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RESUMEN

El zacatuche (Romerolagus diazi), es una especie endémica del Eje Neovolcanico
Transversal ubicado en el centro del pais y se encuentra actualmente considerada en peligro

de extincion.

La destruccion del habitat de esta especie ha tenido como consecuencia la reduccion de su
nimero poblacional, esto provoca un aumento ¢n el numero de apareamientos entre
individuos emparentados, produciendo a s'1 vez depresién genética que puede llegar a
amenazar la supervivencia de una poblacion pequeiia, debido a la pérdida de la variabilidad
genética, la variabilidad individual, la reduccion en la resistenci: a enfermedades, a los

parasitos y a los retos que plantea su medio ambiente. P

Conocer el estado genético que guardan las poblaciones silvestres y en cautiverio de
Romerolagus diazi ayudara a un mejor manejo genético de éstas y tratar de evitar las
consecuencias deletéreas de una reducida variabilidad ge.*ética. En este estudio se estimé
" la variabilidad genética de individuos silvestres y en cautiverio utilizando el método RAPD
(Amplificacion al Azar de DNA Polimorfico), una técnica basada en PCR (Reaccién en

Cadena de la Polimerasa).

La técnica RAPD amplific6 31 loci del ADN de Romerolagus diaz:. Se observo que las
dos poblaciones presentan diferencias genéticas en 8 loci (P<0.05) y la poblacién silvestre
presenté mayor variabilidad genética que la de Chapultepec. De los 31 loci amplificados,
12 se han fijado en ambas poblaciones, 10 no son estadisticamente significativos, 6 se han
perdido en los individuos estudiado - ‘e Chapultepec que aun permanecen en la poblaciéon
silvestre, 2 han perdido ¢l 88 % di. su variabilidad en la coloniz de Chapultepec con
relacion a los individuos silvestres y 1 locus presenta mayor variabilidad en la Colonia de
Chapultepec en relacién con la poblacién silvestre. Se postala que la introduccién de
individuos de la zona de Parres D.F. es posible y permitiria aumentar la variabilidad

genética de la poblacién de Chapultepec.



INTRODUCCION

La biodiversidad, tomada como la diversidad de seres vivos en un area o en el planeta, se
puede subdividir en tres niveles (Primnack,1993): la diversidad de especie, que incluye todas
las especies existente en la tierra; la diversidad genética, la cual incluye la variacion
genética de las especies de poblaciones separada geog:réﬁcamente y entre individuos de una
simple poblacion y la diversidad de comunidades, que incluye la variacién en los habitats y
ecosistemas de una region, la cual esta disminuyendo rapidamente como consecuencia

directa o indirecta de las acciones humanas.

Se sabe que los principales factores que afectan negativamente la biodiversidad son: la
destruccion o fragmentacion de los habitats y ecosistemas, la introduccion de especies, la
sobreexplotacion de los recursos naturales y la contaminacién (Primack, 1993; Meffe y
Carroll, 1994). Como consecuencia en la actualidad existen muchas especies de animales
que no son capaces de sobrevivir sin alguna forma activa de proteccion y manejo (Garner y
Ryder, 1992}y sin la inter;lencién del hombre 1a recuperacion por si solas de estas especies
se torna imposible, lo que ha despertado el interés de muchas personas por la conservacién

y manejo de la diversidad biol6gica.

Una aliemativa para la recuperacion de especies en peligro de extincion es la conservacion
ex situ esto es conservacion de especies fuera de su habitat natural en zoolégicos o centros
de reproduccion de fauna silvestre. Los programas de reproauccién ex situ pueden, en

teoria, incrementar rapidamente el nimero de indivi luos en una poblacién y ayudar a



proteger su diversidad genética (Worley, 1997). Sin embargo, existen estudios que han
demostrado que los animales criados en zoologicos pueden preseniar efectos deletéreos
debido a la pérdida de su variabilidad genética (Ralls, et. al. 1979; Frankham, 1995;
Lail.ue, 1999). Esto se debe por lo general ha que son descendientes de un numero pequeiio
de fundadores y las poblaciones se mantienen pequeias 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 extincion 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 conservacion
de la diversidad genética, debido a esto el estudio y romparacién de la variabilidad génética
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 proteinas y especificamente isoenzimas (Gray,
1997). Este analisis se basa en que diferentes formas de una enzima pueden ser detectadas
si ellas difieren en la carga eléctrica, en el peso molecular o conformacidn espacial y como
consecucncia presentan diferente movilidad cuando se colocan en un campo eléctrico
moviéndose a través de una matriz porosa, generalmente un gel de almidon o acrilamida.
Esta técnica se llama clectroforesis y las diferentes formas de la enzima pueden ser

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

diferentes alelos de un gen.



Actualmente, 1a medicion de la variacién a nivel del ADN es posible a través de técnicas de
biologia molecular, las cuales presentan ventajas sobre la &écnica analisis de isoenzimas,
debido a que pueden detectar polimﬁﬁsmos en ADN cot}iﬁcante y ADN mitocondrial

»
dependiendo de la prueba. Una de estas técnicas, la cual esta basada en la técnica PCR

("Polymerase Chain Reaction” o Reaccion en cadena de la polimerasa) es RAPD (Random
Amplified Polimorphic DNA o Amplificacién al Azar de ADN Polimorfico), el cual
detecta ADN del cual no se conoce la secuencia de nucledtidos, 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 nimero de
especies vegetales (Williams et. al. 1990; Williams, et. al. 1993; Ratalski, 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), artiodactilos (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).

El Zacatuche o conejo de¢ los volcanes (Romerolagus diazi, Ferrari Pérez, 1983) especie
endémica del Eje Neovolcanico Transversal (Villa, 1978; Hoth et. al. 1987; Cervantes, et.
al.1990; Bell et. al. 1985) ubicado en el centro del pais, es un ejemplo claro donde factores
tales como la reduccion del area de distribucién y la fragmentacién de’ habitat (ya sea por
act’ idades propias del hombre o por proc:sos ecolégicos) estan mermando las
posibilidades de sobrevit -1cia de este lagomorfo en su habitat natura (Velazquez, 1993).

e  En ¢ presente trabajo s¢ mancjaran los nombres de los métodos sin traducir y sus siglas en ingles, porque
traducirlas podria llevar a confusiones.



Esto ha originado que investigadores de México y el extranjero se interesen en la
reproduccion de la especie en condiciones de laboratorio y semicautiveno (Hoth y
Granados, 1987; Matsuzaki et. al. 1996; Sauter, 1996), sin er bargo, de todos estos centros
el Ginico que se conoce con certeza que tiene actualmente una poblacion establecida de
zacatuches es el zoolégico de ( hapultepec de la Ciudad de México, los cuales descienden
de un nimero reducido de fundadores (Hoth y Granados, 1987). Reyes y Llata (1998)
recomiendan la introduccion de nuevos individuos a la colonia para minimizar los
problemas de consanguinidad (no mencionan cuales problemas), debido a esto es posible
suponer una baja variabilidad genética en dicha poblacién como resultado de la deriva

genética y la consanguinidad.

En este estudio se comparé la variabilidad genética de individuos silvestres y en cautiverio
« del Zacatuche mediante la utilizacion del método RAPD con la finalidad de conocer su
status genético que permita plantear las estrategias necesarias en un programa de
reproduccion, que coadyuven en la conservacion de los individuos y la capacidad

evolutiva de la especie.



ANTECEDENTES
EL ZACATUCHE, TEPORINGO O CONEJO DE LOS VOLCANES (Romerolagus diazi, Ferrari

Pérez en Diaz 1893).

México es uno de los paises que pueden, inequivocamente, presumir de una diversidad
bioldgica extraordinaria y Ginica, ocupa el primer lugar en nimero de especies de reptiles y
el segundo lugar en cuanto al nimero de mamiferos, entre las que cestacan aquellas de

caracter autdctono (endémicas), especies exclusivas del erritcrio nacional.

La biodiversidad de los lagomorfos mexicanos es sin lugar a 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 pequeiias o habitats tan restringluos que se na recomendado su
proteccion completa (Cervantes y Gonzilez, 1996) de lo contrario podrian extinguirse,
perdiéndose parte de la diversidad biolégica 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 Romerolagus diazi.

El zacatuche (figura 1) es una especie de lagomorfo mexicana endémicii (Hoth et al. 1987)
y es una especie catalogada en peli, ro de extincion (Thomback y Jenkings, 1984). Es el
conejo de menor talla en nuestro pais (268- 285mm) y se caracteriza por su color pardo
oscuro homogéneo, sus orejas redondas pequeilas, patas corlas y cola no distinguible. Su

craneo alargado, su dentadura modificada y su proceso de muda son caracteristicas



morfologicas atipicas por lo que se le considera como Gnico a nivel mundial (Cervantes, et.

al. 1990; Velazquez et. al. 1993).

Figura 1.- Un ¢jemplar de zacatuche (Ronerolagus diazi) en la Unidad para la
Evaluacién y Monitoreo para la Biodiversidad Ing. Luis Macias Arellano-INE en
San Cayetano Estado de México (Fotografia de José Luis Contreras).



DISTRIBUCION Y HABITAT

El zacatuche solamente se distribuye en un area pequena y restringida en las montanas del
Sur y Sureste del Valle de México (Villa, 1973; Bell et. al. 1985; Hoth et. al. 1987), habita
exclusivamente en bosques abiertos de pinos con densas coberturas de graraineas
amacolladas (Pinus spp./Festuca tolucencis) (Velazquez, 1993). Sin embargo, la reduccion
del area de distribucion y la fragmentacion del habitat de la especie (figuras 2 y 3), debido

ha actividades propias del hombre o por procesos ecologicos, estan mermando
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Figura 2.-Area de distribucion de Romerolagus diazi segin Hall (1981) y Hoth et al.
(1987), tomado de Velizquez et. al. (1996).
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Figura 3.- Mapa de que muestra la reduccion cn la distribucién actual de

Romerolagus diazi. El 4rea esta fragmentada en 16 unidades cuatro nicleo

y 12 periféricas (Veldzquez et. al. 1996).
las posibilidades de sobrevivencia de este lagomorfo (Veldzquez, 1993). La destruccion de
su habitat ha tenido como consecuencia la reduccion en su nimero poblac onal y esto se
sabe provoca un aumento en el nimero de apareamientos entre parientes (Wrigth, 1951;

Stewart y Hutchings, 1997), lo que a su vez producc depresidn genética que pudiera llegar a

amenazar la supervivencia de una poblacién pequeiia (Mills y Smouse, 1994).

Conor-r el status genético de las poblaciones silv-.stres y en cautiverio de Romerolagus
diazi j uede ayudar a deter inar ¢l momento en el cual la manipulacién genética puede ser
un componente importante en una esirategia de conservacion (Lacy,1997; Neveu, et. al.

1998) y a evitar las consecuencias deletéreas de una reducida variabilidad genética.



De acuerdo con Shaffer (1981), Gilpin y Soulé (1986) existen algunos factores que ponen
en peligro de extincién a una especie cuando sus poblaciones han disminuido ¢ se han

aislado y estos pueden ser de dos tipos deterministicos o estocasticos

Los factores deterministicos son igunos cambios o fuerzas in:xorables de las cuales no
existe posibilidad de escape (Gilpin y Soulé, 1986). Los fuegos forc.skales en combinacion
con el sobrepastoreo de ganado son algunos de los principales agentes de destruccién del
habitat de Romerolagus diazi (Hoth et al, 1387), asi como otros procesos de fragmentacion
inducido por el hombre como son la construccién de carreteras y la utilizacién de las tierras
para cultivo (Velizquez, 1993). Ellos son ejemplos de los factores a los cuales
Romerolagus diazi no puede sustraerse y que pueden estar determinando el futuro de la
especie, si no se actia a conciencia y se implementan medidas adecuadas para su
. conservacion.
Segun Shaffer (1981) los factores estocisticos se clasifican en: estocastisidad demogrifica,
la cual es la combinacién de las fluctuaciones al azar en las caracteristicas demograficas
(tasa de natalidad, tasa de mortalidad), diferente proporcion de sexos y el rompimiento en la
conducta social, lo que ocasiona que el tamaiio de la poblacién sea inestable provocando
con frecuencia la extincion;, estocdsticidad ambiental, es la variacion al azar de la
comunidad biol6gica y el ambiente uatural que puede ocasionar variacién en el tamaiio de
la poblacién de ung especie; la interaccién y competencia entre dos especies por el raismo
recurso alimenticio y los cambios en el clima son ejemplos de ¢llo y por iitimo la
estocasticidad genética, son los cambios al azar de las frecuencias alélicas en las

poblaciones, un ejemplo de esta es la deriva genética. Conocer el efecto de estos factores
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sobre las [;oblaciones de Romerolagus diazi ayudara a entender de manera mas precisa el
problema real al que se enfrenta la especie e idear y disefiar mecanismos apropiados para la
conservacion de Ja misma. Sin embargo, es casi nula la informacién al respecto en ésta
especie, por lo que es importante empezar a realizar los estudios necesarios con ¢l objetivo
de recabar la informacion suficiente para dilucidar el efecto de los factores estocasticos

sobre Romerolagus diazi.
CONSERVACION DEL ZACATUCHE

Desde hace aiios esta especie ha sido catalogada como en “p..igro de extincion™ al
considerar que su sobrevivencia es improbable si no se aplican medidas especiales de
proteccién (Cervantes, 1993). Debido a esto se ha propuesto disefiar y aplicar sistemas de
vigilancia, a fin de evitar el pasléreo excesivo y la quema incontrclada de pastizales
(Velazquez et. al. 1996), la restauracion del habitat, mantener zonas exclusivas dentro del
area de distribucion del zacatuche para su conservacién (Galindo-Leal, 1993), asi como el

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

namero poblacional (Velazquez, 1993).

Una medida que complementa las actividades para la conservacion in si.u de las especies
en peligro de extinciéon es la forn.cion de colonias en semicautiverio (ex situ)por
agrupaciones interesadas en ello como es el esfuerzo de los Zooldgicos 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 (1979 a 1980) y el Zoolégico de Chapultepec (1984 a la

fecha) (Hoth y Granados, 1987). Sin embargo de todos estos ¢l Unico que se conoce con



certeza que actualmente tiene una poblacion establecida de zacatuches es el zooldgico de
Chapultepec, cuya poblacion actual son los descendientes de 12 ejemplares donados en
1984 por el Dr. Granados de la Facul . i de Ciencias de la UNAM. Debido a! reducido
nimero de animales fundadores es posible esperar una baja variabilidad genética de dicha
poblacién como resultado de la deriva genética y la consanguinidad. Por lo que, el conocer
la variabilidad genética que presentan, tanto las poblaciones silvestres como las que existen
en cautiverio, ayudara a plantear y ejecutar acciones que permitan un mejor manejo
genético en los programas de reproduccion, evitando los problemas que trae consigo la
pérdida de variabilidad genética y apoyando de esta forma la conservacion 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 pobiaciones de Romerolagus diazi como resultado de la disminucion
de sus poblaciones debido a la pérdida y la fragmentacion de su habitat, asi como la falta de
un manejo reproductivo en cautiverio, se revisaran a continuacion las bases genéticas de las

pequeiias poblaciones.

GENETICA DE POBLACIONES

Ley de Hardy-Weinberg

Al analizar una poblacion ideal de tamafio grande con apareamiento al azar, en ausencia de
seleccién, mutacion o migracién, las frecuencias alélicas y genotipicas permaneceran
constantes de una generacion a la siguiente, a esto se le conoce como ley de Hardy-

Weinberg (Falconer, 1993). Aquellas poblaciones que cumplan con todas estas propiedades
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se dice que estan en equilibrio de Hardy-Weinberg. Por ejemplo, supongamos que un gen
con dos alelos “A” y “a” tienen frecuencias de “p” y ““q” respectivamente, todas las posibles
combinaciones entre ellos dara como resultado les frecuencias genotipicas de la progenie
(AA: p%, Aa: 2pq y aa: @°), si las frecuencias alélicas (p y q) de la progenie son las mismas
que la de los padres, se dice entonces que la poblacion esta eu equilibrio de: Hardy-
Weinberg. Entender este sencillo principio es muy importante en el anélisis 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 (poblacion en desequilibrio) podemos suponer que
una o varias de las propiedades de la ley de Hardy-Weinberg 'mencionadas anteriormente

no se estan cumpliendo.
Deriva genética

Cuando el tamaiio poblacional se reduce, se incrementa la probabilidad de que un alelo
individual se pierda de la poblacién dnicamente 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 poblacion. La progresiva pérdida de alelos por esta via es lo que se llama
deriva genética, la cual afecta directamente el proi.edio de la frecuencia de heterocigotos
con relacién a todos los loci estudiudos (heterocigosidad media) de una poblacion (Stewart
y Hutchings, 1997). Debido a que es un proceso al azar la direccion de las frecuencias
alélicas es impredecible, lo cual conduce a una diferenciacion genética entre las

subpoblaciones. La heterocigosidad es la mejor medida de la variacién genética en una



poblacion (Falconer, 1993). Se¢ ha demostrado que las poblaciones pequeiias presentan
menores niveles de heterocigosidad (Stewart y Hutchings, 1997) y la pérdida de ia misma
hace a una especie en particular mas vulnerable a la extincién. En general, existe una
corfelacién directa entre la heterocigosidad y la aptitud (Allendorf y Leary,1986),
entendiendo por esta Gltima “la probabilidad de que un genotipo sobreviva desde la
Sertilizacion hasta la edad reproductiva” y esta detetminada por diferentes caracteristicas
como: Jos mecanismos d¢ supervivencia, el vigor hibrido, una mayor resistencia a

enfermedades, alta fertilidad, entre otros.

Depresion 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 individuos frecuentemente se
dispersan alejandose de su lugar de nacimiento (Cockbumn et al. 1985) 6 se inhiben los
apareamientos entre parientes a través de un olor individual tnico u otras sefales
sensoriales. En algunos casos, cuando los apareamientos entre los  individuos no
emparentados. no estan disponibles estos mecanismos fallan en la prevencién de la
consanguinidad (Primack, 1993); esto es mas probable que ocurra cuando el tamaiio
poblacional disminuye (Wrigth, 1951). Este fenémeno reduce la heterocigosidad e
incrementa la probabilidad de expiciion de alelos letales y semiletales lo cual da como
resut*~do tasas altas de defectos al nacimiento, «ento crecimiento, mayor mortalidad y
meno - fecundidad a este { .10meno se conoce come depresion por consanguinidad (Lacy,
1992; Stewart y Hutchings, 1997) y puede amenazar la supervivencia de una poblacion

pequeiia (Mills y Smouse, 1994; Caughley, 1994; Stewart ybHutchings, 1997; Gray, 1997).

H



Su manifestacion puede pasar desapercibida a menos que el tamafio pequefio de la

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

En teoria, el aumento en el nimero de problemas genéticos podr s reducir el promedio del
éxito de la progenie consanguinea y como consecuencia una alta tasa.de mortalidad juvenil
se presentaria en estas poblaciones (Rall et al. 1979; Jiménes, et. al. 1994; Fowler y
Whitlock, 1999). Otros curacteres importantes que pueden ser afectados por la
consanguinidad son: la conducta de pareja y el éxito reproductivo de los animales
(Margulis y Altmann, 1997; Margulis, 1998); es decir, que aur. cuando los individuos
consanguineos puedan alcanzar su edad adulta, presentaran un menor éxito reproductivo

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

*MARCADORES GENETICOS: SU USO EN EL ANALISIS DE VARIABILIDAD GENETICA.

Una de las primeras técnica utilizadas en el estudio de la variacién genética de poblaciones
naturales fuc la electroforesis de isoenzimas, la cual 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 producira dos versiones de la misma proteina y solo una si es un homocigoto.
Sin embargo, existen limitantes debido a que relativamente pocas enzimas son
polimorficas y no todas las ULandas representan alelos, ademas las proteinas
desnaturalizadas durante la preparacién de la muestra pueden formar bandas falsas y en las
especies en peligro la variacion observada podria ser el resultado del pequeiio tamaiio de la
mucstra. En este iltimo caso de que una especie registrara cero heterocigosis basado en éste

método podria interpretarse de que no carece de variacién genética. Quiza la principal



desventaja de la electroforesis de proteinas sea el hecho de que detecta solo una proporcion,

quiza menos de una tercera parte de la variacion genética existente (Gray, 1997).

Una vez que el papel del ADN en la herencia fue revelado, se abricron los caminos para
medir directamente la variacion genética (Caughley y Gunn, 1996). La capacidad de
analizar directamente ¢l ADN para medir la variabilidad genética ha cambiado
marcadamente nuestra capacidad para diferenciar las poblaciones y la relacion genética

entre los individuos (Caughley y Gunn, 1996).

Debido a que la informacion cualitativa y cuantitativa sobre la diversidad genética es un
aspecto esencial de muchos campos en biologia bésica y aplicada como son la ecologia, la
biologia evolutiva, la taxonomia, la agronomia, la reproducciéon y la conscrvécién,
‘diferemes técnicas moleculares pueden ser usadas para proveer marcadores de la diversidad

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

Karp y Keith (1997) clasifican en tres categorias las técnicas moleculares que usan la
hibridacién o estan basadas en la técnica conocida como la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR).

a).- Técnicas basadas en la hibridacion ( no PCR).

Esta orimera categoria in¢' 1ye el analisis denominado RFLP (Restriction Fragment Length
Polimorphism 6 Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos de Restriccidn), técnica en

la cual las sondas son hibridizadas en filtros que contienen ADN, el cual se ha digerido con
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enzimas de restriccion. Los fragmentos resultantes son separados por zlectroforesis de gel y
transferidos a otros filtros para el analisis de hibridaciér por “Southem” (Southern

blotting).

b).- Técnicas basadas en la PCR.

Con el desarrollo de la PCR se eliminé la necesidad de la prueba por hibridacion. En este
tipo de estudios las técnicas basadas en la PCR usando cebadores aleatorios para la
amplificacién de los productos de ADN (el cebador iniciara la sintesis de ADN aun cuando
el emparejamiento con el molde es imperfecto) o semi aleatorios los cuales incluyen
derivados de RNA. Una caracteristica comiin de estas técnicas es que no requicren de la
informacién en la secuencia del genoma que esta siendo estudiado y la diferencia entre las
Jtécnicas de esta categoria estd en la longitud y secuencia de los cebadores usados, las
condiciones de la PCR y el método de separacion y deteccion de los fragmentos. A esta

categoria pertenece RAPD.

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

En esta tercera categoria se encuentra el analisis CAPS (Cleaved Amplified ?lymorphic
Secuence), algunas veces llamado PCR-RFLP, donde los fragmentos de ADN amplificados
por la PCR son digeridos con una enzima de restriccion para revelar los sitios de restriccién

polimérficos.



METODO RAPD

Los recientes avances en la aplicacion de la técnica conocida como Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR), han hecho posible el registro individual de up gran numero de loci. El
método RAPD es una de estas técnicas que ha atraido el interés general (Lynch y Milligan,

1994).

Este método esta basado en la amplificacion de ADN genomico con cebadores simples de
secuencia de nucledtidos arbitraria, estos cebadores detectan polimorfismos en la ausencia
de informacion de la secuencia especifica de los nucledtidos y los ;x)limorﬁsmos funcionan
como marcadores geaéticos (Williams et al. 1990) ademas requieren pocos conocimientos
de la bioquimica o biologia molecular de la especie que estd siendo estudiada (Welsh y
' McClelland, 1990; Gordon, 1998). Cada producto amplificado se derivara de una region del
genoma que contiene dos segmentos cortos los cuales comparten secuencia de bases
similares al cebador y los cuales estan en las hebras opuestas y lo suficientemente juntos
para permitir que la reaccion PCR amplifique esta region. Si los sitios de unién del cebador
estan ausentes o estan muy separados los fragmentos para esta region no son amplificados;

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

Se ha demostrado que los marcadores RAPD son utiles para los estudios de identidades
taxonémicas, relaciones sistematicas, estructura genética de poblaciones, hibridaciones de
especies e identificacion de la paternidad (Williams, et. al. 1993; Rafalski, 1997; Liao y
Hsiao, I9§8) en las especies vegetales (Dawson et al, 1993; Peakall et al, 1995; Rosseto et

al, 1995; Liao y Hsiao, 1998; Stenlid y Vasiliauskas, 1998; Bauent et al, 1998; Huff et a),



1998) y en animales como: insectos (Nagaraja y Nagaraju, 1995), artiodéactilos (Kostia et
al, 1996), grandes felinos (Shankaranarayanan, ed al, 1997), rozdores (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
qué éste genera un nimero mayor de loci requeridos para analisis 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 extincion,
donde preocupa el tamaiio pequefio de la muestra y la obtencion de informacién adecuada

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

Actualmente, la sucervivencia de muchas especie animales depende del manejo de la
poblacion y de la proteccion activa de ésta. Sin embargo, aun cuando 1n|;chas
. recomendaciones han sido formuladas para promover la supervivencia de poblaciones en
cautiverio algunas se extinguen rapidamente debido a la pérdida de 1a diversidad genética
(Primack, 1993). Los marcadores genéticos tales como ¢l RAPD pueden ser aplicados para
una prueba répida de variacion genética en muchos individuos, por lo qu: la cuantificacion
de la pérdida de variabilidad genética permitira la evaluacion a priori de la vulnerabilidad
de la poblacion (Gordon et. al. 1998) y permitird la planeacion de un mejor mainejo
reproductivo esencial en los programas de conservacion ex situ para conservar la
diversidad genética (Neveu, et al., 1998). Basados en los antecedertes anteriormente
citad con relacion a la técnica RAPD se propu’ o realizar 1a amplificaciéon de ADN dc
Rome. olagus diazi por - lio de esta técnica con la finalidad de analizar la variacion

genética entre una poblacion silvestre y una en cautiverio.
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Figura 4: A) Se esquematiza un cicl. de la reaccién RAPD-PCR con un solo cebadcr; B)
muestra que el cebador (1) que se uae lo suficienteriente cerca y en sentido contrario
amplifica la secuencia de ADN (producios A y B); C) se cbserva como la union del
cebador (1°) unido al ADN molde en un mismo sentido o muy alejaco no amplifica la

secuencia de ADN.
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HIPOTESIS

Se ha demostrado que la reduccion en el area de distribucion y ei nimero poblacional
aumenta la probabiiidad 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 Romerolagus diazi de
Ia poblacion en cautiverio en el Zooldgico de Chapultepec sea menor que la observada en

ejemplares obtenidos de una poblacion silvestre, analizada por la técnica RAPD-PCR
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OBJETIVO GENERAL

Comparar la variabilidad genética de dos poblaciones de Romerolagus diazi

utilizando el método de RAPD-PCR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

poblaciones para llevar a cabo estudios de variabilidad genética.

Realizar la amplificacion de fragmentos de ADN de Romerolagus diazi obtenido,

por medio de la técnica RAPD-PCR.

Seleccionar, los cebadores que detecten polimorfismo que puedan ser utilizados
como marcadores genéticos en Romerolagus diazi, para estudios posteriores mas

detallados de la estructura genética de esta especie.

Analizar el patron de bandas obtenidas mediante la técnica de RAPD-PCK para
individuos silvestres e individuos de la Colonia de Chapultepec de Romerolagus

diazi.
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MATERIALES Y METODOS

Coleccién de Muestras

Se estudiaron muestras de dos poblaciones de una poblacion siivestre y una en cauriverio.
Los nueve individuos silvestres fucron de la region de Parres, D.F. (Permiso del INE para
colectar, Clave: DOO 750.- 26/8/97) y trece individuos provenientes de la colonia en
cautiverio del ZoolGgico de Chapultepec. A todos los ejemplares se les tomé una muestra
de tejido de oreja de | cm’ aproximadamente; cada muestra se colocé en criotubos y se
almacenaron en depésitos conteniendo nitrogeno liquido para la posterior extraccion de
ADN, con el fin de amplificarlo a través del método RAPD-PCR y llevar a cabo el analisis
genético. Durante el procedimiento de la toma de la muestra, se procuré manejar a los
ejemplares el menor tiempo posible con el fin de evitir el estrés que pudiera ocasionarles la
' . muerte. El tiempo promedio de manejo por animal fue de 5 minutos aproximadamente con

una sobrevivencia del 100 %.

Protocolo de 1a toma de muestra.

- Se sujetd suave y firmemente al individuo y se mantuvo en posicién vertical exponiendo
las orejas lo mas posible.

- Se limpié con alcohol la zona de la oreja donde se hizo el corte y se desensibilizo con
anestésico local (Xilocaina).

- Se sujeto la oreja con pinzas de diseccion entre la zona donde se hizo el corte (usando

tijeras quirirgicas). El corte de tejido fue de aproximadamente lem?,
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- Posterior al corte y obtencion de la muestra se aplicé un tratamiento con desinfectante y
cicatrizante (Vetsarol). Se regresé el animal a su jaula. El ticmpo del procedimiento fue
aproximadamente de S minutos por animal, reduciendo el estrés por la manipulacién
ejércida.

- El fragmento de oreja se colocod inmediatamente en tubos de criopreservacion y se

pusieron en hielo seco o nitrégeno liquido hasta la extraccion de ADN.

Figura 5: El recuadro muestra la zona de la oreja donde se hace el corte, evitando los
principales vasos sanguineos para prevenir una posible hemorragia.
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Extraccién y cuantificacién de ADN

El ADN de tejido de oreja se extrajo de acuerdo al método de Aljanabi y Martinez (1497)

con algunas modificaciones.

Se contd el tejido en fragmentos pequeiios con una navaja de rasurar nueva.

Se colocd el tejido fragmentado en un tubo conico 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 NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0 y 2 mM EDTA pH 8.0), 2 %
de SDS y 400 pyg /ml de proteinasa K. Se agité con un vortex para mezclar bien todos
los componentes.

Se incubd a 55 °C toda la noche.

Se agrego un volumen igual de fenol (saturado con Tris-HCI pH 8.0).

Se mezclé suavemente agitando con la mano por 3 minutos y se centrifugd por 20
minutos a maxima velocidad (14,000 rpm).

Con una pipeta Pasteur (estéril) se transfirié la fase acuosa a otro tubo estéril.

Se aiadi6 un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamil (24:1), y se mezclé
suavemente por 3 minutos y se centrifugé por 15 minutos a maxima velocidad (14,000
rpm).

Se transfirié la fase acuosa a otro tubo estéril, evitando transferir la fase intermed:a que

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

- intermedia fue muy densa y no fue posible evitar transferir parte de ella, se repitio el

paso anterior las veces que se requirieron hasta asegurar que no se tenian proteinas.

Se afiadio de 2 a 2.5 volumenes de etanol frio al 100 % (de preferencia haberlo
mantenido en el congelador a -20 °C aproximadamente).

Se centrifugd por 2 minutos a 10,000 rpm.

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

Se limpio el pellet de AD? 1 resuspendiendo con ¢tanol frio al 70 % (.11, de preferencia
haber mantenido ¢l etanol en congelador a -20 °C) y se agit¢ el tubo suavemente con la
mano.

Se descargo el etanol y se dejo secar el pellet de ADN, colocand . los tubos abiertos en
un lugar limpio (esperar de 30 a 40 minutos).

Se disolvio el pellet de ADN en TE (Tris HCI 10mM (pH 8) y EDTA 1mM (pH 8).

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

La concentracién del ADN se determiné por espectofotometria (260 nm) y su pureza se

obtuvo mediante la relacion (260nm/280nm). Mediante la técnica de electroforesis en geles

de aéarosa al 0.8 %, 1.5 ug de ADN fueron separados para determinar su integridad. El

ADN genémico fue diluido a una concentracion final de 100 ng/pl y fue utilizado

directamente para el analisis por RAF1)-?CR.
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Figura 6: Esquema del proceso de extraccion del ADN.
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Amplificacién RAPD-PCR

Las reacciones fueron realizadas segin la técnica descrita por Williams (1990), en un butler
que contiene 10mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0.001% de gelatina, 200
uM de cada uno de los dATP, dCTP, dGTP y dTTP (Perkin Elmer), 10 pM de uno de los
cebadores seleccionados (Operon, Inc.), 100 ng de ADN genomico y 2.5 unidades de la

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

La amplificacion fue realizada en un termociclador (PTC-150, MJ Research), a una
temperatura inicial de desnaturalizacion de 94 °C por 4 minutos, seguido de 45 ciclos a 94
°C por | minuto, 32 “C por 1 minuto y 72 °C por 2 minutos. El paso de 72 °C fue mantenido

por 10 minutos en el ultimo ciclo.

El producto RAPD-PCR (22 pl / pozo) fue separado por medio de una electroforesis en un
gel de agarosa al 1.5 % a 85 V durante 1h y 10 minutos, se tifio con bromuro de etidio y
el gel fue fotografiado usando un analizador de imagenes con un transiluminador de luz

uv.
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INTERPRETACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

El tamafio de muestra esta en funcién de las restricciones impuestas por ser una espicie en
peligfo de extincion (Nonna Oficial Mexicana NOM-059- ECOL-1994) y s¢ ha demostrado
que el tamafio limitado de la muestra utilizada no afecta la estiu;acién de la diversidad y
distancia genética cuando se¢ esta considerando un gran nimero de loci (Nei y
Roychounddhury, 1974; Nei, 1978). Si se considera que en este estudio se examinaron 31
loci la eslinnaci(';n de la diversidad y distancia genética no es afectada a pesar del nimero de
muestra empleado. La distancia e identidad genética se calcularon de acuerdo a las

formulas reportadas Nei (1972, 1978).

El analisis de los resuliauus obtenido se llevo a cabo usando los programas de computo
* Herramienta para el Analisis de Genética de Poblaciones (TFPGA:Tool for Population
‘Genetic Analysis 1.3, Miller, 1997) y Andlisis de Genética de Poblaciones (Popula‘ion
Genetic Analysis POPGENE version 1.32). El andlisis estadistico para la diferenciacion de

las poblaciones para cada locus se realizo con la prueba exacta de chi-cuadrada (3°) segin

Raymond y Rousset (1995).

En el anilisis de los marcadores RAPD se deben considerar dos suposiciones; primero,
cada marcador representa un locus mendeliano en el cual el marcador visible es un alelo
dominante (Williams, et al., 1990) y esta en equilibrio de Hardy-Weinberg con el alelo nulo
reces vo (Lynch yiMilIigﬂn, 1994). Segundo, los marcadores de loci diferentes no inigran
en la misma posicion sobre el gel (Lynch y Milligan, 1994), por lo que el patrén de bandas

que se obtenga de un individuo puede ser comparado coitra el de uno o mis individuos de
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la misma poblacion o poblaciones diferentes y de esa mancera se puede tener la diferencia o

similitud genéticas entre los individuos o poblaciones.

La simulacion de las frecuencias de los heterocigotos espera os en la poblacion de
Chapultepec se realizé considerand - lo siguiente: 1) el tamaiio ¢, ectivo de la poblacion se
calculd con base al grupo fundador (1 macho y 4 hembras) utilizando la formula dada por
Hantl y Clark (1997), Ne= {{4Nm)(Nf)/Nm + Nf] donde: Nm = Numero de machos y Nf = -
Namero de hembras. 2) el coeficiente de consanguinidad para la poblacion de Chapultepec
se calculé con base Hartl y Clark (1997), Ft = 1- [1-(1/2Ne)]', donde: Ne = tamaiio efective
de la poblacion y t = generacion y 3) los heterocigotos cspcrado§ son los observados en la

poblacion silvestre y suponiendo que estan en equilibrio de Hardy-Weinberg,
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RESULTADOS :

Para la estandarizacion de la técnica RAPD-PCR se usd el ADN del mismo individuo, ¢l
cual sirvié de molde para realizar las amplificaciones con los 20 diferentes cebadores (tabla
1), con la finalidad de seleccionar los oligonucleotido que pudieran generar polimorfismos
facilimente identificables. De los 20 cebadorses se seleccionaron 4 (OPé-Jl, OPE-06, OPE-
19 y OPE-20; tabla 1) que fueron los que presentaron un patrén de bandas reproducibles

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

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

.Cebador %(G+C) 5-3 Cebador  %(G+C) 5-3
OPE-01" 70 CCCAAGGTCC OPE-11 60 GAGTCTCAGG
OPE-02 70 GGTGCGGGAA OPE-12 60 TTATCGCCCC
OPE-03 60 CCAGATGCAC OPE-13 70 CCCGATTICGG
OPE-04 60 GTGACATGCC OPE-14 70 TGCGGCTGAG
OPE-05 60 TCAGGGAGGT OPE-15 60 ACGCACAACC
OPE-06" 60 AAGACCCCTC OPE-16 60 GGTGACTGTG
OPE-07 60 AGATGCAGCC OPE-17 60 CTACTGCCGT
OPE-08 60 TCACCACGGT OPE.18 60 GGACTGCAGA
OPE-09 60 CTTCACCCGA OPE-19 60  ACGGCGTATG
OPE-10 60 CACCAGGTGA OoP1-20° 60  AACGGTGACC

®  Cebadores seleccionados para la amplificacién de ADN de Romerolagus diazi con la técnica
RAPD-PCR.
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Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, donde se observa el patron de bandas
producidas por cuatro diferentes cebadores empleando como miolde el DNA del mismo
individuo. Carril 1 y 18=Marcador de peso molecular (1 Kb ladder); Carril 2-5 = Cebador
OPE-01; Carril 6-9 = Cebador OPE-06; Carril.10-13 = Cebador OPE-19; Carril 14-17 =

cebador OPE-20.
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El cebador OPE-01 amplifico un total de S bandas de las cuales 3 (las de menor peso
molecular) se encuentran presentes solamente en Jos 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, 8B). En la figura 8A, se observa la ausencia de las
dos bandas en el individuo del carril 11 indicando que es diferenie genéticamente a todos
los otros individuos y el individuo del carril 14 no present6 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, 8 y 11, presentan la ausencia de la banda de mayor peso
molecular 1.6 Kb y los individuos en el carril 9 y 10 no presentan la banda de menor peso

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

Kb

0.5

Figura 8 A: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, donde se observa el patrén de bandas
producidas por el cebador OPE-01 en DNA de diferentes individuos de la Colonia de
Chapultepec; Carril | y 18=Marcador de peso molecular (1 Kb ladder); Camil 2 y 17 =
Vacios; 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 patrén de bandas
producidas por el cebador OPE-01 en DNA de diferentes individuos silvestres; Carril 1 y
13 = Marcador de peso molecular (1Kb ladder); Carril 2 = control (-); Carril 3-
11=Diferentes individuos; Carril 12= Vacio. Las flechas indican las bandas (0.9, 0.7 y 0.4
Kb) presentes solo en la poblacién silvestre.

El cebador OPE-06 amplificé un total de 8 bandas (Fig. 9), las cuales estin presentes en la
poblacién de Chapultepec y la poblacion silvestre. En la figura 9A, se observa que los
individuos de los carriles 10, 11, 13, 15 y 16, no presentan ia banda de 3.0 Kb (sefialada
con la flecha), .nicntras 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 1.0 Kb y el individuo del carril 11 no present6 la banda 0.8 Kb (seilalada
con la flecha). En la poblacién silvestre (fig. 9B) se observa que los individuos de los
carriles 3, 4, 5, 6,10 y 11 no presentan la banda de mayor peso molecu.ar 3.0 Kb y las
bandas 2.0, 1.6, 1.1, 1.0 y 0.9 Kb estin presentes en todos los individuos, la banda de

menor peso molecular 0.8 Kb solo se observa en los individuos de los carriles 8,9y 11.
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Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5.%, donde se observa el patrén de tandas
producidas por el cebador OPE-06 en DNA de diferentes individuos. (A) Colonia de
Chapultepec; Carril 1 y 17=Marcador de peso molecular (1 Kb ladder); Carril 2 = Conlrol
(-); Carril 3-16= diferentes individuos. (B) Ejemplares silvestres; Carril 1 y 13 =
Marcador .de peso molecular (1Kb ladder); Carril 2= comrol (-); Carnl 3-11=Diferentes
individuos; Carril 12= Vacio.
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En el caso del cebador OPE-19, amplificé un total de 13 bandas de las cuales una banda de
2.3 Kb es especifica para ejemplares de Chapultepec y esta presente en los individuos de
los carriles 6, 9, 13 y 16 (fig. 10A); en esta misma figura observamos que la banda de 2.6
Kb estéd presente en todos los individuos excepto en los carriles 9 y'15, labandade 1.7 y 0.6
Kb estdn ausente en ¢} carnil 15. La banda de 1.5 K estd ausente en los carriles 4, 5y 6, la
banda de 1.3 Kb no se pre: enta en ningln individuo de Chapuliepec, "a banda de 1.2 Kb se
presenta (nicamente en el carril 10 y la banda 1.1 Kb se presenta en los carriles 9, 11, 13,
14 y 16. Las bandas 1.0, 0.9, 0.8 y 0.7 Kb no se presentan en 4 colonia de Chapuliepec
solamente, en la poblacion silvestre (Fig. 10B) y la banda de 0.5 Kb solo se presenta en los
individuos de los carriles 14 y 15. En la poblacion silvestre (fig. 10 B) encontramos que a
banda de 2.6 Kb estd ausente Gnicamente en el carril 4, la banda Je 2.3 Kb se ha perdido en
ésta poblacion, las bandas de 1.7 y 1.5 Kb estdn presentes en todos los individuos, la banda
de 1.3 Kb se presento solo en esta poblacion en los carriles 5,6, 7,8 y 9, la banda de 1.2 Kb
se prescntd en 4 de 8 individuos, la banda de 1.1 Kb se observo en los individuos de los
carriles 4 y 11, Ja banda 1.0 Kb esta ausente en los carriles 3, 8 y 9, la banda de 0.9 Kb se
presenta en lo$ carriles 6 y 10, la banda 0.8 Kb se observa en los carriles 4, 10 y 11, la
banda de 0.7 Kb se presento en los individuos de los carriles 5, 6 y 11, la banda de 0.6 Kb
estd presente en todo los individuos y la banda de 0.5 Kb solamente usta presente en el

carmil 10.
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Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, donde se observa el patrén de bandas
producidas por el cebador OPE-19 en DNA de diferentes individuos. (A) Colonia de
Chapultepec; Carmril 1 y 17=Marcador de peso molecular (1 Kb ladder); Carril 2 = Control
(-); Carril 3-16= diferentes individuos. Las flecha indican la banda (2.3 Kb) unica para esta
colonia. (B) Ejemplares silvestres; Carril 1 y 13 = Marcadcr de peso molecular (1Kb
ladder); Carril 2= control (-); Carril 3-11=Diferentes individuos; Carril 12= Vacio. Las
flechas indican las bandas (1.5, 1.0, 0.9, 0.8 y 0.7 Kb) jncsentes solo en esta poblacion.

o

37




Kb

El cebador OPE-20 amplifico 5 bandas en total, de las cuales una banda de
aproximadamente de 0.9 Kb es especifica para individuos silvestre. (Fig. 11B). Las 4
bandas restantes 1.4. 1.0, 0.8 y 0.7 Kb se presentaron en ambas poblaciones y en todos lus
individuos. #

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10‘11"1 ’13 1,4 15 16

.

o a0

Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, donde se observa el patron de bandas
producidas por el cebador OPE-20 en DNA de diferentes individuus. (A) Colonia de
Chapultepec; Carril | 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); Carril 2= control (-); Carril 3-11=Diferentes
individuos; Carril 12= Vacio. La flecha indica la banda (0.9 Kb) amplificada tnicamente ¢n
esta poblacion.
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En total, los cuatro cebadores utilizados en la reaccion RAPD-PCR amplificaron 31
bandas, el oligonucleotido OPE-19 fue ¢l que amplificé el mayor numero de bandas (13),
representando aproximadamente el 41% del total de bandas observadas. El 32% (10) de las
bandﬁs amplificadas fueron inicas para una las poblaciones, donde el 3% (1) de las bandas
son especificas para ejemplares de Chapultepec y 29% (9) fueron amplificadas solamente

en individuos silvestres.

Del 1otal de loci amplificados, el 68% (21) se detecto son polimérticos y el 32% (10) estin
representados por bandas monomarticas. El porcentaje de polimorfismo se calculo con base
en un criterio del 99%, es decir, cuando el alelo mas comun tiene una frecuencia menor de
0.99. Se observa que la poblacion de Chapultepec tiene un porcentaje ligeramente menor de
polimorfismo con respecto a la poblacién silvestre, 42 % y 45 % respectivamcm;:, el
‘porcentaje de polimorfismo total de todos los loci y en ambas poblaciones fue de 68 %
(Tabla 2). Asi mismo el promedio de heterocigosidad en la poblacion de Chapultepec iue
diferente (0.1501), con respecto a la poblacion silvestre (0.1718). La identidad y distancia

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

% POLIMORFISMO (# de individuos)

CEBADOR #LOCI CHAPULTEPEC VOLCAN PELADO
OPE-01 5 40 (2) 40 (2)
OPE-06 8 38(3) 25(2)
OPE-19 13 62 (8) 69 (9)
OPE-20 5 0 (0) ©20(1)
Subtotal 31 42(13) 45(14)
Total " 31 68 (21)

Como se puede observar en la tabla 3, utilizando el analisis de varian. a molecular (AMOVA) del
total de la variacion genética encontrada entre las dos poblaciones de Romerolagus diazi,
aproximadamente el 46 % es atribuible a diferencias entre las dos poblaciones. Mientras que cerca
del 34 % del 1o1al de la variacion genética se encuentra dentro de las poblaciones.

.

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

Origen de la SSD MSD gl Componetes % total de P
Varianza varianza varianza

Entre poblaciones 238 23.8 1 22 46 <0.001
Dentro de poblaciones 48.6 2.6 19 2.6 54

Considerando el total de loci observados en este estudio, ¢ dvertimos que el 39 % de los loci (3, 4,
7,8, 9,10, 12, 25, 27, 28, 30 y 31), se han fijado en ambas poblaciones; los loci 3 y « se han
fijado hacia el alelo dominante en la poblacién silvestre y en la poblacion de Chapultepec se han

fijado hacia el alelo recesivo, los 10 restantes, se han fijado-hacia ¢l alelo dominante en ambas
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poblaciones. Diez loci mas (1, 2, 6, 11, 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, 23, 24) son
significativamente diferentes entre poblaciones (P<0.05) y el 3 % (locus 29) es diferente con
(P<0.14). Estos 8 loci representan el 57 % de los 14 loci polimorficos presentes en la poblacion
silvestre seis de los cuales, se han fijado hacia el alelo recesivo en la poblacién de Chapultepec,
habiéndose perdido el 100 % de la variabilidad genética para estos loc1 en esta poblacién en
comparacién con los heterocigoios observados en los individuos de la pob'acién silvestres (Tabla
4). Dos de estos loci (18 y 19) han perdido aproximadamente el 88 % de la variabilidad genética
con respecto a la heterocigosidad observada en la poblacion silvestre. El locus 13 fue el dnico con
significancia estadistica (P<0.01), que presento mayor frecuencia de h« cerocigotos en Chapultepec
(g% = 0.7981 y 2pq = 0.4304) en comparacién con fa poblacion silvestre (q° = 0.3135 y 2pq =
0.3223).

-

Tabla 4: Loci en los cuaies se ha pérdido heterocigosidad en la colonia de Chapultepec
(Het.Chap) con relacion a la poblacion silvestres (Het. silv.) calculadas a partir de datos RAPD.
Frecuencia de q en Chapultepec (q Chap.) y en la poblacién silvestre (q Silv.).

LOCUS q Silv Hsilv. q Chap. Hchap.
Locus 5* 0.5246 0.4688 1.0000 0.0000
Locus 18*% 0.6287 0.4669 0.9615 0.0740
Locus 19* 0.6287 0.4669 0.9615 0.0740
Locus 21* 0.5246 0.4988 1.0000 0.0000
Locus 22* 0.7981 0.3223 1.0000 0.0000
Locus 23* 0.79814 0.3223 1.0000 0.0000
Locus 24* 0.7981 0.3223 1.0000 0.0000
Locus 29 0.8706 0.2253 1.0000 0.0000

¢ P <0.05
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DISCUSION:

La variacién del pawron RAPD fue detectada por 4 de los cebau .wes utilizados (tabla 2), aunque
los cebadores individuales difieren en el .imero de bandas gue amplifican. Como se puede
observar es evidente que el oligonucleotido OPE-19 fue el cebador que mas vanabilidad genética
reve‘lé de los cuatros cebadores seleccionados para la reaiizacién de este estudio, incluso detecté
mayor variabilidad en la poblacion silvestre como era 'de esperarse. El hecho de que sea el
cebador que reveld mayor variabilidad es debido a que fue el que amplificé un mayor riimero de
baﬁdas, por lo que no se podria hacer una comparacicnes entre la variabilidad detectada entre los
‘ cebadore;‘ utilizados. En el caso de los cebadores OPE-01 y OPE-20 los cuales amplificaron ¢l
mismo niunero de bandas se observa una diferencia del 50 % en la variabilidad detectada siendo
OPE-01 el 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
vdriabilidad revela, ésta fue mayor en la poblacién silvestre que en la de Chapultepec,
confirmando la hipétesis de poblaciones diferentes. Al comparar la variabilidad genética entre los
cebadores OPE-01 y OPE-06 se observa que aun cuando OPE-01 amplifico un nimero menor de
bandas el porc;’qlaje de variabilidad es mayor que el cebador OPE-06 que fue el cebador que
revelé mayor variabilidad en Ia poblacion de Chapultepec contrario a lo esperado. Sin embargo, la
prueba de % realizada al tomar en consideracion todos los loci observados mostré una diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05) entre las dos poblaciones.

Esto su; ere que RAPD es sensible a pequeiios camb: )s en el genoma de diterentes individuos, lo
que permite visualizar dife encias entre poblaciones (distancia genetica entre estas dos

poblaciones 0.1564), debido a que RAPD puede detectar ~n algunos casos simples cambios de
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bases en el DNA genomico (Wiliams et. al. 1990). Esta mayor variaciéon enire poblaciones
coincide con el andlisis de varianza, que muestra una mayor variabilidad interpoblaciones (54 %)
que intrapoblaciones (46 %; tabla 3). Esta inayor variacién genética utilizando la técnica RAPD
‘ se ha observado al compararse con la técnica de isoenzimas en las especies vegetales (Hordeum y
Schizachyrium), la razén al parecer se debe al nimero mayor de marcadores dispombles (Dawson
et. al. 1993; HufT et. al. 1995). Esto podria explicar el por que del polimorfismo tan alio que se
observo en este estudio (68 %), incluso mayor al reportado por Cervantes et. al (1999) para tres

especies de lagomorfos mexicanos del género Sylvilagus que fue del 60%.

Los resultados muestran que el método RAPD-PCR, puede ser ﬁtilizado en el analisis de
variabilidad genética de Romerolagus diazi y con los datos obtenidos de éste se puede conocer la
proporcion de alelos que se han fijado en una poblacion. Ademds, la presencia de bandas
especificas para cada grupo de individuos, aun cuando la identidad genética es grande (0.8557) y
la distancia genética pequeiia (0.1558), permite distinguir claramente las poblaciones. Asi mismo
la prevalencia de ciertas bandas en una estas podrian sugerir variaciones geograficas 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 seleccion de cebadores que, como OPE-19, amplifiquen un
nimero mayor de bandas que ampliaria el nimero de loci en el anidlisis y reduciria aun mas la

desviacioén debida a un tamaiio pequeno de la muestra.

La técnica RAPD posee muchas ventajas, incluyendo la generacién de un gran numero de
marcadores genéticos, proveyendo a genetistas, bidlogos y personas especializadas en el mancjo
de fauna silvestre y en especial de especies en peligré de extincion, con una herramienta para la

exploracién en la genética de poblaciones y medidas de Jistancias genéticas entre individuos o
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~ poblaciones (Williams, et. al. 1993; Rafalski,1997). En el caso de especies raras o en peligro de
extincion, donde es dificil obtener individuos debido a las restricciones legales o a su pequeia
poblacién, es aconsejable el uso de RAPD ya que puede analizar un gran nim:ro de loci
obteniéndo datos confiables de una muestra pequeiia (Gomes et. al - 998; Kimberling et. z1. 1996;
Nei, 1978). El uso de esta técnica rapida y barata, la cual permite analizar un gran niimero de
individuos en un periodo corto de tiempo, facultard a los responsables de los programas de
reproduccion de.especies en peligro de extincién a llevar a cabo un monitoreo del status genético
que guardan las poblaciones, ayudando a tomar las decisiones y realizar las acciones mas
pertinentes y oportunas en los esfuerzos por conservar, no solo los individuos o poblaciones sino

también Ja capacidad evolutiva de la especie.

Debido a que las poblaciones pequefias tienden a perder variacion genética mas rapidamente, por
. ~deriva genética, que las poblaciones grandes a causa de un muestreo al azar de un nimero
pequefio de alelos en cada generacidn, esto dari como resultado la diferenciacion genética entre
las poblaciones (Falconer, 1993). En la tabla 4 se puede observar que el 43 % (6) de los loci
polimorficos presentes en la poblacién silvestre han perdido el 100% de su variabilidad en la
colonia de Ch;ipultepec en aproximadamente 20 generaciones (anexo 2 ADEF,GH,) yel 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 poblacién silvestre.

De uerdo a la simulacion realizada para conocer el comportamiento de las frecuencias de los
heterocigotos en la pobl .ién de Chapultepec, al considerar un coeficiente de consanguinidad
extremo (F= 0.96) y calculado a partir de 5 fundadores (1 macho y 4 hembras de acuerdo a Hoth y

Granados, 1987), cuatro loci deberian de conservar aun el 2 % de la variabilidad genética (anexo
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2A,B,Cy D) y cuatro deberian conservar el 1 % de los heterocigotos (anexo 2, E, F, G y H) con
respecto a la poblacidn silvestre. Esto indica que en la poblacion de Chapultepec existe una
deficiencia de heterocigotos en 6 de los loci simulados. Esto probablemente puede ser a ribuido a
un numero pequefio de fundadores y a un inadecuado manejo reprod  :tivo, lo cual ha conducide
a un allb grado de consanguinidad y deriva genética. Lo que pc iria verse reflejado en una
disminucién en la viabilidad, esto es, un incremento en la susceptibilidad a enfermedades y una
baja en la fecundidad, dos parametros que deberian ser cuantificados para tener una idea mas
exacta de lo que pasa en las poblaciones. Debido a que la depresion por consanguinidad es uno de
los varios problemas a los cuales se enfrentan actualmente los programas de conservacion y
debido a la pérdida de aptitud como una consecuencia del incremento en la expresién de genes
deletéreos recesivos en condiciones homocigotos, el factor genético debe ser considerado como

un punto de gran importancia cuando se proyectan planes de reproduccion y recuperacion de

especies amenazadas o en peligro de extincion (Frankham y Ralls, 1998).

Sin embargo este estudio revela que la introduccion de individuos de la region de Parres D.F. a la
colonia de Chapultepec, permitiria aumentar la variabilidad genética de los 8 loci que han perdido
su variabilidad genética en la poblacion de Chapultepec, lo que representaria un aumento del 26

% (en 8 loci) aproximadamente con relacion a los 31 loci observados.

El hecho de que el locus 13 presente una mayor variacion genética en la poblacion de
Chapultepec que en la poblacion silvestre, podri: explicarse debido a que las cordiciones
“ambientales difieren de una localidad a otra y de una estacion a otra, asi la intensidid y la

direccion de la seleccién natural puede variar con respecto al lugar y el tiempo y las diferencias
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observadas podrian ser atribuibles a la variacion por la presion de la seleccion natural (Falconer,

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

Aun cuando los resultados revelan que algunos alelos de la poblaci. silvesire se han perdido en
la colonia de Chapultepec y el promedio de la heterocigosidad es af roximadamente 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 misra regién y el 39 % (12
alelos) ya se habian fijado en la poblacién 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 0 (perdido),
ningun otro alelo puede estar presente en la poblacion (Falconer, 1993), al menos que exista
mutacion hacia el alelo que se ha perdido o migracion de individuos de alguna poblacion donde
‘e‘se alefo aun permanece. 2) La poblacién silvestre ha visto u.sminuida su poblacion drasticamente
en los altimos 15 afios y también ha pasado por un proceso de fijacion de alelos, esto se puede
observar en el hecho de que las dos poblaciones comparten 12 alelos que se han fijado en ambas
y 13 que no son significativamente diferentes. Como las frecuencias alélicas pueden ser fijadas al
azar por deriva genética, observamos que alelos fijados en una poblacién pueden diferir de los
fijados para la otra. 3) Ei tiempo de separacion de los fundadores en dos grupos (con 4 hembras
y 2 machos cada uno) que se realiz6 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 la reproduccion entre ios individuos de ambos
grupos permitié el aumento de la frecuencia de los alelos perdidos en un grupo y que se habian

fijado en el otro.

46



CONCLUSIONES:

Las poblaciones de Romerolagus diazi de la colonia en cautiverio de Chapultepec y la poblacion
silvestre de Parres, D.F. presentan diferencias genéticas en 8 loci, de los cuales 7 se comportan de

acuerdo a la teoria genética para pequeas poblaciones.

La técnica RAPD puede ser utilizada para estudios de diversidad genética en Romerolagus diazi,
extendiéndose hacia otras poblaciones que permiian tener el contexto general de la diversidad

genética que guardan las diferentes poblaciones de esta especie.
La técnica RAPD permitira cuantificar y monitorear la pérdida o ganancia de la diversidad

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

manejo reproductivo.
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RECOMENDACIONES

Muchas especies amenazadas o en peligro de extincién han visto redvcido su tamano poblacion o
sus habitats estan siendo destruidos lo que actualmente ha llevado a reproducirlos en cautiverio
para asegurar su supervivencia a largo plazo. Para que una poblac’én sobreviva, debe ser lo
suficientemente grande o ser manejada de tal forma que la erosion de la variabilidad genética por
deriva genética sea minimizada y evitar la depresion por consanguinidad. Recientemente ha sido
reportado por Margan et. al. (1998), que mantener varias pobla'c.ones pequenas en vez de una
poblacion grande de. un tamaiio total equivalente (50 y 100), presentan un menor cocficiente de
consanguinidad, un éxito reproductivo significativo bajo condiciones competitivas, una aptitud
. similar bajo condiciones en cautiverio, una mayor varia’ ilidad genética y un potencial evolutivo
equivalente. Aln cuando este trabajo se realizé en Drosophila, se recomienda que especies en

peligro de extincién y en cautiverio sean mantenidas en varias poblaciones pequefias, con

intercambio genético ocasional.
La introduccion de individuos silvestres de la regién de Parres D.F. a la colonia de Chapultepec es

posible y recomendable ya que aumentaria la variabil:dad genética en los alelos que sean perdido

en la poblacién de Chapultepec.
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ANEXOS
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ANEXO 1.- Prueba exacta para la diferenciacién de poblaciones (Raymond y Rousset,
1995), donde, la hipotesis nula (Ho) = poblaciones genéticamente iguales y la hipotesis
altemativa (H1) = poblaciones genéticamente diferentes.

Locus 3 p = 0.0000
Locus 4 p = 0.0060
Locus 5 p = 0.6009
Locus 21 p=0.0010
Locu. 19 p=00117
Locus 13 p=0.0146
Locus 18 p=0.0152
Locus 23 p=0.0379
Locus 24 p = 0.0427
Locus 22 p = 0.0430
Locus 11 p=0.1127
Locus 29 p=0.1218
Locus | p = 0.1466
Locus 17 p=0.2592
Locus 15 p=0.2631
Locus 6 p=0.3895
Locus 2 p = 1.0000
Locus 7 p = 1.0000
Locus 8 p = 1.0000
Locus 9 p = 1.0000
Locus 10 p = 1.0000
Locus 12 p = 1.0000
Locus 14 p = 1.0000
Locus 16 p = 1.0000
Locus 20 p = 1.0000
Locus 25 p = 1.0000
Locus 26 p = 1.0000
Locus 27 p = 1.0000
Locus 28 p = 1.0000
Locus 30 p = 1.0000
Locus 31 p = 1.0000

Resultado para todos los loci

X-sq :131.8652

df  :62

General: p = 0.0000
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ANEXO 2 .- Simulacion de las frecuencias de heterocigotos esperados para diferentes loci
en la colonia de Chapultepeca través de 20 generaciones considerando una Ne=3.4 . El
valor inicial en cada una de las graficas es la frecuencia de heterocigotos observada en la

poblacion silvestre.
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