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RESUMEN 

El zacatuche (Romerolap diazi), es una especie  endémica  del  Eje  Neovolcanico 

Transversal  ubicado  en el centro  del  pais  y  se  encuentra  actualnrente  considerada  en  peligro 

de  extinción. 

La destrucción  del  hábitat  de  esta  especie  ha  tenido como consecuencia la reducción  de su 

número  poblacional,  esto  p-ovoca un aumento  en el nlimero  de qareamientos entre 

individuos  emparentados,  produciendo  a S’I  vez  depresión  genética  que  puede  llegar  a 

amenazar la supervivencia de una población peqn:fia, debido a la pérdida  de  la  variabilidad 

genética, la variabilidad  individual, la reducción en la resistenci;  a  enfermedades,  a los 

parásitos  y  a los retos  que  plantea su medio  ambiente. h 

Conocer el estado  genético  que  guardan l a s  poblaciones  silvestres  y  en  cautiverio  de 

Romerolagus diwi ayudará  a un mejor  manejo  genético de éstas  y  tratar  de  evitar  las 

consecuencias  deletéreas  de una reducida  variabilidad ge:ética.  En este  estudio se estimó 

la variabilidad  genktica  de  individuos  silvestres y en  cautiverio  utilizando el método  RAPD 

(Amplificación al Azar  de DNA Polimorfico), una técnica basada en  PCR  (Reacción  en 

Cadena  de la Polimerasa). 

La técnica  RAPD  amplificó 31 l oc i  del  ADN de Romerolugus diuzt Se  observó  que  las 

dos  poblaciones  presentan  diferencias  geneticas  en 8 loci (Pc0.05) y la población  silvestre 

presentó  mayor  variabilidad  genética  que  la  de  Chapultepec. De los 31 loci  amplificados, 

12 se han  fijado  en  ambas  poblaciones, IO no  son  estadisticamente  significativos. 6 se han 

perdido en los individuos  estudiada. le Chapultepec que  aun permanec:en en la población 

silvestre, 2 han  perdido el 88 YO dc SU variabilidad  en la colonit  de  Chapultepec  con 

relación  a los individuos  silvestres y 1 locus  presenta  mayor  variabilidad  en  la  Colonia  de 

Chapultepec  en  relación  con la población  silvestre. Se  postda  quc la  introducción  de 

individuos  de  la zona de Parres D.F. es posible  y  permitiría  aumentar  la  variabilidad 

genética de la  población  de  Chapultepec. 



La biodiversidad, tomada como la diversidad de seres  vivos  en un área o en el planeta,  se 

puede  subdividir en tres niveles (Prin~ack, 1993): la diversidad  de especie, que incluye  todas 

las  especies  existente en  la tierra; la diversidud genérica, la cual  incluye la variación 

genética de  las especies  de  poblaciones  separada  geográficamente y entre  individuos de una 

simple población y la dwersidad de cottrunidudes. que incluye la variación en los hábitats y 

ecosistenlas de una región, la cual está  disminuyendo  rágidarnente  como  consecuencia 

directa o indirecta de las acciones  humanas. 

Se sabe que los principales factores  que  afectan  negativamente la biodiversidad  son: la 

destrucciSn o fragnrentación  de los hábitats y ecosistemas, la introducción  de  especies, la 

sobreexplotacibn de los recursos  naturales y la  contaminación  (Primack, 1993; Meffe  y 

Carroll, 1994). Como consecuencia en  la actualidad  existen  muchas  especies de animalen 

que  no son capaces de sobrevivir  sin  alguna  forma  activa de protección y manejo  (Gamer y 

Ryder, 1997J y sin la intervención  del hombre la recuperación por si solas de estas  especies 

se  torna  imposible, lo que ha despertado  el  interés de  muchas personas por  la conservación 

y manejo de la diversidad  biológica. 

Una alternativa para  la  recuperación de especies  en  peligro de extincibn es la conservación 

er siru esto  es  conservación  de  especies fuera de su hábitat  natural  en  zoológicos o centros 

de reproducción  de  fauna silvestre. Los programas de reproaucción ex situ pueden,  en 

teoría, incrementar rapidamente el n h e r o  de  indivl !uos en una población  y  ayudar  a 
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proteger su diversidad  genética  (Worley, 1997). Sin  embargo,  existen  estudios  que h,m 

demostrado  que los animales  criados en zoológicos  pueden  preseniar  efectos  deletéreos 

debido  a la perdida  de su variabilidad  genética  (Ralls,  et. al. 1979; Frankham, 1995; 

Laikre, 1999). Esto  se  debe por lo general ha que  son  descendientes  de un número  pequeño 

de fundadores  y  las  poblaciones  se  mantienen  pequeñas  por  mucho  tiempo  (Stewart y 

Hutchings, 1997). 

Existen  reportes  de  estudios  donde la pérdida  de la variabilidad  genética  parece  ser un 

factor muy importante  en el incremento del riesgo de extinción  de  las  poblaciones  silvestres 

aisladas (O’Bried et. al. 1985; Wildt et. al. 1987; Jiménez  et. al. 1994) por lo que es 

ampliamente  aceptado la necesidad  de  tomar  las  medidas  requeridas para la conservación 

de la diversidad  genética,  debido  a  esto el estudio  y  comparación  de la variabilidad  genética 

. entre  las  poblaciones  silvestres y las  poblaciones  en  cautiverio  son  de gran valor  (Neveu, 

1998). 

La diversidad  genética de muchas  especies  de la cual hoy se  conoce  esta  basada en  la 

medicion  de  variaciones de diferentes  proteínas  y  especificamente  isoenzimas  (Gray, 

1997). Este análisis se basa en que diferentes  formas de una enzima  pueden  ser  detectadas 

si ellas  difieren  en la carga  eléctrica,  en el peso moler  ular o conformacibn  espacial  y  como 

consecuencia  presentan  diferente  movilidad  cuando se colocan  en un campo  electric0 

moviéndose  a  través de una matriz  porosa,  generalmente un gel de almidón o acrilamida. 

Esta técnica  se  llama  elcctroforesis y l a s  diferentes  formas  de la enzima  pueden ser 

visualizadas como bandas  en un gel,  en  donde  cada banda representa la expresion  de 

diferentes  olelos  de un gen. 
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Actualmente, la medición de la  variación a  nivel  del ADN es posiblc  a  través  de  tecnicas de 

biología  molecular, las cuales  presentan  ventajas  sobre la écnica  análisis  de  isoenzimas, 

debido  a  que pueden detectar polim lsmos  en ADN co ificante y ADN mitocondrial 

dependiendo  de la prueba. Una de estas  técnicas. la cual  está basada  en la tecnica PCR 

("Polymerase Chain  Reaction" o Reacción en  cadena  de la polimerasa)  es  RAPD  (Random 

Amplified Polimorphic  DNA o Amplificación al Azar de ADN Polimorfico),  el  cual 

detecta ADN  del  cual no  se  conoce la secuencia  de  nucleotidos,  a  través  de  secuencias 

cortas  de  oligonucleotidos  (de 10  pares de  bases)  que se emplean  como  cebadores y ha sido 

. ampliamente  utilizado para la cuantificacion  de la diversidad  genética en  gran numero  de 

especies  vegetales  (Williams et. al. 1990; Williams, et. al.  1993;  Katalski,  1997;  Liao y 

Hsiao, 1998;  Dawson  et al, 1993; Peakall  et al, 1995;  Rosseto et al,  1995;  Liao y Hsiao, 

1998;  Stenlid y Vasiliauskas, 1998; Bauert  et al, 1998; Huff et al, 1998; insectos  (Nagaraja 

. y  Nagaraju, 1995). artiodáctilos  (Kostia et al, 1996), grandes  felinos  (Shankaranarayanan, 

et al, 1997),  roedores (Gordon et al, 1998), aves  (Nusser  et al, 1996; Dhar  et al, 1997), 

anfibios  (Kimberling  et al, 1996) y peces (Gomes et al, 1998). 

I v 1 

El Zacatuche o conejo de los  volcanes (Roulrrolugla diazi, Ferrari Pérez, 1983)  especie 

endémica  del Eje Neovolcanico  Transversal  (Villa, 1978;  Hoth et. al. 1987;  Cervantes.  et. 

a1.1990;  Bell et. al. 1985) ubicado en  el centro  del  país, es un ejemplo  rlaro  donde  factores 

tales  como la reducción del  área  de  distribución y la fragmentación  de hábitat (ya  sea por 

act' idades  propias del hombre o por proc :SOS ecológicos)  están  mermando las 

posrbilidades  de  sobrevi\ ' lcia de este  lagomorfo  en su hábitat natura (Veláquez, 1993). 

m En el presente trabajo x manejaran los nombres  de los mCtodos sin traducir y sus siglas en ingles. p r q w  
traducirlas  podria llevar a confusiones. 



Esto ha originado que investigadores de México y el extranjero se interesen en  la 

reproducción de la especie en condiciones de laboratorio y semicautiverio (Hoth y 

Granados, 1987; Matsuzaki et. al. 1996; Sautor, 1996). sin er brgo, de todos estos centros . 

el ímico que se  conoce  con certeza que tiene actualmente ma población establecida de 

zacatuches es  el  zoológico de hapultepec de la  Ciudad de México, los cuales descienden 

de un número reducido de fimdadores  (Hoth y Granados, 1987). Reyes y Llala (1998) 

recomiendai la introducción de  nuevos  individuos a la colonia para minimizar los 

problemas de consanguinidad (no nlencionan cuales problemas), debido a esto  es posible 

suponer una baja variabilidad genética en dicha población como resultado de  la  deriva 

genética y la  consanguinidad. 

En este estudio se comparó la  variabilidad genética de  individuos silvestres y en cautiverio 

. del Zacatuche mediante  la utilización del método RAPD con la finalidad de conocer su 

status genético que permita plantear l a s  estrategias necesarias en un programa de 

reproducción,  que coadyuven en la conservación de los individuos y la capacidad 

evolutiva  de  la especie. 



ANTECEDENTES 

E L  ZACATUCHE. TEPORINCO O CONEJO DE LOS VOLCANES (Rornerolagus dimi, Ferrari 

Pérez en Diaz  1893). 

México  es uno  de  los  países que  pueden,  inequívocanicnte.  presumir  de una diversidad 

biológica  extraordinaria y ímica, ocupa el primer  lugar  en  número  de  especies  de  reptiles  y 

el seguido lugar  en cuanto al número  de  mamíferos,  entre  las  que c'estacan aquellas  de 

carácter  autóctono  (endémicas),  especies  exclusivas  del  territorio  nacional. 

La biodiversidad  de los lagomorfos  mexicanos es sin  lugar ti dudas muy amplia y 

representa la mayor  del continente  americano  (Cervantes,  1993)  con 14 especies  en  total , 8 

de  las  cuales son endémicas  del  pais.  Desafortunadamente 4 de  las  especies  endémicas 

. tienen  poblaciones  pequeñas o hábitats tan restringlca  que  se I I ~  recomendado su 

protección completa  (Cervantes y Gonuález, 1996)  de lo contrario podrían extinguirse, 

perdiéndose  parte de la diversidad  biológica  y  con  ello la diversidad  genética  de la que hoy 

podemos  presumir. Una de estas 4 especies es el zacatuche,  teporingo o conejo  de los 

volcanes, cuyo nombre cientifico es Ronlerolugus dIuzI. 

El zacatuche  (figura 1) es una especie  de  lagomorfo  mexicana  endemic;[ (Hoth et al. 1987) 

y  es una  especie catalogada  en pel8,ro de  extinción  (Thornback y Jenkings,  1984). Es el 

conejo  de menor talla en nuestro  pais (268- 285mm) y  se  caracteriza p o r  su color  pardo 

oscuro homogéneo, sus orejas  redondas pequefias, patas  cortas y cola no  distinguihle. Su 

cráneo  alargado, su dentadura  modificada y su proceso  de muda son  caracteristicas 
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morfológicas atípicas  por lo que se le considera como único a  rlivel  mundial (Crrvantes, et. 

al. 1990; Velázquez et. al. 1993). 

t 

Figura 1.- Un ejemplar  de mcatuche (Ronmolagur diart] en  la  Unidad  para 1.1 
Evaluación y hlonitoreo para la Biodivenidad lng. Luis Macias Arellano-INE en 
San Cayetano Estado de México (Fotografia de José Luis  Contreras). 

7 



DISTKIBUCI~N Y HÁBITAT 

El zacatuche solamente se distribuye en un área pequeña y restringida en las montañas del 

Sur y Sureste del Valle de México (Villa, 1973; Bell et. al. 1985; Hoth et.  al. 1987). habita 

exclusivamente m bosques abiertos de  pinos  con  densas  coberturas  de grarnineas 

amacolladas (Pinus spp./Fes/uca rolucenris) (Velázquez, 1993). Sin embargo, la reducción 

del área de distribución y la fragmentación del hábitat de In especie  (figuras 2 y 3), debido ' 

ha actividades propias del  hombre o por procesos ecológicos, están mermando 

J 

Figura 2.-Área de distribución de Romedagus diazi según Hall (1981) y Holh et al. 
( 1  987), tomado de Velázquez et. al. ( I  996). 



Figura 3.- Mapa  de  que  muestra  la reducción en la distribución actual de 
Romerolugur diuzi. El área está fragmentada en 16 unidades cuatro núcleo 
y 12 periféricas  (Velázquez et.  al. 1996). 

las posibilidades de sobrevivencia de este lagomorfo (Velázquez,  1993). La destruccion de 

su hábitat ha tenido como consecuencia la reducción en  su número poblac onai y esto  se 

sabe provoca un aumento en el número  de  apareamientos entre parientes (Wrigth, 1951; 

Stewart y Hutchings, 1997), lo que a su vez produce depresión genética que pudiera IleAaar a 

amenazar  la  supervivencia  de una población pequeña (Mills y Smouse, 1994). 

Conw-r el status genético de l a s  poblaciones sih..stres y en cautiverio  de Romerolugus 

dimi I uede  ayudar a dete1 bar el  momento  en el cual  la mallipulación genética puede ser 

un componente  importante  en una estrategia de conservación (Lacy,1997;  Neveu, et. al. 

1998) y a evitar las consecuencias deletéreas de una reducida variabilidad genética. 
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De acuerdo con Shaffer ( 1  98 I ), Gilpin y Soulé ( 1986) existen algunos factores que ponen 

en peligro de extinción a  una especie cuando sus poblaciones han disminuido c se han 

aislado y estos pueden ser de  dos tipos determinísticos o estocásticos 

Los factores deterministicos son \gunos cambios o fuerzas in:xordbles  de, las cuales no 

existe posibilidad de escape (Gilpin y Soulé, 1986). Los fuegos forestales en combinación 

con  el sobrepastoreo de ganado  son  algunos de los principales agentes de destrucción del 

habitat  de Romerolagus diazi (Hoth  et al, 1 B7), así como otros procesos de fragmentación 

inducido por el hombre como son  la construccióo de carreteras y la utilización de las tierras 

para cultivo (Veláquez., 1993). Ellos son ejemplos de los factores a los cuales 

Romerolagur diazi no puede  sustraerse y que  pueden estar determinando el futuro de la 

especie, si no se actúa a conciencia y se implementan  medidas adecuadas para  su 

conservación. 

Según Shaffer (1981) los factores estocásticos se clasifican en: estocástisidad demográfica, 

la cual es la combinación de las fluctuaciones al azar en las caracteristicas demográficas 

(tasa de natalidad, tasa de mortalidad), diferente proporción  de sexos y el rompimiento en  la 

conducta social, lo que ocasiona que el tamaiio de la poblacion sea inestable pro\*ocando 

con  firecuencia  la extinción; esfocdsticidad ambiental, es la variación al azar de la 

comunidad biolbgica y el ambientt mtura l  que  puede ocasionar variación en  el tamaiio de 

la poblacibn de una especie; la interaccibn y competencia entre dos especies por el rnismo 

recurso alimenticio y los cambios en el  clima son ejemplos de ello y p o r  últilno la 

estocdsticidad  genética. son los cambios al  zar de l a s  frecuencias alClicas en las 

poblaciones, un ejemplo de esta es la deriva genctica. Conocer el efecto de estos factores 
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sobre las poblaciones  de Romerolugus rlruzi ayudará  a  entender  de manera más  precisa el 

problema real  al  que se enfrenta la especie  e  idear y diseñar  mecanismos  apropiados para la 

conservación  de la misma.  Sin embargo,  es  casi  nula la información al respecto  en esta 

especie, por lo que es importante empezar  a  realizar los estudios  necesarios  con el objetivo 

de recabar  la  información suficiente para dilucidar el efecto  de  los.tactores  estocásticos 

sobre Romerohgus dm¡. 

CONSERVACI~N DEL ZACATUCHE 

Desde hace  aiios esta  especie ha sido  catalogada  como  en  “p-.igro  de  extinción” al 

considerar quc su sobrevivencia es  improbable si no  se aplican  medidas  especiales de 

protección  (Cervantes. 1993). Debido  a  esto  se ha propuesto  diseñar y aplicar  sistemas  de 

vigilancia,  a fin  de evitar el pastoreo  excesivo y la q w n a  incontrdada  de  pastizales 

(Velazquez et. al. 1996). la restauración del hábitat,  mantener  zonas  exclusivas  dentro  del 

área de  distribución del zacatuche para su conservación  (Galindo-Leal,  1993),  así  como el 

monitoreo de la distribución y abundancia  de la especie  para  detectar  las  tendencias  del 

número poblacional (Velázquez, 1993). 

Una medida que complementa  las actividades para la conservación in si.u de  las  especies 

en  peligro  de  extinción  es la  forlla. ción de  colonias  en  senlicautiverio ( a  si/u)por 

agrupaciones  interesadas  en  ello  como es el esfuerza de los Zoológicos de Jersey  (1958  a 

1969 y 1979).  el Zoologico Antwerp (1978). la Universidad de Hokkaido  (1977  a 1983), la 

Facultad  de  Ciencias  de la UNAM (I979 a  1980) y el Zool6gico de Chapultepec  (1984  a la 

fecha) (Hoth y Granados, 1987). Sin embargo de todos estos el ú n i c o  que se conoce  con 



certeza que  actualmente  tiene una población establecida de zacatuches es  el zoológico de 

Chapultepec, cuya  población  actual  son los descendientes de 12 ejemplares donados  en 

1984 por  el  Dr.  Granados  de  la  Facul 1 de Ciencias de  la  UNAM. Debido al  reducido 

número  de animales fundadores  es posible esperar  una baja variabilidad genética de dicha 

población como resultado  de  la  deriva genética y la consanguinidad. Por lo que, el conocer 

la  variabilidad genética que  presentan,  tanto las poblaciones silvestres Lon10 las que existen 

en cautiverio, ayudará a plantear y ejecutar acciones que  pemlitan un mejor manejo 

genético en los programas  de  reproducción,  evitando los problemas que  trae consigo la 

pirdida de  variabilidad genética y apoyando  de está forma  la conservación de esta especie 

y su capacidad evolutiva. 

Con  la  finalidad de ubicarnos  en el contexto de los problemas genéticos a los cuales se 

pueden  enfrentar  las poblaciones de Romerolagus diazi como resultado  de  la  disminución 

de sus poblaciones debido a la  pérdida y la  fragmentación de su hábitat, así como la falta de 

un manejo reproductivo en cautiverio, se  revisaran a continunción las bases genéticas de las 

pequehas poblaciones. 

GENETICA DE POBLACIONES 

Ley  de Hardy-Weinberg 

Al analizar una población  ideal de tamafio  grande  con  apareamiento  al  azar,  en ausencia de 

selección, mutación o migración, las frecuencias alélicas y genotípicas permanecerán 

constantes de  una generación a la siguiente, a esto se le conoce colno fey de Hurdy- 

Weinberg (Falconer, 1993). Aquellas poblaciones que cump1:m con todas estas propiedades 



se dice que están en equilibrio de Hardy-Weinberg. Por ejemplo, supongamos  que un gen 

con dos alelos “A” y %‘a” tienen frecuencias de “p” y “q” respectivanxnte, todas las posibles 

combinaciones entre ellos dará como resultado Its frecuencias genotipicas de  la progenie 

(AA: p2, Aa: 2pq y aa: 4’). si las frecuencias alélicas (p y q) de la progenie son las mismas 

que  la  de los padres, se dice entonces que  la poblaciih está ell equilibrio dl:  Hardy- 

Weinberg. Entender este sencillo principio es muy importante en el análisis de genética de 

poblaciones porque muchas de las deducciones a las cuales se puede llegar se basan  en esta 

ley. De esta manera, si las frecuencias alélicas de la progenie son diferentes a las 

frecuencias observadas en los padres (población e11 desequilibrio) podemos suponer  que 

una o varias de las propiedades  de  la ley de Hardy-Weinberg mencionadas ankxiormerrte 

no se están  cumpliendo. 

Deriva  genética . 

Cuando el tamailo poblacional se reduce, se incrementa la probabilidad de que un alelo 

individual se pierda  de la población únicamente por el azar; por ejemplo un individuo  que 

lleve un alelo determinado y no  produzca progenie viable, determinara que ese alelo se 

pierda  de  la población. La progresiva pérdida de alelos por esta vía es lo que se llama 

deriva genérica, la cual afecta directamente el prouedto de la frecuencia de heterocigotos 

con relación a todos los loci estucil.ldos (heterocigosidad media) de una población (Stewart 

y Hutchings,  1997). Debido a que es un proceso al azar la dirección de las frecuencias 

alélicas es impredecible, lo cual conduce a una diferenciación genética entre l a s  

subpoblaciones. La heterocigosidad es la mejor medida de la variación genética en  una 
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población  (Falconer, 1993). Se ha demostrado que las poblaciones  pequeñas  presentan 

menores  niveles  de  heterocigosidad  (Stewart  y  Hutchings,  1997) y la pérdida de la misma 

hace  a una especie  en  particular más vulnerable  a la extinción. En general,  existe una 

correlación  directa  entre la heterocigosidad  y  la  aptitud  (Allendorf y Leary.1986). 

entendiendo  por  esta última “la probabilidad de  que un genotipo  sobreviva  desde la 

fertilizarion hasfa la edod reproductiva” y está  determinada  por  diferentes  características 

como: los mecanismos  dz  supervivencia, el vigor  híbrido, una mayor  resistencia a 

enfermedades,  alta  fertilidad,  entre  otros. 

Depresibn  por  consanguinidad 

En las  grandes  poblaciones  de  muchas  especies  animales  los  individuos  normalmente  no se 

aparean  con sus parientes  cercanos  (Ralls  et al. 1986). Los individuas  frecuentemente  se 

dispersan  alejándose  de su lugar  de  nacimiento  (Cockbum et al. 1985) ó se  inhiben  los 

apareamientos  entre  parientes  a  través de un olor  indwidual único u otras  señales 

sensoriales. En algunos  casos, cuando los apareamientos  entre los individuos  no 

emparentados  no  están  disponibles  estos  mecanismos  fallan en  la prevención  de la 

consanguinidad  (Primack,  1993);  esto es más  probable  que ocurra cuando el tamaño 

poblacional  disminuye  (Wrigth,  1951).  Este  fenómeno  reduce la heterocigosidad  e 

incrementa la probabilidad  de exprc.;ión de  alelos  letales y sen~iletales lo cual da como 

resul’-do tasas  altas  de  defectos al nacimiento, lento crecimiento,  mayor  mortalidad  y 

meno: fecundidad  a  este 1 , lómeno se conoce  como depresion por consanguinidad (Lacy, 

1992; Stewart  y  Hutchings,  1997)  y  puede  amenazar la supervivencia de una población 

pequeiia (Mills y Smouse,  1994;  Caughley,  1994;  Stewart y Hutchings, 1997; Gray,  1997). 
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Su manifestación puede  pasar desapercibida a menos que el tamaño pequefio  de  la 

población sea mantenido  por  varias generaciones (Stewart y Hutchings, 1997). 

En teona, el  aumento en el número de problemas genéticos p o d r ' ~  reducir el promedio del 

éxito de  la  progenie  consanguínea ). como consecuencia una alta (as.a.de mortalidad juvenil 

se presentaria  en estas poblaciones (Rall et al. 1979; Jiménes. et. al. 1994; Fowler y 

Whitlock, 1999). Otros c.rracteres importantes  que  pueden ser afectados por la 

consanguinidad son: la  conducta de pareja y el éxlto reproductivo de los animales 

(Margulis y Altmann, 1997; Margulis, 1998); es  decir, que a u .  cuando los individuos 

consanguíneos puedan alcanzar su edad  adulta, presentarán un menor éxito reproductivo 

que  individuos no consanguíneos (Wildt, et al. 1987, Keller, 1998). 

-MARCADORES CENÉTICOS: su uso EN EL ANÁLISIS DE VARIABILIDAD CENETICA. 

Una de las primeras técnica utilizadas  en  el estudio de  la variacibn genética de poblaciones 

naturales fue la electroforesis de isoenzimas, la cuál es una técnica relativamente simple y 

de bajo costo. La técnica se basa  en el hecho de  que un individuo con alelos heterocigotos 

en un locus producirá dos versiones de  la  misma proteína y solo una si es un homocigoto. 

Sin embargo, existen limitantes debido a que relativamente p c a s  enzinlas son 

polimórficas y no  todas  las bmdas representan alelos. además l a s  proteinas 

desnaturalizadas  durante  la  preparación  de  la  muestra  pueden formar bandas falsas y en las 

especies en peligro la  variacibn  observada  podria ser el resultado del pequefio tanlafio de  la 

muestra. En este Último caso de  que una especie registrad  cero heterocigosis basado  en este 

d t o d o  podría  interpretarse  de  que  no carece de variaci6n genética. Quid la  principal 
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desventaja  de la electroforesis  de  proteinas sea el hecho de que  detecta  solo una proporción. 

q u i d  menos  de una tercera parte de la variación  genética e..tistente (Gray,  1997). 

Una vez que el papel  del ADN en la herencia fue revelado,  se  abrieron  los  caminos para 

medir directamente la variación genética  (Caughley y GUM, 1996). La capacidad  de 

analizar  directamente el ADN para medir la variabilidad  genética ha cambiado 

marcadamente nuestra capacillad para diferenciar  las  poblaciones  y la  relación genética 

entre los individuos  (Caughley  y GUM, 1996). 

Debido  a  que la información cualitativa y cuantitativa  sobre la diversidad  genética  es un 

aspecto  esencial  de muchos campos en biología  básica y aplicada  como  son la ecologia, la 

biología  evolutiva, la taxonomía, la agronomía, la reproducción  y la conservación, 

diferentes  técnicas  moleculares pueden ser  usadas para provtcr  marcadores de  la diversidad 

genética (Karp y Keith,  1997;  Liao y Hsiao,  1998). 

Karp y Keith  (1 997)  clasifican en tres  categorías  las  técnicas  moleculares  que usan la 

hibridación  o'están basadas  en la técnica conocida  como la Reacción en  Cadena  de la 

Polimerasa  (PCR). 

a).- Técnicas  basadas en  la hibridación , no  PCR). 

Esta  ,)rimera  categoría inr ' lye  el análisis  denominado  RFLP  (Restriction  Fragment  Length 

Polimorphism ó Polimorfismos  de  Longitud  de los Fragmentos  de  Restricción),  técnica en 

la  cual las  sondas son híbridizadas en filtros que  contienen ADN, el cual  se ha digerido con 
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enzimas de restricción. Los fragmentos  resultantes  son  separados  por rlectroforesis de gel y 

transferidos  a otros filtros para el análisis de  hibridacióP p o r  “Southern” (Southern 

blotting). 

b).- Técnicas basadas en  la PCR. 

Con el desarrollo de la PCR se eliminó la necesidad de la  prueba por hibridación. En este 

tipo de estudios las técnicas basadas  en  la PCR usando cebadores aleatorios para  la 

.. amplificación de los productos de  ADN (el cebador iniciará la síntesis de ADN aun cuando 

el emparejamiento con el molde es imperfecto) o semi aleatorios los cuales incluyen 

derivados de RNA. Una característica común de estas  ticnicas  es que no requieren de  la 

información en  la secuencia del genoma que está siendo estudiado y la diferencia entre las 

lécnicas de esta categoría está en  la  longitud y secuencia de los cebadores usados, las 

condiciones de la PCR y el método  de separación y detección de los fragmentos. A esta 

categoría pertenece RAPD. 

c).- PCR de secuencias blanco y locus simple. 

En esta tercera categoría se encuentra el análisis CAPS (Cleaved Amplified :’lymorphic 

Secuence), algunas veces llamado PCR-RFLP, donde los fragmentos de ADN anlplificados 

p o r  la PCR son digeridos con una enzima  de restricción para revelar los  sitios de restricción 

polimórflcos. 



MÉTODO KAPD 

Los recientes avances en  la aplicación de  la técnica conocida como Reacción en  Cadcna dr 

la Polimerasa (PCR), han hecho posible el registro individual de c gran  número  de loci. El 

mitodo RAPD es una  de estas técnicas que  ha  atraído el interés general (Lynch y Milligan, 

1993). 

P 

Este metodo está basado  en la amplificación de ADN genomico con cebadores simples de 

secuencia de nucleótidos arbitraria, estos cebadores detectan polimorfismos en  la ausencia 

de información  de  la secuencia especifica de los nucleótidos y los polimorfismos funcionan 

como marcadores gekticos (Williams et  al. 1990) además  requieren pocos conocimielltos 

de  la bioquímica o biologia molecular de  la especie que está siendo  estudiada (Welsh y 

JklcClelland, 1990; Gordon, 1998). Cada  producto amplificado se derivará  de  una  región  del 

genoma  que contiene dos segmentos cortos los cuales comparten secuencia de bases 

similares al  cebador y los cuales están  en las hebras opuestas y lo suficientemente juntos 

para  permitir  que  la reacción PCR amplifique esta región. Si los sitios de  unión  del cebador 

están  ausentes o están  muy  separados los fragmentos para esta región no son amplificados; 

Csta es la  base  de RAPD (Williams et al. 1990), Fig. 4. 

Se ha demostrado  que los marcadores RAPD son útiles para los estudios de  identidades 

taxonómicas, relaciones sistematicas. estructura  genktica  de poblaciones, hibridaciooes de 

especies e identificación de  la  paternidad (Williams, et. al. 1993; Rafalski, 1997; Liao y 

Hsiao, 1998) en las especies vegetales (Dawson et al, 1993; Peakall et al, 1995; Rosseto et 

al, 1995; Liao y Hsiao. 1998; Stenlid y Vasiliauskas, 1998; Bauert et al, 1998; Huff el al, 



1998) y en  animales  como:  insectos  (Nagaraja y Nagaraju, 1995), artiodáctilos  (Kostia et 

al. 1996), grandes  felinos  (Shankaranarayanan, ed al, 1997), roedores  (Gordon et al, 1998). 

aves  (Nusser et al, 1996; Dhar  et al, 1997), anfibios  (Kimberling et al, 1996) y peces 

(Gomes et al, 1998). Este  método  presenta  ventajas  sobre la electroforesis de isoenzimas ya 

que éste  genera un número mayor de loci  requeridos  para  análisis  genéticos.  El  método es 

también  menos  complejo y requiere cantidades  mucho  menores  de ADN que RFLP. El 

método  RAPD  satisface el estudio  genético  de  especies  raras o en  peligro  de  extinción, 

donde  preocupa el tamaño  pequeño de la muestra  y la obtención  de  información  adecuada 

(Gomes et al. 1998; Kimberling, et al, 1996). 

Actualmente, la suyrvivencia de  muchas  especie  animales  depende  del  manejo  de la 

población  y de la protección  activa  de ésta. Sin  embargo,  aun  cuando  muchas 

.recomendaciones  han  sido  formuladas  para  promover la supervivencia  de  poblaciones  en 

cautiverio  algunas se extinguen  rápidamente  debido  a la pérdida  de la diversidad  genética 

(Primack, 1993). Los marcadores  genéticos  tales  como el RAPD  pueden  ser  aplicados para 

una prueba  rápida de variación  genética  en  muchos  individuos, por lo qu: la cuantificación 

de la pérdida  de  variabilidad  genética  permitirá la evaluación  a  priori  de la vulnerabilidad 

de la población  (Gordon et. al. 1998) y permitrrá la planeación  de un mejor mmejo 

reproductivo  esencial  en los programas de conservacicin  ex situ para conservar la 

diversidad gedtica OJeveu,  et al., 1998). Basados  en  los  anteceder  tes  anteriormente 

citad  con  relacibn  a la técnica  RAPD  se  propu'o  lealizar Id amplificación de ADN  de 

Rorne,o/agus diazi por IT lio  de  esta  técnica  con la finalldad de analizar la variación 

genética  entre una población  silvestre y una en  cautiverio. 
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Figura 4: A) Se esquematiza un cicl*l de la reacci6n RAPD-PCR con un solo cebadcr; R) 
muestra  que  el crbador ( 1 )  que se u e  lo suficientel!lente cerca y en sentioo contlario 
amplifica  la  secuencia  de  ADN  (productos A y M); C) se cbsewa como la  unibn  del 
cebador (1') unido al  ADN  molde  en un mismo sentido o muy alejabo  no  amplifica la 
secuencia  de  ADN. 
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NIP6TESlS 

Se ha demostrado que la  reducción  en el área  de  distribución y el n h e r o  poblacional 

aumenta la probabilidad  de  apareamientos  entre  parientes, lo que disminuye la variabilidad 

genética y por  tanto  es  mayor en individuos  silvestres que  en individuos  en  cautiverio, 

entonces es de  esperar  que  la  variabilidad  genética  de  ejemplares de Romerolugus diuzi de 

la población  en  cautiverio  en el Zool6gico  de  Chapultepec  sea  menor  que la observada  en 

ejemplares  obtenidos  de una población  silvestre,  analizada  por la técnica RAPD-PCR 

, 
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OBJETIVO GENERAL 

Comparar la variabilidad  genética  de dos poblaciones  de Romerolagus dimi 

utilizando el nlétodo  de  RAPD-PCR. 

OEUETlVOS ESPEClFlCOS 

Aislar el ADN genómico  obtenido  de  tejidos  provenientes de individuos  de  ambas 

poblaciones para llevar a cabo  estudios  de  variabilidad  genética. 

Realizar la amplificación  de  fragmentos  de  ADN de Romerolugus diazi obtenido, 

por medio de la técnica RAPD-PCR. 

Seleccionar, los cebadores que detecten  polimorfismo  que  puedan  ser  utilizados 

como  marcadores  genéticos en Romerolngus diuzi. para estudios  posteriores mas 

detallados  de la estructura  genética de esta  especie. 

Analizar  el  patrón  de bandas  obtenidas  mediante la tecnica  de  RAPD-PCfi para 

individuos  silvestres  e  individuos  de la Colonia  de  Chapultepec  de Romerokugrcs 

diazi. 
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MATERIALES Y METÓDOS 

Colecci6n de Muestras 

Se estudiaron  muestras de dos poblaciones de  una población s::kestre y una  en caurivcrio. 

Los nueve  individuos silvestres fucron  de  la región de Parrcs, D.F. (Permiso del IN E para 

colectar, Clave: Do0 750.- 26/8/97) y trece individuos provenientes de  la colonia en 

cautiverio del Zoológico de Chapultepec. A todos los ejemplares se  les tomó una muestra 

de tejido de oreja de I cm2 aproximadamente; cada  muestra se  colocó en crio~ubos y se 

almacenaron  en depósitos conteniendo nitrógeno líquido para la posterior extracción de 

ADN, con el fin  de amplificarlo a través del  metodo RAPD-PCR y llevar a cabo el análisis 

genético. Durante el procedimiento de la toma de la  muestra, se procuró manejar a los 

ejemplares el menor tiempo posible con el fin  de evkw el estrés que  pudiera ocasionarles la 

. muerte. El tiempo promedio  de manejo por  animal h e  de 5 minutos aproximadamente con 

una sobrevivencia del 100 YO. 

Protocolo de la tome de muestra. 

- Se sujetó suave y firmemente al individuo y se mantuvo  en posición vertical exponiendo 

las orejas lo más posible. 

- Se limpió con alcohol la  zona de la oreja donde se hizo el corte y se desensibilizó con 

anestksico local (Xilocaina). 

- Se sujetó la oreja con pinzas de disección entre la  zona  donde se hizo el  code (usando 

tijerasquirúrgicas). El corte de tejido h e  de aproxima.damente km2. 
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- Posterior al corte y obtención  de la muestra  se  aplicó un tratamiento con desinfectante y 

cicatrizante  (Vetsarol). Se regresó  el  animal  a su jaula. El tizmpo drl procedimiento fue 

aproximadamente  de 5 minutos  por  animal,  redwiendo el estrés p o r  la manipulación 

ejercida. 

- El fragmento de oreja  se  colocó  inmediatamente en tubos de  criopreservación y se 

pusieron en hielo  seco o nitrógeno  líquido  hasta la extracción  de ADN. 

Figura 5: El recuadro muestra la ZOM de la oreja  donde  se  hace el corte,  editando los 
principales  vasos  sanguíneos  para  prevenir una posible  hemorragia. 
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Extracción y cuantificación  de ADN 

El ADN  de tejido de oreja  se  extrajo de  acuerdo  al  método de Aljanabi y Martinez (1*197) 

con  algunas modificaciones. 

- Se cortó  el  tejido en  fragmentos  pequefios con una navaja de  rasurar  nueva. 

- Se colocó el tejido  fiagmentado en un tubo c h i c o  para microcentrifuga de 2 ml, si se 

trabajaron  varias  muestras se colocaron en hielo. 

- A cada uno de los tubos, con  el  tejido fragmentado, se les agregaron 400 pl de  buffer 

para  ADN estéril (0.4 M NaCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.0 y 2 mM EDTA pH 8.0). 2 % 

de SDS y 400 py Iml de proteinasa K. Se agitó  con un vortex para mezclar bien  todos 

los componentes. 

.- Se incubó  a 55 "C toda  la  noche. 

- Se agregó un volumen  igual  de fen01 (saturado con Tris-HCI pH 8.0). 

- Se mezcló suavemente  agitando  con  la  mano  por 3 minutos y se centrifugó p o r  20 

minutos  a  máxima  velocidad (14,000 rpm). 

- Con una  pipeta Pasteur  (estbril) se transfirió la fase  acuosa a otro  tubo  estéril. 

- Se  dadió un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamil (24:l). y se  mezcló 

suavemente por 3 minutos y se centrifugó por I5 minutos  a  maxima velocidad (14,000 

rpm). 

- Se transfirió la fase acuosa a otro tubo estéril. evitando transferir la fase intermed:a que 

contiene proteinas  que pueden interferir en  la amplificaci6n  del ADN. Si la  fase 



internledia fue  muy  densa y no  fue posible  evitar  transferir  parte  de ella, se  repitió el 

paso  anterior las veces que se requirieron  hasta asegurar  que  no  se  tenían  proteínas. 

Se añadió de 2 a 2.5 volúmenes de  etanol  frío al 100 'YO (de  preferencia  haberlo 

mantenido en  el congelador  a -20 "C aproximadamente). 

Se centrifugó por 2 minutos  a 10,000 q m .  

Se  descargó el etanol,  cuidando de no tirar el pellet  de ADN. 

Se  limpió el pellet  de ADf I resuspendiendo  con  ctanol fno al 70 % (.I 91, de preferencia 

haber  mantenido  el  etanol en  congelador  a -20 "C) y sc agitb el tubo  suavemente  con la 

mano. 

Se  descargó el  etanol y se  dejó  secar el pellet  de ADN, colocand; los tubos  abiertos  en 

un lugar  limpio (esperar  de 30 a 40 minutos). 

Se  disolvió el pellet  de ADN en TE (Tris HCI lOmM (pH 8) y EDTA ImM (pH 8). 

En la figura 6 se muestra  el procedimiento  general de extracción  del ADN. 

La concentración del ADN se  determinó por espectofotometría (260 nm) y su pureza  se 

obtuvo mediante la relación (260nmQ80nm). Mediante la tecnica de electroforesis en geles 

de  agarosa al 0.8 %, 1.5 pg de ADN fueron separados para determinar su integriddd. El 

ADN genómico fue diluido  a una roncentración  final  de 100 ng/pl y fue  utilizado 

directamente para  el análisis por R A I - A  I-?CR. 



,,' ,/' 
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__ 
, Corte del  tejido  en Homogenización  con Extracción  con  fenol 

pequehos pedazos proteinasa K a (55 y cloroformo:alcohol 
OC toda  la  noche) isoamil(3 min.) J 

etanol al 1 0 0 %  
Precipitación  con 

Cuantiticación y 
electroforesis J 

14,000 Grn (2 min.) 

Observación  de la integridad y peso 
molecular del DNA aislado 

Figura 6: Esquema  del prweso de  extracción  del ADN. 
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Amplificnci6n RAPD-PCR 

Las reacciones  fueron  realizadas  según la técnica  descrita p o r  Williams  (1990). en un butler 

que  contiene l O m M  Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCI, 2 mM MgClr,  0.001%  de  gelatina, 200 

pM de cada uno de los dATP,  dCTP,  dGTP y dTTP  (Perkin  Elmer), 10 pM de  uno (le los 

cebadores  seleccionados (Operon, h . ) ,  100 ng de ADN genómico y 2.5 unidades  de la 

enzima Taq  ADN polimerasa  (Perkin  Elmer)  en un volúmen final  de 25 pl. 

' La amplificación fue realizada en un termociclador (PTC-150.. MJ Research),  a una 

temperatura  inicial  de  desnaturalización  de 94 OC p o r  4 minutos,  seguido  de  45  ciclos  a 94 

OC por I minuto, 32 "C por 1 minuto y 72 "C por  2  minutos. El paso  de 72 "C fus  mantenido 

por 1 O minutos  en el ultimo ciclo. 

El producto RAPD-PCR (22 pI/ pozo) fue  separado p o r  medio  de una electroforesis en un 

gel de agarosa al 1 .S YO a 85 V durante 1 h y I O  minutos,  se  tiño con bromuro  de  etidio y 

el gel fue fotografiado  usando un analizador de imágenes  con un transiluminador  de luz 

w. 
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INTERPRETACI~N Y ANALISIS DE RESULTADOS 

El tamaño  de  muestra está en función de las restricciones impuestas par ser una espccie en 

peligro de extinción (Norma Oficial Mexicana NOM-059- ECOL- 1994) y se ha demostrado 

que el tamaño limitado de  la  muestra utilizada no afecta la estimación de la diversidad y 

distancia genética cuando  se está considerando y gran número de loci (Ne¡ y 

Roychounddhury, 1974;  Nei, 1978). Si se considera que  en este estudio se examinaron 31 

loci la estimación de la diversidad y distancia genética no es afectada a pesar del  número  de 

muestra  empleado. La distancia e  identidad genética se calcularon de acuerdo a las 

formulas  reportadas  Ne¡ (1972, 1978). 

El análisis de los resulLuhs obtenido se llevó a cabo usando los programas de cómputo 

* Herramienta  para  el Análisis de Genética de Poblaciones (TFPGA:Tool for Population 

Genetic Analysis 1.3, Miller, 1997) y Análisis de GenCtica de Poblaciones (Popula'ion 

Genetic Analysis POPGENE versión 1.32). El análisis estadístico para  la diferenciación de 

las poblaciones para cada locus se realizó con la  prueba exacta de chi-cuadrada (xz) según 

Raymond y Kousset ( 1  995). 

En el análisis de los marcadores RAPD  se deben considerar dos suposiciones; primero, 

cada  marcador  representa un locus nlendeliano en el cual el marcador visible es un alelo 

dominante (Williams, et al., 1990) y está en equilibrio de Hardy-Weinberg con el alelo nulo 

reces vo (Lynch y Milligw, 1994). Segundo, los marcadores de loci diferentes no lnigran 

en  la  misma posición sobre el gel (Lynch y Milligan. 1994). por lo que el patrón de bandas 

que se obtenga de un individuo  puede ser comparado co6tra el de uno o mis individuos  de 
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la misma poblaciljn o poblaciones diferentes y de esa manera se  puede tener la diferencia o 

similitud genéticas entre los individuos o poblaciones. 

La simulación de las frecuencias de los heterocigotos  esper? os en la  población de 

Chapultepec  se realizó considerand lo siguiente: I )  el tamaño ~ e c t i v o  de la  población se 

calculó con  base  al grupo fundador ( I  macho y 4 hembras) utilizando la formula dada por 

Hart1 y Clark (1997), Ne=  [(4Nm)(Ni)/Nm + Nfl donde: Nm = Niunero  de  machos y Nf = ' 

Número  de hembras. 2)  el coeficiente de consanguinidad para la población de Chapultepec 

se  calculó con  base  Han1 y Clark (1997), Ft = 1- [I-( 1/2Ne)r, donde:  Ne = tanraño efectivo 

de la población y t = generación y 3) los heterocigotos  esperados son los observados en la 

población silvestre y suponiendo que  están en equilibrio de Hardy-Weinberg, 
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RESULTADOS : 

Para la estandarización  de la técnica RAPD-PCR se usó el ADN del  mismo  individuo. el 

cual  sirvió de molde para realizar  las  amplificaciones  con los 20 diferentes  cebadores  (tabla 

I), con la finalidad  de  seleccionar los oligonucleotido  que  pudieran  generar  polimorfismos 

fácilmente  identificables. De los 20 cebadores  se  seleccionaron  4 (OPE-JI, OPE-06,  OPE- 

19 y OPE-20;  tabla 1) que fueron los que  presentaron un patrón de bandas  reproducibles 

cuando  menos  en  cuatro  repeticiones de la re..cción RAPD-PCR  (Figura 7). 

Tabla 1.- Lista de los cebadores  (oligonucleotidos)  del Kit E  (Operon,  Inc) su secuencia y 
el porcentaje  de G t C  de  cada uno, utilizados para la amplificación  de ADN de R. rhrrrzr. 

.Cebador  %(G+C) 5'- 3' Cebador %(GtC) 5" 3' 

OPE-01. 70 CCCMGGTCC OPE- I 1 60 GAGTCTCAGG 
OPE-02 70 GGIGCGGGAA OPE- 12 60 TTATC'CiCCCC 
OPE-O3 60 CCAGATGCAC OPE- 13 70 C c c w T  rcw 
OPE-O4 60 CTGACATGCC OPE- I4 70 IGCC;GC?(~AG 
OPE-OS 60 TCAGGGAGGT OPE- I S 60 ACGCACAACC 

OPE-06' 60 AAGACCCCTC OPE-] 6 60 GtiIGACI'G FG 

OPE-O8 60 TCACCACGGT OPE.  I8 60 GGACTGCAGA 
OPE-O7 60 AGATGCAGCC OPE- I I 60 CTACTGCCGT 

OPE-09 60 CTTCACCCGA OPE-19' 60 ACGGCGTATC 
OPE-I O 60 CACCAGGTGA OP1.-20' 60 AACGGTCACC 

Cebddores  seleccionados  para la ampCficaci6n  de ADN de Ronrerologrrs d i d  con  la técnica 
RAPD-PCR. 
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Figura 7: Electroforesis  en gel de agarosa al I .S%, donde se observa  el patrón de bandas 
producidas p o r  cuatro diferentes  cebadores  empleando como molde  el DNA del  mismo 
individuo. Carril I y I(l=Marcador de peso molecular (1  Kb  ladder); Carril 2-5 = Cebador 
OPE-O 1 ; Carril 6-9 = Cebador OPE-06; Carril. 1 O- 13 = Cebador OPE- 19; Carril 14- 17 = 
cebador OPE-20. 
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El cebador OPE-O1 amplifico un total  de 5 bandas  de  las  cuales 3 (las  de  menor  peso 

molecular) se encuentran  presentes  solamente  en  los  individuos  silvest.es  con  respecto  a  los 

individuos  de  Chapultepec,  mientras  que 2 bandas  de  aproximadamente  1.6  Kb  y 1.2 Kb 

son  comunes  a  ambas  poblaciones  (Fig, SB). En la figura SA. se  observa la ausencia  de  las 

dos  bandas  en el individuo  del  carril 1 I indicando  que es diferente  genéticamente a todos 

los otros  individuos y el individuo del carril 14 no presentó  la banda de mayor  peso 

molecular  mostrando  diferencia  en  ese  locus  con el resto de los  individuos. En  la figura 

8B, los  individuos  del  carril 5 ,  6 ,  S y 1 l.  presentan la ausencia  de la banda de mayor peso 

molecular  1.6 Kb y los  individuos  en el carril 9 y 1 O no  presentan la  banda de  menor  peso 

molecular 0.4 Kb, las 3 bandas  intermedias  estan  presentes  en  todos los individuos. 

Figura 8 A: Electroforesis  en gel de  agarosa al 1 .S%, donde se observa el patrón  de  bandas 
producidas por el  cebador OPE-O1 en DNA de diferentes  individuos de la Colonia de 
Chapultepec; Carril 1 y I I=Marcador  de peso molecular ( 1  Kb ladder);  Carril 2 y I7 = 
Vacíos; Carril 3= Control (-); Carril 4 - 16= diferentes  individuos. 
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Figura 8 B: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. donde se observa el patrón  de  bandas 
producidas por el cebador  OPE-01  en DNA de diferentes individuos silvestres; Cam1 I y 

. 13 = Marcador de peso molecular (IKb ladder); Carril 2 = control (-); Carril 3- 
1 I=Difercntes individuos; Carril 12= Vacío. Las flechas indican Is bandas (0.9, 0.7 y 0.4 
Kb) presentes solo en la poblaci6n silvestre. 

ÉI cebador OPE-O6 amplific6 un total de 8 bandas (Fig. S), las cuales e s t h  presentes en  la 

población de Chapultepec y la población silvestre. En la figura 9A, se observa que los 

individuos de los carriles IO, 1 I ,  13, IS y 16, no presentan ia banda de 3.0 Kb (sefialada 

con la flecha), mlcntras que las siguientes 4 bandas (2.0. 1.6, 1.3 y 1.1 Kb) y la banda de 

0.9 Kb se presenta  en todos los individuos. En los carriles 3,4, 8, 15 y 16 los individuos no 

presentan  la banda 1 .O Kb y el individuo  del carril 1 1 no present6 la banda 0.8 Kb (sefialada 

con la flecha). En la poblaci6n silvestre (fig. 9B) se observa que los individuos  de los 

carriles 3, 4, 5, 6,lO y I 1  no presentan  la  banda  de mayor peso molecu.ar 3.1) Kb y las 

bandas ¿.O. 1.6, 1. I ,  1.0 y 0.9 Kb están presentes en todos los individuos.  la  banda  de 

menor peso molecular 0.8 Kb solo se observa en los individuos de los carriles 8 , 9  y 1 1, 
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Figura 9: Electroforesis en  gel  de  agarosa  al 1 .S;Ó, donde se observn el pat&  de tandas 
producidas por el cebador  OPE-O6 en DNA  de diferentes individuns. (A) Colonia  de 
Cbapultepec;  Carril I y 17=Marcador de peso molecular ( I  Kb ladder); Carril 2 = Cantrof 
(-); Carril 3-16= diferentes individuos. (B) Ejemplares  silvestres; Carril 1 y 13 = 
Marcador .de peso molecular (IKb ladder); Carril 2= control (-); Carril  3-1  I=Diferentes 
individuos; Cam1 12= Vacío. 
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En el caso del cebador OPE-19, amplificó un total de I3 bandas de las cuales una  banda de 

2.3 Kb  es especifica para ejemplares de  Chapultepec y está presente en los individuos de 

los carriles 6, 9, 13 y 16 (fig. IOA); en esta misma figura observanlos que la banda de 2.6 

Kb está presente en todos los individuos excepto  en los carriles 9 y.15, la  banda de 1.7 y 0.6 

Kb están ausente en el carril 15. La banda de 1.5 K está ausente en los carriles 4, 5 y 6, la 

banda de 1.3 Kb no se pre. enta en ningún individuo de Chapultepec, 'a banda de I .2  Kb se 

presenta únicamente en el carril 1 O y la banda 1. I Kb se prcsenta ell los carriles 9, I :, 13, 

14 y 16.  Las bandas 1.0, 0.9, 0.8 y 0.7 Kb no se presentan en .I colonia de Chapultepec 

solamente, en  la población silvestre (Fig. IOH) y la  banda de 0.5 Kb solo se presrnta en los 

individuos de los carriles 14 y IS. En la población silvestre (fig. 10 B) encontran~os que la 

banda de 2.6 Kb est5 ausente únicamente en el carril 3, la  banda .le 2.3 Kb se I n  perdidp ell 

esta población, las bandas de 1.7 y 1.5 Kb están presentes en todos los individuos, la  banda 

de I .3 Kb se presentó solo en esta población en los carriles 5,6,7,  8 y 9, la banda de I .2 K.b 

se presentó en 4 de 8 individuos, la banda de 1 . 1  Kb se observó en los individuos de 10s 

carriles 4 y 1 I , la banda 1 .O Kb está ausente en los carriles 3, 8 y 9, la banda de 0.9 )<b se 

presenta ell los carriles 6 y I O ,  la banda 0.8 Kb se  obsena en los carriles 4, 10 y 1 I ,  la 

banda dc 0.7 Kb se presento en los individuos de los carriles 5, 6 y 11, l a  banda de 0.6 Kb 

está presente en todo los individuos y la banda de 0.5 Kb solamente esta presente en el 

carril 10. 
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Figura 10: Electroforesis en gel de  agarosa  al I .S%, donde se observa el patrón de  bandas 
producidas p o r  el  cebador OPE-I9 en DNA de diferentes individuos. (A) Colonia  de 
Chapultepec; Carril I y 17=Marcador  dc peso molecular ( 1  Kb ladder); Carril 2 = Control 
(-); C a d  3-16= diferentes individuos. Las fleclm indican  la balda (2 .3  Kb) única  para  esta 
colonia. (B) Ejemplares silvestres; Carril 1 y 13 = Marcadc.1  de peso nlolecular (IKb 
ladder); Carril 2= control (-); Carril 3-1 I=Diferentes individuos;  Carril 12= Vacío. Las 
flechas indican  las  bandas ( I  .S ,  1 .O, 0.9.0.8 y 0.7 Kb) 1 1 1  z'senles solo en esta población. 
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El cebador OPE-20 amplifico S bandas en total, de las cuales una  banda de 

aproximadamente de 0.9 Kb .es específica para individuos silvestre:. (Fig. I IB). Las 4 

bandas restantes 1.4. 1.0, 0.8 y 0.7 Kb se presentaron en ambas poblaciones y en todos I!,> 

individuos. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 . 1 2  13 14 15 16 
ip 

. ” 
Kb’ 

3.0 
2.0 
1.6 

1 .o 

0.5 

Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa al I S % ,  donde se observa el patrón de bandas 
producidas por el cebador OPE-20 en DNA de diferentes individuos. (A) Colonia  de 
Chnpultcpec; Carril I y 17=Marcador de peso molecular ( 1  Kb ladder); Carril 2 = Control 
(-); Carril 3-16= diferentes individuos. (B) Ejemplares  silvestres; Carril 1 y 13 = 
Marcador de peso molecular (1Kb ladder); Cam1 2= control (-); Carril 3-1  1;Diferentes 
indi\-iduos; Carril 12= Vacío. La flecha indica la banda (0.9 Kb) amplificada Únican~ente en 
esta población. 
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En total, los cuatro cebadores utilizados en la reacción RAPD-PCR amplificaron 31 

bandas, el oligonucleotido  OPE-I9 fue el que amplificó el mayor numero de bandas ( I  3) .  

representando aproximadamente el 4 1 ?'O del total de bandas observadas. El 32% ( I O)  de las 

bandas amplificadas fueron Micas para una las poblaciones, donde el 3% ( I )  de las bandas 

son específicas para ejemplares de Chapultepec y 29%  (9) fueron amplificadas solamente 

en individuos silvestres. 

Del total de loci anlplificados, el 68% (2 1) se detecto son polimórficos y el 32% ( 1  O) están 

representados por bandas monomórticas. El porcentaje de polimorfismo se calculS con base 

en un criterio del 99%. es decir, cuando el alelo más conlun tiene una frecuencia menor de 

0.99. Se observa que la población de Chapultepec tiene un porcentaje ligeramente menor de 

polimorfismo  con respecto a la población silvestre, 42 Yo y 45 % respectivamenk, el 

porcentaje de polimorfismo total de todos los loci y en ambas poblaciones fue de 68 YU 

(Tabla 2). Asi mismo el promedio de heterocigosidad en la poblacion de Chapultepec fue 

diferente (0.1501), con respecto a la población silvestre (0.1 718). La identidad y distancia 

genética observada entre  estas dos poblaciones fueron: 0.8552 y 0.1564,  !espectivamente. 
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Tabla 2: Porcentaje de polimorfismo (# de loci polimorficos) por cebador para cada población, 
subtotal y el total para las  dos poblaciones. 

% POLIMOKFISMO (# de individuos) 
" - 

CEBADOR # LOCI CHAPULTEPEC VOLCAN PELADO 
" 

OPE-O I 5 
OPE-06 8 
OPE- 19 13 
OPE-20 5 

Subtotal 31 42 (13) 45  (14) 

Total . 31 68 (21) 

Como se puede observar en  la tabla 3 ,  utilizando el análisis de varian, a n~olecular  (AMOVA) del 

total de la variación genética encontrada entre las dos poblaciones de Romerdugrts diuzr, 

aproximadamente el 46 YO es atribuible a diferencias entre las dos poblaciones. Mientras que cerca 

del 54 YO del total de la variación genetica se encuentra dentro  de las poblaciones. 

Tabla 3 : Anilisis  de varianza molecular (AMOVA), Suma de Cuadrados (SSD), Cuadrados 
Medios (MSD) y grados de libertad (g.1). 

Origen de la SSD  MSD 8.1. Componetes YO total de  P 
Varianza varianza varianza 

Entre poblaciones 23.8 23.8 1 2.2 46 co.00 1 
Dentro de poblaciones 48.6 2.6 19 2. 6 54 

~~~ 

Considerando el total de loci observados en este estudio, idvertimos que el 39 YO de los loci ( 3 ,  4, 

7, 8, 9, 10, 12, 25, 27. 28, 30 y 31), se han fijado en ambas  pohlacionw los loci 3 y se han 

fijado hacia el alelo dominante en la población silvestre y en la población de Chapultepec se han 

fijado hacia e¡ alelo recesivo, los 10 restantes, se han fijado.hacia el alelo dominante en ambas 
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poblaciones. Diez  loci  más (1, 2, 6, I I ,  14, 15, 16,  17,  20,  26),  no  presentaron  diferencia 

significativa  entre  ambas  poblaciones  (anexo 1). El 23 % de los loci (5, 18, 19. 21, 22, ?3,24) son 

siyificativamente diferentes  entre  poblaciones (P<O.O5) y el 3 YO (locus 29) es diferente  con 

(PcO.14). Estos 8 loci representan el 57 YO de los 14 loci  polinlorticos  presentes  en  la  población 

silvestre  seis  de los cuales,  se han fijado  hacia el alelo  recesivo  en la  p?blaciÓn de  Chapultepec, 

habiéndose  perdido el 100 YO de la variabilidad genCtica para  estos l o c ~  en  esta  población  en 

comparación  con  los  heterocigolos  observados  en los individuos  de la población  silvestres  (Tabla 

4). Dos de  estos loci (18 y 19) han perdido  aproximadamellte el 88 ?'O de la variabilidad  genética 

con  respecto  a la heterocigosidad  observada  en la poblacim  silvestre. El locus I3 file el Único con 

significancia  estadística (P<O.OI), que  presento  mayor  frecuencia de he terocigotos  en  Chapultepec 

' (q2 = 0.7981 y 2pq = 0.4304) en comparación  con la población  silvestre (q' = 0.3135 y 2pq = 

0.3223). 

Tabla 4: Loci  en los cuales  se ha perdido  heterocigosidad  en la colonia de Chapultepec 
()let-Chap)  con  relación  a la poblacion  silvestres  (Het.  silv.)  calculadas  a  partir  de  datos RAPD. 
Frecuencia  de  q  en  Chapultepec (q Chap.) y en la población  silvestre (q Silv.). 

LOCUS q Silv  Hsilv. q Chap.  Ilchap. 

Locus  S* 0.5246 0.4688 I .o000 0.0000 
Locus 18* 0.6287 0.4669 0.96 1 S 0.0740 
Locus 19' 0.6287 0.4669 0.9615 0.0740 
Locus 2 I * 0.5246 0.4988 1 .o000 0.0000 
Locus 22' 0.798 I 0.3223 1 .o000 0.0000 
Locus  23* 0.798 I 0.3223 1 .o000 0.0000 
Locus 24' 0.798 1 0.3223 1 .o000 0.0000 
Locus 29 0.8706 0.2253 1 .o000 0.0000 

P co.05 
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La variación del  patrón RAPD fue detectada por 4 de los ceba, .ves utilizados (tabla 2). aunque 

los cebadores individuales difieren en el ,,úmero  de bandas $:le amplifican. Como se puede 

obsewar es evidente que el oligonucleotido OPE-19 file el cebador que más variabilidad genética 

reveló de los cuatros cebadores seleccionados para  la reaiización de  este estudio, incluso detectó 

mayor variabilidad en  la población silvestre como era de esperarse. El hecho de que sea  el 

cebador que reveló mayor variabilidad es  debido  a  que fue el que amplificó un mayor Pt'mero de 

bandas, por lo que no se podría hacer una comparacimes  entre la variabilidad detectada entre los 

cebadores utilizados. En el caso de los cebadores OPE-OI y OPE-20 los cuales amplificaron el 

mismo número de bandas se observa una diferencia del 50 % en la variabilidad detectada siendo 

OPE-O1  e1 que revela  una mayor variabilidad genética al compararse contra el cebador OPE-20 

pero ésta es igual en ambas poblaciones. Sin embargo aun cuando OPE-20 fue el que menor 

vairiabilidad revela, esta fue  mayor en Id población silvestre que en  la de Chapultepec, 

confirmando la hipótesis de poblaciones diferentes. AI comparar la variabilidad grnktica entre 10s 

cebadores OPE-OI y OPE-O6 se observa que aun cuando OPE-OI amplifico un número menor de 

bandas el porccl!taje de variabilidad es mayor que el cebador OPE-06 que fue  el cebador que 

reveló mayor variabilidad en la población de Chapultepec contrario a lo esperado. Sin embalgo, la 

prueba de x* realizada  al tomar en consideración todos los loci observados mostró una diferencia 

estadisticamente significativa (P<O.O5) entre las dos poblaciones. 

Esto sui ere que  RAPD es sensible a pequeños carnb 3s en el genoma de dilerentes individuos, lo 

que permite visualizar dife encias entre poblaciones (distancia genetica entre estas dos 

poblaciones 0.1 564), debido a que RAPD puede detectar m algunos casos simples cambios de 
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bases en el DNA genómico  (Wiliams et. al. 1990).  Esta  mayor  variación  entre  poblaciones 

coincide con el análisis de varianza,  que  muestra una mayor  variabilidad  interpoblaciones (S4 YO) 

que intrapoblaciones  (46 YO; tabla 3). Esta  ilrayor variación  generica  utilizando la tecnica  RAPD 

se ha observado al compararse con la ticnica  de  isoenzimas  en las especies  vegetales (!fordrum y 

. Schizuchyrium). la razón al parecer  se  debe al número  mayor de marcadores  disponlbles  (Dawson 

et. al. 1993; Hufret. al. 1995). Esto podria explicar  el p o r  que del polin1orfismo t:ul aho que  se 

observo  en  este  estudio  (68 %), incluso  mayor al reportado  por  Cervantes  et. al ( 1  999)  para tres 

especies de lagomorfos  mexicanos del genero Sylvilugzu que  fue  del 60%. 

Los resultados  muestran  que el método  RAPD-PCR,  puede  ser  utilizado en el análisis de 

variabilidad  genética de Xomeroltrgus diuzi y con los datos  obtenidos  de  este  se  puede  conocer la 

proporción de alelos  que se han fijado  en una poblxkín. Además, la presencia de bandas 

especificas  para  cada  grupo de individuos,  aun  cuando la identidad  genttica  es  grande  (0.8S57) y 

la distancia  genética  pequeiia (0.1558). permite  distinguir  claramente  las  poblaciones. Así nlisnlo 

la prevalencia de ciertas  bandas  en una estas  podrían  sugerir  variaciones  geográficas  de  acuerdo  a 

lo  reportado  por  Dhar et. al. (1997), lo cual  podria ser reafirmado  con un estudio  que  incluya 

individuos  de  diferentes  regiones y la selección  de  cebadores  que,  como  OPE- 19, amplifiquen u11 

número  mayor  de  bandas  que  ampliada el número de loci  en el análisis  y  reduciria  aun  más la 

desviación  debida  a un tamaiio pequefio de la muestra. 

La técnica  RAPD  posee  muchas  ventajas,  incluyendo la generación  de un gran  número de 

marcadores  genéticos,  proveyendo  a  genetistas,  biólogos y personas  especializadas  en el manejo 

de  fauna  silvestre y en  especial  de  especies  en  peligró de extinción,  con una herramienta  para la 

exploración  en la genética  de  poblaciones  y  medidas de distancias  genéticas  entre  individuos O 
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poblaciones (Williams, et. al. 1993;  Rafalski,l997). En el casa de especies raras o en peligro de 

extinción, donde es dificil obtener individuos debido a las restricciones legales o a su pequeha 

población, es aconsejable el uso de RAPD ya  que  puede analizar un gran númxo de loci 

obteniendo  datos confiables de  una muestra  pequeha (Gomes et. al I 998; Kintberling et. i 1. 1996; 

Nei, 1978). El uso de esta tecnica :ipida y barata,  la  cual  permite analizar un gran número de 

individuos en un periodo corto de tiempo, facultará a los responsatles de los programas  de 

reproducción de.especies en peligro de extinción a llevar a cabo un monitoreo del status genltico 

que  guardan las poblaciones, ayudando a tomar las decisiones y realizar las acciones más 

pertinentes y oportunas en los esfuerzos por conservar, no solo los individuos o poblaciones sino 

también  la  capacidad evolutiva de  la especie. 

Debido a que l a s  poblaciones pequeíias  tienden a perder variación genttica m b  rhpidamente, p o r  

-deriva genética, que las poblaciones grandes a causa de un muestre0 al azar de un numero 

pequeno  de alelos en  cada generación, esto dará como resultado  la diferenciación genética entre 

las poblaciones (Falconer, 1993). En la tabla 4 sc puede observar que el  43 % (6) de los loci 

polimorficos presentes  en  la población silvestre han  perdido el 100% de su variabilidad en  la 

colonia de Chapultepec  en  aproximadamente 20 generaciones (anexo 2 A,D,E,F,G,H,) y el 1 % 

(2) de los loci (anexo2 B y C) han perdido el 88 % de su variabilidad genética con respecto a los 

heterocigotos observados  en  la población silvestre. 

De uerdo a la  simulación  realizada  para conocyr el comportamiento  de las frecuencias de los 

hetelocigotos en la pobl .ión de Chapultepec, al considerar un coeficiente de consanguinidad 

extremo.(F= 0.96) y calculado a partir  de 5 fimdadores ( I  macho y 4 hembras de  acuerdo a Hoth y 

Granados. 1987), cuatro loci deberian  de conservar aun el 2 % de la  variabilidad genética (anexo 



2 A, B. C y D) y cuatro  deberían  conservar el 1 % de los heterocigotos  (anexo 2, E, F. G y H) con 

respecto  a la población  silvestre.  Esto  indica  que  en la población  de  Chapultepec  existe una 

deficiencia  de  heterocigotos en 6 de los loci simulados.  Esto probablernerlte puede ser a ribuido a 

un numero  pequeño  de  iündadores y a un inadecuado  manejo reprod  ztivo, lo  cm1 ha conducido 

a un alto  grado  de  consanguinidad y deriva  genética. Lo que p'. lría  verse  reflejado  en una 

disminución  en la viabilidad,  esto  es, un incremento  en la susceptibilidad  a  enfermedades y una 

baja en la fecundidad, dos parámetros  que  deberían  ser  cuantificados para tener una  idea más 

exacta de lo que pasa en  las  poblaciones.  Debido  a  que la depresión por consanguinidad es uno de 

los  varios  problemas  a los cuales  se  enfrentan  actualmente los programas  de  conservación y 

debido  a la pérdida de aptitud  como una consecuencia  del  incremento  en la expresión  de  genes 

deletéreos  recesivos  en  condiciones  homocigotos, el factor  genético  debe  ser  considerado  como 

un punto  de  gran  importancia  cuando se proyectan  planes de reproducción y recuperación  de 

especies  amenazadas o en peligro de  extinción  (Frankham  y  Rails, 1998). 

Sin  embargo  este  estudio  revela  que la introducción de individuos  de la región  de  Parres D.F. a la 

colonia de Chapultepec,  permitiría  aumentar la variabilidad  genética de los 8 loci que han  perdido 

su variabilidad  genética  en la población  de  Chapultepec.  lo  que  representaría un aumento  del 26 

% (en 8 loci)  aproximadamente con relación  a los 3 I loci observados. 

El hecho de  que el locus 13 presente una mayor  variación  genética  en la población  de 

Chapultepec  que  en la población  silvestre, podri: explicarse  debido  a que las  condiciones 

ambientales  difieren  de una localidad  a  otra  y  de una estación  a  otra,  así la intensidld y la 

dirección  de  la  selección  natural  puede  variar  con  respecto al lugar y el tiempo  y  las  diferencias 

. .  

. .  .- 
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observadas podrían  ser atribuibles  a la valiación por la presión de la selecclim  natural (Falconer, 

1993; Jimenez  et. al. 1994; Fowler y Whitlock,  1999). 

Aun cuando los resultados  revelan que algunos  alelos de la poblaci%c~ silvestre se han perdido en 

la colonia  de  Chapultepec y el promedio de la heterocigosidad es a~roxin~adanlente 2.17 % 

mayor en la poblacion silvestre, la similaridad  genética  entre  las  dos  poblaciones  es  alta  (0.8552). 

posiblemente  atribuible  a  que 1) las dos  poblaciones  provienen  de la  misrlla  region y el 39 Yo ( I2  

alelos) ya se habian  fijado en la poblacion  de la cual  provienen,  permaneciendo sin cambio  desde 

que  se  extrajeron los individuos  fundadores  de la colonia Je  Chapultepec. Esta uniformidad  en los 

alelos  fijados se debe a que cuando un alelo  alcanza la frecuencia ,le 1 (fijado) 6 O (perdido), 

ningim otro  alelo puede estar  presente  en  la  población  (Falconer,  1993), al menos  que  exista 

mutación  hacia  el alelo  que  se ha perdido o migración  de  individuos de  alguna población  donde 

'ese alelo  aun  pern~anece.  2) La población  silvestre ha visto isminuida su población drásticamente 

en los últimos 15 años y también ha pasado por un proceso de fijación de alelos,  esto  se  puede 

observar  en el  hecho  de que las  dos  poblaciones  comparten 12 alelos que  se  han fijado  en  ambas 

y I 3  que no son significativamente  diferentes. Como las  frecuencias  alélicas pueden ser fijadas al 

azar por deriva  genética,  observamos  que  alelos  fijados en  una poblacion pueden diferir  de los 

fijados para la otra.  3) El ~iempo  de separación de los fundadores  en  dos  grupos  (con 4 hembras 

y 2  machos  cada uno) que se realizó al inicio de la colonia de Chapultepec  (Hoth  y  Granados, 

1987)  fue lo suficientemente largo , ara que  diferentes  alelos  se fijaran o disminuyera SU 

frecuencia  en los grupos y al momento  de  iniciar Id reproduccibn  entre ios individuos  de a m b s  

grupos permitió el aumento  de la frecuencia  de los alelos  perdidos  en un grupo y que se habian 

fijado  en elotro. 
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CONCLUSIONES: 

Las poblaciones de Romerolugus diuzi de la colonia en cwtiverio de Chapultepec y la  poblacicin 

silvestre de Parres, D.F. presentan diferencias genéticas en 8 loci, de los cuales 7 se comportan de 

' acuerdo a la  teoría genética para  pequetias  poblaciones. 

La  técnica  RAPD  puede ser utilizada  para estudios de diversidad genética en Romerolugus druq 

extendiéndose hacia otras poblaciones que p e t m i a n  tener el contexto general de la diversidad 

genética que guardan  las diferentes poblaciones de esta especie. 

La  técnica  RAPD  permitirá cuantificar y monitorear  la pérdida o ganancia de la diversidad 

genética de las poblaciones en cautiverio que ayudará en la evaluacion y toma decisiones para su 

manejo reproductivo. 
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t¿ECO!VIENDACIONES 

Muchas especies amenazadas o KII peligro de  extinción han visto redccido su tanlaiio población o 

sus  hibitats estin siendo destruidos lo que  actualmente ha llevado a reproducirlos en cautiverio 

para asegurar su supervivencia a largo plazo. Para que una poblac'ón sobreviva, debe  ser lo 

suficientenlente grande o ser manejada de tal forma que la erosión de la variabilidad genética por 

deriva genetica sea nlinimizada y evitar la depresión ,lor consanguinidad.  Recientemente ha sido 

reporrado por  Margan et. al. (1998). que mantener varias poblac,ones pequeñas en vez de una 

población grande df. un tamaño  total equivalente (50 y loo), presentan un nlenor  coeficiente de 

consanguinidad, un éxito reproductivo significativo bajo  condiciones competitivas, una aptitud 

similar bajo condiciones en cautiverio, una mayor varia'didad genética y un potencial evolutivo 

equivalente. Aún cuando este trabajo se realizó en Drosophila, se recomienda que  especies en 

peligro de extinción y en cautiverio sean mantenidas erl varias poblaciones pequeñas, con 

intercalnbio genético ocasional. 

La  innoducción  de individuos silvestres de la región de Parres D.F. a la colonia de C hapultepec es 

posible y recomendable ya que aumentaria la variabihdad genética en los alelos  que sean perdido 

en la  población de Chapultepec. 



ANEXOS 



ANEXO I.- Prueba exacta para la diferenciación de pohlaciones (Raymond y i¿ouw3, 
1995). donde, la hipótesis nula (110) = poblaciones genéticamente iguales y la hipótesis 
alternativa (HI) = poblaciones genéticamente diferentes. 

Locus 3 p = 0.0000 
Locus 4 p = O.OOL5 
Locus 5 p = 0.0009 
I.0cus 2 1 p = 0.001 o 

Locus 13 p = 0.0146 

Locus 23 p = 0.0379 

Locus 22 p = 0.0430 
Locus 1 1  p = 0.1 127 
Locus 29 p=O.l?18 
Locus I p =  0.1466 
Locus 17 p = 0.2592 
Locus I5 p = 0.263 1 
Locus 6 p = 0.3895 
Locus 2 p = 1 .o000 
Locus I p = 1 .o000 

Locus 9 p = I .o000 
Locus 10 p = 1 .o000 
Locus  12 p = I .do00 

Locu, 19 p = 0.01 17 

Locus  18 p = 0.0 I52 

Locus 24 p = 0.0427 

Locus 8 p = 1 .o000 

Locus 14 p = 1 .o000 
Locus  16 p = 1.0000 

Locus 25 p = 1.0000 
Locus 26 p = I .o000 

Locus 28 p = I .o000 
Locus 30 p = 1 .o000 
Locus 31 p = I .o000 

Locus 20 p = 1 .o000 

Locus 21 p = 1 .o000 

Resultado para todos los l o c i  

df : 62 
General: p = 0.0000 

X - ~ q  : 131.8652 



ANEXO 2 .- Simulación de las frecuencias de heterocigotos esperados para diferentes  loci 
en la colonia de Chapultepeca travCs de 20 generaciones considerando una Ne-3.4 . El 
valor  inicial en cada una  de las  gráficas es  la frecuencia de heterocigolos observada  en la 
población silvestre. 

Locus 5 

o u) 0.6 Hrt. Sil! Obs. O 4988 
Het.  Cha ).Obr. O.WO0 
Hrt. Chap Esp. 0.0200 

@ O  a g 0.2 

I;x 0 . . .  ... 
@o) 

1 2 3 4 5 6 7 8 B IO 11 12 13 14 15 16 I 7  I8 I O  x) 23 

~ . ". .~~ , 

Generaciones 

Locus 18 

o u) 0.6 tlrt. Silv.Obs. 0.4669 

0.4 1- ~~ ;: Het. C ;  Chnp.Obs ESP. 0.0740 0.0190 

5 gi 0.2 - 
LLI 0 I - .  
P!@ 

. 0 1 " .  ,~ . 1 

% 2 3 4 5 6 7 8 B 10 I1 12 I '  14 15 18 17 18 19 20 2 1  

Gemraciones 
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Locus 19 

Locus 21 



Locus 23 
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Locus 24 

U 2 0.4 ~ 

a m  
Het. Silv.Obs. 0.3223 
Het. Chap.Obs. O.oo00 
Hec. Chap. Esp. 0.0130 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 2 0 2 1  

Generaciones 

Locus 29 

a 0.3 Hec. Silv.Obs. 0.2253 
Hel. Chap.Obs. O.oo00 
Het. Chap.Esp. 0.0100 

1 2 J 4 5 O 7 8 9 10 11 12 13  14  15  10 17 18 19 20 21 

Generaciones 
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