondas hasta que la agarosa se disuelva complietamente.
Agregar el bromuro de etidio (dejar enfriar un poco la mezcla antes de agregar el bromuro
de etidio para evitar inhalar los vapores).

Agregar la mezcla en el molde de electroforesis y acomodar el peine

Dejar solidificar el gel durante aproximadamente 30 mimitos.

Colocar el gel en la camara de electroforesis y llenarla con buffer hasta cubrirlo.

Colocar las muestras mezcladas con buffer de carga (jugo azul) en cada pozo del gel.

v Conectar los c:ables a la camara v a la fuente de poder.

v’ Ajustar el voltaje deseado.

v Dejar correr de 20 a 30 minutos.
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Preparacion de reactivos para geles de agarosa

» TAE (Tris/acetate/EDTA)
Solucion stock 50 X:

242 g de Tris base

57.1 ml de acido acético glacial
37.2 g de Na,EDTA 2H,0 (s6lido)
lo 100 ml de EDTA 0.5 M (pH 8)

Aforar con agua a 1000 ml.

» Amortiguador de carga 10X

Para preparar 10 ml se requiere 5 ml de glicerol para una concentracion final de 50 %, EDTA
0.003733 g quedando a una concentracion final de 1mM, azul de bromofenol 0.0025 g a una

concentracion final de 0.25% y xilencianol 0.0025 g hasta 0.25 %, ajustar el pH final a 8.

» Bromuro de etidio 10 mg/ml

Se debe agregar 1 pul de bromuro de etidio por cada 10 ml del amortiguador con agarosa para

que la concentracion final sea de 0.1 pg/ml.
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APENDICE IV
Preparacion de geles de acrilamida para visualizar ADN

Cantidades necesarias para preparar geles de acrilamida para corrimiento de ADN. * El

TEMED se agrega al final ya que es el principal polimerizante del gel.

] Volumenes
Reactivo

15 ml 10 ml 5 ml
Agua destilada 936 ml  624ml 3.12ml
TBE 10X 1.5ml 1 ml 0.5 ml
Stock Acrilamida/bis-acrilamida 40% 3. 75 ml 2.5 ml 1.25ml
APS 10% 300 wl 200 pi 100 wl

*TEMED 15l 10 ul 5ul

Nota: Todas las soluciones deben ser preparadas con agua bidestilada y desionizada.

» Solucidén stock de acrilamida/bis-acrilamida 40% proporcion 19:1

* Acrilamida 38 gr
* Bis-acritamida 2 gr
Agregar agua destiladaa 100 ml

Almacenar a 4° C en frasco oscuro.

> Persulfato de amonio (APS) al 10%

* Persulfato de amonio 0.lg
* aforar con agua destilada a 1 ml

Se prepara al momento, maximo puede durar una semana en refrigeracion, después desechar y

preparar solucton nueva.
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» TBE (Tris/borate/EDTA)
solucion stock 10 X, 1 litro:
108 g de "fris base (890 mM)
55 g de acido bérico (890 mM)
40 ml 0.5 M de EDTA, pH 8.0

Aforar con agua a 1000 ml.

ESTA TESIS WO MEBE
SR Bt owcldTECA
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APENDICE V

Tincién de plata para geles de acrilamida
Nota: Los reactivos se deben guardar en frasco ambar los cuales no deben tener rayones por

dentro, ya que alli se acumula la plata y se forman cristales los cuales se adhieren al gel y lo

manchan.

1.- Etapa de fijacion

Sumergir el gel en solucién fijadora durante 20 minutos y agitar suavemente.

Reactivos y voliimenes necesarios para la elaboracion de la solucion fijadora

Reactivos Volumen (ml)
Metanol ; 50
Acido acético 10
Reactivo kit Fixative Enhancer Concentrate 10
Agua bidestilada 30

2.- Lavado (20 minutos)

Eliminar la solucion fijadora y enjuagar el gel con suficiente cantidad de agua bidestilada y

reemplazarla cuatro veces (aproximadamente 5 minutos cada lavado).

3. Tincion (20 minutos).

Preparar la solucion antes de usarla.

Los reactivos deben estar a temperatura ambiente para mejores resultados.
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El vaso donde se prepare la solucién y el molde donde se tifia el gel deben estar libres de sales
minerales o depdsitos de plata de soluciones anteriores (de ser asi, lavar con HNO3 al 50% y

enjuagar abundantemente con agua bidestilada).

Reactivos necesarios para elaborar la solucion para tincion.

Reactivos Volumen (ml)
Agua bidestilada 8.7
Silver Complex Solution 1.25
Reduction Moderator Solution 1.25
Image Development RX 1.25

Development Accelerator Solution

12.5
(Pesar 5 g y aforar a 100 ml)

Agregar la mezcla sobre el gel y agitar suavemente hasta que las bandas se tifian

adecuadamente.

4.- Paso de paro (15 min)
Eliminar la solucion de tincion y agregar al gel una solucion de acido acético al 5% (5 ml

de acido acético y aforar a 100 ml) durante 15 minutos; posteriormente reemplazarla con

agua destilada.
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