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amen

cremento de la mancha urbana y las actividades antropogénicas no solo a nivel nacional
a nivel mundial han provocado una gran disminucion de las poblaciones de animales
os en vida libre y con esto la reduccion de diversidad genética de la poblacién. La
sidad genética es la principal herramienta que tiene una poblacién para poder
intarse y adaptarse a cambios en el ambiente, convirtiendo a las pequefias poblaciones
1s mas susceptibles a eventos estocasticos que los pueden llevar a la extincién. Un
iplo de esto, son las poblaciones de anfibios que han sido tomados como biocindicadores
1 calidad del ambiente, asi mismo son las poblaciones que han disminuido de manera
drastica. Estas fluctuaciones en el ambiente han provocado que el tamafio poblacional
istintas especies de anfibios disminuyan de tal manera que se encuentran en el estatus
amenazados” o en “peligro de extincion” seguin la IUCN. Un ejemplo de esto es el
ystoma mexicanum que es una especie endémica representativa del sistema lagunar de
limilco que ha disminuido notablemente el tamafno de su poblacién a causa de factores
)pogénicos. Sin embargo, uno de los esfuerzos de conservacion que se han realizado
esta especie ha sido la reproduccion en cautiverio, ya que representa un reservorio
itico que puede ser Util para mantener una reproduccion por large tiempo. Sin embargo,
sta poblacion de Ambystomas no se han realizado estudios genéticos que muestren el
de variabilidad genética con la que cuenta la poblacion. Por lo que este estudio tuvo
objetivo el analizar la diversidad genética del Ambystoma mexicanum del Centro de
stigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco que estd registrado ante la
ARNAT como una UMA (Unidad de Manejo para la conservacion de la vida silvestre) y
a su vez cuenta con el mayor numero de organismos de Ambysfoma mexicanum con
reproduccion cautiva bajo condiciones seminaturales. Tomamos las muestras de la
acién reproductora del CIBAC que estd conformada por 83 organismos con un
achip, estos individuos fueron estudiados con 15 pares de loci de microsatélites
adas anteriormente para otros Ambystomas. Se hizo la genotipificacién de la poblacion,
le encontramos la presencia de alelos nulos en todos los loci, posteriormente se hizo
correccion en la cual se observd que estos alelos nulos no representan una diferencia
ficativa que pueda afectar el analisis de la poblacién. La poblacion se encuentra
ormada por 3 subgrupos filogenéticos, se encontrd una desviacion del equilibrio de
ly- Weinberg debido al nivel de homocigosidad de la poblacion.

Palabras clave: variabilidad genética, microsatélites, Ambystoma mexicanum,
conservacion, amenazadas, especies endémicas.
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Summary. '

The increase of the human activity not only in national but also in international level
has caused a decrease of the native animals in wild life resulting a decline of genetic
diversity in the population. The genetic diversity is a tool of populations to confront
and to have an adaptation at environmental changes making small populations
become more susceptible to stochastic events which can lead to extinction. A clear
example of this are amphibian populations that have become bio-indicators of
environmental quality. These populations have decreased in number drastically.
Nowadays these fluctuations in the environment have caused a decrease in the
population size in different organisms that, as a result, are in "threatened" or
"endangered" status. A clear example of this problem is the Ambystoma mexicanum
that is a representative and endemic species of Xochimilco lagoon system that has
significantly reduced the size of its population due to anthrapogenic factors. However
one of the conservation efforts is captive breeding because it can be represented a
genetic reservoir to continue with successful reproduction for a long time. However, in
these Ambystomas genetic studies have not been conducted to show us the level of
genetic variability that counts the population. Therefore, the aim of this study was to
analyze the genetic diversity of Ambystoma mexicanum at CIBAC registered to
SEMARNAT as UMA (Unit of Management for the Conservation of Wildlife) which has
an important number of individuals in captivity under semi-natural conditions. We
sampled the breeding population of CIBAC which consists of 83 individuals with
microchips that were tested with 15 microsatellite sequences used previously in other
Ambystomas. Genotyping the population, we found the presence of null alleles at all
loci, and then we made a correction in which it was not observed that these null
alleles do not represent a significant difference that could affect the analisys. We
obtained three subgroups that conform this population and deviation of Hardy
Weinberg equilibrium by increasing the homocygotes number.

Key words: genetic variability, Ambystoma mexicanum, conservation, endangered
species, endemic species.



I. INTRODUCCION.

El Ambystoma mexicanum, ajolote, Axolotl o ajolote mexicano es una especie
endémica, del sistema lagunar de Xochimilco, el cual se encuentra dividido en siete
regiones, Lago de Zumpango, Xaltocan, San Cristobal, Texcoco, Chalco, Xochimilco
y Mixquic. Este sistema lagunar fue poblado antes de la colonizacién espaiiola por
los aztecas que construyeron chinampas, donde explotaban los recursos pesqueros
y agricolas de esta zona (Bartra, 2011). La presencia de ajolotes en este sistema
lagunar ha sido documentada desde la época de la conquista espaiiola, incluso se
menciona la existencia de poblaciones de ajolote desde los primeros asentamientos
humanos (CONABIO, 2011; Sciences- Hernandez et al., 2006). Los ajolotes son
organismos robustos y su color es oscuro entre negro y café, con variaciones claras
en distintas partes del cuerpo. La cabeza es mas ancha que larga. El nimero de
dientes maxilares y premaxilares es de 126. Los dedos son mas o menos cortos y
terminados en punta. La cola es mucho mas corta que el cuerpo y termina en punta
también, presenta una aleta caudal un poco detras de la interseccion de las
branquias. Su piel es lisa en la mayoria del cuerpo, aunque puede presentar
glandulas con poros en la cabeza. Son organismos completamente acuaticos y
requieren condiciones adecuadas de oxigenacion del agua y temperatura, incluso
esta Gltima condicién ha influido en el desarrolio evolutivo de estos organismos,
seguin un estudio realizado por Bruzgul y colaboradores, donde a partir del analisis
de fésiles de A. tigrinum, se logré establecer correlaciones importantes entre
individuos paedomorfos y metamorfos en los Gltimos tres mil afios, evidenciando que
los cambios climaticos acontecidos en este periodo de tiempo afectaron el desarrolio
evolutivo de los Ambistomidos.

El ajolote es un anfibio que presenta neotenia, la cual es la capacidad de alcanzar la
madurez sexual con una forma larvaria (Sciences-Hernandez et al,, 2006). Como
anfibio, el ajolote presenta dos tipos de respiracién, sin embargo, debido a su
neotenia mantiene ambos tipos en estado adulto, a diferencia de otras salamandras
que después de la metamorfosis solo cuentan con pulmones. La causa por la cual los
ajolotes no realizan metamorfosis en su ciclo de vida podria estar ligado a la pérdida
de un fragmento en el cromosoma once. La pérdida de este segmento y una
adaptacion a un medio totalmente acuatico ha sido considerado como un ejemplo de
evolucion (Voss et al., 2011, CONABIO, 2011). Diversos estudios sefialan que en el
A. mexicanum, la paedomorfosis o neotenia que es una falla en la metamorfosis de
este anfibio, la cual se gener6 como adaptacién de esta especie a un ciclo de vida
totalmente acuético. La paedomorfosis representa una modificacién extrema en un
ciclo de vida bifasico, en el cual los paedomorfos permanecen en el habitat acuatico
y se reproducen en él, mientras mantienen la morfologia de larvas. Dado que la
evolucion convergente sugiere un papel fundamental de la seleccién natural en
delinear las variaciones entre especies y debido a que las historias de vida de los
diferentes anfibios estan asociadas con factores ecoldgicos especificos, la evolucion
de la paedomorfosis en el A. mexicanum, puede ser considerada como un ejemplo
clasico de evolucion adaptativa, lo cual lo hace a este anfibio un sujeto importante en
el estudio de los mecanismos genéticos de evolucion de las especies. Los resultados
experimentales que soportan esta hipétesis estan basados en el cruzamiento de
ejemplares de A. mexicanum y A tigrninum tigrinum (un metamorfo obligado) los
cuales generaron en hibrido F1 metamorfo, el cual al ser cruzado nuevamente con
ejemplares de A. mexicanum gener6 individuos metamorfos y paedomorfos en
proporciones no Mendelianas. Si bien estos rangos de segregacion no son
consistentes con el modelo un solo gen, los datos si son compatibles con el efecto de
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un locus principal controlando la mayor parte de las variaciones observadas en el
ciclo de vida de estos anfibios.

El ajolote constituye también un modelo ideal para diferentes areas de la medicina,
principalmente por su regeneracion celular tan eficiente. Estos organismos son
capaces de regenerar cualquier tejido incluso el cerebro y el corazén (Sciences-
Hernandez et al., 2006; Zambrano et al., 2003). A. mexicanum es un modelo ideal
para el estudio experimental de la biologia del desarrollo y regeneracion. Incluso ha
sido considerada como la especie "modelo” para este tipo de trabajos.

A nivel internacional distintos centros de investigacion realizan trabajos para
comprender la biologia de este anfibio, principaimente se desarrollan trabajos para
comprender la capacidad de regeneracion que presentan. Las universidades que
participan en estas investigaciones son entre otras, la Universidad de Indiana, la
Universidad de Nottingham, la Universidad de Kentucky, el Instituto de Biologia
Molecular de la Universidad de Texas y la Universidad de California (Sciencies-
Hernandez et al., 2006).

En el afio 2011, el Departamento de Defensa de los Estados Unidos de América,
invirti6 alrededor de 6.25 millones de dodlares en estudios relacionados con la
regeneracion celular de extremidades del ajolote mexicano (CONABIO, 2011). Asi
mismo ofras instituciones han comenzado un trabajo de secuenciacién de bancos o
librerias de expresion, EST por sus siglas del inglés “expressed sequence tag”. A la
fecha dos librerias han sido desarrolladas, la primera a partir de regiones dorsales de
embriones de ajolote, especificamente tubos neurales y la notocorda. La segunda fue
construida a partir de blastemas de seis dias de regeneracién. Con estas librerias de
expresion se ha podido establecer genes ortdlogos en el ajolote relacionados con
diversos vertebrados, como ciclinas, keratina, transferrina, fibrindgeno, entre ofras.
También se ha podido establecer genes con alta homologia entre las especies A.
mexicanum y A. tigrinum, y genes que no muestran homologias con ningin otro gen,
lo que tedricamente los hace especificos del ajolote. En este aspecto un estudio
llevado a cabo por Smith y colaboradores mostré una situacion particular en los
genes del A. mexicanum, estos investigadores trabajando con una biblioteca
genomica encontraron que existe un 2% mas de genes de linajes especificos en el
ajolote en comparacion que el humano y una buena cantidad de genes ortélogos
entre estas dos especies (86%).

Sin embargo, aunque el andlisis de las secuencias codificantes mostro esta relacion
de genes ortélogos alta, un andlisis mas detallado mostré que en el ajolote algunos
genes eran cinco veces mas grandes, que en el humano. La diferencia de tamafio
basicamente radicé en los intrones, lo que ha generado un gran interés, pues
actualmente se sabe que varias secuencias reguladoras de genes en el humano se
encuentran justamente en los intrones. Sin embargo, a pesar de ser una especie
altamente importante tanto evolutivamente y medicamente, las actividades como la
extraccion ilegal para su uso como mascotas, su explotacion como remedio
medicinal, la introduccién de especies exoéticas como la carpa y la tilapia, pero
principalmente la pérdida, contaminacion y fragmentacién de su habitat, han
ocasionado una disminucién considerable en la poblacién de A. mexicanum en vida
libre (Christie et al., 2012). Ante este escenario, las poblaciones en cautiverio se han
convertido en un reservorio genético para esta especie que se encuentra en peligro
de extincién (Gascon et al., 2007; IUCN, 2010).
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El éxito de esta estrategia de conservaciéon depende de que las poblaciones cautivas
o aisladas mantengan una variabilidad y estructura genética apropiada, en
poblaciones cautivas pequeifias esto es dificil de lograr. El incremento de los niveles
de endogamia puede disminuir la tasa de reproduccion o incrementar la tasa de
mortalidad. De igual forma puede llevar a la pérdida de la variabilidad genética, un
elemento fundamental para la adaptacion a los cambios en el medio ambiente
(Hedrick y Fredrickson, 2009). El Centro de Investigaciones Biologicas y Acuicolas
de Cuemanco alberga una poblacion grande de ajolotes, con fines de conservacion
de la especie. Este centro ha hecho esfuerzos para la conservacion del ajolote
mexicano, estableciendo programas reproduccion en cautiverio, con el fin de evitar la
extinciéon de la especie. En este trabajo se analiza la diversidad y estructura genética
de la poblacién de reproductores con el fin de apoyar los esfuerzos de conservacion
de esta especie endémica de México.

Il. MARCO TEORICO
Situacion actual del Ambystoma mexicanum

El ajolote mexicano (Ambystoma mexicanum) es una especie endémica
representativa del sistema lagunar de Xochimilco, que se ha visto afectada por la
contaminacion y reduccion de su habitat natural. El crecimiento de la mancha urbana
.y ofros procesos antropogénicos han disminuido el tamafio de las poblaciones de
vida libre, colocandolas en riesgo. En el caso del ajolote no solo la contaminacion ha
sido un problema, el sistema lagunar de Xochimilco (su habitat natural), en los
ultimos afios ha disminuido considerable. En 1998 abarcaba una superficie de 240
km?, en la actualidad solo se conserva un 1% de su tamafio original (Zambrano et al.,
2004). Consecuencia de estas alteraciones, las poblaciones de A. mexicanum en
vida libre se han visto afectadas notablemente. En el afio 1998 se reportaban 0.006
individuos/m® y para el afio 2003 habia solo 0.001 individuos/m?, con alta
probabilidad de extincién para el afio 2019 (Zambrano et al., 2004; Parra-Olea et al.,
2011).

El A. mexicanum ha perdido gran parte de su habitat por la expansién de la mancha
urbana y actividades antropogénicas. Diversas organizaciones tanto
gubernamentales como no gubernamentales la han colocado en el estatus de
“peligro de extincion” y trabajan para su proteccion. El CITES (Convencién sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres) ha
colocado al ajolote mexicano dentro del Apéndice Il (especies con comercio
internacional controlado), con posibilidad de cambiarla al Apéndice | (especies
amenazadas de extincion, cuyo comercio internacional soélo es posible bajo
circunstancias excepcionales). En cuanto a la IUCN (Unién Internacional para la
conservacion de la Naturaleza) la ha catalogado en peligro critico y la colocado en la
Lista Roja de “"especies en peligro de extincién”™ (IJUCN, 2010). La SEMARNAT
(Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales) por su parte la ha colocado
dentro de la NOM 059, con el estatus de “especie bajo proteccion especial (Pr)”,
considerado moverla al estatus de “Amenazada (P)", que le proporciona la proteccién
maxima bajo la legislacion mexicana (Zambrano et al., 2004; Sciences-Hernandez et
al., 2006).

Hoy en dia, los miembros del género Ambystoma se encuentran criticamente
amenazados por la contaminacion de su habitat, tal es el caso de A. dumerilli, A.
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andersonni, A. leorae, A. lermaense, A. taylori, enire ofros.. Sin embargo, en el caso
del A. mexicanum se ha convertido en la salamandra mads amenazada de toda
América Latina. Como se menciond anteriormente, los lagos de Xochimilco que
alguna vez fueron su habitat natural, se encuentran eutrofizados, con altas
concentraciones de contaminantes como metales pesados y agroquimicos que son
utilizados en las chinampas para la produccién de hortalizas (Parra-Olea et al.,
2011). Algunos de estos contaminantes como el nitrégeno y el amonio, ocasionan
una interrupcion en el desarrollo de las crias del ajolote y en casos graves, la muerte
en estado larval (Zambrano et al., 2003 ; Sciences-Hernandez, 2006; Valiente, 2006).
Las concentraciones de nitrégeno amoniacal, los ftrihalometanos y los metales
pesados en el sistema lagunar de Xochimilco, estan por arriba de lo estipulado en la
NOM 127-SSAI-1994 (Contreras et al., 2009; Alcaraz et al., 2015) lo cual representa
un problema serio para la sobrevivencia de los ajolotes. Es importante mencionar en
este punto, que los ajolotes se caracterizan por tener la piel desprotegida y
permeable, la cual utilizan principalmente para respirar e hidratarse, lo que implica
una continua absorcién de productos del ambiente incluyendo los contaminantes.
Esta continua absorcion representa un riesgo no solo para los organismos adultos,
sino también para los huevos y juveniles. Aparte de la contaminacion quimica
presente en el sistema lagunar de Xochimilco, también hay contaminacién biclogica.

En un trabajo realizado por Mondragon y colaboradores en el 2011 donde se
menciona que el niamero de coliformes totales y fecales en el sistema lagunar de
Xochimilco (Enterobacterias), esta por arriba del 50% de lo especificado por la NOM-
003- ECOL- 1997 (Zambrano et al, 2003). Con respecto a Estreptococos, se
presentan con mas del 90% de lo estipulado por la misma norma (NOM 003). En
tanto, ofros grupos de bacterias infecciosas como Pseudomonas y Aeromonas
superan del 30 al 80% de lo especificado por la norma, con mayor concentracién en
las zonas turisticas y en zonas con descarga de plantas tratadoras de agua
(Contreras et al., 2009). Estos contaminantes traen como consecuencia
enfermedades y por lo tanto pérdida de recursos naturales, ademas de provocar
problemas de tipo econémico y social (Mondragén-Ancelmo et al., 2011). Al igual que
la contaminacién en el agua, los cambios en la temperatura y la precipitacién son los
factores responsables de la alteracion de microclimas, asi como de patrones
reproductivos en distintas poblaciones (Sa, 2005).

Otro factor importante en la disminucién de las poblaciones de ajolotes en vida libre
es la presencia de especies exoticas que compiten por el alimento y espacio. La
carpa (Cyprinus carpio) y la tilapia (Oreochromis niloticus), dos especies invasoras,
se alimentan de los huevos del ajolote (Alcaraz et al., 2015), por su parte la lobina
negra (Micropterus salmoides), otra especie introducida, depreda a organismos
juveniles (Zambrano et al., 2003). La tilapia (Oreochromis niloticus) que también se
alimenta de las puestas de los ajolotes tiene una densidad poblacional mayor a 0.093
organismos /m? en los lagos de Xochimilco causando un peligro importante en la
sobrevivencia del ajolote en su habitat natural (Zambrano ef al., 2003; Alcaraz et al.,
2015).

Programas de conservacion.
Uno de los mayores esfuerzos que se han hecho para la conservacion y restauracion

de especies nativas en peligro de extincion por actividades antropogénicas (Christie
et al, 2012), ha sido la creacion de programas de reproduccién en cautiverio
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(Hedrick, 2005; Willoughby et al., 2015) ya sea en condiciones controladas o semi-
controladas (Leus y Lacy, 2008). Muchos estudios de conservacion se han enfocado
en conocer la diversidad genética para evitar la pérdida del potencial adaptativo.
Incluso, en la actualidad en el caso de algunas especies en peligro de extincién, solo
las podemos encontrar en cautiverio (Hedrick y Miller, 1992). El éxito de los
programas de reproduccion en cautiverio con fines de reintroduccion, estad basado en
la preservacion de la variabilidad genética de las poblaciones cautivas. A través del
andlisis de pedigri y la seleccién de organismos en funcién al indice de parentesco
(mk o mean kinship) (Hedrick y Miller, 1992), se ha intentado mantener la variabilidad
genética en estas poblaciones. Mediante el andlisis genético de los organismos
cautivos, comparandolos con individuos de poblaciones naturales se ha logrado
identificar organismos de la poblacion cautiva que podrian ayudar a incrementar la
diversidad genética de la poblacion en vida libre y viceversa (Hedrick, 2005; Griffiths
y Pavajeau, 2008; Leus y Lacy, 2008; Hedrick y Miller, 1992).

Las UMA (unidades de manejo y aprovechamiento sostenible) han jugado un papel
importante en la conservacion de especies amenazadas o en peligro de extincion, ya
que tienen como principal objetivo la reproduccion y reintroduccion de organismos a
su habitat natural (Christie et al., 2012). El objetivo de estas unidades es mantener
poblaciones genéticamente viables, minimizando la perdida de diversidad genética y
asegurando una reproduccion por periodos largos de tiempo (Hedrick, 2005; Christie
et al,, 2012; Leus y Lacy, 2008). Las UMA han servido también como centros de
ensefanza, investigacion y captacion de recursos para la conservacion de especies
silvestres (Luo et al., 2008). Una variante de estas unidades, las PIMV (Predios
intensivos de manejo de la vida silvestre), mantienen de forma confinada
organismos, pero a diferencia de las UMAs, en estos lugares no se considera la
reintroduccion, solamente la reproduccion (Young et al.,2001; Frankham, 2003;
Lemer et al., 2009; Allendorf, 2010; SEMARNAT, 2010; Christie et al., 2012).

La reproduccioén en cautiverio ha permitido la recuperacién de especies amenazadas,
tal es el caso del lobo mexicano (Canis lupus bailey). Esta subespecie del lobo gris
del Norte de América fue colocada en la lista de especies en peligro de extincién en
el afio 1976. La caza furtiva y la destruccion del habitat, habian causado una
disminucion considerable de las poblaciones silvestres. En el afto 1980 se reportaban
pocos individuos en vida libre de manera aislada. Sin embargo, gracias a que se
tenian individuos en cautiverio, se logré en los afios ochenta, establecer un programa
de rescate de la especie (Hedrick y Fredrickson, 2009). En el caso del cocodrilo
(Crocodylus moreletii), una especie que se ha visto amenazada por la contaminacién
de su habitat y por la sobreexplotacion para la comercializacion de su piel, las UMA
han servido para la recuperacion de la especie.

Con respecto a los anfibios, actuaimente diversas especies son reproducidas en
cautiverio, basicamente porque son los individuos que se han visto mayormente
afectados por cambios antropogénicos en su habitat (Newman y Squire, 2001;
Griffiths y Pavajeau, 2008; Tzika et al., 2008; Ivy y Lacy, 2012). En el caso del A.
mexicanum las grandes alteraciones en su habitat a causa de las actividades
humanas; han convertido a esta especie en una de las especies endémicas mas
amenazadas en vida libre por lo que la reproduccion en cautiverio se ha convertido
en su principal manera de reproduccién y sobrevivencia.

El Centro de Investigaciones Biol6gicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC), desde
su apertura en 1993, se han encargado de la conservacién y reproduccion de
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especies endémicas de la zona lacustre de Xochimilco. Este lugar se registré como
UMA (DGVS-CR-IN-0952-DF/07) en el afio 2007 y se han encargado principaimente
de la reproduccién del ajolote (A. mexicanum) en condiciones semi-naturales
manteniendo la reproduccién de un nimero importante de organismos cautivos
(Alcaraz et al., 2015) La poblacion del CIBAC, esta conformada por un grupc de
individuos que fueron tomados de vida libre, con lo cual se estableci®é un grupo
fundador, que se refiere a un pequeiio grupo desprendido de una poblacién mas
grande, representando una pequeiia parte de los alelos de la poblacién parental
(Poblacién original) (Eguiarte et al., 2008), sin haber hecho un estudio de diversidad
genética previa. La IUCN menciona que a la hora de hacer un estudio genético de
poblaciones en cautiverio es necesario tener una muestra de al menos veinte
individuos que no estén genéticamente emparentados, con los que podriamos tener
representado el 97.5% del total de la diversidad genética de la poblacién (Leus y
Lacy, 2009) durante un periodo de 200 afios (Hedrick y Miller, 1992). Otra alternativa
a la depresion endogamica es la introduccion de nueva diversidad genética de otras
poblaciones (Amos y Balmford, 2001).

Estructura genética y diversidad genética.

En la actualidad, el establecimiento de la estructura genética en poblaciones
pequefias o aisladas se ha convertido en un aspecto fundamental para tomar
decisiones en la conservacion y mantenimiento de una poblacién (Sunny et al.,
2014). Cuando las poblaciones no se encuentran en equilibrio genético y cuentan
con mayor numero de organismos homocigos o heterocigos, la probabilidad de
extincion aumenta conforme pasa el tiempo (Eguiarte ef al., 2008). La estructura
genética de la poblacion depende del flujo genético, la dindmica y el tamafio
poblacional que a su vez determina la tasa de deriva y el pool genético con el que
cuenta la poblaciéon para su reproduccion. Por lo que el estudio de la estructura y
variabilidad génica se ha convertido en una herramienta fundamental en cuestiéon de
conservacion (Newman y Squire, 2001). La estructura de una poblacién esta
influenciada por la interaccion de procesos microevolutivos como la deriva génica y la
migracion por una ausencia de seleccion o mutacion como resultado del flujo
genético ya que el flujo genético tiende a homogenizar las frecuencias alélicas de
distintas poblaciones dando lugar a la disminucién de la diferenciacion entre ellas
(Newman y Squire, 2001; Godoy, 2009).

La estructura poblacional es la herramienta que permite la asignacion de individuos a
poblaciones e indirectamente se puede hacer una inferencia sobre la dinamica
detectando fendmenos como migracion (Godoy, 2009). Cuando tenemos niveles
bajos de heterocigosidad hay una pérdida importante de alelos que podrian ser Gtiles
en la poblacion para poder responder a cambios ambientales y por lo tanto podria
ayudar en futuras adaptaciones (Brito, 2009). Actualmente, hay estudios donde
mencionan que la pérdida de la diversidad genética de una poblacién puede conducir
a situaciones donde se pone en riesgo su existencia como poblacién y como especie
(Eguiarte et al., 2007; Godoy ef al., 2009).

La diversidad genética es una de las tres formas de biodiversidad reconocidas por la
IUCN, basandose en la necesidad de conservar la diversidad genética para que
pueda ocurrir la evolucion y la adaptacion de la poblacién ante perturbaciones
ambientales (Reed y Frankham, 2003). Sin embargo, en muchas ocasiones podemos
hacer una determinacion de la secuencia en los cambios que ha sufrido una
caracteristica a través del tiempo en aquellos organismos que la poseen, con este
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estudio también se pueden identificar mutaciones que probablemente estén
asociadas con enfermedades (Eguiarte et al., 2008). Para lograr un buen manejo de
los animales en vida cautiva y mantener los niveles de diversidad genética, es
necesario conocer la estructura y variabilidad genética dentro y entre la poblacion
antes de llevar a cabo un plan de reproduccion (Eguiarte et al., 2008). Aunque, hay
estudios en los que demuestran que la tasa de migracion puede tener un efecto
positivo en el rescate de pequefias poblaciones previniendo una depresion por
endogamia. En el caso del lobo (Canis lupus), tuvo una dramatica reduccion en el
tamafio de su poblacién al grado de considerarse extinta en los afios 60°s. Sin
embargo, algunas poblaciones se han visto favorecidas por la llegada de organismos
que ayudan a incrementar la heterocigosidad de la poblacién (Vila et al.,, 2002). La
diversidad genética es un producto de la evolucién que se da a lo largo del tiempo
por diversos factores como: la mutacion, endogamia, deriva génica, seleccién natural
y flujo génico que puede aumentar o disminuir la diversidad genética de la poblacién
puesto que las poblaciones son unidades dinamicas que cambian su tamafo y
distribucion a lo largo del tiempo constantemente. Estos cambios se ven repercutidos
en la genética de la poblacion que esta directamente relacionada con su viabilidad a
largo plazo (Hedrick, 2005; Willoughby et al., 2015).

Las variantes genéticas en las poblaciones son las herramientas que utilizaran los
individuos para sobrevivir y reproducirse en nuevas condiciones. La medicién de la
variabilidad genética se hace principalmente, por medio de la medicion de
polimorfismos a nivel del DNA con ayuda de marcadores moleculares. Midiendo
principalmente el namero de haplotipos y su diversidad, diversidad nucleotidica, el
grado de polimorfismo, el nimero promedio de alelos y la heterocigosidad (Eguiarte
et al., 2008; Godoy et al., 2009).

El estudio del flujo genético ha sido un tema importante en la estimacion de la
estructura de una poblacion (Eguiarte et al, 2008). La falta de flujo génico esta
asociado principalmente a la fragmentacion o pérdida del habitat, lo que ha
provocado a su vez una reduccion en el nimero de individuos o en algunos casos la
extincion de especies endémicas (Frankham, 2003; Joop-Ouborg et al., 2010). En
genética de la conservacion los estudios se han enfocado en los efectos
relacionados con la falta de flujo genético (Frankham, 2003). El flujo genético se
refiere a todos los mecanismos que generan movimiento de genes de una poblacién
a otra, provocando fluctuaciones en las frecuencias alélicas. El flujo genético en
subpoblaciones hace que evolucionen de diferente forma y a su vez se adquieran
variaciones genéticas diferentes en cada una de las poblaciones (Hamilton, 2009).

En una poblacién, cuando hay un alto flujo génico, se ve reflejado en bajos niveles
de variacién genética y una débil estructura poblacional, ya que la variacion genética
es homogénea en la poblacion. La tasa del movimiento de genes de una poblacién a
otra afecta de manera importante a las especies y a la cantidad de flujo genético que
es necesaria para prevenir una evolucion independiente de las poblaciones y que a
su vez dependera de las otras fuerzas evolutivas (Pifiero et al., 2008). En muchas
especies en peligro de extincién la deriva genética se refiere a todos los cambios en
las frecuencias génicas de la poblacion, como resultado de eventos aleatorios de una
generacion a otra. Este efecto se ha convertido en un factor importante como
determinante en su persistencia ya sea en vida libre o en cautiverio (Eguiarte et al.,
2008; Hedrick y Fredrickson, 2009). Sin embargo, aunque la erosion de la diversidad
genética durante el tiempo es un proceso natural en poblaciones pequefias, también
la deriva génica da como resultado una pérdida de alelos incluso mas rapido que un
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proceso de mutacion que puede generar nueva diversidad de alelos en la poblacion
(Malone ef al., 2003). Las frecuencias alélicas en una poblacién van cambiando de
manera constante, (Montgomery ef al., 1997) de tal forma que la disminucion en el
nomero de individuos de una poblacion puede convertila en una poblacion
especiaimente vulnerable a efectos de deriva génica que tiene origen en el muestreo
aleatorio con un nimero limitado de gametos de una generacién para formar parte de
la siguiente. Este proceso puede afectar la variabilidad genética de’la poblacion,
incrementando los niveles de endogamia (Brito, 2009; Hamilton, 2009; Parra-Olea et
al., 2012).

En la actualidad, los marcadores moleculares se han convertido en la principal
herramienta para describir y estimar la variacion genética de diversas poblaciones
usando parametros como: el nimero total de haplotipos, la diversidad haplotipica, el
namero de sitios segregantes, diversidad nucleotidica, el grado de polimorfismo, el
numero promedio de alelos y la heterocigosidad, puesto que el déficit relativo de
heterocigotos es un método indirecto para estimar el nivel de endogamia poblacional
(Godoy et al., 2009).

Marcadores moleculares

Un marcador molecular es una herramienta que nos sirve para medir cualquier
variacién entre individuos, poblaciones, subpoblaciones o incluso entre especies
(Godoy et al, 2009). En la actualidad se han utilizado diversos marcadores
moleculares que han permitido la estimacion de la variabilidad genética de diversas
poblaciones ayudando a comprender diversos procesos poblacionales como la
dinamica poblacional e incluso procesos evolutivos (Eguiarte et al., 2007; Newman y
Squire 2008).

Uno de los marcadores mas utilizados en la genética de la conservacién han sido los
microsatélites o STR, por sus siglas en inglés “Short tandem repeals”, que son
repeticiones en tandem de pequefias secuencias de 1 a 6 nucleétidos
{mononucledtidos (TT), dinucledtidos (AT) o tetranucledtidos (AAGG) que forman
parte del ADN repetitivo no codificante y en principio son fragmentos de ADN
compuestos por secuencias nucleotidicas cortas (2-5 p.b.) (Carranza, 2008). Son
secuencias altamente variables de un individuo a otro que se encuentran de manera
abundante y repetida a lo largo de todo el genoma en la mayoria de los organismos
eucariotas (Godoy, 2009). Se caracterizan por ser aitamente polimérficos en cuanto a
su longitud, 1o que los convierte en marcadores moleculares mas apropiados para
utilizarse en estudios a nivel poblacional (Romero et al., 2014). Su elevado nivel de
polimorfismo se atribuye a dos mecanismos de mutacién: el deslizamiento en el
apareamiento de las hebras de ADN “slippage misspairing” y el entrecruzamiento
desigual “unequal crossing over”, suelen presentar un alto nimero de alelos que
difieren en el nimero de repeticiones (Eguiarte et al., 2007; Godoy, 2009; Romero,
2014). Las repeticiones de las secuencias microsatélites tienen un méximo de 60
repeticiones, son marcadores evolutivamente neutros (Eguiarte et al.,, 2007) y se
encuentran altamente conservados, ocupando la misma posicion cromosdomica
(Godoy, 2009) son secuencias considerablemente informativas y tienen alto nivel de
discriminacion (Rojas et al., 2007).

En genética de la conservacion, el uso de los microsatélites se ha empleado para

construir filogenias (Eguiarte et al., 2007), identificando a los individuos fundadores,
su divergencia en el tiempo y la fijacion de genes entre especies, asi como la
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relacion entre ellos, pudiendo detectar fenomenos como la seleccion entre algunos
otros como cuellos de botella (Allendorf et al., 2010). Como lo realizaron Jehle y
Amtzen en el afio 2002 con una poblacion de B. Calamita, donde a través del uso de
microsatélites, detectaron que la poblacion habia cruzado por cuellos de botella, que
le dieron caracteristicas genéticas a esta poblacién como el incremento en los
niveles de heterocigosidad. Asi como este frabajo, también se han hecho diversos
estudios en anfibios y otros organismos que se han visto afectados por factores
como la fragmentacion, pérdida de su habitat y caza furtiva como en el estudio que
realizaron Ruiz-Garcia y colaboradores en el 2006 o Hagg y colaboradores en el
2010 donde observaron una subdivision en la poblacién que concordaba con la
fragmentacion de su habitat y que fue descubierto igualmente, por medio de
microsatélites.

Los microsatélites son los marcadores nucleares mas utilizados en anfibios y reptiles
para el estudio de la estructura de las poblaciones. Permiten construir con precision
la estructura genética de las poblaciones en cautiverio determinando su relacién con
los individuos fundadores que a su vez son los parientes mas cercanos con los
individuos que se enconiraban en vida libre (Hajeer et al, 2000; Allendorf, 2010;
Joop-Ouborg et al, 2010). Utilizan cebadores especificos y los alelos son
identificados de acuerdo a las diferencias de su tamafio, por medio de la técnica de
electroforesis (Godoy ef al., 2009). En genomas diploides, al determinar el tamaiio de
los etectromorfos se infiere la condicion homéciga o heteréciga de los alelos. Cuando
se observan dos bandas hay alelos diferentes (heterocigos). Cuando sélo se observa
una banda, los dos alelos son iguales (homocigos). En genomas haploides sélo se
observa una banda o electromorfo correspondiente a un alelo (Romero et al., 2014).

Se han podido describir patrones genéticos en poblaciones de vida libre y cautiverio
llegando a escalas que van desde individuos hasta especies (Godoy, 2009), pueden
dar una buena aproximacion de la filogenia de una poblacién (Aranguren- Méndez et
al., 2005), la lectura de las bandas es clara y facil de interpretar, ya que, si se tiene
un interés en particular, esta caracteristica no la encontramos en otros marcadores
moleculares (Aranguren- Méndez ef al., 2005; Eguiarte et al, 2007). Estos
marcadores moleculares tienen la gran ventaja ante otros marcadores de poderios
emplear cuando la muestra de ADN es escasa o se encuentra degradada (Eguiarte,
2007; Godoy, 2009). En su mayoria, los microsatélites se encuentran en diversas
especies siendo dinucleétidos, excepto en primates que son mononucleétidos. Sin
embargo, se ha descrito que cuando los tripletes son muy largos no son conservados
durante periodos muy largos de tiempo, es debido a desestabilizaciones durante la
meiosis, la distribucion de los microsatélites varia no s6lo entre especies, sino
también dentro de cromosomas del mismo organismo (Godoy, 2009). Sin embargo,
los microsatélites tienen efecto neutro frente a la seleccion (Eguiarte, 2007), han
sido ampliamente utilizados en poblaciones donde el nivel de endogamia es alita,
permitiendo diferenciar aquellas poblaciones que estan estrechamente relacionadas.
Dentro de las mayores ventajas estan que pueden ser utilizados con éxito para otra
especie del mismo género. De acuerdo con los principios de Mendel, cuando un alelo
marcado y unos alelos del gen de interés estan muy separados dentro del mismo
cromosoma o estdn en cromosomas diferentes, éstos segregaran de forma
independiente (Godoy, 2009).

El estudio con estos marcadores es sencillo, rapido y de bajo costo. Por lo que
actualmente se ha convertido en el marcador ideal para numerosos estudios
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genéticos, mapeo genético, analisis de ligamento, de filiacién y el anélisis genético
de poblaciones (Godoy, 2009).
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Figura 1. Aumento en el uso de marcadores moleculares microsatélites en el uso d
Genética de la conservacion a lo largo del tiempo. '

Han tomado ventaja sobre otros marcadores genéticos como los AFLPs, RAPDs,
RFLPs (Figura 1) debido a que se segregan de manera mendeliana y son
codominantes. Anteriormente se utilizaban RFLPs, pero con el tiempo fueron
reemplazados por microsatélites por sus caracteristicas utilizadas para este fin como:
herencia mendeliana, distribucion homogénea y frecuente a lo largo del genoma, con
elevado polimorfismo (Eguiarte, 2007; Godoy, 2009). Estan situados en regiones no
codificantes, (Jehle y Arntzen, 2002), son amplificados por medio de la técnica de
PCR con primers especificos y los diferentes alelos son separados a lo largo de un
gradiente de electroforesis (Jehle y Arntzen 2002). Esta técnica es util en la
identificaciéon de individuos fundadores y la fijacién de genes entre especies a lo largo
del tiempo, asi como la relacién que hay entre ellos. Se pueden detectar fenémenos
como seleccion (Allendorf et al, 2010), convirtiéndolos en los marcadores mas
confiables y mas utilizados para hacer estudios de genética de poblaciones
(Aranguren-Méndez et al., 2005).

La identificacion a nivel individual en una poblacién, ha permitido su combinacion
con pruebas de paternidad o simplemente monitorear su reproduccion. Asi podemos
realizar indirectamente estudios de diversidad genética en diversas poblaciones y
asignar pares de individuos a una categoria determinada de parentesco (Godoy,
2009). Entre mas pequefia sea la poblacién, la probabilidad de que dos alelos
tomados al azar tengan ancestros idénticos aumenta, dando como resultado la
endogamia (consanguinidad) (Hamilton, 2009). La endogamia puede actuar
rapidamente en poblaciones pequefias, ya que en una poblacion donde se presenta
una disminucién de diversidad genética, se debe generalmente a una depresion
endogamica que es causada a su vez por la presencia de alelos recesivos que
pueden tener efectos letales en la poblacion (Leberg y Brigette, 2008 ; Parra-Olea ef
al., 2012).

Este incremento en el aislamiento y reduccion en el tamario de la poblacion da como

resultado una diferenciacion y pérdida en la diversidad genética (Malone et al., 2003),
incremento en los niveles de endogamia, deriva génica asi como la depresién por
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endogamia o incluso la adaptacién al cautiverio (Leus y Lacy ef al., 2008; Christie et
al., 2012). En algunas investigaciones, se ha documentado que el incremento en los
niveles de homocigosidad resulta en endogamia causando la pérdida o disminucion
del fitness trayendo una depresién por endogamia (Hedrick y Miller, 1992).

No solo a nivel nacional sino también a nivel mundial, los programas de reproduccién
en cautiverio de especies amenazadas han logrado el mantenimiento de diversas
poblaciones como el panda gigante (Ailuropoda melanoleuca) en China, que a pesar
de que se ha visto afectado por la destruccion de su hébitat y la explotacién de su
principal fuente de alimentacién que es el bambl. La poblacién cautiva se ha
mantenido gracias a un manejo controlado en cautiverio a pesar de tener altos
niveles de endogamia por ser una poblacion cautiva con un ndmero pequefio de
organismos fundadores (Shen ef al.,2009).

E! coeficiente de relacion entre los individuos de una poblacién y los organismos
fundadores puede ser calculado con la suma de todos los organismos descendientes
con lo que se obtiene su contribucion, en particular de los organismos fundadores
(Hedrick y Miller 1992).

La reduccién de la depresion por endogamia por la purgacion de alelos letales
puede causar una reduccion en la variabilidad genética para futuras adaptaciones y
éxito de reintroduccién y en poco tiempo e incrementar la probabilidad de extincion.
Sin embargo, esta purgacién depende del potencial reproductivo de las especies
(Hedrick y Miller 1992). La depresion por endogamia se refiere a una reduccion en la
sobrevivencia y fertiidad de la descendencia de individuos relacionados
genéticamente (Charlesworth y Willis, 2009).

Aunque también Templeton y Read en 1984 sugirieron que algunos programas de
reproduccién radicales que incrementan el coeficiente de endogamia pueden purgar
a la poblacién de alelos deletéreos o letales y evitar los efectos de la depresion por
endogamia a lo largo de muchas generaciones (Hedrick y Miller 1992).

En 1951, S. Wright sugirié6 que un migrante por generacion puede ser suficiente para
evitar que haya diferenciacion en la poblacién que ha cruzado por deriva génica.
Aunque algunas investigaciones sugieren que son necesarios de 1 a 10 migrantes
por generacion para que pueda darse un equilibrio en la variacién (Dutta ef al., 2013 ;
Roques et al., 2015). Esto es importante mencionar puesto que la endogamia y la
pérdida de la variabilidad genética incrementa el riesgo de extincién (Montgomery ef
al., 1997).

Como se mencion6 anteriormente, el lobo mexicano se ha convertido en una de las
especies endémicas mas mencionadas que se encuentra en peligro de extincién por
actividades antropogénicas como: la destruccion de su habitat, la caza furtiva y la
extraccion ilegal de estos animales de vida libre. Esta problemaética ha orillado a esta
especie a estar en peligro de extincion desde 1976, quedando solo algunos grupos
de individuos de manera aislada en vida libre desde 1980. En el 2009, Hedrick y
Fredrickson hicieron un estudio en el cual describieron tan sélo 3 linajes fundadores
que trataron de incrementar el nimero de organismos fundadores, la heterocigosis,
el fitness y por su puesto, reducir los niveles de endogamia con el que contaba la
poblacion (Hedrick y Fredrickson; 2009). Sin embargo, en otro estudio con lobos, a
pesar de que estaba casi extinta, hicieron un analisis en el cual demostraron que la
migracién de algunos individuos incrementé los niveles de heterocigosidad con el
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segundo establecimiento de individuos ayudando en la reduccién de depresién por
endogamia reflejado en un crecimiento exponencial de la poblacién (Vila et al., 2002).
Cabe destacar que solo los individuos con éxito reproductivo pueden contribuir al
rescate de la poblacion (Vila et al., 2002).

En el 2013, Dutta y colaboradores mencionan que en una poblacién de leopardos
donde encontraron niveles altos de heterocigosidad. Decidieron hacer un analisis de
la poblacién actual e hicieron una comparacion con respecto a su historia genética,
su hip6tesis era que la poblacion habia pasado por un cuello de botella, sin embrago,
encontraron que los niveles de heterocigosidad altos era principalmente porque
habia un constante movimiento de organismos y por lo tanto un intercambio
importante de genes, lo que daba origen a nuevos genes dentro de la poblacion.
Puesto que los leopardos tienen que viajar largas distancias para conseguir su
alimento, ya que ha ido cambiando sus condiciones por la fragmentacion y
destruccién de su habitat creando barreras geogréficas que han subdividido las
poblaciones de leopardos.

Se han realizado estudios que han demostrado que la extincion de las especies se
ha dado principalmente por efecto de la endogamia (Frankham, 2003; Brito, 2009).
Mostrando un deterioro a nivel genético y en las frecuencias alélicas. Por ello es
importante establecer la estructura genética para poder tomar decisiones de
reproduccion y conservacion en programas de reproduccion en cautiverio (Sunny et
al., 2014).

El efecto de la consanguinidad en una poblacién es de vital importancia en cuestion
de conservacion ya que se ve reflejada directamente en la dinamica poblaci@nal de
tal forma que afecta la viabilidad y reproduccién individual (Godoy, 2009). La
endogamia se refiere a un apareamiento no aleatorio, en donde hay mayor
probabilidad de que un organismo sea autocigo con respecto a una poblacién con
reproduccion panmictica. Este proceso puede llevar a la poblacién a reducir el
namero de organismos o individuos reproductivos que afectan directamente la
diversidad alélica con un incremento de organismos homocigos (Eguiarte et al., 2008;
Chariesworth y Willis, 2009; Willoughby ef al., 2015).

La unién de gametos consanguineos formados por endogamia se observa cuando
hay una reduccion en el fitness causado por un incremento en la expresion de alelos
deletéreos (Williams et al., 2008; Hedrick y Fredrickson, 2009). Los individuos
emparentados se caracterizan por tener mayor probabilidad de compartir alelos que
individuos no relacionados, debido a que presentan alelos con copias directas de un
alelo presente en un antepasado en comun (Godoy, 2009).

El incremento en los niveles de endogamia pueden reducir directamente la
heterocigosidad por el incremento en la proporcibn de homocigotos relativa
(Willoughby et al., 2015). Algunos estudios sugieren que en el caso de las
salamandras, los factores bidticos y abidticos como los patdégenos, la radiacion UV y
la regeneracion, juegan un papel importante en la expresiéon de alelos deletéreos y
malformaciones (Williams et al, 2008). En algunas ocasiones, la depresion
endogamica esta relacionada con malformaciones morfolégicas. Incluso, en aigunos
taxa hay estudios donde relacionan las malformaciones especificas y el incremento
de la incidencia en consanguinidad. Sin embargo, cabe mencionar que no todas las
malformaciones son resultado de la endogamia (Williams et al., 2008).
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Para poder obtener las estimaciones de los valores de coeficiente de endogamia y los
apareamientos no aleatorios de ia poblacién. Se pueden obtener por medio de: F, Fis,
yla Fsr.

Fsr=Fn- Fis/ 1-Fis
Donde:
Fst= Subdivision de la poblacion
Fr= Coeficiente de endogamia
Fis= Apareamiento no aleatorio

Los estadisticos de prueba F sirven para correlacionar los genes homoélogos asi
como la correlacion de genes entre individuos de una poblacion (Fis) y los genes det
total de la poblacion que se puede calcular con la Fgr 0 estimando Nm que es el
grado de diferencia genética entre dos poblaciones (Pifero et al., 2008).

Fsr nos ayuda a determinar la reduccion de heterocigosis por una diferenciacion
genética entre las poblaciones. En el caso de poblaciones en cautiverio como la del
ajolote mexicano, se asume que todos los individuos no son consanguineos y no
estan emparentados entre ellos (Pifiero et al., 2008).

Como se mencioné anteriormente, el tamarfo efectivo de la poblacién es uno de los
parametros mas importantes en la evolucion y conservacion biolégica ya que es
considerado el factor determinante de la tasa de decaimiento de la heterocigosis
provocando cambios en las frecuencias génicas de la poblacion. Cuando un alelo al
azar deja mayor descendencia, con el paso del tiempo aumenta la frecuencia en la
poblacién (Jehle y Arntzen 2002; Eguiarte et al.,, 2007). Los cambios demograficos
juegan un papel muy importante en la formacién y estructura génica de la poblacion.
Los procesos como cuellos de botella modifican las frecuencias alélicas por efecto de
deriva génica (Godoy et al., 2009).

Un parametro mas que se utiliza para inferir sobre la variabilidad genética de las
poblaciones es la heterocigosidad que se refiere a los individuos con diferentes
alelos para un locus (Allendorf, 2007; Eguiarte ef al,, 2008). La heterocigosis se
divide en dos: Ho (Heterocigosidad observada) y He (heterocigosidad esperada). La
primera es la frecuencia relativa de individuos heterocigotos observados en la
muestra y la segunda se refiere a la probabilidad de que dos alelos tomados al azar
de la poblacién sean diferentes. Por ejemplo, si tenemos que la Ho y la He son
diferentes se puede inferir que hay un déficit o un exceso de organismos
heterocigotos. Esto se puede deber a un tamafio efectivo de la poblacién reducido
(Eguiarte et al.,2008).

Otro caso de poblaciones en peligro de extincion muy conocido, es el caso del chita
que son organismos que son poco reproducidos en cautiverio y que ademas tienen
altas tasas de mortalidad en cautiverio. Convirtiendo a esta especie, especialmente
vulnerable a la extincién (Hedrick, 2001). Ademas un estudio realizado por O'Brien y
colaboradores en 1987, encontraron que en dos poblaciones de Chita (Acinonyx
jubatus jubatus y Acinonyx jubatus), hubo poca distancia génica entre las
subpoblaciones, esto es que la poblacién tiene altos niveles de endogamia y que por
lo tanto el promedio de heterocigosidad es de los mas bajos (0.0004-0.014) con
respecto a otras especies como el tigre, el ocelote, el leopardo, ratones, la mosca o
incluso hasta el humano (Figura 2) (O'Brien et al., 1987).

22



C -« -0 ga".“
iz
5 30 w 10 o
g Iso
- @ &
= - C°
3 - »
.58"’ a
o
=E H
s< | o
3§‘° -_—
£
e s
o — o -3 [}
3 g g B3 g 8 3 8 = 8 3 £ I}
& 3 g g b4 3 © Fil -] 5 S g =
B, B 3 A R g
z a £ <
g = 15 L

Figura 2. Variacion genética de distintas especies comparado con dos
subpoblaciones de Chita, donde se observa que los niveles de heterocigosidad para
esta especie esta muy por debajo con respecto a las demas (O'Brien et al., 1987).

Sin embargo, en un articulo realizado por Amos y Balmford en el 2001 hace mencion
de que en el caso del chita, los bajos niveles de variabilidad genética también estan
relacionados con la pobre calidad espermatica y el pobre éxito reproductivo en
cautiverio, aunque cabe mencionar que esto no hace menos importante el deterioro y
fragmentacion de su habitat un factor importante en la disminucién de esta especie en
vida libre (O'Brien et al., 1987).

En el caso de los anfibios, la dinamica que tienden a seguir es la filopatria que es un
proceso en el cual los organismos tienden a reproducirse en el lugar en donde
nacieron, manteniendo un nivel de flujo génico bajo (Newman y Squire 2001).

En el 2011 Parra-Olea y colaboradores hicieron una estimaciéon de la variabilidad
genética de algunas poblaciones de Ambystomas (A. rivulare, A. andersoni, A.
granulosum). Sélo en las poblaciones estudiadas de A. altamirani y A. velasci, se
obtuvieron niveles altos de diversidad genética, a pesar de la destruccion de su
habitat. Con respecto a A. andersoni que tenia relativamente mucho mas individuos
que A. mexicanum. Se obtuvieron niveles bajos de heterocigosidad que a su vez se
vié reflejado en una disminuciéon en el “fitness™ por incremento en los niveles de
endogamia, convirtiéndolos en organismos propensos a la extincion. Incluso, en el
2008, Shu-Jin y colaboradores mencionaron que con un buen manejo de organismos
en cauliverio aparte de servir para la educacién e investigaciones, pueden ser
contemplados como un reservorio genético para que las poblaciones que se
encuentran en amenaza o peligro de extinciéon se puedan recuperar.

lil. OBJETIVO
Analizar la variabilidad genética de la base reproductiva de la poblacién de A.
mexicanum del Centro de Investigaciones Biolégicas y Acuicolas de Cuemanco

(CIBAC). Con registro SEMARNAT DGVS-CR-IN-0952-DF/07, con el fin de proponer
programas de manejo que aseguren la conservacion de esta especie.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Este estudio es de tipo descriptivo, observacional donde se hizo un anélisis de la
estructura poblacional de los organismos reproductores del Ceniro de
Investigaciones Biologicas y Acuicolas de Cuemanco, con una sola toma de muestra
de tejido para la extraccion de ADN que lo hace un estudio de tipo transversal.

Colecta y preservacion de muestras

Se tomaron muestras de 83 individuos adultos (de los cuales 51 contaban con
microchip). A cada organismo se le tomaron datos morfométricos como el peso,
longitud y sexo (ver anexo 1). Posteriormente se tomé una muestra de tejido caudal
(aproximadamente 100 mg) (Figura 3). La muestra se preservé en microtubos de 1.5
mL estériles y se congel6 hasta su procesamiento en el Laboratorio de Microbiologia
Agropecuaria de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco. Cabe
aclarar en este punto, que este procedimiento no representa riesgo para los animales
dado que la zona de la cual se obtienen la muestra no esta muy irrigada, por lo cual
el sangrado es nulo, incluso estas membranas eventuaimente se pierden con el
movimiento de la cola cuando los animalas nadan

Figura 3. Extremidad caudal A, mexicanum (loma de muestras de tejido)

Extraccion, cuantificacion e integridad del DNA

La extraccién se hizo de acuerdo al protocolo hecho por Sambrook (1989). El
DNA obtenido se cuantificé a través de un espectrofotometro (SmartSPec 3000).,
que cuenta con una lampara de Xenén con cubetas Bio-Rad Truview, que permiten
la cuantificacion de ADN, ARN y proteinas, por medio de la Ley de Beer- Lambert lo
cual indica que la concentracion de una molécula en solucién depende de la
cantidad de luz absorbida de las moléculas disueltas. Una de las caracteristicas del
ADN es que absorbe la luz UV (ultravioleta) a 260 nm, esto nos permite estimar su
concentracion, mediante espectrofotometria. En este caso se realizé a una longitud
de onda de 260 nm, estableciendo una concentracién de 45 pg/ml para un valor de 1
de absorbancia (Azso). En el cuél se colocaron 1mL de TE (1mL TRIS, 0.2mL EDTA)
como blanco y en otra cubeta se colocaron: 999 ul de TE (1mL TRIS, 0.2mL EDTA) y
1ul de muestra. La integridad se verificé por medio de la electroforesis en geles de
agarosa al 0.8% vy se corrieron a 85V, 300mA y 12W, durante 45min y fueron tefiidos
con bromuro de etidio a 0.5ug/ml. (Figura 4). En cada gel se destiné un carril para un
marcador molecular en p.b. (Thermo Scientific Gene Ruler Express DNA Ladder
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®Figura. 4). Las muestras se almacenaron a -20°C hasta el momento de ser
utilizadas para la amplificacion de los microsatélites.

8000
2008
el
1=
1000
et
o
00

Figura 4. Gel de agarosa al 0.8% tefido con Bromuro de Etidio donde se observa el
ADN cromosomal de A.mexicanum de organismos reproductores

Condiciones de amplificacion de microsatélites por PCR

Para el andlisis de variabilidad genética se emplearon pares de loci de
microsatélites descritas previamente por Parra-Olea et al., (2007) y Wieczorek ef al.,
(2002) para Ambystoma tigrinum y Ambystoma maculatum respectivamente (Tabla
1). Se realizaron controles negativos durante la estandarizacion de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) para cada par de
oligonucledtidos y para asegurar que no existiera contaminacién durante la
amplificacion. También se realizaron controles positivos para asegurar que las
condiciones de ia amplificacién se mantuvieran entre experimentos.

Tabla 1. Nombre, tamafio y temperatura de alineacion de los iniciadores reportados
para Ambystoma tigrinum y Ambystoma maculatum.

TAMANO TEMPERATURA

NOMBRE SECUENCIA ESPERADO __DE ALINEACION
Alig 52.143  TCAGGCATCAGATTCGTTGTTA 309-359 57°C
TGTTTGTCGGATTTCGTTGTG
At52.1 GACACCCACAATGCATTTCTACACC 381-465 58°C
GCTCTGGCCTTACCCTGCTATCC
a TTTGCCAATGTTTACCTGCCTGAAT 216-297 -
TGAGTCATGCCTTTCCTGGTGTAA
At5220  TTCCTCTTCCCACTTCTCGTTCTGTATT  267-341 58°C
TTTCGAGGGTAAGGGGTCTATTGATTC
At526  TTACTCAATATCAGACTCCCCAAATGT 151-163 58°C
CCTATGCCTTCCCAGACACTCC
A52.10  GGTGCAACGAGGCAGTTTTTACCTATTT 405435 56°C
GTCGCTCCTTTCCCTAAGCAAGCTGAT
AmaA CCAATCTAGTGCTCTCTCCC 151-197 58°C
ACATACTCCCCTCTGCTAC
Ama2c2 GCTTTCAAGTCAAACATAAAC 203-221 49°C
CCTTAACCCCTCCCTTTC CCT

Se hicieron las reacciones de PCR utilizando un volumen total de 50 ul. en
microtubos tipo Eppendorf de 0.5 pl libres de nucleasas. La amplificacién de las
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muestras se realizé en un termociclador Techne TC-312, programable con software
de gradientes,. Se programoé para cada una de los 8 pares de loci de microsatélites,
cambiando la temperatura de alineacién segun el locus y de acuerdo a su longitud
(Tabla 1).

Figura 5 . Condiciones para la amplificacion de las 8 secuencias microsatélites en el
Termociclador
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El  producto PCR se

visualizé en geles de agarosa al 1.2%. El primer carril se colocaron 2 pl del marcador
molecular (Thermo Scientific Gene Ruler Express DNA) y en los siguientes carriles se
colocan las muestras (2 pl de cada muestra y 2 yl de Buffer de carga 1x) para
después tefiirlo con Bromuro de Etidio al 0.5 ug/ml (Figura 6).

Analizador de fragmentos Qiaxel

Después de obtener los fragmentos esperados por medio de la técnica de PCR.
Posteriormente colocamos 12 pl del producto de PCR y 1 pl de marcador (Alignment
Marker 15bp-3kb QIAGEN) en tubos de 0.5 mL en el analizador de fragmentos
(QlAxcel DNA Fast Analysis Kit) de Qiagen para obtener el tamafio en pares de
bases (p.b.) de cada uno de los productos de manera més especifica.

V. ANALISIS ESTADISTICO
Alelos nulos, errores de lectura y errores de amplificacion

Para minimizar lecturas erroneas de los datos, con el software MICRO-CHECKER
2.2.3 (van QOosterhout et al., 2004). Se verificO que no existieran errores de lectura
(stutters), alelos no amplificados o alelos nulos (null alleles) y dominancia corta en los
alelos (/arge allele droop out). Los parametros que se consideraron fue un tamario
maximo esperado de un alelo de 400 pb con un intervalo de confianza de 95% y
1,000 repeticiones. Ademas, MICRO-CHECKER 2.2.3 corrige las frecuencias alélicas
y genotipicas en caso de encontrar alelos nulos. El software calcula dichas
frecuencias con base en cuatro estimadores; el anélisis que mejor se ajusta a los
datos es el de Brookfield 1 (Brookfield, 1996), el cual asume que no existen
homocigos con alelos nulos e ignora las muestras que no amplificaron debido a DNA
degradado, errores en las lecturas o durante el PCR (Sunny et al, 2014).
Posteriormente con el software FREENA se realizé una correccién en los genotipos
con el software FREENA y asi poder saber si estas diferencias eran significativas o
no entre los valores de Fgr.

Estructura genética

STRUCTURE versién 2.3.3 (Pritchard et al., 2000) fue utilizado asi mismo para
analizar la estructura genética. Utilizamos un modelo de mezcla (admixture), que
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permite que los individuos tengan multiples origenes poblacionales (calculando su
proporcion de pertenencia a cada grupo), con un modelo de frecuencias
correlacionadas (Falush et al., 2003). El rango de posibles grupos (K) analizados fue
de entre 1 a 8, llevando a cabo andlisis independientes para verificar la consistencia
de los resultados entre los diferentes analisis para cada estimacion de K. La longitud
de las iteraciones de MCMCs y el proceso de “buming” se fijo en 1,000,000 y
100,000 respectivamente. El valor 6ptimo de K se seleccion6 a partir del valor
maximo del logaritmo de la probabilidad posterior de los datos {Ln Pr(X/K)] para un
valor de K determinado. El valor mas bajo de K que mejor explica la estructura
poblacional se tomé como la solucién mas idénea (Pritchard et al., 2000). Después
de conocer la estructura de la poblacién, utilizamos STRUCTURE ; Earl ef al.,2012)
para hacer una media de la asignacion de individuos a las diferentes subpoblaciones
(Evanno et al.,, 2005). Con el software POPULATIONS 1.2.32 (Langella, 2002) Se
construyé un arbol de Neighbour-Joining (N-J) N-J con el estimado de distancias
genéticas estandarizadas de Nei: DS (Nei, 1972) aplicando una prueba de bootstrap
con 1,000 repeticiones. Con el software GENEALEX (Peakall y Smouse 2006) se
realiz6 un analisis de componentes principales en el cual se pueden rotar los ejes
para visualizar en un hiperespacio tridimensional la variacién genotipica (Peakalt y
Smouse, 2006).

Diversidad genética

Con el software GENEPOP 3.4 (Raymond y Rousset 1995) se analiz6 la
desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg con su coeficiente de endogamia, el
desequilibrio de ligamiento, las frecuencias alélicas, los genotipos observados vy las
distribuciones alélicas. Las pruebas de probabilidad se llevaron a cabo mediante dos
"métodos: 1) Cadenas de Markov para cada locus por poblacion, utilizando los
siguientes criterios del programa: 10,000 dememorizaciones, 200 batches, 5,000
iteraciones y con una significancia de q<0.001 y 2) Método de Fisher para los loci
analizados. Con el software GENALEX 6.1 (Peakall y Smouse 2006) se estimaron y
se graficaron las frecuencias de los alelos y genotipos en cada locus; también se
realizé un listado de los alelos y genotipos por locus y se identificaron los alelos
privados por locus y se calcul6 le heterocigosis observada (Ho) y la heterocigosis
esperada (He).

Historia demografica

Con el software ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006) se buscoé la relacion de
parentesco entre individuos (Blouin, 2003). ML-RELATE compara la verosimilitud de
una relaciéon dada contra una hipétesis alternativa (sin relacién) y la verosimilitud de
que exista una relacion estimable contra el valor del coeficiente de los individuos
(Lynch y Walsh 1998; Blouin 2003; Buckleton et al., 2005). Ademas, el programa
establece la significancia entre cada relacion, por lo que puede haber valores de r
parecidos con diferentes grados de significancia. Este programa, especialmente
disefiado para microsatélites, incorpora el célculo de alelos nulos (Wagner et al.,
2006), para reducir el error posible (Kalinowslki ef al., 2006).

Vi. RESULTADOS

Se obtuvo DNA de todas las muestras con una buena integridad y todos los loci de
microsatélites fueron polimorficos (Figura 6).
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Figura 6. Gel de agarosa al 1.2 %, tefiido con Bromuro de Etidio donde se observa
At52.1 con tamafio esperado de 381-465 p.b., con ADN de reproductores de
A.mexicanum.

Genotipificacion

Encontramos alelos nulos en todos los loci. Sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre los resultados de Fsr antes y después de la correccion obtenidos
por FREENA (t=-0.98306, p= 0.34226) (ver anexo 4).

Se evaluaron los 83 organismos reproductores con las ocho secuencias
microsatélites. Encontramos alelos nulos en todos los loci (At52.1, At52.10, At52.6,
At52.20, At60.3, Atig 52.143, Ama A, Ama2C2) con MICROCHECKER (Van
Oosterhout et al., 2004). Postericrmente con PAST v.3.14 se obtuvo una f-student
(t=-0.98306, p=0.34226) por lo que la presencia de alelos no afectaria el analisis de
la poblacién (ver anexc 4).

Estructura genética

El valor de K fue de tres grupos genéticos LnPr (k=3)=- 1911.4 (Figura 7) pero se
observa que los grupos genéticos estan poco diferenciados existiendo flujo génico,
representados por los colores: rojo, verde y azul. Sin embargo al realizar el analisis
elaborado por Evanno y colaboradores en el 2005. Se obtuvo que solo existia un
grupo genético, razén por la cuél a partir de este punto, se realizaron los anélisis

- para cada uno de estos tres grupos genéticos o poblaciones y considerando todas
las muestras como un tnico grupo genético/ poblacion (Figura 7).

Estructura genética (STRUCTURE)

Obtuvimos 3 grupos filogenéticos (K), los organismos reproductores estan
representados por barras verticales y los colores representan los 3 subgrupos
genéticos (rojo, verde, azul) representando la proporcion de cada subgrupo en cada
uno de los individuos (Figura 7). (LnPr (k=3)= -4,557 .45) (Figura 8). Se observa poca
diferenciacion entre ellos, fo que nos habla de que hay flujo genético entre los grupos
filogenéticos y que hay una estructura débil, como lo muestra el AMOVA en el cual
se obtuvo una pequeifia diferencia entre las poblaciones (6%) con un valor de p=
0.001. Al realizar el andlisis con STRUCTURE HARVESTER obtuvimos que la
poblacion estaba conformada por tres grupos filogenéticos (Figura 10) con una
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probabilidad de confianza del 95% considerando a la poblacion como una sola
poblacién a la hora de hacer los andlisis.

e i T T e

Figura 7. Estimacion de la estructura genética de la poblacion cautiva del CIBAC con
83 individuos reproductores, representados por barras verticales, divididos por
subpoblaciones representadas por tres colores diferentes (K=3) usando el software
STRUCTURE version 2.3.4.
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Figura 8. Resultados obtenidos con STRUCTURE HARVESTER donde se refleja que
la poblacién esta conformada por tres subpoblaciones.

También se observaron 3 grupos genéticos con el analisis de componentes
principales , lo que se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Analisis de componentes principales donde se observa la diferencia entre
individuos de manera gréfica.
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Figura 10. Construccion del arbol filogenético de la poblacién de reproductores
tomando en cuenta las tres subpoblaciones obtenidas en STRUCTURE.

Asi mismo el dendograma mostré 3 grupos genéticos con el estimador de distancia
genética de Nei contemplando a los 83 organismos (Figura 10).
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Diversidad genética

Obtuvimos un promedio de heterocigosidad observada (Ho) de 0.308 y un promedio
de 0.905 con respecto a la heterocigosidad esperada (He). El valor mas alto tanto en
Ho como en He lo encontramos en el locus At52.10 0.516 y 0.945 respectivamente.
El valor méas bajo lo encontramos en el locus At52.20 con respecto a la Ho y en
cuanto a He el locus con menor valor lo encontramos en At52.6.

Locus Poblacién

Na Ne I Ho He F
Atig52.143 14.667 11.108 2.313 0.288 0.860 0.675
At52.1 25.000 18.784 2.927 0.491 0.932 0.476
At60.3 17.333 11.220 2.492 0.143 0.882 0.842
At52.20 19.333 15.938 2.755 0.097 0.925 0.896
At52.6 12.667 7.922 2.219 0.321 0.857 -0.628
At52.10 27.000 20.636 3.078 0.516 0.945 0.456
Ama2C2 15.000 9.437 2.365 0.128 0.866 0.854
AmaA 19.333 14.797 2.699 0.381 0.918 0.587
Promedio 18.792 13.730 2.606 0.296 0.898 0.677

Tabla 3. Estimaciéon de : Ho (heterocigosidad observada), He (heterocigosidad
esperada), Ne (tamafio efectivo de {a poblacion), Na (nimero observado de alelos), F
(indice de fijacion) y el Indice de informacién (1) de 83 individuos.

El mayor nimero de alelos lo present6 el locus At52.1 (69), en At52.10 (64), Ama A
(55), At52.20 (49) , At60.3 (38), Atig 52.143 (36), Ama2C2 (32) y finalmente en el
locus At 52.6 (29).

Frecuencias alélicas

Frecuencia alélica
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At52.10 A one
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Figura 11. Frecuencia alélica de la poblacién de reproductores tomando en cuenta
los 8 loci.
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Frecuencia alélica para Atig 52.143
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Figura 12. Frecuencia alélica del locus Atig 52.143
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Figura 13. Frecuencia alélica del locus At52.1
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Figura 14. Frecuencia alélica del locus At 60.3
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Figura 15. Frecuencia alélica del locus At52.20
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Figura 16. Frecuencia alélica del locus At52.6
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Figura 17. Frecuencia alélica del locus At52.10
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Frecuencia alélica para Ama 2¢2
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Figura 18. Frecuencia alélica del locus Ama2C2

Frecuencia alélica para AmaA

Frecuencia

Figura 19. Frecuencia alélica del locus AmaA
Tamaiio efectivo de la poblacién

Con un valor de frecuencia alélica de 0.05 obtuvimos un Neb” = 136.9 y un Ne=66,
con el método de LD (desequilibrio de ligamento) con un 95% de confianza con Ne
ESTIMATOR v.2.01 (Waples et al., 2013)

Niveles de endogamia

Con respecto a los estadisticos F que fueron obtenidos a fravés del software
GENEALEX, obtuvimos que los valores de consanguinidad fueron de moderados a
bajos, con un coeficiente de variacion (Fis) mas alto en el locus At 52.20 (0.883) con
un intervalo entre 0.883-0.429, con respecto a los valores de Fyr oscilaron en un
intervalo entre 0.471— 0.888 con el valor mas alto en el locus Ama2c2 y con el valor
mas bajo en el locus At52.10. Con respecto a la Fgsrlos valores obtenidos oscilaron
entre 0.030- 0.073.
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Fis B Fsr N

Atig 52.143 0.665 0.690 0.075 3.069
At52.1 0.473 0.496 0.044 5.480
At60.3 0.838 0.849 0.068 3.407
At52.20 0.895 0.900 0.043 5.621
At52.6 0.626 0.639 0.037 6.480
At52.10 0.454 0.471 0.030 8.104
Ama2C2 0.852 0.862 0.072 3.209
AmaA 0.585 0.605 0.047 5.014

Tabla 2. Indices de fijacion Fis (coeficiente de endogamia de un individuo), Fir
(coeficiente de endogamia de un individuo), Fsy (indice de fijacion), Nm)

Homocigosidad observada y esperada

Los analisis con MICROCHECKER indican exceso de homocigosidad en todos los
locus (Atig 52.143 (He= 2.799, Ho= 42), At52.1 (He=1.486, Ho 34), At60.3 (He=3.21,
Ho=63), At52.20 (He=2.262, Ho=73), At52.6 (He=5.753, Ho=42), At52.10 (He=1.818,
Ho=35), Ama2C2 (He=3.807, Ho=61), AmaA (He=1.643, Ho=39). Lo que sugiere que
los errores de “stuttering” puede ser la causa de este resultado. Sin embargo, no hay
evidencia de una pérdida de alelos grande.

V. Discusion

Los resultados de este analisis genético para Ambysfoma mexicanum , se convierte
en el primero para esta poblacion en cautiverio, donde utilizamos ocho loci
analizados anteriormente y que han sido probados para otros Ambystomas. Al hacer
el analisis con el software STRUCTURE obtuvimos que la poblacién estaba
conformada por tres subpoblaciones con respecto a la diversidad genética fue
moderada a baja, lo que se ha convertido en valores normales hablando de
poblaciones pequeiias en condiciones cautivas.

Diversidad genética

Los resultados nos mostraron una deficiencia de heterocigotos, lo cual significa que
esta poblacion tiene una desviacion en el Equilibrio de Hardy- Weiberg. Este tipo de
resultados cada vez ha sido comun en poblaciones aisladas, pequefias o
fragmentadas, especialmente en poblaciones de especies en peligro de extincion.
Esta desviacién pudo haber sido por la presencia de alelos nulos en todos los locus
(Frankham et al.,2005). La presencia de alelos nulos pudo haber sido causada por
diversos factores como: deriva génica, lo que puede hacer que se pierdan o se fijen
algunos alelos o simplemente que no haya un control en la reproduccion de estos
organismos.

Por otra parte, observamos que en el locus At52.10 obtuvimos tamafios mayores
(400-550) a los reportados por Parra-Olea y colaboradores en el 2007 (405-435). Sin
embargo, consideramos en tomar en cuenta estos resultados ya que hay literatura
que sustenta que los microsatélites pueden ser utilizados para la misma especie,
aunque no es una regla encontrar estos genes en todos los individuos ni en la misma
magnitud ( Vazquez y Morales 2014).

35



En este estudio obtuvimos la presencia de alelos nulos que pudieran afectar en la
estimacion de la diferenciacion de la poblacion por medio de una reduccién en la
diversidad genética, ya que los alelos nulos se presentan cuando surgen mutaciones
acompanadas del microsatélite, por lo que en ocasiones no hay amplificado y nos
puede llevar a errores de genotipado (Peterman, 2012). En diversos estudios se han
encontrado con la presencia de alelos nulos e incluso en todos los loci empleados,
sin que estos pudieran afectar en los resultados de estudios de diversidad genética
(Nguyen, et al., 2014). Sin embargo, encontramos que en otro estudio realizado por
Parra- Olea y colaboradores en el 2011 también encontraron afelos nulos en dos de
los 9 loci que usaron (At52.10, At52.115), en 6 de las subpoblaciones y en cinco
subpoblaciones respectivamente y que por lo tanto estan fuera del Equilibrio Hardy-
Weinberg por la deficiencia de heterocigosidad; uno de ellos también fue utilizado en
este estudio (At52.10) y también se encontrd la presencia de alelos nulos. Sin
embargo, hicieron una correccion con el software FREENA para saber si la
presencia de estos alelos nulos podrian afectar en los anélisis de la poblacion.
Encontraron poca diferencia con respecto a los valores de Fsr (0.04) en las dos
subpoblaciones estudiadas de A. mexicanum (Xochimilco y Chapultepec).

Por otro lado, en el 2007 Parra-Olea y colaboradores hicieron una comparacién de la
variabilidad genética de 154 individuos de cuatro especies diferentes, tanto
paedomorficos (A. andersoni, A. mexicanum) como metamorficos (A.granulosum, A.
altamirani) en el que obtuvieron niveles de Ho= 0.088-0.864, siendo A. altamirani la
especie que tiene mayor nivel de Ho, mientras que el nivei mas bajo, lo encontraron
en la poblacién de A. granulosum. Sin embrago, para la poblacién de A. mexicanum
obtuvieron valores de 0.045-0.591 que son valores muy cercanos a los abtenidos en
este estudio (0.491). A pesar de que estos organismos fueron tomados de vida libre
de los Lagos de Xochimilco y que estd documentado que generaimente las
poblaciones en vida libre tienen valores mas altos de heterocigosidad .

Estructura genética

Obtuvimos valores de Ne= 9.209, Ho=0.233, He=0.857, Fis= 0.728, Fr=0.755, Fsr=
0.102 y Nm=2.239. En ofros estudios realizados en diversos Ambystomas en vida
libre, como el de Wieczorek y colaboradores en el 2002 para A. maculatum.
Obtuvieron valores de heterocigosidad observada de (Ho) 0.467, mientras que en la
Heterocigosidad esperada (He) obtuvieron: 0.664, obtenidos mediante un
secuenciador de electroforesis capilar (ABl 310 Y 377).

En el 2012 Peterman y colaboradores al hacer una identificacion de loci polimérficos
con fluoréforos (6-FAM, VIC,NED y PET) analizados con equipo de electroforesis
capilar (ABI 3730), obtuvieron un promedio de 0.515 (Ho) y 0.686 (He) en una
especie endémica de Arkansas (Ambystoma annulatum). Mientras que Sunny y
colaboradores en el 2014 obtuvieron un promedio de heterocigosidad observada de
0.804 y una heterocigosidad esperada de 0.626 en Ambystoma leorae, que también
es una especie endémica y que esta criticamente amenazada y que ademas se ha
convertido en una poblacion pequefia y aislada que la ha orillado a ser una especie
en peligro de extincion, encontrando que la pérdida de alelos pudiera incrementar la
endogamia de la poblacion haciéndola susceptible a un proceso de extincion.
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Aungue hay estudios que mencionan que el equipo para obtener los genotipos de la
poblacién pueden intervenir en la subestimacién o sobreestimacion de la diversidad
genética de la poblacién, ya sea con Qiaxcel donde en un estudio encontraron la
presencia de alelos nulos en todos los locus (Nguyen et al, 2015) o con
secuenciador donde también hay estudios donde aun utilizando fluorescencia y
secuenciador, se encontraron 8 de 11 locus con alelos nulos (Milidn et al., 2015), lo
que sugiere que no hay gran diferencia utilizando un equipo u otro.

Conservacion

En la actualidad el uso del pedigree y datos genéticos han sido extremadamente
importantes en la ayuda de esfuerzos de conservacion de especies en cautiverio de
especies en peligro de extincién 0 amenazadas (De Salle y Amato, 2004).

En el caso de Ambystoma mexicanum de acuerdo al estudio de Zambrano y
colaboradores en el 2003, esta especie tiene alta probabilidad de extinguirse para el
afio 2019. Sin embargo, en la actualidad no se han encontrado organismos en vida
libre, por lo que la han colocado en el estatus de especie en peligro de extincion
organizaciones tanto gubermamentales como no gubernamentales. Por lo que la
poblacion del CIBAC representa un reservorio genético que puede ser util para la
conservacion de esta especie por ser un lugar que tiene el mayor nimero de
organismos en vida cautiva.

En la actualidad los programas de reproduccion en cautiverio han sido de gran
importancia para la conservacion de especies endémicas que se encuentran en
peligro de extincion logrando una posterior reintroduccién a su habitat natural. Como
el Arabian Oryx que es una especie endémica que redujo el tamafio de su poblacion
de manera importante, a tal grado que se encontraba en peligro de extincion y que
gracias a un andlisis genético y un programa de reintroduccion lograron establecer
de nuevo a la poblacion en su habitat natural y que se ha convertid en un ejemplo
representativo de la conservacion en cautiverio (Arif ef al.,2010).

Viil. CONCLUSIONES

El objetivo principal de los programas de reproduccion en cautiverio es mantener los
niveles de diversidad genética, tratando de minimizar los niveles de endogamia y
haciendo viable a la poblacion cautiva para que pueda haber una reintroduccion en
vida libre asegurando su reproduccion a largo plazo (Lacy 2000).

En el caso del Ambystoma mexicanum es una especie endémica que se ha
mantenido principalmente con reproduccion en cautiverio. Los niveles de
heterocigosidad de esta especie se han mantenido bajos en comparacién con otras
salamandras en vida libre. Sin embargo, para ser una poblacion en vida cautiva
consideramos que estos valores de heterocigosidad son suficientes para mantener a
esta poblacion cautiva, teniendo en cuenta que estos valores pueden ser
incrementados si consideramos la reproduccién con otras poblaciones cautivas.

La pérdida de diversidad genética en poblaciones pequefias o aisladas puede
incrementar los niveles de endogamia y disminuir el fitness asi como el potencial
adaptativo llevandolas a un procesos de deriva génica o endogamia (Malone et al.,
2003) que a su vez pueden conducir a un proceso de extincién en corto o largo
plazo (Parra-Olea et al., 2011). Aunque la endogamia puede reducir el fitness de una
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poblacion, este también depende en mucho de la historia de la poblacién (Leus y
Lacy 2009; Parra- Olea ef al, 2011), ya que la endogamia es también una
acumulacion gradual de individuos genéticamente cercanos, ya que hay una relacion
entre la heterocigosidad y la adaptabilidad de la poblacion (Reed y Frankham 2003).

Sin embargo, en poblaciones en vida libre es necesario el mantener un tamaio
suficiente para la retencién de diversidad genética y minimizar el riesgo de extincién
(Reed y Frankham 2003).

Con respecto a los valores de promedio de los alelos, el problema no es la existencia
de alelos deletéreos en poblaciones cautivas, pero si los efectos que puedan haber
en la poblacién a causa de la presencia de estos, principalmente por el incremento
de homocigotos en la reproduccién de los organismos (Lacy 2000). Si bien, el
incremento en los niveles de homocigosidad han reducido la variabilidad genética de
algunas poblaciones, en algunas provocando incluso malformaciones. Las
malformaciones no siempre son provocadas por cuestibn de endogamia, sino
también intervienen los cabios en el ambiente (Williams et al., 2008).

A pesar de que el Ambystoma mexicanum ha sufrido una drastica reduccién en el
tamafio de su poblacién, hay otras poblaciones de Ambystomas como el A.
andersoni que aunque tiene mayor nimero de individuos, también muestran una
diversidad y heterocigosidad baja como el A. mexicanum que ha reducido el nimero
de organismos de manera drastica (Parra-Olea et al., 2011).

Lo que sugiere que no solo Ambystoma mexicanum que es un claro ejemplo de las
especies endémicas que se han visto afectadas por actividades antropogénicas. En
general fos anfibios que son un bioindicador de la calidad del ambiente y en especial
los Ambystomas son poblaciones que han sufrido una disminucién importante en el
tamarfo de su poblacién por la contaminacion a causa de actividades del hombre.
Principalmente por la acidificacién de su ambiente que afecta en la viabilidad de los
organismos juveniles (Beebee, 2005). El habitat de estos organismos se ha
fragmentado y en algunas ocasiones destruido, del tal forma que se han convertido
en poblaciones pequeiias o aisladas, provocando una disminucién en el fitness y
diversidad genética, lo que los convierte en organismos mayormente vulnerables a
parasitos u otros organismos como chytridiomicosis que es comin en anfibios
(Malone et al., 2003). La disminucién y extincion de anfibios representa una llamada
urgente para entender la calidad del medio ambiente en el que habitamos y las
causas de su deterioro (S4a, 2005).

Creemos que poblaciones como la del Ambystoma mexicanum se puede maximizar,
dandole prioridad a los individuos con valores bajos de mk, tratando de equilibrar el
tamafio de individuos con mk similares disminuyendo los niveles de endogamia. Los
individuos que son criados en cautiverio son mas aptos para una reintroduccion,
estos deben estar representados en cautiverio por lo que los debemos de seleccionar
cuidadosamente las reproducciones de estos organismos, ya que estos organismos
van a tener la tarea de mejorar y mantener la diversidad genética en vida libre.

Aunque en este estudio, se hayan obtenido valores bajos de heterocigosidad
observada utilizando Qiaxcel, también se han obtenido niveles bajos en otros
estudios como el de Nguyen y colaboradores en el 2015 y creemos que uno de los
factores que pudieron intervenir fue la definicion del equipo (Qiaxcel) que tiene un
margen de error de 1 a 5p.b.(Wang et al.,, 2009) Sin embargo, en otros estudios
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realizados en Ambystomas, se han utilizado otros equipos como la electroforesis
capilar y se han obtenido valores muy similares a los obtenidos en este estudio. Por
lo que creemos que hay diversos factores que intervienen en la disminucion de la
heterocigosidad, la reduccion del fitness de la poblacion asi como la disminucion de
la diversidad genética debido a la pérdida de su habitat por actividades
antropogénicas como la contaminacion. Como es en el caso del A. mexicanum
(Parra- Olea et al, 2011) que ha provocado que las poblaciones sean ain mas
vulnerables a la extincion ( Frankham 1987, 1998; Malone et al., 2003). Por lo que en
un trabajo futuro se propone hacer la comparacién de los tamafios obtenidos con las
mismas secuencias microsatélites utilizando otros equipos.

Los resultados obtenidos fueron altos niveles en fa homocigosidad de la poblacién, lo
que refleja un proceso de endogamia, pero consideramos que en un futuro estos
organismos aun pueden mantenerse en buen camino si se lleva un buen control en la
reproduccion y se mantiene la diversidad genética. Si bien, la diversidad genética se
va perdiendo a través de las generaciones, una gran ventaja de estos organismos es
el nimero de huevos por puesta, pues llegan a tener hasta seiscientos huevos con
informacién génica de dos a ocho machos (Myers y Zamudio, 2004). Lo que hace
que los procesos génicos como la endogamia se vean reflejados en la poblacién en
un periodo mayor de tiempo.

Para que pueda haber una reintroduccion en un futuro del ajolote de Xochimilco a
vida libre creemos que es indispensable tener un buen control biolégico, asi como de
un estudio de en los cambios ambientales de este sitio, asi como mantener una
variacion genética y fitness reproductivo en cautiverio que esté representado en vida
libre, para que en un futuro pueda ser el soporte de la poblacién y se pueda asegurar
la reproduccion de estos organismos.
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Anexo 1

nam. de ecto
identificaci | sex para
im. on o | talla talla 1 talla 2 color sitos
i 75067869 H |89.37 215 12 pardo NO
2 75053054 H | 90.2 21 12 pardo NO
3 75050300 H | 175 279 14.5 pardo NO
) 75071855 H [ 120 22 12.5 pardo obscuro NO
5 75091325 H 100 22 11.5 pardo obscuro NO
3 75062887 H 61 19 10.5 pardo obscuro NO
7 75093528 H 98 2115 12 pardo obscuro NO
3 75073781 M |82.65 23 12 pardo obscuro NO
] 74808517 H | 89.5 20 11 pardo obscuro NO
0 | 75081578 | M | 741 21 11 pardo obscuro NO
1 75050379 H | 70.8 20 11 pardo obscuro NO
2 75096841 M [108.1 26 13 pardo obscuro NO
3 75096067 HE 72 22 12 pardo obscuro NO
4 75050853 | M | 83.2 22 125 pardo obscuro NO
& 75079287 M | 96.1 24 12.5 pardo (jaspeado) | NO
6 75073564 | M 82 21.5 11 pardo obscuro Sl
7 75080554 M 92 22 115 pardo obscuro NO
8 75060527 H | 956 24 12 pardo obscuro NO
9 75090621 |-H | 103 24.5 12.5 pardo obscuro NO
0 74797768 H | 96.6 225 12 pardo obscuro NO
1 750955156 | H 77 215 115 pardo obscuro NO
2 | 34451450A | H [57.05 18 10 _pardo NO
3 57565799 | H [ 348 15 8 verde NO
4 75053526 M | 544 18.5 10 pardo jaspeado | NO
5 | 33555486A | M | 48.2 20 10 pardo NO
6 | 33621311A [ M | 745 21 11 pardo NO
7 57567778 | H | 37.5 14 9.5 pardo NO
8 | 36513673A | M | 534 18 10.5 pardo NO
9 | 134624465A| H | 55.8 17.5 9.5 pardo NO
0 57552594 | M | 427 175 9.5 pardo NO
1 50580316 | H | 543 17.5 10 pardo NO
2 75053526 | M | 441 18 10 pardo NO
3 75067869 | M | 84.9 20.5 1S pardo NO
4 57565799 M 59 19 10.5 pardo NO
5 | 134455230A| M | 81.2 19.5 10.5 pardo NO
6 M | 47.2 ] 10 pardo NO
7 M | 53.5 18 10 pardo NO
8 H 61 18.5 10 jaspeado NO
9 M 27 15 9 pardo NO
0 57550098 | M 49 15 8.5 pardo NO
1 M [ 444 18 9.5 jaspeado NO
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12 M 70 20 11 pardo NO
13 75053526 M 70 19.5 11 jaspeado NO
4 M | 545 18 10.5 pardo NO
15 M 66 20 10.5 pardo NO
16 M | 534 18.5 10 pardo NO
17 M | 56.5 18 10 pardo NO
18 H 62 19.5 10.5 pardo NO
19 57575103 B |578 17.5 10 pardo NO
50 57568002 H | 447 17.5 9.5 pardo NO
» 57560039 M 80 19 11 jaspeado NO
52 | 1133557124 H | 34.8 15.5 8.5 pardo NO
3 H | 56.5 17.5 9.5 pardo NO
4 H | 58.8 18 9.5 pardo NO
35 57574888 | M 72 19.5 1 jaspeado NO
6 57567778 M | 45.8 17.5 9.5 pardo NO
7 57579331 M | 633 20 11 negro NO
8 H | 554 175 10 pardo jaspeado NO
39 H 46 17 10 verde NO
0 1336213114 H 66 19.5 11 pardo obscuro NO
31 H 61 18 10 pardo NO
2 M 53 18.5 10 pardo NO
3 M 34 16.5 9.5 pardo NO
4 H 67 18.5 10.5 pardo NO
i5 57552372 H 54 175 10.5 pardo NO
i6 57571366 | M 71 21 12 pardo NO
7 H 46 18 9.5 verde NO
8 57560613 | M 70 19.5 11 pardo NO
9 M 52 18.5 10 pardo NO
‘0 57556888 H 47 18 9.5 verde NO
"1 H 67 19 10.5 pardo NO
2 H 53 18 10.5 pardo NO
3 H 60 18.5 9 pardo NO
‘4 M 73 20 9.5 pardo NO
‘5 57553360 H 51 18 9.5 pardo NO
6 H 82 19.5 11 verde NO
W 57552594 H 54 19.5 10.5 pardo NO
‘8 [ 133555486A | M 59 19.5 11 pardo NO
9 57568531 H 46 17 9.5 pardo claro NO
0 H 56 18.5 10.5 verde NO
1 [134513673A| H 57 19 10.5 pardo obscuro NO
2 H 43 18 10 pardo obscuro NO
3 M 47 16.5 10 pardo NO
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ANEXO 2

Title line:"8 microsajolotesMariana”

Atig52.143a

Ai52.1a

At60.3a

At52.20a

At52.6a

At52.10a

Ama2C2a

AmaAa

Pop

pop1, 361361 000000 254254 348348 169169 488526 000000 158158
pop1, 000000 435435 266266 335367 166166 488488 245245 000000
pop1, 365365 432521 246246 354365 166166 545563 223223 191191
pop1, 364378 446524 254254 302302 157169 547565 000000 180212
pop1, 364378 438521 268268 303315 167167 544562 203216 238238
pop1, 363377 406406 246246 326326 167182 434522 235235 000000
pop1, 372387 000000 277277 346346 168192 541559 236236 104123
pop1, 364379 393399 256256 300300 165165 546563 249249 196200
pop1, 364379 441521 254254 299299 000000 576576 234234 176176
pop1, 372372 408408 255255 287287 167167 548565 222222 208218
pop1, 000000 461521 265265 236236 163163 542559 203203 196196
pop1, 363377 531554 264264 299299 000000 520520 213224 208254
pop1, 000000 410435 256256 279279 166166 421519 202214 208208
pop1, 000000 467522 263263 361361 163163 546563 328328 257257

pop1, 359359 443443 266266 300300 167167 453470 322322 000000
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pop1, 000000 488526 265265 287287 164178 521521 256256 148167
pop1, 000000 434522 242253 300300 168168 542559 205205 182216
pop1, 365365 000000 000000 309309 166166 539557 234234 194194
pop1, 330330 397397 277277 308337 000000 518518 236236 000000
pop1, 363377 461523 253253 332332 168168 552552 235235 253253
pop1, 000000 421519 247247 305305 163176 546564 236236 247247
pop1, 366366 000000 275275 289289 166166 549549 245245 176186
pop1, 363363 400519 249249 261261 169169 543543 228228 181198
pop1, 363376 311311 278278 328334 166179 541558 222222 000000
pop1, 000000 404428 000000 303303 181192 504529 221221 166166
pop1, 366366 400518 277277 285285 167181 467522 235235 181181
pop1, 365380 399519 256256 331331 167167 467467 248248 000000
pop1, 361361 394394 258258 334348 164164 402414 263263 000000
pop1, 363377 501526 246246 327327 167167 520520 211211 247266
pop1, 364378 326326 264264 278278 162162 547563 213213 248248
pop1, 000000 497525 259259 346346 167167 550566 235235 000000
pop1, 352352 400519 263263 354367 165165 542542 234234 195195
pop1, 348362 428428 257257 323323 000000 542560 253253 000000
pop1, 371371 000000 267267 313313 165188 527520 203221 203203
pop1, 361367 406406 246246 321321 166190 545563 224236 246246
pop1, 364364 399519 246246 328328 167167 541541 204204 188188
pop1, 376375 399518 242242 289289 164177 543561 233233 178178
pop1, 349349 464523 000000 273273 162162 546546 233233 180188
pop1, 366366 397397 000000 324324 000000 546546 000000 190203
pop1, 359359 478525 276276 328328 163163 479479 000000 000000

pop1, 361361 443522 267267 234234 166180 544561 206206 194194
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pop1, 365356 443523 278278 286286 168168 519519 235235 227227
pop1, 329366 402402 265265 265265 167167 469469 223223 000000
pop1, 365365 380380 256256 303303 170170 545562 202212 000000
pop1, 357357 417417 265265 321321 171171 545562 000000 172172
pop1, 365365 411411 243243 272272 159159 551567 234234 244249
pop1, 372372 398420 290293 288288 000000 544562 000000 249249
pop1, 363363 400400 257257 000000 166179 545562 205205 258258
pop1, 000000 418521 254254 332332 168168 441521 245245 176276
pop1, 367367 436521 268268 244244 167181 503527 223234 204204
pop1, 370384 370384 253253 322322 170184 443523 236236 182182
pop1, 366366 366366 262262 302302 000000 447447 245245 194194
pop1, 352352 352352 257257 326326 000000 551551 228228 176176
pop1, 366366 366366 252252 348348 166166 542542 222222 160160
pop1, 000000 373387 259259 346346 169169 501527 213213 186200
pop1, 000000 389399 266266 329329 167181 546563 234234 176186
pop1, 372387 372387 243254 325325 169169 438521 236248 101101
pop1, 000000 387398 000000 306306 172172 454454 256263 228228
pop1, 378378 378378 245245 313313 169169 501526 211211 138168
pop1, 356362 356362 251261 303303 166166 490490 213213 101119
pop1, 352352 352352 000000 272272 000000 000000 235235 202221
pop1, 356362 356362 248262 326326 169169 516516 234234 101119
pop1, 348348 000000 243250 361361 000000 546562 223223 206206
pop1, 317317 408408 250255 300300 162169 547563 229229 180212
pop1, 000000 000000 244244 287287 166178 000000 000000 197200
pop1, 000000 411411 253261 300300 165165 552552 225225 213213

pop1, 000000 000000 243253 309309 181184 558558 233233 101101
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pop1, 360360 000000 237237 308337 170170 504529 235235 145145
pop1, 000000 499499 252252 332332 000000 451451 000000 208218
pop1, 376376 000000 243243 305305 178185 443522 000000 000000
pop1, 338338 473473 243250 289289 178186 550566 228228 257257
pop1, 336336 000000 256256 261261 000000 449449 222222 000000
pop1, 371386 480480 245256 328334 162175 400519 232232 182216
pop1, 000000 449449 234234 303303 156156 490490 235235 157157
pop1, 348348 451451 256256 278278 000000 431431 000000 196196
pop1, 387387 439439 000000 336336 000000 483483 245245 000000
pop1, 398398 416416 258258 341341 166178 459459 000000 000000
pop1, 345345 428428 258258 338338 000000 436436 234234 182226
pop1, 378378 405429 254254 279279 168186 451451 000000 213213
pop1, 367367 449449 246252 336336 167167 457457 267267 252252
pop1, 372385 471471 243243 299299 166166 000000 219219 163181
pop1, 358358 459459 239260 271271 000000 478525 000000 000000

pop1, 360374 403428 271271 372372 158170 519519 267267 196200
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ANEXO 3
1

1

10
10
11
11
12
12

13

361
361
386
386
365
365
364
378
364
378
363
377
372
387
364
379
364
379
372
372
387
398
363
377

371

503
527
435
435
432
521
446
524
438
521
406
406
508
531
393
399
441
521
408
408
461
521
531
554

410

254
254
266
266
246
246
254
254
268
268
246
246
277
277
256
256
254
254
255
255
265
265
264
264

256

54

348
348
335
367
354
365
302
302
303
315
326
326
346
346
300
300
299
299
287
287
236
236
299
299

279

169
169
166
166
166
166
157
169
167
167
167
182
168
192
165
165
000
000
167
167
163
163
000
000

166

488
526
488
488
545
563
547
565
544
562
434
522
541
559
546
563
576
576
548
565
542
559
520
520

421

267
267
245
245
223
223
267
267
203
216
235
235
236
236
325
249
234
234
222
222
203
203
213
224

202

158
158
000
000
191
191
180
212
238
238
000
000
104
123
196
200
176
176
208
218
196
196
208
254

208



13
14
14
15
15
16
16
17
17
18
18
19
19
20
20
21
21
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24
25
25

26

(=]
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385
371
385
359
359
374
388
374
374
365
365
330
330
363
377
375
375
366
366
363
363
363
376
000
000

366

435
467
522
443
443
488
526
434
522
500
528
397
397
461
523
421
519
501
527
400
519
3N
311
404
428

400

256
263
263
266
266
265
265
242
253
165
179
277
277
253
253
247
247
275
275
249
249
278
278
166
166

277

55

279
361
361
300
300
287
287
300
300
309
309
308
337
332
332
305
305
289
289
261
261
328
334
303
303

285

166
163
163
167
167
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168
166
166
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168
168
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166
166
169
169
166
179
181
192

167

519
546
563
453
470
521
521
542
559
539
557
518
518
552
652
546
564
549
549
543
543
541
558
504
529

467

214
328
328
322
322
256
256
205
205
234
234
236
236
235
235
236
236
245
245
228
228
222
222
221
221

235

208
257
257
000
000
148
167
182
216
194
194
000
000
253
253
247
247
176
186
181
198
000
000
166
166

181
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365
380
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361
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377
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348
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367
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364
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375
349
349

366
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399
519
394
394
501
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520
516
516
406
406
399
519
399
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464
523

397

277
256
256
258
258
246
246
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264
259
259
263
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257
257
267
267
246
246
246
246
242
242
167
190

000
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327
278
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346
346
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321
328
328
289
289
273
273
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181
167
167
164
164
167
167
162
162
167
190
165
165
181
185
165
188
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190
167
167
164
177
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467
467
402
414
520
520
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550
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542
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542
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520
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541
543
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546
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248
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211
211
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253
253
203
221
224
236
204
204
233
233
233
233

289

181
000
000
000
000
247
266
248
248
000
000
195
195
000
000
203
203
246
246
188
188
178
178
180
188
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39
40
40
41
41
42
42
43
43
44
44
45
45
46
46
47
47
48
48
49
49
50
50
51
51

52
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(=]

366
359
359
361
361
365
365
329
366
365
365
357
357
365
365
372
372
363
363
000
000
367
267
370
384

366

397
478
525
443
522
443
523
402
518
380
380
417
520
411
520
398
420
400
519
418
521
436
521
370
384

366

000
276
276
267
267
278
278
265
265
256
256
265
265
243
243
290
293
257
257
254
254
268
268
253
253

262

57

324
328
328
234
234
286
286
265
265
303
303
321
321
272
272
288
288
000
000
332
332
244
244
322
322

302

000
163
163
166
180
168
168
167
167
170
170
171
171
159
159
000
000
166
179
168
168
167
181
170
184

000

546
479
479
544
561
519
519
469
469
545
562
545
562
551
567
544
562
545
562
441
521
503
527
443
447

447

289
000
000
206
206
235
235
223
223
202
212
304
304
234
234
000
000
205
205
245
245
223
234
236
245

245

203
000
000
194
194
227
227
000
000
000
000
172
172
244
249
249
249
258
258
176
176
204
204
182
194
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52
53
53
54
54
55
55
56
56
57
57
58
58
59
59
60
60
61
61
62
62

63

65

366
352
3562
366
366
373
387
389
399
372
387
387
398
378
378
356
362
352
352
356
362
348
348
317
317

000

366
352
352
366
366
373
387
389
399
372
387
387
398
378
378
356
362
352
352
356
362
512
512
408
408

509

262
257
257
252
252
259
259
266
266
243
254
162
184
245
245
251
261
164
186
248
262
243
250
250
255

244

58

302
326
326
348
348
346
346
329
329
325
325
306
306
313
313
303
303
272
272
326
326
361
361
300
300

287

000
000
000
166
166
169
169
167
181
169
169
172
172
169
169
166
166
170
170
169
169
000
000
162
169

166

447
651
551
542
542
501
527
546
563
438
521
454
454
501
526
490
490
000
000
516
516
546
562
547
563

000

245
228
228
222
222
213
213
234
234
236
248
256
263
211
221
213
213
235
235
234
234
223
223
229
229

000

194
176
176
160
160
186
200
176
186
101
101
228
228
138
168
101
119
202
221
101
119
206
206
180
212
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65
66
66
67
67
68
68
69
69
70
70
71
71
72
72
73
73
74
74
75
75
76
76
77
77

78

000

000

000

373

387

360
360
371
371
376
376
338
338
336
336
371
386
000
000
348
348
387
387
398
398

345

509
411
411
513
537
504
532
499
499
525
525
473
473
500
500
480
480
449
449
451
451
439
439
416
416

428

244
253
261
243
253
237
237
252
252
243
243
243
250
256
256
245
256
234
234
256
256
000
000
258
258

458

59

287
300
300
309
308
308
337
332
332
305
305
289
289
261
261
328
334
303
303
278
278
336
336
341
341

338

178
165
165
181
184
170
170
175
178
178
185
178
186
176
176
162
175
156
156
174
174
183
189
166
178

180

000
552
552
541
558
504
529
451
451
443
522
550
566
449
449
400
519
490
490
431
431
483
483
459
459

436

000

225

225

233

233

235

235

264

264

000

000

228

228

222

222

232

232

235

235

264

264

245

245

278

278

234

200
213
213
101
101
145
145
208
218
000
000
257
257
000
000
182
216
157
157
196
196
000
000
000
000
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78
79
79
80
80
81
81
82
82
83
83

345
364
378
367
367
372
385
358
358
360

374

428
405
429
449
449
471
471
459
459
403

428

458
254
254
246
252
243
243
239
260
271

271

60

338

279

279

336

336

299

299

271

271

372

372

184
168
186
167
167
166
166
184
184
158

170

521
451
451
457
457
000
000
478
525
519

519

234

263

263

267

267

219

219

274

274

267

267

226

213

213

252

252

163

181

108

108

196

200



ANEXO 4

Title line: “resultados microchecker1 13-06-16 all locishow evidence for null aliele.txt”

Atig52.143a
At52.1a
At60.3a
At52.20a
At52.6a
At52.10a
Ama2C2a
AmaAa
Pop
Pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
popt,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,

pop1,

361361 000000 254254 348348 169169 488526 000000 158158
000000 435435 266266 335367 166166 488288 245245 000000
365365 432432 246246 354365 166166 545563 223223 191191
364364 446446 254254 302302 157169 547565 000000 180212
364378 438438 268268 303315 167167 544562 203216 238238
363377 406406 246246 326326 167182 434522 235235 000000
372387 000000 277277 346346 168192 541559 000000 104123
364379 393399 256256 300300 165165 546563 000000 196200
000000 441441 254254 299299 000000 576576 234234 176176
000000 408408 255255 287287 167167 548565 222222 208218
000000 461461 265265 000000 163163 542559 203203 196196
363377 000000 264264 299299 000000 520520 213224 208254
000000 410435 256256 279279 166166 421519 202214 208208
000000 467522 263263 000000 163163 546563 328328 257257

359359 443443 266266 300300 167167 453470 000000 000000

61



pop1,
pop1,
popt,
popt,
pop1,
pop1,
popt,
pop1,
pop1,
popt,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
popt,
popt,
popt,
pop1,
pop1,
popt,

popt,

000000 488488 265265 287287 164178 521521 256256 148167
000000 434434 242253 300300 168168 542559 205205 182216
365365 000000 000000 309309 166166 539557 234234 194194
330330 397397 277277 308337 000000 518518 236236 000000
363377 461461 253253 332332 168168 552552 235235 000000
000000 421421 247247 305305 163176 546564 236236 000000
366366 000000 275275 289289 166166 549549 245245 176186
363363 400400 249249 261261 169169 543543 228228 181198
363376 311311 278278 328334 166179 541558 222222 000000
000000 404428 000000 303303 181192 504529 221221 166166
366366 400400 277277 285285 167181 467522 235235 181181
365380 399399 256256 331331 167167 467467 248248 000000
361361 394394 258258 334348 164164 402414 263263 000000
363377 000000 246246 327327 167167 520520 211211 000000
000000 326326 264264 278278 162162 547563 213213 000000
000000 497497 259259 346346 167167 550566 235235 000000
352352 400400 263263 000000 165165 542542 234234 195195
348362 428428 257257 323323 000000 542560 253253 000000
000000 000000 267267 313313 165188 527520 203221 203203
361367 406406 246246 321321 166190 545563 224236 000000
364364 399399 246246 328328 167167 541541 204204 188188
000000 399399 242242 289289 164177 543561 233233 178178
349349 464464 000000 273273 162162 546546 233233 180188
366366 397397 000000 324324 000000 546546 000000 190203
359359 478478 276276 328328 163163 479479 000000 000000

361361 443443 267267 234234 166180 544561 206206 194194
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pop1,
pop1,
popt,
pop1,
pop1,
pop1,
popt,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
popt,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
popt,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,

p°p1-

365365 443443 278278 286286 168168 519519 235235 227227
329366 402402 265265 265265 167167 469469 223223 000000
365365 380380 256256 303303 000000 545562 202212 000000
357357 417417 265265 321321 171171 545562 000000 172172
365365 411411 243243 272272 159159 551567 234234 244249
000000 398398 290293 288288 000000 544562 000000 249249
363363 400400 257257 000000 166179 545562 205205 000000
000000 418418 254254 332332 168168 441521 245245 176176
367367 436436 268268 244244 167181 503527 223234 204204
000Q00 370384 253253 322322 170184 443523 236236 182182
366366 366366 262262 302302 000000 447447 245245 194194
352352 352352 257257 326326 000000 551551 228228 176176
366366 366366 252252 348348 166166 542542 222222 160160
000000 373387 259259 346346 169169 501527 213213 186200
000000 389399 266266 329329 167181 546563 234234 176186
000000 372387 243254 325325 169169 438521 236248 101101
000000 387398 000000 306306 000000 454454 256263 228228
000000 378378 245245 313313 169169 501526 211221 138168
356362 356362 251261 303303 166166 490480 213213 101119
352352 352352 000000 272272 000000 000000 235235 202221
356362 356362 248162 326326 169169 5616516 234234 101119
348348 000000 243150 000000 000000 546562 223223 206206
317317 408408 250255 300300 162169 547563 229229 180212
000000 000000 244244 287287 166178 000000 000000 197200
000000 411411 253261 300300 165165 552552 225225 213213

000000 000000 243253 309309 181184 541558 233233 101101
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pop1,
pop1,
popt,
popt,
pop1,
popt,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
pop1,
popt,
pop1,

pop1,

360360 000000 237237 308337 170170 504529 235235 145145
000000 499499 252252 332332 000000 451451 000000 208218
000000 000000 243243 305305 000000 443522 000000 000000
338338 473473 243250 289289 000000 550566 228228 257257
336336 000000 256256 261261 000000 449449 222222 000000
371386 480480 245256 328334 162162 400519 232232 182216
000000 449448 234234 303303 156156 490490 235235 157157
348348 451451 256256 278278 000000 431431 000000 196196
000000 439439 000000 336336 000000 483483 245245 000000
000000 416416 258258 341341 166178 459459 000000 000000
345345 428428 000000 338338 000000 436436 234234 182226
364378 405429 254254 279279 168186 451451 000000 213213
367367 449449 246252 336336 167167 457457 267267 000000
372385 471471 243243 299299 166166 000000 219219 163181
358358 459459 239260 271271 000000 478525 000000 000000

360374 403428 271271 000000 158170 519519 267267 196200



ANEXO 5
GLOSARIO

ACERVO GENETICO: todos los alelos compartidos por los individuos constituyen el
conjunto de genes de una poblacion.

ADN: Polimeros de nuclettidos formados por un azicar de cinco carbones, una base
nitrogenada y una molécula de fosfato.

ADN NUCLEAR (nADN): contiene regiones unicas de una sola copia y no unicas
duplicadas o regiones repetitivas.

AFLPs (polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados): es una técnica
que combina la digestion de dos enzimas de restriccion, es Util para generar huellas
ecolégicas y mapeo, asi como estudios de genética de poblaciones, donde se
producen una gran cantidad de bandas polimérficas.

ALELOS: es cada una de las formas alternativas que puede tener un gen, se
diferencian en su secuencia y se pueden manifestar en modificaciones concretas de
la funcién de ese gen.

ALOENZIMAS: son variaciones polipeptidicas que representan diferentes alternativas
alélicas del mismo locus génico.

AUTOCIGO: organismo con alelos idénticos por descendencia.

CUELLO DE BOTELLA: son reducciones drasticas en los tamafios efectivos y
pueden repercutir en los niveles de variacién genética.

COEFICIENTE DE ENDOGAMIA: probabilidad de que dos alelos homocigotos sean
idénticos por descendencia. Que ambas sean copias de un alelo ancestral comun.

EPRESION ENDOGAMICA: sugiere que las mutaciones con efectos deletéreos
aun en especies muy endogamicas y son dificiles de purgar.

DERIVA GENICA: cambios al azar en las frecuencias alélicas.

DIVERSIDAD GENETICA: Es la materia prima de la evolucion, ya que depende tanto
de la adaptacibn como de la especiacion, da la habilidad de responder a
enfermedades, parasitos, depredadores o cambios ambientales.

DIPLOIDES: células que tienen un nimero doble de cromosomas.

DNA “finger printing™: patrones caracteristicos de un individuo.

DNA “profiling™ se utiliza para describir el uso combinado de varios tipos de
marcadores moleculares para la caracterizacion de individuos.

EFECTO WAHLUND: se utiliza para definir los estadisticos F. Cuando encontramos
un déficit de heterocigotos y un exceso de homocigotos. Si no se sabe que son dos
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subpoblaciones, aunque cada uno estén en Equilibrio Hardy Weinberg, en total
parece que faltan heterocigotos.

ENDOGAMIA: apareamiento no aleatorio en donde la probabilidad de que un
individuo sea autdcigo es mayor que para una poblacién panmictica.

EXPRESION GENICA: Es el proceso por el cual todos los organismos procariotas y
eucariotas transforman la informacion en los acidos nucléicos en las proteinas
necesarias para su desarrollo y funcionamiento.

EXTINCION DE ESPECIES: Es la desaparicion de una linea evolutiva que ha estado
presente y compartiendo nuestro medio natural y ya nunca lo estara.

FLUJO GENICO: son todos los mecanismos que generan movimiento de genes de
una poblacioén a otra.

Fsr: (0-1) mide el grado de subdivision a través de sus efectos de aumento de
endogamia = reduccion de heterocigosis.

HAPLOTIPO: Es una combinacion de alelos de diferentes loci de un cromosoma que
son transmitidos juntos puede ser un locus, varios loci o un cromosoma entero.

HIDRIDO: individuo descendiente de progenitores pertenecientes a poblaciones
diferenciadas en por lo menos un caracter heredable.

HETEROSIS: cruzas entre diferentes poblaciones.

HETEROCIGO: individuo diploide que para un gen dado, tiene cada uno de los
cromosomas homoélogos un alelo pareado con otro, posee dos formas diferentes de
un gen en particular.

HOMOCIGOSIS: probabilidad con la que se espera que dos alelos sean idénticos por
descendencia y en estado.

HOUSEKEEPING GENES: Grupo de genes gue se expresan en todas las células del
organismo y codifican para proteinas que son esenciales para el funcionamiento
general de las células.

ISSRs: (secuencias repetidas intersimples): se han utilizado en estudios de variacion
poblacional en especies silvestres, es recomendable para anélisis de paternidad,
tiene gran nimero de bandas polimérficas.

ISOENZIMAS: pueden representar varias formas alélicas, conocidas como
aloenzimas, se utilizan como marcadores moleculares para cuantificar las
frecuencias alélicas y genotipicas de los individuos que son estimadores basicos de
la composicion genética de la poblacién.

LEY DE HARDY WEINBERG: Es un principio que establece que la composiciéon
genética de una poblacién mediante una ecuacion donde la poblacién permanece en
equilibrio mientras no actie la seleccion natural ni ningin otro factor como la
mutacién.
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LOCI: es el lugar especifico del cromosoma donde esta localizado un gen u otra
secuencia de ADN (plural)

LOCUS: es el lugar especifico del cromosoma donde esta localizado un gen u otra
secuencia de ADN.

MARCADORES MOLECULARES: Es una herramienta que se utiliza para localizar y
aislar genes de interés. Se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismo en
loci Gnicos o muiltiples y son de tipo dominante o codominante.

METODO DE NEI-GOJOBORI: al realizar un calculo del nimero de sitios sin6nimos
y no sindénimos, asume que la sustitucion de los cuatro nucledtidos sucede de
manera azarosa.

MICROSATELITES: compuesto de 1 a 6 pares de bases, son marcadores
codominantes, altamente polimérficos y densamente distribuidos en el genoma de los
organismos eucariontes, son lo suficientemente especificos para diferenciar
individuos dentro de la poblacion.

MODELO NEUTRO: Es la tasa de cambio a la cual un nucledtido es reemplazado
(sustituido) por otro dentro de una poblacién, es igual a la tasa de mutacién o cambio
de este sitio sin importar el tamaiio poblacional.

MUTACION: alteracién o cambio en la informaci6n genética de un ser vivo y que va a
producir un cambio de caracteristicas de este que se presenta subita y
espontaneamente se puede transmitir o heredar a la descendencia.

P.B.(PARES DE BASES): consiste en’dos nucleotidos opuestos y complementarios
en cadenas de ADN y RNA que estan conectadas por puentes de hidrégeno.

PEDIGREE: diagrama que representa la linea de antecesores.

PIMV’s: predios o instalaciones que tienen manejo de organismos de forma
confinada fuera de sus habitat natural y que no tienen como fin la reintroduccion de
ejemplares a vida silvestre.

PCR (polymerase chain reaction) Reaccién en cadena de la polimerasa: es una
técnica en Biologia Molecular que se utiliza para sintetizar muchas veces un
fragmento de ADN, utilizando una polimerasa que puede trabajar a temperaturas
muy altas, ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus que vive a
temperaturas muy altas (79 a 85°C).

POOL GENETICO: es ia combinacién de todos los alelos para todos los rasgos que
exhiben los miembros de una poblacién. Puede considerarse como la suma total de
los gametos de una poblacion a partir de los cuales se toman muestras al azar para
formar los cigotos de la generacion siguiente.

RFLP’s: expresan diferencias especificas del ADN que fueron reconocidos por

enzimas de restriccion particulares {endonucleasas), se han utilizado para reconstruir
mapas genéticos y para resolver problemas taxondémicos.
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RAPD’S (polimorfismos de ADN amplificados al azar): son marcadores moleculares
que amplifican aleatoriamente segmentos de ADN en una gran variedad de especies,
son utiles para estudios de parentesco en poblaciones.

SECUENCIACION DE ADN: andlisis detallado de diferenciacion de ADN , donde
pueden obtenerse secuenciando la region de interés para diferentes individuos.

SELECCION POSITIVA: es estudiada indirectamente cuando un grupoc de genes
parece desviarse del modelo neutral.

TAMANQ EFECTIVO DE LA POBLACION (Ne): es el numero de individuos
reproductivos, a que estos son los que contribuyen a la generacion siguiente en
términos demograficos y sobre todo genéticos.

UMA: predios e instalaciones registrados que operan con un plan de manejo
aprobado y dentro de los cuales se da seguimiento permanente al estado del habitat
de poblaciones o especies que aqui se distribuyen.

UMWELT: mosaico o 4rea especialmente heterogénea compuesta de un conjunto de
interacciones desde el nivel de individuo hasta ecosistema.

VARIABILIDAD GENETICA: variacién en el material genético de una poblaciéon o
especie e incluye los cromosomas.
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